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Medios para Reproduccion Asistida

Procesamiento de esperma:

- Capacitacion, congelacion (Test Yolk buffer)
- Conservacion a 4°C SIN CONGELAR
Medios completos (10% SSS)

PVP 7 y 10%, PBS, Tyrode’'s

Aceite mineral

Diagnostico Preimplantacion

Sondas FISH MultiVysion PGT y MultiVysion PB:
enumeracion de cromosomas en blastomero y
corpusculo polar.

Otras sondas:
centromeéricas, loci especificas y subteloméricas
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EDITORIAL

Ill Congreso ASEBIR. Zaragoza 2005

Apreciados / as comparieros / as:
Parecia lejano, pero por fin ha llegado.

En su dia os prometimos que trabajariamos duro, y podéis estar seguros de que asi
lo hemos hecho, pero no ha existido mayor recompensa a nuestro trabajo que el com-
probar el alto nivel de asistencia y participacion con que nos habéis honrado.
Referencia de ello son las numerosas comunicaciones presentadas, las cuales osten-
tan un grado cientifico mas que aceptable, siendo un indicativo mas de la profesio-

nalidad cientifica que existe dentro de nuestro colectivo.

Una mencién especial merecen los ponentes y los miembros de los distintos comi-
tés y vocalias (Organizador, Cientifico, de Publicaciones, de Congresos, etc.) que han

trabajado, y sufrido, por el éxito de este Congreso.

iAh!'Y no nos olvidemos de las entidades colaboradoras, casas comerciales siempre
amigas, que han sabido estar a nuestro lado, apoyandonos en todo lo que hemos ne-

cesitado y sin cuya participacion dificilmente hubiéramos podido sacarlo adelante.

Ahora sélo esperamos que todos juntos sepamos aprovechar este trabajo conjuntoy
disfrutar de este evento desde todas sus vertientes, no sélo desde |la faceta cientifica,
en un entorno tan gratificante como es esta ciudad, que esperamos que desde ahora,

sea también vuestra ciudad.
iBienvenidos a Zaragoza!

Antonio Urries Antonio L. Gonzalez-Utor

Presidente Comité Organizador Presidente de ASEBIR
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lll Congreso ASEBIR. Zaragoza 2005

PRESIDENCIA DE HONOR

D? Pilar Noeno
Consejera de Salud y Consumo del Gobierno de Aragdn

D? Pilar Muro
Presidenta del Grupo Hospitalario Quirdn.

D. Antonio L. Gonzalez-Utor
Presidente de ASEBIR

D. Antonio Urries
Presidente del Comité Organizador

COMITE ORGANIZADOR COMITE CIENTIFICO

PRESIDENTE Begofia Aran
Antonio Urries

Maria Bonada
VIPRESIDENTA

Concha Leal ]
José |. Gutiérrez
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Carolina Roméu Miren Mandiola
::-TEl de Noviembre de 2005 VOCALES

Juan Manuel Moreno Garcia
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Francisco Monzén Maria José de los Santos

Ignacio Gonzalez

i L, Joan Sarquella
José |. Gutiérrez g

Pedro M? Ventura

Sofia Ainsa
Pilar Madero
Cristina C. Duque

Javier Alfonso
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Programa Cientifico

PROGRAMA CIENTIFICO PRECONGRESO

Miércoles 16
Salon de Actos Clinica Quirén. Zaragoza. Avda. Gomez Laguna, 82 (La Floresta)

REUNION GRUPO DE INTERES: DGP (35 pax aprox)

OBJETIVOS: Puesta al dia de los ciclos de DGP realizados en Espafa, recogidos hasta ese momento, asi como
creacion de un listado de los centros de FIV que ofrecen estas técnicas. Convocar a todas aquellas personas
interesadas en participar directamente en las tareas del Grupo de interés, propuestas.

PROGRAMA:
PRESENTACION DE LA JORNADA. Carles Giménez, Carmen Rubio y Esther Fernandez.

Puesta en comun de los datos de DGP que se han recogido previos a la reunidn.
Recogida de formularios que queden por entregar.

Exposicion por parte de CEIFER, de la propuesta al grupo de trabajo de diagndstico genético
preimplantacional de la asociacion para el estudio de la biologia de la reproduccion de un
“Ensayo piloto de un programa de control de calidad externo para FISH en espermatozoides”.

Presentacion de propuestas para participar en el Grupo de interés de DGP.
Conclusiones y cartera de trabajo para la siguiente reunion.

PROGRAMA CIENTIFICO CONGRESO
Jueves 17 ASEBIR

08:00-08:45 ENTREGA DE DOCUMENTACION / POSTERS

08:45-09:00 INAUGURACION OFICIAL DEL CONGRESO
D? Pilar Noeno. Consejera de Salud y Consumo del Gobierno de Aragén
D? Pilar Muro. Presidenta del Grupo Hospitalario Quirén
D. Antonio L. Gonzalez-Utor. Presidente de ASEBIR
D. Antonio Urries. Presidente del Comité Organizador

09:00 SESION I: GAMETOS Y EMBRIONES. CRIOPRESERVACION
Moderadores: M?. Bonada y M? J. de los Santos
09:00-09:20 VALORACION DEL GAMETO MASCULINO EN REPRODUCCION ASISTIDA.
E. Gomez
09:20-09:40 CRITERI0S-ASEBIR DE VALORACION MORFOLOGICA DE OVOCITOS, EMBRIONES TEMPRANOS Y BLASTOCISTOS.

M. José Torello

09:40-10:00 ESTADO ACTUAL DE LA CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES.
M? Victoria Hurtado de Mendoza

10:00-10:30 CONGELACION DE 0vOCITOS: ESTUDIOS CONTROLADOS Y PERSPECTIVAS FUTURAS.
F. Marina / Ana C. Coho

10:30-10:45 MESA REDONDA
10:45-11:15 CAFE
11:15-13:30 Broaue I. Comunicaciones (1-12)

13:30-16:00 ALMUERZO
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16:00-16:40 Broauk II. Comunicaciones (13-16)
16:40 SESION II: EL LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA
Moderadores: C. Ochoa y J. Sarquella
16:40-17:00 GuipeLiNes-ASEBIR DEL LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA CLiNICA. M. Bonada
17:00-17:20 BiogTica EN EL LABORATORIO DE REPRoDUCCION AsisTiDa. Maria I. Marijuan
17:20-17:40 ASPECTOS LEGALES EN EL LABORATORIO DE REPRODUCCION AsisTIDA HumANA. C. Romeo Casabona

17:40-18:00 MESA REDONDA

18:00-18:20 AutA VIRTUAL (VIDEO):
AssiTED HATCHING CON ELIMINACION DE FRAGMENTOS. G. Calderdn

18:20-18:30 Caré e 10 mINuTOS

ASAMBLEA ASEBIR

Moderador: J.A. Castilla (Hospital Virgen de las Nieves-Granada)
Ponente: G. Calderén (/VI Barcelona)

PROGRAMA CIENTIFICO CONGRESO
Viernes 18 ASEBIR

09:00 SESION I1l: GENETICA. INVESTIGACION APLICADA. Moderadores: M. Mandiola y J. M. Moreno
09:00-11:15 Broaue I1l. ComunicAciones (17-28)

11:15-11:40 CAFE

11:40-12:00 DiAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL. APLICACIONES ACTUALES. A. Veiga

12:00-12:20 MITOCONDRIA Y FERTILIDAD MASCULINA. C. Diez

12:20-12:40 MuLTIFISH eN mElosis EN Biopsia TEsTicuLar. F. Vidal

12:40-13:00 IMPRONTA GENOMICA. C. Camprubi

13:00-13:30 MESA REDONDA
13:30-16:00 ALMUERZO

16:00-16:40 BLoaue IV. ComunicAciones (29-32)

16:40 SESION IV: FUTURO DE LA BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION. Moderadores: B. Aran y A. Urries
16:40-17:00 INVESTIGACIGN APLICADA: GLONACION DEL BUCARDO (CAPRA PYRENAICA PYRENAICA). ). Folch

17:00-17:20 INVESTIGACIGN DE EMBRIONES HUMANOS. M. Sandalinas

17:20-18:20 CONFERENCIA MAGISTRAL: Ev LaBorATORIO DE REPRODUCCION ASISTIDA EN MEDICINA REGENERATIVA. A. Bernad
18:20-18:45 MESA REDONDA

18:45 PREMIOS EMB / CLAUSURA DEL CONGRESO

SEDE DEL CONGRESO:

Hotel Palafox *****
Casa Jiménez s/n.
50004 Zaragoza (Espafia)
Tel. 976 237700 y Fax. 976 234705
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Ponencias

El texto extenso de las ponencias se entregara en el DVD
adjunto a la documentacion del congreso

Valoracion del Gameto Masculino

E. Gomez
IVI - Murcia.

Desde la aparicion de la microinyeccion espermatica (ICSI) se ha venido poniendo en duda la importancia del espermato-
zoide en el resultado de los ciclos de reproduccion asistida, no teniéndose en cuenta que el espermatozoide es la mitad ne-
cesaria para obtener un embrién y que de alguna manera debe influir sobre él.

La herramienta mas aceptada para el estudio del potencial fértil del varén es el andlisis del semen y los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud, basados en la concentracién, movilidad y morfologia, son los parametros mas utilizados.
Los resultados de estos andlisis no siempre son capaces de discernir los espermatozoides capaces de fecundar de los que no
lo son.

Es por eso que se hace necesaria la implantacion de Marcadores Moleculares de Infertilidad Espermética que nos propor-
cionen mas informacion sobre los espermatozoides. Entre estos marcadores estarian los que estudian los posibles dafios del
ADN espermaético, fallos de compactaciéon o fragmentacién del ADN, el analisis de la produccién de radicales libres por la
muestra de semen o su capacidad antioxidante.

Hasta el momento estos nuevos “test de fertilidad” arrojan resultados esperanzadores, ya que son capaces de predecir ca-

pacidad de fecundacion, calidad embrionaria y embarazo, aunque todavia es necesario mucho trabajo para poder estandari-
zar todos estos ensayos.

Criterios Asebir de Valoracion Morfolégica de ovocitos,
Embriones Tempranos y Blastocitos

MJ. Torellé
Servei de Medicina de la reproduccid, Institut Universitari Dexeus, Barcelona.

La falta consenso en la valoracién morfolégica de cualquier estadio desde el ovocito hasta el blastocisto es una realidad
que se pone de manifiesto tanto en el &mbito nacional como el internacional. La imposibilidad de extrapolar conclusiones bi-
bliograficas, la dificultad de comunicacién cientifica y de realizar estudios multicéntricos que incluyan valoraciones estanda-
rizadas de estos criterios son consecuencias inmediatas de esta situaciéon. Motivada por esta necesidad se ha creado la co-
misién de ASEBIR “Definicion de criterios de valoracion morfolégica y su categorizacion, de ovocito a hlastocisto” con el fin de
desarrollar esta linea de trabajo. El objetivo principal de la comisién es definir una propuesta de criterios morfolégicos de va-
loracién de calidad y su clasificaciéon en escalas para cada uno de los siguientes tipos celulares: ovocito, prezigoto, embrién
D+2 y D+3 y blastocisto. El resultado del trabajo realizado por los profesionales que forman esta comisién es lo que se ex-
pondréa en esta conferencia.

Estado Actual de la Criopreservacion de Embriones

MV. Hurtado de Mendoza
CEHISPRA, Clinica Al-Andalus. Sevilla.

La congelacion de embriones es una herramienta indispensable en los laboratorios de FIV. Su aplicacién con éxito, requie-
re un conocimiento de los principios fisico-quimicos de la congelacion/descongelacion, de los crioprotectores a emplear y de
la velocidad de congelacion (lenta, rapida, ultrarrdpida o vitrificacion). Ademas de estos factores, son requisitos necesarios
para el éxito de un programa de congelacion/ descongelacion, una seleccién estricta tanto de los embriones a congelar como
de los embriones tras descongelacién (valoracién de la supervivencia celular) y el reequilibrio de las funciones metabdlicas
embrionarias. Otros aspectos, como los beneficios de técnicas complementarias (eclosién asistida, aspiraciéon de fragmentos);
estudio de los nifios nacidos y legislacién, configuran el estado actual de los embriones congelados.

o
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Congelacion de Ovocitos: Estudios Controlados y Perspectivas Futuras

F. Marina. CEFER, Barcelona.
AC. Cobo. IVI - Valencia.

La congelacion de ovocitos tiene aplicaciones multiples y viene a resolver algunos de los problemas éticos y legales existentes:
Asi, seria posible reducir el nimero de embriones sobrantes que se generan en los procesos de FIV. Mayor importancia reviste la
conservacion de ovocitos o de tejido ovarico en aquellas mujeres que han de ser sometidas a determinados tratamientos médicos
(radioterapia, quimioterapia, cirugia) y pueden quedar estériles. Ademas, en el caso de la donacién de ovocitos, su congelacion evi-
taria la necesidad de adjudicacion previa a una receptora, y permitiria la existencia de bancos de ovocitos.

Guidelines - ASEBIR en el Laboratorio de Embriologia Clinica

M. Boada
Instituto Marqués, Barcelona.

El laboratorio es parte fundamental en un programa de reproduccién, y debe realizar su actividad en base a unas normas
técnicas y éticas que garanticen la seguridad y la calidad en todos sus procesos asistenciales. ASEBIR tiene como objetivo la
realizacion de un documento que sirva de referencia a todos los profesionales del laboratorio de nuestro pais para lograr una
estandarizacién de los procedimientos y una disminucién de la variabilidad en la practica diaria. Como primer paso se pre-
sentan unas recomendaciones sobre organizacién general y recursos fisicos y humanos de los laboratorios de reproduccién.

Bioética en el Laboratorio de Reproduccion Asistida

MI. Marijuan. Facultad de Medicina y Odontologia de la UPV/EHU, Vizcaya.

Introducir la bioética en el laboratorio de reproducciéon asistida es admitir que las posibilidades técnicas conllevan res-
ponsabilidades. Responsabilidades especificas para los que trabajan alli. La responsabilidad (“responder por” y “hacerse car-
go de”) obliga a los profesionales a tener en cuenta no sélo los fines sino muy especialmente las consecuencias concretas de
sus acciones. Sabido esto, alcanzar criterios prudentes de gestién de las posibilidades que van generandose en los laborato-
rios, es una tarea que compete a todos. Pero a nadie, que lo piense un poco, se le oculta, que los conocimientos, hipotesis y
razones de los profesionales son parte imprescindible para poder alcanzar dichos criterios.

Aspectos Legales en el Labhoratorio de Reproduccion Asistida Humana

C. Romeo Casabona. Catedratico de Derecho Penal de la UPV, Vizcaya.

Pocos avances biomédicos han generado tantas controversias ni de tanta intensidad como los relacionados con la
Reproduccién Humana Asistida. El Laboratorio de Reproduccion Asistida, y por extensién, el personal que trabaja en él, ne-
cesariamente se encuentra involucrado en una cadena de decisiones y actuaciones sobre las que muchas veces no queda cla-
ra su responsabilidad, no sélo sobre su actuacién directa, sino también sobre las consecuencias a las que han contribuido con
sus actos. A modo de ejemplo cabe recordar las controversias generadas acerca de quién seria el responsable de una mala
aplicacion de la norma: “se fecundarad un maximo de tres ovocitos”.

Diagnostico Genético Preimplantacional. Aplicaciones Actuales

A. Veiga. Servei de Medicina de la Reproduccio. Institut Universitari Dexeus, Barcelona.

El diagnostico preimplantacional se inici6 en 1990 como alternativa al diagnostico prenatal para parejas con elevado ries-
go genético. Actualmente es una técnica ampliamente utilizada tanto para alteraciones genéticas numeéricas y estructurales
como para enfermedades monogénicas, cuya lista de diagnésticos disponibles aumenta dia a dia. Las indicaciones para lle-
var a cabo un DGP se han ampliado a pacientes de Fecundacién in vitro con el fin de mejorar las tasas de embarazo en pa-
rejas de mal prondstico. También se han incorporado otras indicaciones como deteccién de susceptibilidad a determinados ti-
pos de cancer, enfermedades degenerativas y tipaje de HLA para transplante de células madre procedentes de sangre de cor-
doén umbilical (SCU) en nifios afectos de patologias hematolégicas, genéticas o adquiridas.

o
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Ponencias

Mitocondria y Fertilidad Masculina

C. Diez. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular, Universidad de Zaragoza.

La calidad espermética depende del mantenimiento energético celular, determinado, a su vez, por la actividad mitocondrial. En
nuestro laboratorio hemos observado que las alteraciones genéticas del DNA mitocondrial modifican la calidad espermaética.

Multifish en Meiosis en Biopsia Testicular

F. Vidal. Unitat de Biologia Cel-lular. Universitat Autdonoma de Barcelona.

Los estudios meiéticos en individuos infértiles se dirigen tanto a la identificacién de anomalias cromosémicas limitadas a la li-
nea germinal como a la evaluacién del comportamiento de anomalias cromosémicas constitucionales. La incorporacion de nuevos
métodos de estudio, basados en la aplicacién de protocolos de hibridacién in situ fluorescente (Multiplex FISH; MultiFISH), nos
ofrece la posibilidad de profundizar en el analisis de las anomalias meiéticas en individuos infértiles con el objetivo de llevar a ca-
bo una valoracién citogenética exhaustiva orientada a ofrecer un mejor consejo reproductivo en estos pacientes.

Impronta Genomica

C. Camprubi. Unitat de Biologia Cel-lular. Universitat Autonoma de Barcelona.

La impronta genémica es el proceso epigenético presente en mamiferos euterios que regula la expresién de determinados
genes en funcién de su origen parental. Sirva como ejemplo que alteraciones en la impronta de algunos genes en los cromo-
somas 11 y 15, puede ser una de las bases del desarrollo del Sindrome de Beckwith-Wiedemann (SBW) y del Sindrome de
Angelman (SA), respectivamente. Recientemente, se ha abierto un debate sobre la posible relacion entre cambios epigenéti-
cos y Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA), dado que se ha descrito un incremento en la prevalencia de casos SBW y SA
causados por errores en la impronta, en individuos concebidos mediante TRA. Cabe elucidar si estos errores epigenéticos pue-
den ser inducidos por la aplicacién de TRA o bien, si su presencia en los gametos de algunos pacientes puede relacionarse
con los problemas de esterilidad que presentan.

Investigacion Aplicada: Clonacion del Bucardo (Capra Pyrenaica pyrenaica)

J. Folch. CITA (Gobierno de Aragén), Zaragoza.
M? Jesiis Cocero Oviedo. INIA (Ministerio de Educacion y Ciencia), Madrid.

Se presentan la metodologia, resultados y dificultades encontradas en los intentos de producir algiin ejemplar de una cabra mon-
tés ya extinguida (Bucardo) por clonacioén, utilizando electrofusion de fibroblastos de dicha subespecie con ovocitos de cabra.

Investigacion en Embriones Humanos

M. Sandalinas. Reprogenetics, Barcelona.

Investigar con embriones humanos no es lo mismo que investigar a los embriones humanos. A partir de embriones humanos “so-
brantes” congelados se pueden obtener células madre que permiten establecer lineas celulares para llevar a cabo estudios de me-
dicina regenerativa. Pero éste no es necesariamente el Gnico destino cientifico que pueden tener esos embriones congelados. Cada
embrién es portador de informacion sobre su origen, capacidad de desarrollo y viabilidad. En tanto no seamos capaces de recono-
cer al embrién 6ptimo, transferirlo y lograr un nifio en casa en cada intento, deberiamos también investigar a esos embriones con
la finalidad de mejorar las posibilidades de éxito de las parejas que se someten a un ciclo de FIV.

El Laboratorio de Reproduccion Asistida en Medicina Regenerativa

A. Bernad. CSIC Departamento de Inmunologia y Oncologia Centro Nacional de Biotecnologia Madrid.

Resumen no presentado

Aula Virtual (Presentacion en Video)

G. Calderén. VI - Barcelona.

Imagenes de Assisted hatching con eliminacién de fragmentos.

o
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0. 01.
RESULTADOS DE LA VITRIFICACION DE BLASTOCISTOS HUMANOS PROCEDENTES DE CULTIVO
PROLONGADO, DIAGNOTICO PREIMPLANTATORIO, (DPI), Y EMBRIONES SUBOPTIMOS DE DiA 3

S. Nunes, A. Galan, S. Perez, A. Cobo, M. de los Santos, M. Escriva.
IVI, Valencia.

OBJETIVO: La existencia de una técnica eficiente de criopreservacion de blastocistos en un laboratorio de FIV es muy im-
portante, especialmente en algunos programas como DPI y cultivo prolongado, que requieren que el embrién llegue al esta-
dio de blastocisto. La vitrificacién surgié como una técnica muy ventajosa de criopreservacion debido a dos factores como: a
la velocidad del procedimiento y el hecho de no necesitar de equipamiento sofisticado ni caro. Con este estudio se pretende
evaluar la eficiencia de la vitrificacién en la criopreservacion de blastocistos procedentes de tres fuentes distintas.

MATERIALES Y METODOS: En este estudio retrospectivo se incluyeron un total de 134 pacientes que debido al resultado de
embarazo negativo tras la transferencia de embriones en fresco, tuvieron que recurrir a la transferencia de blastocistos vitri-
ficados. Se estudiaron blastocistos procedentes de tres fuentes diferentes en el laboratorio de FIV: DPI, cultivo prolongado dia
5/6 y blastocistos obtenidos de embriones que en dia 3 de desarrollo no tenian calidad suficiente para ser congelados, y que
fueron mantenidos en cultivo por dos 6 tres dias mas. De los 289 blastocistos estudiados, 82 procedian de DPI (40 pacien-
tes), 87 de cultivo prolongado (29 pacientes) y 120 de observacion (65 pacientes). EI proceso de vitrificacion y desvitrifica-
cioén de los blastocistos fue realizado seglin el protocolo descrito por Yokota y colaboradores con introduccién de algunos cam-
bios (1). La supervivencia se evalué tras 12 horas post desvitrificacién y se consideré éptima cuando no presentaban ningu-
na sefial de degeneracion y se encontraban completamente expandidos. La evaluacién estadistica fue realizada utilizado el
teste ANOVA y el anélisis con el teste del ji-cuadrado.

RESULTADOS:

BLASTOCISTOS D5/6 BLASTOCISTOS D5- DPIBLASTOCISTOS 0BS
RESULTADOS TECNICOS
N° Pacientes/Ciclos 29 40 65
N¢° Transferencias (% canceladas) 19 (34,5) 25 (37,5) 41 (36,9)
N° Blastocistos desvitrificados 87 82 120
N° Blastocistos sobreviveran 57 4968
Blastocistos Transferidos (%) 33 (37,9) 40 (48,8) 52 (43,3)
N° Embriones Transferidos (Media+SD) 1,74+0,56 1,48+0,58 1,27+0,50
RESULTADOS CLINICOS
Embarazo quimico (% )8 (42,1) 13 (52,0) a 11 (26,8) a
Embarazo bioquimico (%) 1(5,3) 2 (8,0) 3(7,3)
Embarazo clinico (%) 7 (36,8) 11 (44,0) b 8(19,5) b
Embarazo mdiltiple (%) 2 (28,6) 4 (36,4) 0
Aborto (%) 0 2 (18,0) 2 (25,0)
Ectépico (%) 0 1(7,7) 0
Embarazos en desarrollo 7 8 6
(%, por transferencia) 36,8 32,0 14,6
(%, por paciente) 24.1 20,0 9,2
N° Sacos de embriones 9 16 8
Tasa de implantacion (%) 27,3 40,0 ° 15,4

caP=0,072; b P=0,064; cP<

CONCLUSIONES: La vitrificacion puede considerarse una técnica de criopreservacion opcional a las técnicas de congela-
cién lenta aplicable a blastocistos ya que se obtiene tasas de supervivencia comparables a las encontradas en la literatura
con otros métodos. Incluso, no parece afectar a la supervivencia de los blastocistos procedentes de poblaciones embriona-
rias mas subéptimas. La disminucién de las tasas de implantacién de dicho grupo puede deberse sencillamente al origen
peculiar de dichos embriones.

BIBLIOGRAFIA: (1) Galan, A., Escriba M.J., Gamiz, P. Mercader, A. Rubio C. and Crespo J. (2003) Hum. Reprod.18 (sup-
plement 1):140.
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0. 02.

ADICION DE GLUTATION PARA MEJORAR LOS CAMBIOS MORFOLOGICOS Y
ULTRAESTRUCTURALES EN ESPERMATO0ZOIDES HUMANOS DURANTE EL PROCESO DE
CONGELACION DESCONGELACION

2Mohand W, 2Gémez-Torres MJ, ‘Fernandez-Colom PJ, *Duque C, 2De Juan J, ‘Romeu A.
!Laboratorios de Reproducciéon Humana. Servicio de Ginecologia (Reproduccién Humana). Hospital Universitario La Fe, Valencia.
2Departamento de Biotecnologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Alicante.

INTRODUCCION:

Estudios preliminares realizados en el Laboratorio de Reproduccién Asistida del Hospital la Fe de Valencia, demuestran los
efectos que la congelacion y descongelacion de espermatozoides humanos tienen sobre la motilidad y viabilidad espermati-
cas, y que son debidos a la generacion en exceso de especies reactivas de oxigeno. La enzima glutation peroxidasa emplea el
glutatién reducido como cofactor para reducir el peroxido de hidrégeno, de forma que el efecto de las especies reactivas se
ve disminuido.

OBJETIVO:

Evaluar los efectos de la congelacién/descongelacién de espermatozoides humanos, y establecer si el glutatiéon es un an-
tioxidante efectivo para proteger las anomalias morfolégicas que tienen lugar en los espermatozoides humanos durante el pro-
ceso de criopreservacion.

MATERIAL Y METODOS:

Para este estudio fueron utilizadas 30 muestras seminales entre voluntarios y pacientes incluidos en Programa de
Reproduccién Asistida del Servicio de Ginecologia (Reproduccion Humana) del Hospital Universitario La Fe de Valencia. Cada
muestra seminal fue separada en dos partes. Una parte se dividié en 4 alicuotas que fueron preincubadas durante 15 minu-
tos a 37°C con glutation a concentraciones crecientes (0, 0,1, 0,5, 1 mM). La otra parte se dividié en 4 alicuotas que fueron
congeladas/descongeladas con las mismas concentraciones de glutation. La congelacion se realizé mezclando a partes igua-
les el semen con el crioprotector (Test Yolk Buffer, Irvine Scientific). La mezcla se mantuvo 40 minutos a 4°C, 30 minutos en
vapores de nitrégeno liquido y finalmente, fue almacenada en nitrogeno liquido a -196°C por periodos de tiempo variables.
Para cada una de las alicuotas establecidas (en fresco y congeladas) se evaluaron los siguientes parametros: *Recuento y mo-
tilidad. *Viabilidad (Tincion Vital con Eosina). *Estudio morfolégico (Tincién de Papanicolau y Microscopia Electronica de
Barrido).

RESULTADOS:

Los procesos de congelacion/descongelacion de espermatozoides humanos producen un descenso significativo en la tasa
de formas normales (P<0,000) en comparacion con la muestra en fresco. Cuando se utilizé la concentraciéon de glutation de
0,1mM el nimero de anomalias morfologias inducidas por el proceso de congelacién/descongelacién fue el menor. La pre-
sencia de glutation (0,1 y 0,5mM) no parece afectar sobre las anomalias de la cabeza espermética (contorno irregular, alte-
raciones acrosémicas, morfologia piriforme). Por otro lado, se observé un menor dafio en la pieza intermedia y en las colas es-
permaticas cuando las muestras fueron preincubadas con glutation 0,1mM previo a la congelacion.

CONCLUSION:

Los procesos de congelacion/descongelacion producen alteraciones de la morfologia espermatica. El glutatién a concen-
tracién 0,1mM es un antioxidante efectivo para evitar los dafios morfolégicos ocasionados por el proceso de congelacion/ des-
congelacién de espermatozoides humanos.
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0. 03.
CAMBIOS EN LA DISTRIBUCION DE LECTINAS SOBRE LA MEMBRANA PLASMATICA
DEL ESPERMATOZOIDE HUMANO TRAS LA CAPACITACION

'Gomez-Torres MJ., '"Murcia-Belmonte V., 'Girela JL., 2Jiménez-Movilla M., *Avilés M., 3Fernandez Colom PJ., *Romeu A., ?Ballesta J., 'De Juan J.
Departamento de Biotecnologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Alicante. Alicante.

’Departamento de Biologia Celular, Facultad de Medicina, Universidad de Murcia. Murcia.

3Servicio de Ginecologia (Reproduccién Humana), Hospital Universitario La Fe, Valencia.

INTRODUCCION: Los espermatozoides de mamiferos recientemente eyaculados son incapaces de experimentar la reaccién
acrosémica si no han residido por algtn tiempo en el tracto reproductor femenino (Yanagimachi, 1994). El conjunto de cam-
bios fisiolégicos por los cuales el espermatozoide llega a ser competente para fecundar al gameto femenino es denominado
capacitacion. Durante la capacitacién del espermatozoide en el tracto genital femenino son eliminadas algunas de las glico-
proteinas periféricas y se produce una redistribuciéon de las glicoproteinas integrales y de los glicolipidos de la membrana plas-
matica. Se han descrito cambios en la localizacién de los carbohidratos de la superficie del espermatozoide de mamifero, re-
flejando una redistribucién de las glicoproteinas, durante la capacitacion y la reaccion acrosémica (Baker et al., 2004;
Jiménez et al., 2002).

OBJETIVO: Identificar y describir los diferentes patrones de distribucién de determinadas lectinas sobre la membrana plas-
matica del espermatozoide no capacitado en muestras de varones normozoospérmicos y comprobar si existen cambios en es-
tos patrones tras la capacitaciéon espermatica in vitro.

MATERIAL Y METODOS: E| estudio se llevé a cabo en 14 muestras seminales procedentes de varones normozoospérmicos se-
gln la OMS. La capacitacion espermatica se lleva a cabo mediante swim-up. Los espermatozoides fueron fijados con para-
formaldehido antes y después de la capacitacion. Estas muestras se incubaron con 6 lectinas (AAA, Con A, PNA, WGA) cada
una de ellas especifica para un carbohidrato determinado. Mediante microscopia de fluorescencia se determinaron los patro-
nes de marcaje para cada una de ellas sobre la membrana plasméatica de la cabeza, pieza intermedia y cola del espermato-
zoide. Los datos se analizaron con la t-Student utilizando el programa estadistico SPSS v12.0

RESULTADOS: Al comparar las muestras en fresco y capacitado observamos las siguientes diferencias en los patrones de mar-
caje: Con AAA se caracterizaron tres patrones (P), encontrando diferencias significativas en dos; P2 (punteado intenso sobre
la region cefélica) superior en las muestras en fresco y P3 (punteado en la regién anterior de la cabeza destacando una ban-
da ecuatorial) mayor en el capacitado. Con la Con A se identificaron cuatro patrones observando diferencias significativas en:
P2 (marcaje en la regién acrosomal y posterior de la cabeza) predominante entre los espermatozoides capacitados y P3 (mar-
caje en la regién acrosomal) superior en las muestras en fresco. Con PNA se describieron dos patrones: P1 (punteado sobre
la region anterior de la cabeza) mayor en las muestras en fresco y el P2 (marcaje sobre la region acrosomal y banda ecuato-
rial mas acusada) superior en los capacitados. Con WGA se observaron tres patrones: P1 (punteado homogéneo en toda la
membrana del espermatozoide), mayor en las muestras sin capacitar; P2 (marcaje sobre la regién acrosomal) y el P3 (punte-
ado homogéneo a excepcién de la pieza intermedia) ambos superiores en el capacitado. En todos los casos las diferencias fue-
ron significativas para un P<0,05.

DISCUSION: Los cambios observados en la distribucién de los azlicares sobre la membrana plasmatica del espermatozoide
al comparar muestras en fresco y capacitadas, indican que existe una redistribucién de los residuos glucidicos de las protei-
nas presentes en la superficie del gameto masculino. Esta marcada reorganizacion de las proteinas de la cabeza del esper-
matozoide durante la capacitacién podria ser un requisito indispensable para reconocer e interactuar con el ovocito y com-
pletar exitosamente la fecundacién (Baker et al., 2004).

CONCLUSIONES: Este estudio revela una redistribucién de los residuos glucidicos sobre la membrana plasmatica del esper-
matozoide tras la capacitacion in vitro.

REFERENCIAS: Yanagimachi (1994). The Physiology of Reproduction. 189-317. Baker et al. (2004). J. Androl. 25:744-751.
Jiménez et al. (2002). Theriogenology. 59(5-6):1171-1180.

Estudio financiado por la Fundacién Salud 2000. Ayudas Serono 2004-2007.

o



asebir diciembre 2005:MAQUETA diciembre SEGURIDAD 9/2/10 12416 Pagina 15

c 0O M U N C A C O N E S O R AL E S

Diciembre 2005 Vol. 10 e N°2
15

0. 04.
:ES LA SUPERVIVENCIA ESPERMATICA A LAS 24 HORAS UN INDICADOR DE EXITO EN
FECUNDACION OVOCITARIA?

Manuel Ardoy Vilches, Juan Manuel Montejo Gadea, Mercedes Marcos Gadea.
H.U. La Paz.Madrid.

INTRODUCCION: Aproximadamente, el 12% de ciclos de FIV convencional terminan en un fracaso total de fecundacién. Esto
es excesivo, debiéndose discriminar mejor los criterios de derivacién a FIV o a ICSI. El criterio mas utilizado es el REM, jun-
to con la morfologia en algunos centros. La evidencia diaria nos indica que aun asi la tasa de fallos de fecundacién sigue sien-
do elevada, y superior que en los ciclos de ICSI Algunos autores relacionaron, en sus estudios, una escasa supervivencia es-
permatica a las 24 horas con un fracaso o al menos una disminucion en la tasa de fecundacion.

OBJETIVO: Valorar la capacidad pronéstica de la supervivencia espermatica a las 24 horas en la fecundacién ovocitaria en
casos de FIV con muestras seminales con REM y morfologia espermética adecuados.

MATERIAL Y METODOS: Estudio observacional de 67 ciclos de FIV en el H.U. La Paz, sep03-jun05. Se incluyen todos los
ovocitos, siempre que el mismo observador pudiera valorar movilidad a las O y a las 24 horas. Criterios de inclusiéon en FIV:
REM > 5 millones, morfologia > 9%. Tras swim-up, de la misma muestra utilizada para inseminacion se obtienen 1-5 millo-
nes de espermatozoides, son afiadidos a 0,5 ml de Fert®. Se mantiene la muestra a 37°C y 6%C02 va|oracion de supervi-
vencia en esta dilucion a las O y 24 horas. Célculo: % de movilidad progresiva a las 24 horas / % de movilidad progresiva a
las O horas, porcentuado. Valoracién estadistica, t de student y correlacién para comparacién de supervivencia grupo fecun-
dacién >0% vs fecundacion 0%. Eficacia diagnéstica: Sy E, curvas ROC.

RESULTADOS: % fecundacién: 60%. Porcentaje de ciclos fecundaciéon 0%: 20,8%. Comparacién de supervivencia esper-
matica y REM en grupos de fecundacién >0% vs. fecundacién 0%

fecundaciéon >0% fecundacién 0%
Media supervivencia (%) 82,3 * 37
Media del REM (mill) 23,7** 16,0**

*t de student. P<0,001.**t de student. P=0,03

Correlacion REM vs. % fecundacion: 0,31, P=0,01. Supervivencia vs. % fecundacién 0,59, P<0,001. Diferencia NS.
Punto de corte mediante curva ROC de REM: 14 millones, S: 57 y E: 73, area bajo la curva de 0,678. Para supervivencia
50%, S: 71 y E: 92, éarea bajo la curva 0,784. Diferencia NS

DISCUSION: De haber utilizado supervivencia y morfologia criterios de FIV, el porcentaje de ciclos con fecundacién 0% hu-
biera sido de 5,9%. Sin embargo, si se hubiera incluido REM, morfologia y supervivencia (punto de corte 50%, se habria re-
ducido a 2,9% (comparable fallo de fecundacién tras ICSI). En este caso valor teérico de S: 85y E: 67. La S aumenta, algo
que interesa dado el problema devenido por un fallo absoluto de fecundacioén y el escaso riesgo de la opcién terapéutica de
la ICSI. Nuestros datos son comparables a los publicados por algunos autores (Coccio, 1997; Franco, 1993), Como variacion,
en nuestro caso, para valorar la eficacia de supervivencia de manera mas independiente, no sélo se elimina el factor de REM,
ademas sélo se incluyen casos con morfologia >9.

CONCLUSION: Con las limitaciones debidas al disefio del trabajo, la supervivencia espermatica a las 24 horas en nuestro
centro se confirma como indicador pronostico, aunque no exclusivo, de fecundacién ovocitaria, punto de corte 50%. Este va-
lor se ha afiadido a los ya citados como criterios de inclusion en FIV.

BIBLIOGRAFIA: Coccia ME, Becattini C, Criscuoli L, et al. A sperm survival test and in-vitro fertilization outcome in the pre-

sence of male factor infertility. Hum Reprod 1997; 12(9):1969-1973. Franco JL, Mauri AL, Peterson CG, et al. Effcacy of
the sperm survival test for the prediction of oocyte fertilization in culture. Hum Reprod 1993;8:916-918.
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0. 05.
ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DEL RETiCULO ENDOPLASMATICO RUGOSO DE
OVOCITOS Y EMBRIONES HUMANOS

Mondéjar |, Jiménez-Movilla M, Castells MT, Ferndndez-Colom PJ, Romeu A, Avilés M, Ballesta J.
Departamento de Biologia Celular. Facultad de Medicina. Universidad de Murcia. Unidad de Reproduccién Asistida, Hospital Universitario
La Fe, Valencia.

INTRODUCCION: E| reticulo endoplasmético rugoso (RER) es un componente del sistema de endomembranas celular que par-
ticipa en diferentes e importantes funciones celulares como son la sintesis de proteinas y la homeostasis del calcio (1). En la
fecundacion y en el desarrollo embrionario temprano se ha visto que el calcio juega un papel esencial, siendo muy importan-
te en la activacion del ovocito, reaccion cortical y division celular (2). El RER generalmente se dispone formando unas cis-
ternas paralelas conectadas entre si y con la envoltura nuclear sin embargo es muy escasa la informacién que se tiene de es-
ta estructura en los ovocitos y embriones humanos.

OBJETIVOS: En este estudio abordamos mediante el uso de técnicas citoquimicas ultraestructurales la organizacion y dis-
tribucién de este organulo citoplasmatico en ovocitos y embriones humanos.

METODOLOGIA: Ovocitos humanos en vesicula germinal (VG), metafase |1 (MII) y embriones procedentes de fecundacién ané-
mala, fueron obtenidos de pacientes adscritos al programa de Reproduccién Asistida del Hospital La Fe de Valencia. Estas
muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 0,5% y procesadas para su inclusiéon en la resina “LR White”. Las secciones ul-
trafinas fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI) que es un enzima especifico
del RER (3). Para la visualizacion de la reaccién antigeno-anticuerpo se empled como marcador el oro coloidal. Posteriormente
las rejillas fueron contrastadas para su observacion en el microscopio electronico de transmisién. Se realizéd un estudio mor-
fométrico de las estructuras reconocidas por el anticuerpo anti-PDI mediante un equipo de analisis de imagen empleando el
software MIP4.5. Resultado: En el citoplasma de los ovocitos en VG, MIl y embriones se observa la presencia de unas es-
tructuras vesiculares con un contenido denso a los electrones. El analisis morfométrico nos indica que estas vesiculas tienen
un didmetro medio de 140 nm, 115 nmy 170 nm en ovocitos en VG, MII y embriones respectivamente. El analisis estadis-
tico nos indica que no existen diferencias significativas entre las tres muestras empleadas.

DISCUSION: Estudios ultraestructurales previos han indicado que el RER se encuentra ausente en los ovocitos humanos de
foliculos ovaricos antrales desarrollados (4) sin embargo en este estudio demostramos la existencia de esta organela celular
mediante técnicas citoquimicas ultraestructurales. Ademas, cabe destacar que este RER estd formado por vesiculas electro-
densas adoptando una morfologia atipica. Cambios en la organizacion del RER durante la maduracién ovocitaria han sido pre-
viamente descritos en diferentes especies (5,6). Estos cambios podrian ser de gran importancia en el proceso de regulacion
de los niveles de calcio en los momentos previos a la fecundacién (7).

CONCLUSIONES: EI RER de ovocitos humanos en VG y MII procedentes de foliculos ovaricos antrales y embriones se en-
cuentra formado por estructuras vesiculares.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 1- Levine and Rabouille (2005). Curr. Op. Cell Biol. 17: 362-368. 2- Runf et al.. (2002).
Dev.Biol.245: 237-254. 3- Bult, A and Zhao F. (1996). J Neurosci. 16: 7821-7831. 4- Sathananthan, A.H.(1994). Microsc
Res Tech. 27: 145-164. 5- Terasaki,M. (2000). Mol. Biol. Cell., 11: 897-914. 6- Jiménez-Movilla M. et al (2005).Histol
Histopathol. Suplement 1:114. 7- Kline, D. (2000). Curr. Top. Dev. Biol, 50: 125-154.

Estudio financiado por la DGCYT BFU2004-05568 y por la Fundacién Salud 2000.
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0. 06.
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OXiGENO EN EL CULTIVO EMBRIONARIO

Gonzélez-Utor, AL, Hurtado de Mendoza MV, Cascales, O, Diaz, R,, Alonso J,, Fernandez, S, Gutiérrez P.
CEHISPRA. Centro Clinico Al-Andalus. Sevilla.

OBJETIVOS: Se ha descrito que la concentracion parcial de 02 en el oviducto y Utero de varias especies de mamiferos es in-
ferior a la concentracion atmosférica (21%) (Fischer y Bavister, 1993). No se han descrito diferencias de resultados en pro-
gramas de FIV con transferencia de embriones en D+2 cultivados en diferentes concentraciones de O=. Aunque en estudios
recientes se ha observado disminucion del potencial de desarrollo de blastocistos en ratones debido a estrés oxidativo
(Karagenc y cols, 2004). El objetivo del presente estudio es determinar el efecto de la concentraciéon de O= en el cultivo de
embriones con medios secuenciales y sus implicaciones en datos postimplantatorios (tasa de embarazo e implantacién) den-
tro de un programa de FIV.

METODOLOGIA: Se ha realizado un estudio prospectivo randomizado donde la tnica variable incluida ha sido la pO= dentro
de las incubadoras. Un total de 66 pacientes de nuestro programa FIV han sido analizados. Todos ellos fueron estimulados
con el mismo protocolo y no se estipulé ninguna premisa de inclusién (edad, ciclos previos,...). Se utilizaron dos incubadoras
HeraCell 150 (Kendro) recién instaladas con n° de serie consecutivos. La pO: de las incubadoras fue: 11: 5% e 12: 21% (con-
diciones atmosféricas). Se utiliz6 medios de cultivo de la serie GlII (VitroLife). La catalogacién embrionaria se llevd a cabo
atendiendo a: ritmo divisionario, fragmentacién, multinucleacién y tamafio celular. Se analiz6 los controles internos del labo-
ratorio para determinar que no existié ningln tipo de desviacién que influenciara el estudio.

RESULTADOS: Previamente se realizé a las incubadoras un estudio de estabilizacién de pCO:, obteniendo un tiempo de es-
tabilizacion 7 veces mayor en |1 vs 12. Los resultados del estudio se resumen en la siguiente tabla:

Incubadora 1 incubadora 2
N° Pacientes 33 33
Edad 33,4 +0,7 33,4 +£0,7
N° Ciclo 1,27 + 0,1 1,30+ 0,1
N° Total Oocitos 16,2+ 1,1 153+1,3
N° Oocitos Insem/Inyect 11,8 +0,8 11,5+1,0
N° Oocitos Fecundados 8,4 +0,7 8,1+0,8
Tasa Division Temprana (%) 48,9 + 0,09 40,3 + 0,07
Morfologia embriones D+2.Calidad alta 1,8+0,4 2,2+0,5
“ media 36+0,5 3,1+0,4
“ baja 29+0/4 2,8+0,4
Morfologia embriones D+3.Calidad alta 1,2+0,2 1,4+0,4
“ media 3,204 2,5+0,4
“ baja 39+0,5 42 +0,5
N° Embriones transferidos 2,5+,1 2,4 +0,1
N° Embriones congelados 2,2+0,4 2,2+ 0,5
N° Embarazos clinicos (Tasa %) 18 (54,5) 19 (57,6)
Tasa de implantacion (%) 30,8 +5,8 31,8+6,6

DISCUSION: Existen evidencias del beneficio del cultivo en baja pO- para el completo desarrollo embrionario preimplanta-
torio en condiciones experimentales in vitro. Asi, se ha obtenido un mayor n° de blastocistos con mejor desarrollo de la masa
celular interna (Karangenc y cols, 2004). En nuestro estudio, realizando cultivo medio en medios secuenciales no hemos ob-
tenido ninguna diferencia significativa tanto en resultados de embriogénesis ni datos postimplantatorios. Esta ausencia de di-
ferencias también ha sido demostrada en programas realizando cultivo corto D+2 en medios elementales (Dumoulin y cols,
1999).

CONCLUSION: Las condiciones de pO: atmosférica no afectan a los embriones en cultivo in vitro en los primeros 3 dias de
desarrollo. Por tanto, dado el elevado coste y el nulo beneficio que se obtiene hacen del cultivo en bajas concentraciones de

02 una técnica no necesaria en los programas de FIV, al menos para desarrollo embrionario no prolongado.

BIBLIOGRAFIA: Dumoulin JC y cols (1999). Hum Reprod 14, 465-9. FischerB y Bavister BD (1993). J Reprod Fertil 99,
673-9. Karagenc L y cols (2004). Reprod Biomed Online 9, 409-17.
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0. 07.
CONTRIBUCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO AL ESTRES OXIDATIVO EN 00CITOS DURANTE LA
FERTILIZACION /N VITRO

Francisco Javier Martin-Romero!, Eva Maria Miguel-Lasobras?, Antonio Dominguez-Arroyo®, Mercedes Llamas Chicote’, Carmen Torres
Caballero?, Ernesto Gonzalez-Carrera®*, Ignacio Santiago Alvarez-Miguel?*

! Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Genética, ?Biologia Celular y *Ginecologia, Universidad de Extremadura,
06071-Badajoz, Spain. *Instituto Extremefio de Reproduccion Asistida (IERA), Badajoz.

OBJETIVOS: Determinar la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) por los medios de cultivo empleados para el
desarrollo de la FIV y determinar los efectos del estrés oxidativo asociado sobre oocitos humanos.

METODOLOGIA: Para el presente estudio se han empleado complejos ctimulo-oocito (COC) de pacientes de FIV menores de
35 afios. La estimulaciéon hormonal se Ilevé a cabo con FSHr (Gonal F. Lab. Serono, o Puregon, Organon) y con agonista de
la GnRH (Leuprolide acetato, Procrin, Abbot Laboratories) segin un protocolo largo. Los COC para el estudio fueron tomados
so6lo en los casos en los que se recuperaron mas de 10 COC después de la puncién. Los medios de cultivo y tampones estu-
diados fueron: de Medicult (1) SynVitro Flush (ref. 15760125), Universal IVF medium (ref. 10310060), Universal IVF me-
dium sin rojo fenol (ref. 10300060), ISM-1TM (ref. 10500010), ISM-2TM (ref. 10510010) y UTMTM (ref. 10520010). F10
(ref. 22390-017) y PBS (ref. 14190086) de Invitrogen. Los COC y los medios fueron analizados con tres sondas fluorescen-
tes sensibles a diferentes ROS para determinar los niveles de estas especies: (1) diacetato de 2’,7'- diclorodihidroifluoresce-
fna (2) dihidroetidio y (3) Amplex-Red (Molecular Probes) tal y como hemos descrito en publicaciones anteriores [1-4].
Ademas se determinaron los niveles de peroxidacion lipidica en oocitos mediante el test del acido cis-parinarico [5].

RESULTADOS: Los medios de cultivo empleados en protocolos de FIV generan especies reactivas de oxigeno (ROS), en par-
ticular H202 en condiciones similares a las de su uso en laboratorio de FIV. El flujo de H202 generado puede llegar a ser del
orden de 1-15 mM/hora. Por el contrario, tampones salinos sencillos, como PBS, y el fluido folicular generan ROS con una
cinética mucho mas lenta. Cuando los cimulos oocitarios se incubaron durante 4 horas en medio IVF (Medicult) se pudo de-
terminar una marcada peroxidacién lipidica comparada con la determinada justo tras la extraccién de los COCs. Ademas, es-
te dafio oxidativo pudo ser atenuado mediante el suplemento del medio con antioxidantes lipidicos como a-tocoferol o enzi-
mas detoxificantes como catalasa.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: Los medios de cultivo generan ROS en una concentracién que se sitlia en niveles subtéxicos.
Sin embargo, esta elevada tasa de ROS genera un dafio en los oocitos que puede comprometer la viabilidad tanto de los oo-
citos como la consecucién de la FIV. Por ello, proponemos una profunda revision de los protocolo de manejo de los oocitos,
asi como de los medios y tampones empleados durante los protocolos actuales de FIV con objeto de disminuir la produccién
de ROS en el proceso.

BIBLIOGRAFIA: [1] Samhan-Arias, A.K., Martin-Romero, F.J. and Gutierrez-Merino, C. (2004) Free Radic Biol Med 37, 48-
61. [2] Gomez-Fernandez, C., Martin-Romero, F.J., Benech, J.C. and Gutierrez-Merino, C. (2005) J Neurochem 82, P86. [3]
Miguel-Lasobras, E.M., Martin-Romero, F.J., Lozano-Cordero, G., Gonzalez-Carrera, E., Gutierrez-Merino, C. and Alvarez-
Miguel, 1.S. (2004) Fertility and Sterility 82, S56-S57. [4] Martin-Romero, F.J., Gutierrez-Martin, Y., Henao, F. and Gutierrez-
Merino, C. (2004) J Fluoresc 14, 17-23. [5] Tribble, D.L., van den Berg, J.J., Motchnik, P.A., Ames, B.N., Lewis, D.M., Chait,
A. and Krauss, R.M. (1994) Proc Natl Acad Sci U S A 91, 1183-7.

Trabajo financiado por el Ministerio de Educacion y Ciencia (BFU2004-04500) y la Junta de Extremadura (03/35). Eva M.

Miguel-Lasobras ha disfrutado de una beca predoctoral financiada por Serono, Inc. Laboratorios Leti S.L. ofrecieron los me-
dios empleados en este estudio libres de cargo.
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ESPECIES REACTIVAS GENERADAS POR LAS CELULAS DE LA GRANULOSA OVOCITARIAS Y
POR LOS EMBRIONES EN SU MEDIO DE CULTIVO: INFLUENCIA SOBRE LA GESTACION Y LA
FRAGMENTACION EMBRIONARIA

I. Ruiz*, W. Mohand, M. Vivé*, P.J. Fernandez, J. Marqueta*
*Instituto Balear de Infertilidad y Hospital Universitario La Fe de Valencia.

OBJETIVOS: Analizar la influencia que ejerce el estrés oxidativo de las células de la granulosa y del preembrién humano, so-
bre un proceso clave en biologia de la Reproduccioén: el desarrollo embrionario en cuanto a divisién y fragmentacion celular
se refiere.

MATERIAL Y METODOS: Las muestras proceden de 39 parejas que acuden al Servicio de Reproduccién Asistida del Hospital
“La Fe” de Valencia. Con las células de la granulosa se procede a su concentracién mediante centrifugacién (600g, 8 minu-
tos). Tras retirar el sobrenadante se resuspende en 450 microlitros de PBS. Para el medio de cultivo se recogen las gotas de
IVF (Medicult) de la placa de cultivo embrionario hasta dia 2 postmicroinyeccién. El volumen total recuperado se Ileva hasta
400 microlitros con PBS (Dulbeccos), que actlia de tampén. Justo antes de medir la cantidad de peréxido de hidrégeno co-
mo especie reactiva en el luminémetro (Berthold LB9505C, version 4.08), se les afiade a las muestras el luminol (Sigma) y
la peroxidasa exégena de rabano (HPO). EI luminol sufre una oxidacion intracelular mediada por el H20.. La HPO amplifica
la sefial de dioxigenacion del luminol por el H202 que liberan las células de la granulosa o preembrién al medio extracelular.
Dicha reaccion del luminol genera un anion que al volver a su estado fundamental emite luz que es capturada por el luminé-
metro en cuantos por minuto. Para la estadistica se utilizd la regresién lineal, el coeficiente de correlacion de Pearson y el
analisis por componentes principales.

RESULTADOS: Mediante el estudio de regresién lineal, con un p valor = 0,008, se advierte de la relacién entre las ROS (es-
pecies reactivas de oxigeno) generadas por las células de la granulosa y la fragmentacion de los embriones. Mediante el
Coeficiente de correlacion de Pearson se observa que con un P valor de 0,052 existe una tendencia, que roza la significati-
vidad estadistica, sugiriendo una relacién entre las ROS liberadas al medio de cultivo y la divisién embrionaria. Sin embargo
si se ha podido demostrar estadisticamente por el anélisis de componentes principales, que estas dos variables tienen una re-
lacién inversa.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: A la luz de los resultados se propone que existe una relacién directa entre las ROS generadas
por las células de la granulosa y el desarrollo del embrién en cuanto a su fragmentacion. Esto podria implicar que el ovocito
al salir del foliculo tiene parcialmente “determinado” su destino, por el contacto que ha tenido con las ROS producidas por
las células de la granulosa que lo rodean desde el foliculo. Esta situacién podria traducirse en alteraciones del material ge-
nético del gameto femenino, que tendria como consecuencia unos niveles de fragmentacién elevados y una posible reduccion
de las tasas de implantacién y gestacion. De los datos recogidos de las ROS presentes en el medio de cultivo, puede con-
cluirse que éstas bloquean la divisién embrionaria, aunque esta fuerte tendencia no tiene significacion estadistica (posible-
mente confirmada con un mayor nimero de muestras). Se puede aproximar que si el embrién se bloquea en los primeros es-
tadios de divisién, es posible que la causa sea una no activaciéon del genoma embrionario. Pero a la vista de los resultados,
cabria la posibilidad de que las ROS liberadas de forma esponténea por el preembrién al medio de cultivo, afectaran a este
proceso.

BIBLIOGRAFIA: 1.- Agarwal A. et al (2003) .Fertility and Sterility. 79(4):829-843. 2.- Aurousseau A. (2002). INRA. PROD.
ANIM, 15, 67-82. 3- Catt J.W. and Henman M. (2000). Human Reproduction, 15 (2):199-206. 4.- Dumoulin et al (1999).
Human Reproduction, 14(2):465-469. 5.- Zorn Branco, et alJ.C.M. (2003). International Journal of Andrology, Vol. 26, pp.
279-285, 2003. 6.- Guérin P et al (2001). Human Reproduction Update Vol. 7, n°2, pp175-189 7.- Dumoulin JCM et al
(1995). Fertility and Sterility Vol 63 n° 1 January.
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0. 09.
ESTRES OXIDATIVO: FECUNDACION Y CALIDAD EMBRIONARIA

M. Vivé*, W. Mohand, |. Ruiz*, PJ. Fernandez, J. Marqueta*
*Instituto Balear de Infertilidad y Hospital Universitario La Fe de Valencia.

OBJETIVO: Analizar la influencia que ejerce el estrés oxidativo de los espermatozoides humanos sobre procesos claves en
biologia de la Reproduccién, tales como la fecundacién y el desarrollo embrionario.

MATERIAL Y METODOS: Las muestras proceden de 39 parejas que acuden al Servicio de Reproduccién Asistida del Hospital
“La Fe” de Valencia. Los espermatozoides capacitados mediante swim-up (IVF, Medicult) se ajustan a una concentracion de
5 mill/ml. Justo antes de medir la cantidad de peréxido de hidrégeno como especie reactiva en el luminémetro ( Berthold
LB9505C, version 4.08), se les afiade a las muestras el luminol (Sigma) y la peroxidasa exégena de rabano (HPO). EI lumi-
nol sufre una oxidacién intracelular mediada por el H202 y una peroxidasa espermatica localizada dentro del acrosoma. La
HPO amplifica la sefial de dioxigenacién del luminol por el H202 que libera el espermatozoide al medio extracelular. Dicha
reaccion del luminol genera un aniéon que al volver a su estado fundamental emite luz que es capturada por el luminémetro
en cuantos por minuto. Se emplea el Coeficiente de Correlaciéon de Pearson como indice estadistico.

RESULTADOS: EI coeficiente de correlacion de Pearson (0,007) para estudio la relacion entre la ROS generada por los es-
permatozoides y la tasa de fecundacién. El valor P fue de 0,968, lo que muestra que no existe evidencia estadistica para es-
tablecer una relacion. Observando la relacién con la calidad embrionaria, obtenemos un valor P =0,048, lo que implica que
existe significatividad estadistica que explicaria una relacién entre ambos parametros. La calidad embrionaria se evalué ob-
servando el n° de células y la fragmentacién. Es este Gltimo parametro el que mostro la significatividad.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: Se encuentra que sf existe evidencia estadistica de que las ROS liberadas por los espermato-
zoides podrian tener un papel fundamental en la fragmentacién de las blastémeras embrionarias, lo que puede implicar un
bloqueo del desarrollo in vitroy llevar al fracaso de la técnica de reproduccién asistida. De lo que no hay evidencias es que
exista una relacién con el nimero de células. Es decir, la no division de los embriones supondria un bloqueo en la activacién
de su genoma, factor del cual no tenemos pruebas para decir que pueda estar marcado por la calidad de los espermatozoi-
des, en cuanto a su generaciéon de ROS se refiere. Sin embargo, no parece estar afectado el proceso de fecundacién mediante
la ICSI, por la cantidad mas o menos elevada de ROS liberadas por el espermatozoide. Asi pues, parece que el proceso de fe-
cundacién no se ve afectado por la presencia de ROS. Ello podria deberse a la falta de accesibilidad del DNA espermético
(debido a su alto grado de compactacion por las protaminas), a dichas especies reactivas. Sin embargo, tras la fecundacion
de los gametos el DNA espermatico se descondensa en el citoplasma del ovocito y se convierte en posible diana de las ROS,
sufriendo roturas o mutaciones puntuales. Este efecto determinaria el grado de fragmentacién del embrién hasta Ilegar in-
cluso a la degeneracion. Puede suponerse que la fragmentacién reduce las posibilidades de implantacion haciendo asi mas
dificil el que se consiga un embarazo.

BIBLIOGRAFIA: 1.- Agarwal A. et al (2003) .Fertility and Sterility. 79(4):829-843. 2.- Aurousseau A. (2002). INRA. PROD.
ANIM, 15, 67-82. 3- Catt J.W. and Henman M. (2000). Human Reproduction, 15 (2):199-206. 4.- Dumoulin et al (1999).
Human Reproduction, 14(2):465-469. 5.- Fernadndez P.J., et)J.C.M. al.. 50th Annual Meeting of The American Fertility
Society. Meeting Program Supplement, P-222, p 190-191, 1994. 6.- Fernandez P.J., Romeu A. Revista |beroamericana de
Fertilidad Vol. X, n° 4 Julio- Agosto 1993 7.- Guzman E.G., et al (2001) Human Reproduction Vol.16, No9pp. 1922-1930.
8.- Imai H., et al (2001). Biology of Reproduction 64, 674-683. 9.- Zorn Branco, et al (2003). International Journal of
Andrology, Vol. 26, pp. 279-285, 2003.
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PROGRAMA DE CRIOPRESERVACION DE ZIGOTOS EN PACIENTES CON RIESGO DE
HIPERESTIMULACION OVARICA SEVERA: EXCELENTE TASA DE GESTACION EVOLUTIVA

MC. Pons, M. Grossmann, |. Vanrell, |. Solvas, E. Coloma, A. Vergés, X. Julve, J. Nadal
Unitat de Reproduccié Assistida. Centro Medico Teknon. Barcelona.

INTRODUCCION: En mujeres con alta respuesta ovérica a la estimulacién hormonal (por ejemplo con sindrome de ovario po-
liquistico) es conocida la dificultad para obtener gestaciones espontaneas y el mayor riesgo de hiperestimulacion ovérica se-
vera. Para minimizar estas complicaciones existe la opcion de cancelar el ciclo de FIV y la opcion de postergar la transferen-
cia criopreservando todos los embriones obtenidos.

OBJETIVOS: Valorar la eficacia de la criopreservacion electiva de todos los zigotos obtenidos en ciclos estimulados de FIV y
la posterior transferencia, estrategia adoptada en nuestro centro en pacientes con riesgo potencial de hiperestimulacion ova-
rica severa.

MATERIAL Y METODOS: Se seleccionaron retrospectivamente 26 pacientes estimuladas para ciclo de FIV en el periodo Marzo
2000-Julio 2005 y que presentaron riesgo de hiperestimulacion ovarica severa (niveles de estradiol > 1500 pg/ml el dia de
la administracién de la hCGy > 15 foliculos) Edad media de las pacientes 31,8 afios; nivel promedio de E2: 4644 pg/ml,
promedio de foliculos de 32,7 y promedio de oocitos obtenidos tras puncién ecografica de 25,7. Se procedié a la criopreser-
vacién de todos los zigotos obtenidos (protocolo lento seglin Lasalle et al., 1985) y a la posterior descongelacién el 27 dia de
la administracién de la progesterona en ciclo de tratamiento sustitutivo. Los zigotos que sobrevivieron a la descongelacion se
cultivaron in vitro durante 44-48 horas (condiciones estédndares) y se realizé transferencia vaginal ecoguiada de 1 a 3 em-
briones previa eclosion asistida mediante solucién acida de Tyrode. Medios de FIV cultivo Vitrolife®.

RESULTADOS: Procedentes de 26 ciclos se criopreservaron un total de 332 zigotos (12,8 embriones por ciclo).
Posteriormente, 21 pacientes realizaron 26 ciclos de transferencia de embriones criopreservados (1,2 ciclos por paciente).
Cinco pacientes tienen aun todos sus zigotos criopreservados. De los 122 embriones descongelados (4,7 embriones por ciclo
de transferencia) 59 embriones fueron seleccionados aptos para transferir (media de 2,3 por ciclo de transferencia). Se trans-
firi6 un embrién en dos de los ciclos, dos embriones en 15 ciclos y 3 embriones en nueve ciclos de transferencia. Ninguno
de los 26 ciclos de transferencia fue cancelado y 7 de ellos fueron transferencias electivas. Se consiguieron 10 gestaciones
clinicas (38,5% por ciclo; 47,6% por paciente), hubo un aborto de primer trimestre, con lo que la tasa de gestacién evoluti-
va es del 34,6% por ciclo y del 42,8% por paciente. La tasa de implantacién obtenida con estos embriones criopreservados
es del 22% (13 embriones implantados de 59 transferidos), y la mayoria de las gestaciones (7 de 10) se obtuvieron en el pri-
mer ciclo de criotransferencia. Dos de las 26 pacientes (7,7%) desarrollaron hiperestimulacion ovérica, leve en una de ellas
y moderada en la otra que requirié control hospitalario y cursé con evolucién favorable.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: E| protocolo de criopreservacién de todos los embriones obtenidos en ciclos de alta respuesta
ovarica se muestra muy eficaz ya que permite: 1) disminuir el riesgo de hiperestimulacion severa tras la puncién ovarica por-
que no se transfieren embriones 2) obtener, en ciclos no estimulados, excelentes tasas de gestacién, embarazos que evolu-
cionan sin riesgo alguno de hiperestimulaciéon 3) aprovechar el ciclo de estimulacion para FIV, y en lugar de cancelarlo, in-
cluso conseguir mas de una gestacion a partir del mismo intento.

BIBLIOGRAFIA: Aboulghar MA, Mansour RT. (2003) Hum Reprod Update, 9 (3): 275-89. Review. Ferraretti AP et al. (1999)
Hum Reprod., 14 (6): 1457-60. Queenan JT et al. (1997) Hum Reprod., 12 (7): 1573-76.

o



asebir diciembre 2005:MAQUETA diciembre SEGURIDAD 9/2/10 12416 Pagina 24

c 0O M U N C A C O N E S O R AL E S

24

0.11.
:ES LA CALIDAD EMBRIONARIA UN FACTOR INDICATIVO DE ELECCION
DEL DIA DE TRANSFERENCIA?

M. Aragonés, R. Herrer, |. Cabafies, JL. de Pablo, F. Gimenez, AP. de Souza, JA. Garcia Velasco, Y .Minguez.
Vi, Madrid

OBJETIVO: Comparar los resultados clinicos tras realizar transferencias en D3 y D6 en funcién del ndmero de embriones de

buena calidad seleccionados en D3.

MATERIALES Y METODOS: Estudio retrospectivo en el que se incluyeron 218 ciclos cuyas transferencias fueron realizadas en
D3 durante el afio 2003 y 80 ciclos cuyas transferencias fueron realizadas en D6 durante el periodo comprendido de Enero
a Marzo del afio 2004. Se utilizo el medio G1 (Vitrolife) para cultivarlos a D3 y los medios IVF (Medicult), IVF/CCM (Vitrolife)
(1:1) y CCM para cultivarlos hasta D2, de D2 a D3 y D3 a D6 respectivamente. Se clasificaron en 2 grupos: Grupo |: 1-3 em-
briones de buena calidad en D3 y Grupo Il: 4 6 més. Los embriones de buena calidad cumplian las siguientes caracteristicas

morfolégicas: 3-4 células en D2 y 7-8 células en D3 con <15% fragmentacién y 1-2 simetria en ambos casos.

RESULTADOS:
Grupo | Grupo Il

D3 TD6 TD3 D3
CASOS 139 28 CASOS 79 79
TRANSFERS 139 26 TRANSFERS 79 79
EDAD 34 32,8E DAD 34 34
% TRANSF. CON CONGELACION 21 15 % TRANSF. CON CONGELACION 90° 90°
X EMBR. TRANSF. 2,7 2 EMBR. TRANSF. 2,5 2,5
T. GESTACION 56 46 T. GESTACION 48 48
T. IMPLANTACION 26,6 27,3 T. IMPLANTACION 22,8 22,8
T. DOBLES 34 30 T. DOBLES 29° 29°
T. TRIPLES 11,3 10 T. TRIPLES 6 6

aP< 0,001; bP=0,04 X2

CONCLUSIONES: En nuestro centro, actualmente una buena seleccion de embriones en D3 proporciona resultados compa-
rables al D6 con la ventaja de aumentar la rentabilidad del ciclo a la paciente al disponer de embriones sobrantes para con-
gelar (Grupo I1). La tasa de dobles es significativamente superior cuando tenemos 4 6 mas embriones de buena calidad en
D3 y realizamos la transferencia en D6 dada la elevada tasa de implantacién de los blastocistos en este grupo, esto nos in-

dica que podriamos reducir en el futuro el nimero de embriones a transferir en D6 sin perjudicar la tasa de gestacion.

o
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0. 12.
LA TRANSFERENCIA SELECTIVA DE DOS EMBRIONES (TES-2)
NO REDUCE LOS PORCENTAJES DE EMBARAZO MULTIPLE. -NUESTRA EXPERIENCIA

A. Urries, C. Leal, C. Roméu, JA. Duque, J. Sadnchez Rubio.
Reproduccién Asistida Quirén Zaragoza.

OBJETIVOS: Si damos por buena la definicion que aplica el Grupo de Interés Salud Embrionaria, auspiciado por la SEF, de-
bemos asumir que “el objetivo de los tratamientos de esterilidad debera ser el nacimiento de un nifio Gnico y sano”. Es evi-
dente que la mejor manera de evitar la gestacién multiple en FIV es disminuir el nimero de embriones en la transferencia,
siguiendo unos modelos predictivos, lo mas individualizados posible, que nos permitan evitar que las tasas de embarazo cai-
gan de forma generalizada. Aparentemente con la Transferencia Selectiva de 2 Embriones (TES-2) deberiamos conseguir di-
cho objetivo, seleccionando el tipo de pacientes sobre el que aplicarlos y con unos criterios de selecciéon embrionaria estric-

tos. El objetivo de nuestro trabajo es el de reflejar nuestra experiencia tras la aplicacién de dichos criterios.

METODOS: Estudio realizado sobre 250 ciclos de FIV/ICSI divididos en 4 grupos: Grupo |: Parejas TES-2 (*). En caso de no
cumplir alguno de los requisitos TES-2 se realizd la transferencia de los embriones disponibles hasta un maximo de tres, ob-
teniéndose con ello otros 3 grupos: Grupo Il: transfer de 1 embrién. Grupo IlI: transfer de 2 embriones y Grupo IV: transfer
de 3 embriones. Se analizaron los porcentajes de embarazo multiple y se compararon con los obtenidos antes de la aplica-
cion de dicho criterio (30% de embarazo multiple, repartido en un 24% de doble y un 6% de triple). (*)Requisitos TES-2:
Mujer menor de 38 afios Primer ciclo de FIV/ICSI >3 embriones, dos de los cuales, por lo menos, presenten criterios de ido-
neidad (6-8 células en dia+3, blastémeras simétricas y regulares, menos de un 10 % de fragmentacién y ausencia de multi-

nucleacion).

RESULTADOS: Se realizaron un total de 239 transferencias con un porcentaje global de embarazo por transferencia del
49,3%. La tasa de embarazo multiple obtenida fue del 30 %, con un 29,2% de dobles y un 0,8% de triples. Al analizar la
procedencia de esos embarazos dobles vimos que provenian principalmente de las transferencias de 3 embriones (Grupo 1V)
(un 34% de dichas transferencias origind un embarazo doble) pero también de las TES-2 (Grupo 1) (29%). De las 239 trans-
ferencias Unicamente 56 pudieron ser incluidos en el Grupo | (23,4%). En el resto de los grupos, la distribucion era la si-
guiente: 9 transfer en el Grupo Il (3,7%), 57 en el Grupo Il (23,8%)y 117 en el Grupo IV (48,9%). Los porcentajes de em-
barazo obtenidos oscilaban entre el 11,1 % del Grupo Il y el 67,8% del Grupo I.

CONCLUSION: Se comprob6 que con la aplicacion de estos criterios no se comprometian los resultados globales de emba-
razo, pero tampoco disminuian los porcentajes de embarazo multiple. Se consiguen eliminar los embarazos triples, pero a cos-
ta de aumentar en mas de cinco puntos los dobles (de un 24% a un 29,2%). Consecuentemente, para acercarnos ain mas
al objetivo propuesto al principio: “el nacimiento de un nifio Unico sano” deberemos estudiar profundamente estos dos casos
(Grupos |y IV) a fin de ajustar aiin mas los criterios de transferencia embrionaria. Pero, a pesar de todo, las parejas no ven
con desagrado los embarazos dobles, y nuestra experiencia nos dice que mientras la decision final de la transferencia recai-
ga sobre los futuros padres, y no venga la TES-1 por imperativo legal, dificilmente conseguiremos reducir los porcentajes de

“embarazo multiple/doble”.
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0.13.
EFECTO DE LA MORFOLOGIA PRONUCLEAR SOBRE LA CALIDAD EMBRIONARIA, TASA DE
GESTACION, EMBARAZO MULTIPLE Y ABORTO

Cristina Alvarez, Roser Taronger, Carmen Garcia Garrido, Azucena Tello, Maria Cerrillo, M® Dolores Diaz, Gaspar Gonzélez de Merlo.
Laboratorio de FIV. Unidad de Reproduccién. Hospital General Universitario de Albacete.

OBJETIVO: Determinar si la morfologia pronuclear es un criterio adicional para la seleccién embrionaria

MATERIAL Y METODOS: Estudio prospectivo. Se evalué morfologia de prontcleos (PNs) (912 cigotos, 214 ciclos, 188 pa-
cientes) 16-18 h post FIV/ICSI. La edad media fue 35,0+3,6 (28-40 afios). Los patrones utilizados (PO-P5) se basaron en
ndmero y distribucion de nucleolos en cada PN, también se valor6 tamafio de PNs y presencia de halo citoplasmatico. Los
embriones se seleccionaron en D+2/D+3, clasificandolos en G1-G2 (buena calidad) y G3-G4 (mala calidad). Se crearon 4 gru-
pos en funcion del nimero de embriones G1-G2 transferidos que procedian de PO. GI: 1 embrion (60 ciclos); Gll: >1(46 ci-
clos); GllIl: ninguno (58 ciclos) y GIV: todos (50 ciclos).

RESULTADOS: Un 84,5% de los embriones G1-G2 procedian de PO, mientras que el 67,7% de G3-G4 y bloqueados de P(1-
5). El modelo de regresién logistica reveld que la combinacién de PO, PNs de igual tamafio y la presencia del halo pronosti-
caba embriones de buena calidad (P<0,05). Las tasas de embarazo clinico, multiple y aborto fueron: GI: 43,3%; 38,5% y
7,7%. Gll: 65,2%; 30% y 6,7%. Glll: 17,2%; 10%; y 33,3%. GIV: 100%; 46,2% y 7,7%. EI GlIl mostré diferencias signi-
ficativas con el resto de grupos, siendo menor la tasa de gestacion y mayor la de aborto. EI embarazo multiple fue inferior en
Glll que en GIV (P<0,05).

DISCUSION: Tesarik y Greco (1), demostraron mejores tasas de implantacién y embarazo a partir de cigotos PO. Igualmente,
nuestros resultados sugieren buena relacién entre morfologia del cigoto y calidad embrionaria con embarazo e implantacion.
Se ha sugerido que la polarizacion de la cromatina (2) y nucleolos representa un paso temprano en la formacién del eje em-
brionario. La ausencia de aposicion pronuclear y alteraciones en la polarizacion, son incompatibles con el desarrollo normal
de los cigotos y resultado de un mal funcionamiento de los centriolos del espermatozoide. Varios trabajos han estudiado la co-
rrelacién de la morfologia de PNs con otros marcadores de normalidad embrionaria (3,4). Coskun et al (5) observaron la re-
laciéon del patron pronuclear con la incidencia de anomalias cromosémicas, siendo significativamente méas bajas en cigotos
con nucleolos polarizados. Sin embargo, otras caracteristicas del cigoto como presencia de halo, tamafio de los PNs y ndme-
ro de nucleolos no mostraron esta relacion.

CONCLUSIONES:

a) Los preembriones de mejor calidad proceden de PO.

b) La transferencia de preembriones (G1-G2) procedentes de PO incrementa tasas de gestacion y embarazo multiple.

¢) La combinacién del PO, PNs de igual tamafio y la presencia de halo pronostican embriones de buena calidad.

d) La valoracién morfoldgica de los cigotos (D+1) y de los preembriones (D+2/D+3) son criterios complementarios que me-
joran la selecciéon embrionaria.

REFERENCIAS: 1. Tesarik J, Greco E.: The probability of abnormal preimplantation development can be predicted by a sin-
gle static observation on pronuclear stage morphology. Hum Reprod 1999; 14: 1318-1323. 2. Van Blerkom J, Davis P,
Merriam J, Sinclair J.: Nuclear and cytoplasmic dynamics of sperm penetration, PN formation and microtubule organization
during fertilization and early preimplantation. Hum Reprod Update 1995; 1: 429-461. 3. Balaban B, Yakin K, Urman B,
Isiklar A, Tesarik J.: Pronuclear morphology predicts embryo development and chromosome constitution. Reprod Biomed
Online 2004; 8: 695-700. 4. De Placido G, Wilding M, Strina |, Alviggi E, Alviggi C, Mollo A, Varicchio MT, Tolino A,
Schiattarella C, Dale B.: High outcome predictability after IVF using a combined score for zygote and embryo morphology and
growth rate. Human Reprod 2002; 17: 2402-2409. 5. Coskun S, Hellani A, Jaroudi K, Al-Mayman H, Al-Kabra M, Qeba M.:
Nucleolar precursor body distribution in pronuclei is correlated to chromosomal abnormalities in embryos. Reprod Biomed
Online 2003; 7:86-90.
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0.14.
RELACION ENTRE CALIDAD MORFOLOGICA Y TASA DE IMPLANTACION EMBRIONARIA

F. Prados, N. Ortiz-Pifiate, G. Pérez-Bermejo, F. Gallego-Terris, C. Hernandez, A. Rubio, O. Collado, I. Bruna.
Unidad de Reproduccién. Hospital de Madrid-Monteprincipe.

INTRODUCCION Y OBJETIVO: La calidad morfolégica de los embriones predice sus posibilidades de implantacién. Sin embar-
g0, hay grupos de pacientes en los que dicha prediccién no se cumple. Cuando la paciente es mayor de 37 afios, es frecuente
encontrar embriones que, a pesar de su buena morfologia, no son de buena calidad. Esto se debe, probablemente, a la acu-
mulacién de errores genéticos en los ovocitos. El objetivo de este estudio es determinar con la méxima precision las probabi-
lidades de implantacién de nuestros embriones. Esto nos ayudarad a disefiar estrategias de transferencia que maximicen las
probabilidades de embarazo minimizando la incidencia de gestaciones miultiples.

MATERIALES Y METODOS: Estudiamos los casos de FIV con ovocitos homdlogos realizados en nuestro centro entre el
01/01/2001 y el 20/08/2005. Los embriones se clasificaron en 4 categorias morfolégicas: G1, embriones de 6ptima morfo-
logia y tasa de desarrollo con <10% de fragmentacién; G2, embriones de muy buena morfologia con <20% de fragmentacién;
G3, embriones con alteraciones morfolégicas o de ritmo de desarrollo moderadas; G4, embriones de >35% fragmentacion,
muy mala simetria, desarrollo anormal, blastémeros multinucleados y, frecuentemente, combinaciones de todos estos aspec-
tos. Consideramos implantacién cuando se detecta latido cardiaco fetal. En una primera fase determinamos una tasa de im-
plantacién (TI) preliminar de cada grupo de embriones. Para ello utilizamos todas las transferencias homogéneas a pacientes
de <37 afios. En una segunda fase, analizamos los casos de transferencias heterogéneas de 2 embriones a pacientes de <37
afios. Para cada combinacién de embriones, por ejemplo, 1G1+1G2, consideramos implantados ambos en los embarazos ge-
melares. En los embarazos simples utilizamos la Tl preliminar de cada categoria para calcular en qué casos el implantado se-
ria el G1 y en qué otros el G2. Esto nos da una Tl de heterogéneos que, sumada a la Tl preliminar nos da la Tl definitiva. Y
asi sucesivamente para las 4 categorias morfolégicas embrionarias. Comparamos los datos obtenidos del estudio descrito con
lo observado en pacientes de >37 afios.

RESULTADOS: A partir de 194, 124, 194 y 22 embriones de transferencias homogéneas y 96, 121, 98 y 17 de heterogé-
neas obtuvimos una Tl definitiva del 42,6%, 32,2%, 21,7% y 6,5% para los embriones G1, G2, G3 y G4 respectivamente.
Las diferencias fueron en todos los casos significativas. Para la poblacién de pacientes menores de 37 afios, la Tl global fue
del 28,6% (303/1061). Habiendo transferido 328 (30,9%) embriones G1, 307 (28,9%) G2, 352 (33,2%) G3 y 74 (7,0%)
G4. En pacientes mayores de 37 afios se obtuvo una Tl del 17,3% (71/410). Se transfirieron 110 (26,8%) embriones G1,
121 (29,5%) G2, 164 (40,0%) G3 y 15 (3,7%) G4. Si bien el nimero de G3 transferidos fue significativamente mayor que
en pacientes menores de 37 afios, el de los G4 fue significativamente menor. La Tl de los casos en que se transfirieron sélo
embriones G1 a pacientes mayores de 37 fue de 21,1% (12/57).

DISCUSION Y CONCLUSIONES: Los 4 grupos de embriones definidos presentan Tl significativamente distintas. De modo que,
los embriones G3 tendrian unas probabilidades de implantar 3,3 veces superiores a los G4, los G2 4,9 veces y los G1 6,6 ve-
ces. Los embriones G1 de pacientes mayores de 37 afios muestran una Tl significativamente menor que la de los G1 y muy
similar a la de los G3 de menores de 37. Nuestros datos sugieren que no podemos calificar a priori ningin embrién de pa-
cientes mayores de 37 afios como “de éptima calidad”. Por tanto, sugerimos mantener la transferencia de 2 ¢ incluso 3 em-
briones en estos casos aln a pesar de que su aspecto morfolégico sea perfecto.
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0.15.
PAREJAS SEROPOSITIVAS Y REPRODUCCION ASISTIDA

C. Roméu, C. Leal, A. Urries.
Reproduccion Asistida Quirén Zaragoza.

INTRODUCCION: Tanto el diagnéstico precoz como el uso de terapias antivirales adecuadas han aumentado la esperanza y la
calidad de vida de pacientes infectados por VIH, VHC o VHB. Como resultado, parejas cuyos miembros son seropositivos re-
claman su derecho a ser padres, siempre y cuando el riesgo de transmision de la infecciéon sea del 0%, valor que sera alcan-
zado cuando la pareja se vea sometida a una terapia preventiva.

OBJETIVO: Consiste en determinar la terapia preventiva més adecuada para cada tipo de infeccién, haciendo especial hin-
capié en la aplicacion de técnicas de reproduccién asistida (TRA), y en la descripcion del laboratorio de alta seguridad bio-
l6gica, lugar donde se procesaran las muestras de los pacientes seropositivos.

MATERIALES Y METODOS: Bases de datos online (Medline, Revistas, Hepatitis, Aehc, Drscope, Famlydoctor, Bio-Davidson,
Geosalud, Tratado-Uninet, Bvs, Scielo) sesgadas segln las palabras clave “carga viral”, “VIH", “VHC”, “VHB" y sus respec-
tivas traducciones al inglés. Bibliografias y abstracts del congreso anual de la ESHRE. Articulos de revistas tales como el
Human Reproduction, Human Reproduction Update y el Fertility and Sterility. Curso sobre diagnéstico y tratamiento en re-
produccién humana desarrollado en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y seminario sobre la infeccién por el VIH des-
arrollado en la Universidad de Medicina de Zaragoza. Capitulos de los libros citados a continuacion: Manual practico de es-
terilidad y reproduccién humana, Recomendaciones de seguridad biolégica en el laboratorio de reproduccién asistida,
Reproduccién humana y Blastocyst culture.

RESULTADOS: Las particulas viricas se encuentran en todos los fluidos orgéanicos del paciente infectado. En este trabajo nos
centraremos en fluidos tales como la sangre, el liquido pre-seminal y el semen en varones o el liquido folicular (LF), las se-
creciones cervicovaginales y la leche materna en mujeres. Se ha estudiado la metodologia pertinente para disminuir al maxi-
mo el riesgo de transmision virica de la enfermedad tanto a nivel sexual como vertical, mediante el uso de terapias preventi-
vas. A fin de evitar la transmisioén sexual la terapia preventiva constara de: métodos profilacticos para ambos miembros de la
pareja, un riguroso tratamiento médico antiviral del paciente infectado y la aplicacion de TRA. A nivel de TRA; si el varon es
el miembro seropositivo se le realizara un procesado del semen (lavado de la muestra a través de dos capacitaciones conse-
cutivas y posterior deteccion de la carga viral mediante nested-PCR) para a continuacién realizar ICSI, mientras que si el in-
dividuo seropositivo es la mujer se le sometera a un procesado del LF para posteriormente aplicar ICSI. Pero si lo que se pre-
tende es evitar el riesgo de transmision vertical (materno-fetal), la terapia preventiva se basaré en la aplicacion de métodos
profilacticos y de un riguroso tratamiento médico sobre la mujer seropositiva y su futura descendencia. Las terapias descritas
han logrado alcanzar un riesgo de transmisién viral del 0%. El area fisica donde se trataran las muestras de los pacientes in-
fectados sera el denominado laboratorio de alta seguridad biolégica, laboratorio independiente que debe cumplir una serie de
requisitos los cuales aportaran una fiabilidad maxima al procesado de las muestras.

CONCLUSIONES: En base a la bibliografia existente, la seguridad de las técnicas utilizadas en Reproduccién Asistida pare-
ce ser maxima, por lo que podemos determinar que el trabajo con muestras infecciosas es perfectamente factible. Hecho de-
mostrado gracias a la gran cantidad de estudios realizados durante los Gltimos afios, en los que se han conseguido embara-
zos a término de bebés sanos, logrando un riesgo de transmision de la infeccién nulo. Por otro lado, destacaremos que el pro-
cesamiento de las muestras nos permite trabajar por debajo del umbral de infeccién del propio virus aumentando la seguri-
dad del proceso.

o
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0.16.
ECLOSION ASISTIDA CON ELIMINACION DE FRAGMENTOS EN CRIOTRANSFERENCIAS DE DOS EMBRIONES

JM. Moreno, L. Gil, JJ. Lépez-Galvez, M. Lloret, R. Sanchez, |. Ochando, J. Rueda. Unidad de Reproduccién Clinica Vistahermosa de Alicante.

OBJETIVO: Las tasas de embarazo e implantacién en transferencias de embriones criocongelados son habitualmente bajas
comparadas con las de embriones en fresco. El endurecimiento de la zona peldcida junto con la presencia de blastémeras li-
sadas tras el proceso de congelacion-descongelacion llega a comprometer la viabilidad embrionaria, lo que se puede paliar
mediante la eclosién asistida que consiste en crear un orificio en la zona pellcida del embrién para facilitar el proceso natu-
ral de eclosion. El objetivo del estudio es evaluar la eficacia de esta técnica en embriones descongelados, aspirando material
degenerado y transfiriendo Unicamente dos embriones para evitar el embarazo multiple.

METODOLOGIA: Estudio prospectivo que incluye a 21 pacientes, de edades comprendidas entre 28 y 37 afios, con embrio-
nes congelados en dia 3 que realizan un ciclo de criotransferencia durante el primer semestre del 2005. Se aplica la eclo-
sién asistida con eliminacién de fragmentos en los embriones descongelados con mas del 50% de sus blastémeras intactas.
Se descongelan con Thaw kit 1, se cultivan en G1 durante una hora y se transfieren con Embryoglue. La eclosién asistida se
realiza de forma quimica con acido de Tyrode.

RESULTADOS: En todos los embriones transferidos se consigue eliminar la mayor parte de los fragmentos dejando como ma-
ximo un 10% en su interior. Se obtiene el 42,8% (9/21) de tasa de embarazo y el 21,4% (9/42) de tasa de implantacion.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: Nuestro estudio muestra que la introduccién de la eclosién asistida con la aspiracion de frag-
mentos como técnicas de rutina en ciclos de criotransferencia doble no sélo mejora la calidad embrionaria, sino que ademas,
consigue una tasa de embarazo e implantacion elevada y evita el embarazo multiple. Seria conveniente disefiar un estudio
multicéntrico controlado y randomizado para poder confirmar los resultados obtenidos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: De Moraes LA, De Miranda Cota AM. Assister hatching improves implatation rates on cryo-
preserved-thawed embryos. A randomized prospective study. Hum Reprod.2005 May;20(5):1429 Gabrielsen A, Agerholm I,
et al. Assisted hatching improves implatation rates on cryopreserved-thawed embryos. A randomized prospective study. Hum
Reprod. 2004 Oct;19(10):2258-62. Check JH, Hoover L, et al. The effect of assisted hatching on pregnancy rates after fro-
zen embryo transfer. Fertil Steril. 1996 Feb;65(2):254-7.
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0.17.
ESTUDIO DE MICRODELECIONES EN EL CROMOSOMA Y EN VARONES CON OLIGOZOOSPERMIA'Y AZOOSPERMIA

Lledé B, Galan FM, Rodriguez-Arnedo A, Guerrero J, Ten J, Bernabeu R. Universidad de Alicante

OBJETIVOS: EI estudio de la espermatogénesis ha permitido identificar una serie de factores genéticos implicados en la es-
terilidad masculina, localizados en el cromosoma Y: la regién AZF. Esta regién se encuentra divida en tres locus no solapados
(AZFa, AZFb, AZFc), que contienen genes implicados en el control de la espermatogénesis y delecionados en varones inférti-
les. EI objetivo de este estudio ha sido estimar la prevalencia de microdeleciones en el cromosoma Y en un grupo de varones
infértiles que mostraban azoospermia u oligoazoospermia con el propdsito de determinar la causa de la infertilidad.

MATERIAL Y METODOS: EI DNA genémico de 125 varones citogenéticamente normales fue extraido a partir de sangre peri-
férica. Los analisis seminales se realizaron de acuerdo a las indicaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud (n=85 oli-
gozoospérmicos, n=40 azoospérmicos) y el cariotipo fue analizado empleando bandas G. Mediante 5 reacciones multiplex se
amplificaron 21 STSs (secuencias especificas de sitio).

RESULTADOS: Se identificaron microdeleciones en el cromosoma Y en 9 de los 125 pacientes. La frecuencia encontrada fue
mayor en pacientes azoospérmicos (12,2%) que en oligospérmicos severos (4,7%). La tasa total de deleciones fue de 7,2%.
Se observé una mayor frecuencia de deleciones en la region AZFc (56%) y no se identificaron deleciones en las regiones AZFa
o AZFb Unicamente, sin embargo deleciones que se expandian en dos o tres regiones AZF se detectaron en un 44% de por-
tadores de microdeleciones (AZFa+b 11%, AZFa+c 22%, AZFa+b+c 11%).

CONCLUSIONES: La frecuencia de microdeleciones en el cromosoma Y en nuestro estudio resulté ser similar a trabajos pre-
vios. Esto pone de manifiesto la necesidad de anélisis mediante PCR para determinar la etiologia genética en casos con tes-
ticulopatias idiopaticas severas. Nuestros resultados apoyan las recomendaciones de realizar un estudio genético en varones
infértiles antes de comenzar un programa de ICSI para recibir un cuidadoso consejo genético.

DA 1 La utilizacién de un tnico
medio, reduce el stress metabolico
asociado al cambio de
composicion, que implica la
utilizacion de medios de

cultivos diferentes.

Simplifica los controles de
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0.18.
ANALISIS CROMOSOMICO Y POTENCIAL DE DESARROLLO EN
ZIGOTOS MONOPRONUCLEARES Y APRONUCLEARES

G. Campos!, M. Parriego!, F. Vidal?, A. Veiga!, PN. Barri’
!Servei de Medicina de la Reproducci6. Institut Universitari Dexeus. ?Unitat de Biologia Cel-lular. Universitat Autdbnoma de Barcelona.

INTRODUCCION: La presencia de 2 prontcleos (PN) y 2 corptsculos polares (CP) se relaciona habitualmente con un patrén
de fecundacién normal y un contenido cromosémico diploide, siendo descartados para la transferencia aquellos zigotos con
un numero distinto de pronlcleos asociado generalmente a un contenido cromosémico alterado. El objetivo de este estudio
es aportar nuevos datos sobre la constitucion genética y la capacidad de desarrollo de los zigotos con uno (1PN y 2CP) o nin-
gun prontcleo (OPN y 2CP), que permitan aconsejar o desaconsejar de un modo mas fiable su transferencia.

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron en el estudio 250 embriones procedentes de 30 ciclos de FIV-ICSI-DGP realizados en-
tre Febrero de 2003 y Mayo de 2004 en el Institut Universitari Dexeus. Los embriones fueron clasificados en 3 grupos: (i)
OPN 2CP (n= 30); (ii) 1PN 2CP (n= 14) y (iii) 2PN 2CP (n= 206) o grupo control. La valoracién de la fecundacién tuvo lu-
gar a las 16-20 post inseminacién. La biopsia embrionaria se realizé seglin procedimiento habitual en nuestro centro. Uni-
camente fueron procesados para el analisis y por lo tanto incluidos en nuestro estudio aquellos embriones que presentaban
morfologia correcta y estadio de desarrollo acorde con el momento de la biopsia. El analisis cromosémico de los blastémeros
se realiz6 mediante FISH, evaluandose los cromosomas 13, 15, 16, 18, 21, 22, X e Y. Los embriones fueron mantenidos en
cultivo hasta D+5 y evaluados para la transferencia.

RESULTADOS: Los porcentaje de embriones anormales para los cromosomas estudiados fueron: 13/30 (43,3%) en el grupo
i, 9/14 (64,3%) en el grupo ii y 108/206 (52,4%) en el grupo control. Aunque parece observarse un grado superior de anor-
malidad en los embriones procedentes de 1PN las diferencias no resultan estadisticamente significativas entre los diferentes
grupos de estudio, probablemente debido a las diferencias en el nimero de embriones incluidos en cada grupo. Sin embar-
g0, los embriones procedentes del zigotos OPN mostraron una capacidad de desarrollo significativamente superior (P<0,05)
al resto de embriones, con una tasa de blastocisto del 45,9% respecto al 6,25% (1PN) y al 14,3% (2PN). La hora promedio
de observacion de los prontcleos fue 19,55h en el grupo i, 19,08 en el grupo ii, y 19,17 en el grupo iii, no encontrandose
diferencias significativas entre los tres grupos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: Los resultados obtenidos sugieren que debemos actuar de manera distinta frente a embriones
procedentes de zigotos unipronucleares que frente a aquellos a los que no les hemos observado pronucleos. Mientras que a
los primeros hay que descartarlos tanto por su alta probabilidad de ser cromosémicamente anormales como por su bajo po-
tencial de desarrollo, los datos de este trabajo apuntan que los embriones del grupo i podrian ser considerados aptos para la
paciente, aln sabiendo que no es la situacién ideal. Las tasas de normalidad cromosémica y de capacidad de desarrollo de
este grupo de embriones, superiores al grupo control, parecen indicar que probablemente nos encontramos ante un pool de
embriones de alta calidad, con una velocidad de desarrollo superior a la habitual, en los que la desaparicién de los pronu-
cleos se produce antes de la observacion de los mismos, es decir, ante unos embriones con patrén de division temprana o
early cleavage, que ademas podrian relacionarse con tasas de embarazo superiores. Una observacién de los pronicleos no mas
tarde de las 18 horas post ICSI, asi como de la divisién temprana a las 26 horas tras la inseminacion, deberia aportarnos da-
tos que permitieran elegir embriones no sélo con capacidad de desarrollo superior sino probablemente también con menos
anomalias cromosémicas, minimizando asi el riesgo de estar transfiriendo embriones activados partenogenéticamente o tri-
ploides.

o
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0.19.
VALOR PRONOSTICO DEL FISH DE ESPERMATOZOIDES EN LOS RESULTADOS DE DGP
EN PAREJAS CON ABORTO DE REPETICION DE CAUSA DESCONOCIDA

L. Rodrigo, C. Rubio, Emilia Mateu, A. Mercader, P. Buendia, T. Viloria, M. Gil-Salom, J. Remohi, A. Pellicer.
Instituto Valenciano de Infertilidad, Valencia.

OBJETIVO: la presencia de anomalias cromosémicas en los espermatozoides ha sido propuesta en estudios recientes como
responsable de algunos casos de aborto de repeticién (1,2,3,4). El objetivo de este estudio fue comparar los resultados de los
ciclos de diagndstico genético preimplantacional (DGP) en parejas con aborto de repeticién de causa desconocida, segun el
resultado del estudio cromosémico en espermatozoides realizado previamente mediante hibridacion in situ fluorescente
(FISH).

METODOLOGIA: este estudio retrospectivo incluye 53 parejas con aborto de repeticién (>2 abortos) de causa desconocida a
las que se les realiz6 FISH de espermatozoides para el estudio de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y (Vysis Inc., Downers
Grove, II. USA) y DGP para el estudio de aneuploidias de los cromosomas 13, 16, 18, 21, 22, X e Y (MultiVysion PB panel,
Vysis Inc.). En total se realizaron 67 ciclos de DGP, 53 ciclos en 41 pacientes con un resultado de FISH de espermatozoides
normal (con incidencia de anomalias cromosémicas similar a la poblacién control de donantes normozoospérmicos) y 14 ci-
clos en 12 pacientes con un resultado de FISH de espermatozoides anormal (con incremento significativo de anomalias cro-
mosoémicas respecto a la poblacién control). En el tercer dia de desarrollo embrionario se biopsiaron uno o dos blastémeros,
y los embriones diagnosticados como normales para los cromosomas descritos fueron transferidos al Gtero en el dia 5 de des-
arrollo. Se utilizé un test estadistico de Chi-cuadrado para comparar entre los dos grupos de pacientes las tasas de fecunda-
cién, gestacion, implantacion y aborto, asi como la tasa de embriones anormales y mosaicos (con resultados discordantes en
dos células del mismo embrién).

RESULTADOS:

FISH NORMAL FISH ANORMAL
N° ciclos 53 14
Edad media + DS 34,26+3,16 33,93+2,37
Media ovocitos + DS 11,77 + 6,08 11,29 + 3,53
Tasa fecundacidn 78,79 (442/561) ® 68,0 (102/150) ®
N° embriones analizados 278 77
% embriones anormales (N°) 70,14 (195) 66,23 (51)
% embriones mosaico 24,48 22,64
% transferencias 64,15 71,43
% embarazos por transferencia (N°) 32,35 (11) 50,0 (b)
Tasa implantacién 25,0 36,84
Tasa aborto (N°) 27,27 (3) 0?
P<0,05

DISCUSION: el porcentaje de embriones anormales y mosaicos fue similar en ambos grupos de estudio. Sin embargo, la ta-
sa de fecundacién fue significativamente menor en el grupo de pacientes con FISH de espermatozoides anormal. Ademas, las
tasas de gestaciéon e implantacion fueron superiores, y la tasa de aborto inferior e igual a cero en el grupo de pacientes con
FISH de espermatozoides anormal, aunque no llegd a alcanzar significatividad estadistica al compararlo con el grupo de pa-
cientes con FISH de espermatozoides normal.

CONCLUSION: el estudio de anomalias cromosémicas en espermatozoides mediante FISH resulta de gran utilidad en pare-
jas con aborto de repeticién de causa desconocida, no sélo para identificar la posible causa del aborto en algunos casos, si-
no también como prondstico para un futuro ciclo de DGP.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: 1.Gioraldino C, Calugi G, Laconianni L, et al. Spermatozoa with chromosomal abnormalities
may result in a higher rate of recurrent abortion. Fertil and Steril, 1998, 70: 576-577. 2.Rubio C, Simén C, Blanco J, et al.
Implications of sperm chromosome abnormalities in recurrent miscarriage. J Assist Reprod Genet, 1999, 16: 253-258.
3.Rubio C, Gil-Salom M, Simon C, et al. Incidence of sperm chromosomal abnormalities in a risk population: relationship with
sperm quality and ICSI outcome. Hum Reprod, 2001, 16(10): 2084-2092. 4.Bernardini LM, Costa M, Bottazzi C, et al.
Sperm aneuploidy and recurrent pregnancy loss. RBM Online, 2004, 9(3): 312-320.
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0.20.

PUESTA A PUNTO DEL METODO DE FIJACION NUCLEAR PARA FISH EN NUESTRO
PROGRAMA DE DGP (Diagnostico Genético Preimplantacional).

RESULTADOS PRELIMINARES CON ESTE METODO MODIFICADO.

M. Mandiola, A. Guembe, F. Lucefio, K. Carbonero, MJ. Ifarra, F. Atutxa, T. Ganzabal,
A. Lépez de Larrucea, G . Barrenetxea, R. Jimenez, JA. Aguirregoikoa.
Unidad De Reproduccién Asisitida. Quirén Donostia - Quirén Bilbao.

OBJETIVOS: Debido a la creciente demanda en ciclos de DGP (Diagnéstico genético preimplantacional) en las Unidades de
Reproduccién, nos vemos en la necesidad de poner a punto la técnica con métodos fiables, que nos garanticen la obtencién
de un buen material nuclear para su analisis. Hasta ahora los métodos més utilizados son los siguientes: 1.- El “ Método de
Tarkovski” ,un método que requiere una amplia experiencia para no “ perder” los nicleos y 2.- el “Método de Coonen”,que
nos ofrece unos nulcleos un poco “en tres dimensiones”, que pueden dificultar las lecturas de las marcas de FISH. Nuestra

modificacién de la técnica pretende evitar los problemas de cada una de las anteriores, aprovechando sus virtudes.

METODOS: Iniciamos la fijacién nuclear con Tween-20/CIH, con al afan de poder controlar en todo momento la localizacién
de la blastémera. Una vez que conseguimos que desparezca todo el material citoplasmatico y que el nlcleo se visualice de
forma clara y sin artefactos alrededor, afiadimos una solucién de metanol/acético sobre el material nuclear para que éste que-
de maés extendido sobre el porta y las sondas puedan hibridar correctamente y sean de facil lectura. Analizamos los resulta-

dos de los ciclos realizados hasta el mes de Septiembre de este afio 2005.

RESULTADOS:
N° ciclos N° nucleos fijados N° nucleos perdidos (%) N° ntcleos sin diagnostico (%) N° ndcleos con diagndstico
21 122 6 (4%) 15 (12.3%) 101 (82,8%)

CONCLUSIONES: Debido a la dificultad que conlleva fijar un material tan preciado como son los nucleos de las blastémeras
para DGP, necesitamos poseer a nuestra disposicién una técnica que nos permita perder el menor nimero de nucleos posi-
bles, que pueda ponerse a punto sin extremada dificultad, asi como que sea facilmente reproducible por diferentes embrié-
logos de una misma Unidad. Creemos que esta modificacion reline todas estas caracteristicas tan preciadas para poder llevar

a cabo un ciclo de DGP con posibilidades de obtener un buen diagnéstico genético.
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0.21
PUESTA A PUNTO DE LA AMPLIFICACION DEL DNA EN UNA SOLA CELULA
UTILIZANDO LA DNA POLIMERASA PHI29 (MDA)

E. Fernandez Garcia, C. Linares Miquel, A. Barroso Bohorquez, M. Robledo Batanero.
Fundacién Jiménez Diaz, Madrid.

INTRODUCCION: La técnica conocida como Multiple Displacement Amplification (MDA) se utiliza para amplificar pequefias
cantidades de DNA, g. Esta técnica esta basada en lapartiendo de 1 ng se pueden obtener 8 utilizacién de la enzima ADN
polimerasa del bacteriéfago Phi29 en combinacién con secuencias de hexameros capaces de hibridar en multiples sitios de
nuestro DNA patrén. La Phi29 ADN polimerasa inicia la replicacion del DNA en mdltiples sitios simultaneamente, obtenien-
do el amplificado total del genoma.

OBJETIVO: La puesta a punto de la técnica a partir de una sola célula, se plantea con el fin de mejorar los resultados obte-
nidos en el Diagndstico genético preimplantacional (DGP) para solventar las limitaciones que en la actualidad nos plantea el
DGP basado en la PCR multiplex-fluorescente.

METODOLOGIA Y RESULTADOS: Para llevar a cabo la puesta a punto de la MDA hemos utilizado el Kit de amplificacién
Genomiphi (Amersham). En la primera aproximacién para la amplificacién de una sola célula, partimos de una dilucién de
linfocitos, obtenidos a partir de sangre periférica mediante gradientes de Ficoll. Por un lado linfocitos de un paciente tipado
con leucemia aguda linfoblastica y por otro como control los linfocitos de la persona que realiza la técnica. La alta eficacia
en la replicacion del DNA gendémico que tiene esta técnica, hace necesario un estricto control de la presencia de DNA exo6-
geno, por lo que es obligado trabajar siempre en campana de DNA, con guantes y mascarilla y a ser posible genotipar al per-
sonal que manipula las muestras. Una vez ajustados los parametros iniciales de la técnica, se utilizaron para la amplificacién
de una sola célula, blastémeros de ratén. La estandarizacién final de la técnica se lleva a cabo con embriones humanos no
aptos para la transferencia, que nos dieron la posibilidad de cotejar los resultados obtenidos en los distintos blastémeros. La
amplificacion del DNA genémico se realiz6 como se describe en el Kit de Genomiphi, con algunas modificaciones. La utili-
zacioén de una sola copia de DNA gendémico rebaja la cantidad recomendada de 1ng a 6pg. La temperatura de incubacién es
de 30°C después de desnaturalizar la muestra 3 min a 95°C. El tiempo requerido para la MDA es de 16-18 h. En nuestro ca-
so hemos podido rebajar el tiempo de reaccién a 8 horas con buenos resultados. No hemos encontrado diferencias entre la
utilizacion del tampon de lisis alcalina, con la posterior parada con tricina, y no utilizarlo, por lo que ese paso previo al pro-
ceso de amplificacién mediante Genomiphi se puede obviar. Presentamos los resultados de la amplificacién del gen de Corea
de Huntington mediante PCR del producto obtenido tanto en linfocitos como en blastémeros humanos.

CONCLUSION: La cantidad de DNA que se consigue con 8 horas de reaccién de MDA nos permite obtener los resultados de
la PCR diagnostica en una sola ronda de amplificacién, compensando el tiempo total requerido para el DGP.
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0.22.
TECNICA COMBINADA SCD-FISH PARA EL ANALISIS SIMULTANEO DE FRAGMENTACION DEL
DNA Y ANEUPLOIDIAS EN ESPERMATOZOIDES

L. Muriel', R. Santiso!, M. Gutiérrez?, R. Vazquez?, E. Segrelles?, J. Gosalvez®, JG. Alvarez*, V. Goyanes'?, JL. Fernandez'?
!Seccién de Genética-Unidad de Investigacion, Complejo Hosp. Univ. Juan Canalejo. La Corufia.

2ARGGORA. Unidad de la Mujer. La Corufia.

*Unidad de Genética, Fac. Biologia, Universidad Auténoma de Madrid.

“Centro de Infertilidad Masculina ANDROGEN, La Corufia.

INTRODUCCION:Numerosos estudios demuestran que hombres infértiles presentan una mayor frecuencia de anomalias cro-
mosoémicas en los espermatozoides, con el riesgo de ser transmitidas a la descendencia (1). La elevada incidencia de aneu-
ploidias se correlaciona con muestras seminales de baja calidad y con altos niveles de fragmentacién del DNA (2).

OBJETIVO: Analizar simultdneamente el nivel de fragmentacién en el DNA y de aneuploidias en espermatozoides humanos.

MATERIAL Y METODOS: Analisis de la fragmentacién del DNA: Se determind mediante el test de la Dispersién de la
Cromatina de Espermatozoides (SCD) utilizando el kit Halosperm®, técnica desarrollada recientemente en nuestro laborato-
rio (3, 4). Los espermatozoides se incluyen en una matriz de agarosa sobre un portaobjetos, se tratan con una solucién acida
que desnaturaliza el DNA, y finalmente se lisan para eliminar proteinas y membranas. Los espermatozoides con el DNA no
fragmentado muestran un nucleoide con un core central y un halo periférico de dispersion de los bucles de DNA. Las células
con el DNA fragmentado no forman halo de dispersion o éste es de pequefio tamafio. Anélisis de aneuploidias: Se analizaron
los cromosomas X, Y, 18; se determind mediante Hibridacién in situ Fluorescente (FISH) sobre portaobjetos previamente pro-
cesados por SCD. Los portaobjetos, una vez secos, se fijan para evitar que el material se desprenda, se desnaturalizan y se
hibrida con la triple sonda. El resultado de esta técnica es que podemos discriminar simultaneamente si las anomalias cro-
mosémicas, del tipo diploidias y disomias, estan presentes en nicleos espermaticos con o sin DNA fragmentado.

RESULTADOS Y CONCLUSION: Los resultados preliminares de este estudio realizado sobre seis muestras de individuos férti-
les y pacientes de infertilidad indican que los espermatozoides con el DNA fragmentado poseen mayores niveles de diploidi-
as y disomias que aquéllos que no lo tienen. Estos resultados sugieren que la fragmentacion del DNA podria ser un mecanis-
mo genético para evitar la transmisién de anomalias genéticas a la descendencia.

BIBLIOGRAFIA: 1-Oashi et al., High frequency of XY disomy in spermatozoa of severe oligozoospermic men. Hum Reprod.
2001;16:703-708. 2-Rubio et al,. Incidence of sperm chromosomal abnormalities in a risk population: relationship with
sperm quality and ICSI outcome. Hum Reprod. 2001;16:2084-2092. 3- Fernandez et al,.The sperm chromatin dispersion
test: a simple method for the determination of sperm DNA fragmentation. J Androl. 2003;24:59-66. 4-Fernandez et al,.
Simple determination of sperm DNA fragmentation with an improved Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test. Fertil Steril., in
press.
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0.23.
EFICACIA DEL USO DEL LASER EN UN PROGRAMA DE DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL

Buendia P, Mercader A, Gadea B, Rodrigo L, Mateu E, Remohi J, Pellicer A, Rubio C.
Instituto Valenciano de Infertilidad. Universidad de Valencia.

INTRODUCCION: En los programas de Diagnéstico Genético Preimplantacional (DGP), el método que tradicionalmente se ha
utilizado para realizar el orificio en la zona pellcida ha sido el acido Tyrode (1). Sin embargo, mas recientemente se ha pro-
puesto la utilizacion del laser como un método mas rapido, sencillo y seguro (2, 3 y 4). El objetivo de este trabajo fue valo-
rar la eficiencia del uso del laser en un programa de DGP. Para ello, se compararon las tasas de blastocisto y los resultados
de gestacion, implantacion y aborto en los ciclos de DGP en los que se utiliz6 acido Tyrode o laser (OCTAX, Herbron,
Alemania).

MATERIAL Y METODOS: Estudio retrospectivo (desde Enero del 2001 hasta Marzo del 2005) de 1055 ciclos del programa
de DGP para estudio de aneuploidias en pacientes con aborto de repeticion (n=200), fallo repetido de implantacién (n=300),
edad avanzada (n=315), factor masculino severo (n=55), anomalias cromosémicas en espermatozoides (n=40), enfermedad
ligada al sexo (n=b), gestacion previa con anomalia cromosémica (n=6) y causas mixtas (n=134). La biopsia embrionaria se
realiz6 en dia 3 de desarrollo utilizando acido Tyrode en 499 ciclos y mediante laser en 556 ciclos. Se analizaron los cromo-
somas 13, 16, 18, 21, 22, X e Y mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH) (Vysis Inc., Downwers Grove, Il. USA). El
desarrollo embrionario se evalué cada 24 horas y los embriones cromosémicamente normales se transfirieron en dia 5 de des-
arrollo. Para el analisis estadistico entre grupos se aplico el test Chi-cuadrado.

RESULTADOS: La media de edad (36,5+4,3 vs 37,1+4,1), asi como las tasas de fecundacién (72,6% vs 74,2%), el por-
centaje de embriones evolutivos en dia 3 (73,6% vs 72,1%) y la incidencia de anomalias cromosémicas (63,4% vs 65,5%)
fue similar en ambos grupos (Tyrode vs laser). No se encontraron diferencias estadisticas en el nimero medio de embriones
transferidos en ambos grupos de pacientes (1,8+0,7 vs 1,6+0,6), ni tampoco en las tasas de gestacion (34,6% vs 38,4%),
implantacion (26,4% vs 31,1%) y aborto (25,0% vs 26,0%). Sin embargo, la tasa de blastocistos en dia 5 de desarrollo fue
significativamente superior (P<0,0001) en aquellos ciclos en los que se utilizé el laser para la biopsia embrionaria (41,6%
vs 54,9%).

CONCLUSIONES: Nuestros resultados muestran que la incorporacién del laser en los programas de DGP no s6lo no afecta a
los resultados clinicos de dichos ciclos, sino que ademas permite un mejor desarrollo embrionario tras la biopsia.

PALABRAS CLAVE: Biopsia embrionaria, laser, acido Tyrode, blastocisto, DGP.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: (1) De Vos A, Van Steirteghem A. Aspects of biopsy procedures prior to preimplantation ge-
netic diagnosis. Prenat Diagn. 2001 Sep;21(9):767-80. (2) Hsieh YY, Huang CC, Cheng TC, Chang CC, Tsai HD, Lee MS.
Laser-assisted hatching of embryos is better than the chemical method for enhancing the pregnancy rate in women with ad-
vanced age. Fertil Steril. 2002 Jul;78(1):179-82. (3) Han TS, Sagoskin AW, Graham JR, Tucker MJ, Liebermann J. Laser-as-
sisted human embryo biopsy on the third day of development for preimplantation genetic diagnosis: two successful case re-
ports. Fertil Steril. 2003 Aug;80(2):453-5. (4) Joris H, De Vos A, Janssens R, Devroey P, Liebaers |, Van Steirteghem A.
Comparison of the results of human embryo biopsy and outcome of PGD after zona drilling using acid Tyrode medium or a la-
ser. Hum Reprod. 2003 Sep;18(9):1896-902.
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0.24.
AMPLIFICACION GENOMICA POR DESPLAZAMIENTO MULTIPLE (MDA) EN DIAGNGSTICO
GENETICO PREIMPLANTACIONAL: PRIMERA APLICACION CLINICA

Lledé B, Ten J, Galan FM. Rodriguez-Arnedo A, Guerrero J, Bernabeu R.  Universidad de Alicante.

OBJETIVO: Uno de los factores limitante en el DGP es la disponibilidad de suficiente DNA de elevada pureza. La amplifica-
cién de todo el genoma mediante amplificacion por desplazamiento multiple (MDA) es una novedosa técnica empleada para
obtener elevadas cantidades de DNA de gran calidad. El objetivo de este estudio ha sido optimizar la MDA para células Uni-
cas como primer paso universal en el DGP. Una vez optimizado, la MDA se utiliz6 para amplificar DNA de blastémeras pro-
cedentes del programa de DGP para el Sindrome de Marfan.

MATERIALES Y METODOS: Mediante MDA se amplificé todo el genoma de una Unica célula. Los productos de MDA se usa-
ron como moldes para las reacciones de PCR de 5 locus diferentes: expansion de tripletes CAG en el gen IT15 (Enfermedad
de Huntington), expansion del triplete CGG en la regién 5’ del gen FMR1 (Sindrome de X-Fragil), dos STSs empleadas en el
diagnostico del Sindrome de Marfan mediante estudio de segregacion cromosémica y un nuevo marcador X/Y, X22. Un pro-
grama DGP-MDA fue desarrollado para el sindrome de Marfan en una pareja donde el vardn esta afecto y es portador de una
nueva mutacion en el gen FBN1.

RESULTADOS: La amplificacion de todo el genoma de una Unica célula mediante MDA permiti6 el analisis de 5 locus dife-
rentes empleando condiciones estandar. Un programa de DGP-MDA se desarroll6 para el sindrome de Marfan permitiendo el
diagnéstico de siete embriones que fueron biopsiados en dia tres de cultivo y sus células analizadas. Se transfirieron dos em-
briones sanos 48 horas més tarde.

CONCLUSIONES: EIl uso de la MDA como paso universal en DGP marca una nueva etapa ya que suficiente DNA se obtiene de
una Unica célula para el diagnéstico de cualquier enfermedad genética mediante métodos y condiciones estandar. Asimismo, jun-
to con la Hibridacion Comparativa del Genoma (CGH) permite obtener el cariotipo molecular de una Unica célula.
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0.25.
DESARROLLO Y ESTATUS CROMOSOMICO DE LOS EMBRIONES
CON RITMO DE DIVISION ACELERADA

Gamiz P, Rubio C, Mercader A, De los Santos JM, Viloria T, De los Santos MJ.
Instituto Valenciano de Infertilidad. Equipo IVl Valencia.

INTRODUCCION: La constitucién cromosémica de los embriones humanos en fases tempranas de desarrollo est4d ampliamente
documentada (Munné 1995, 1998; Rubio, 2003), se sabe que aquellos embriones asimétricos, con un desarrollo lento y/o con
alto grado de fragmentacién presentan una mayor tasa de anomalias cromosémicas. Sin embargo, existen pocos datos en la lite-
ratura acerca de la constitucion cromosémica de embriones con un ritmo de divisién temprana acelerada. Puesto que no parece
existir un control estricto del ciclo celular en los primeros estadios de divisién embrionaria en humanos, es posible que los em-
briones rapidos también presenten ciertas anomalias en la segregacién cromosoémica asi como en su potencial evolutivo.

OBJETIVO: EI objetivo de este trabajo es analizar el grado de blastulacién y la condicién cromosémica de embriones que te-
nian seis 0 mas células en dia 2 de desarrollo.

MATERIALES Y METODOS: Estudio retrospectivo en el que se incluyeron 5971 embriones: 1381 embriones procedentes de
pacientes sometidas a un ciclo de fecundacion in vitro (FIV) y 4590 embriones procedentes de pacientes incluidas en nues-
tro programa de diagnostico genético preimplantacional (DGP). En todos los ciclos la edad de las pacientes fue menor de 38
afios, la inseminacioén ovocitaria se realizé6 mediante inyeccién intracitoplasmaética de espermatozoides (ICSl), y la morfologia
embrionaria se evalu6 en dia 2, 3, 5y 6 de desarrollo. Los embriones evolutivos y con menos de un 30% de fragmentacién
fueron biopsiados en el tercer dia de desarrollo embrionario y analizados mediante hibridacién in situ fluorescente (FISH) pa-
ra los cromosomas 13,16,18,21,22, X e Y (Vysis Inc., Downers Group, I1).

RESULTADOS: De los 1381 embriones, 55 embriones (4,0%) presentaron 6 o mas de 6 células 43h post-inseminacién: 15
de ellos se bloquearon en dia 3 de desarrollo (27,3%) observandose diferencias significativas (P<0,0001) con el grupo de
embriones de 2, 3y 4 células, 27 embriones mas (67,5%) bloquearon su desarrollo entre los dias 5 y 6, siendo estadistica-
mente significativo (P<0,0001) con el grupo de embriones de 4 células (27,5%). En cuanto a la tasa de formacion de blas-
tocistos (18,2%) también se observaron diferencias significativas entre los embriones con 6 0 mas células 43 horas post-in-
seminacion, y el resto de embriones.

N° céls D2 N°emb (%) Blog D3 (%) Emb. OK D3 (%) Blog D5/6 (%) Blastos D5/6 (%)
2 308 (22,3) 18 (5.8)* 117 (37,9) 168 (57,9) 114 (37)***
3 165 (11,9) 11 (6.7)* 101 (61,2) 80 (51,9) 73 (44,2)**
4 683 (49,5) 43 (6.3)* 583 (85,4) 176 (27,5)* 456 (66,8)*
5 123 (8,9) 25 (20.3) 94 (76,4) 50 (51,0) 61 (49,6)*>
6 55 (4) 15 (27.3)* 37 (67,3) 27 (67,5)* 10 (18,2)

*Test exacto de Fisher: *P<0,0001, **P<0,006, ***P<0,0082.

Con respecto al estadio cromosémico, 99 embriones de los 120 analizados con 6  mas células en dia 2 (83%), presentaron anomalfas cro-
mosoémicas, lo que fue estadisticamente significativo al comparar con embriones procedentes de 2, 3, 4 y 5 células en dia 2 de desarrollo.

N° céls D2 N° emb. analizados (%) N° emb. anormales (%)
2 520 341 (65,6)*
3 333 222 (66,7)*
4 1897 1049 (55,3)*
5 2992 15 (71,9)**
>6 120 99 (82,5)*

Test exacto de Fisher: *P<0.001, **P<0.0249.

CONCLUSIONES: La seleccion de embriones rapidos 43h post-inseminacién pueden corregir su ritmo de divisién 68h post-inse-
minacién, sin embargo la seleccion de este tipo de embriones para transferencia no es recomendable debido al bajo potencial de
blastulacién de este tipo de embriones y a la alta incidencia de anomalias cromosémicas incompatibles con el embarazo.

BIBLIOGRAFIA: 1. Munné S. et al. Fertility and Sterility 1995, 64(2). 2. Munné S. and Cohen J. Hum Reprod 1998, 4(6).
3. Rubio et al. Hum Reprod 2003, 18(1).

o



asebir diciembre 2005:MAQUETA diciembre SEGURIDAD 9/2/10 12417 Pagina 39

c 0O M U N C A C O N E S O R AL E S

Diciembre 2005 Vol. 10 e N°2
39

0.26.
UNION DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE LA ZONA PELUCIDA A
ESPERMATOZOIDES HUMANOS; EFECTOS SOBRE LA EXOCITOCIS ACROSOMAL Y MOVILIDAD

Caballero-Campo P!, Chirinos M?, Gonzalez Gonzalez-Pacheco ME? Reveles R? Larrea F?, Gerton GL'
! Center for Research on Reproduction and Women'’s Health, University of Pennsylvania Medical Center, Philadelphia, PA, USA.
¢ Departamento de Biologia de la Reproduccién, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran, México DF, México.

OBJETIVO: Estudiar la unién de proteinas recombinantes de la zona peltcida humana (rhZP) a espermatozoides capacitados
para localizar los receptores espermaticos, y determinar su actividad sobre la exocitosis acrosomal y movilidad espermatica.

MATERIALES Y METODOS: Las proteinas rhZP 1, 2 y 3 (seglin nomenclatura original) humanas se expresaron en células Sf9
empleando el sistema del baculovirus. Espermatozoides capacitados provenientes de donantes sanos fueron incubados con
las diferentes rhZP purificadas y, luego de ser fijados, se analizaron mediante inmunofluorescencia indirecta (lIF), utilizando
como anticuerpo primario suero anti-ZP y Cy3 como fluoréforo, seguido de tincion con FITC-PSA para visualizar el acrosoma.
La movilidad espermatica fue evaluada mediante el sistema de clasificacion de movilidad progresiva (OMS, 1999) por dos ob-
servadores en forma de doble ciego. El andlisis de los parametros cinéticos se realiz6 mediante CASA (Computer-Aided Sperm
Analysis).

RESULTADOS: Las rhZP 1, 2 y 3 se unieron a los espermatozoides humanos, preferentemente a células con morfologia nor-
mal. Tanto la rhZP1 como la rhZP3 estimularon la exocitocis acrosomal. Las IIF sugieren que los receptores espermaticos pa-
ra la rhZP tienen un patrén de localizacién subcelular caracteristico para cada proteina dependiente de la exocitocis acroso-
mal. Los espermatozoides incubados con las rhZP mostraron una considerable disminucién de la movilidad progresiva y au-
mento de la no progresiva. Este efecto es apreciable a los 20" de tratamiento, y es méas pronunciado al incubar con rhZP1,
rhZP3 o combinaciones de rhZP. Las rhZP incrementan la proporcién de una subpoblacién de espermatozoides con un movi-
miento especifico, caracterizado por valores altos de velocidad curvilinea (VCL) y desplazamiento lateral de cabeza (ALH), y
baja linealidad (LIN) y progresion rectilinea (STR).

CONCLUSIONES: Las proteinas de la zona pellicida expresadas en células Sf9 son capaces de unirse al espermatozoide hu-
mano, donde rhZP1 y rhZP3 inducen la exocitocis acrosomal, y estimular cambios en el patron de movilidad de espermato-
zoides capacitados. Igualmente, se acentla la presencia de un tipo de movimiento, que consideramos, con caracteristicas de
post-hiperactivaciéon y de movimiento circular no progresivo, frente al movimiento progresivo lineal predominante de los con-
troles. Este tipo de movilidad podria contribuir a la penetracion de la ZP durante la fertilizacion. Estos resultados junto con
el estudio de los receptores espermaticos para la ZP podrian tener aplicabilidad en medicina reproductiva y en el desarrollo

de nuevos anticonceptivos masculinos.

*Estudio financiado parcialmente por Fundacién Tambre (Espafia) CONRAD (EEUU) y CONACyT (Méjico).
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0.27.
DESCRIPCION E IMPLICACION DEL SISTEMA CANABINOIDE EN
ESPERMATOZOIDES HUMANGOS.

E. Agirregoitia, A. Valdivia, C. Ochoa, N. Subiran, N. Agirregoitia, J. lrazusta.
Facultad de Medicina, Dpto de Fisiologia, UPV/EHU. Bilbao

INTRODUCCION: EI sistema canabinoide endégeno se encuentra parcialmente descrito en el sistema reproductor masculino
humano. Pero, especialmente, nuestro interés se centra en describir el papel de este sistema en los gametos masculinos y es-
tablecer qué papel juega en la funcionalidad espermatica, para asi, completar los estudios previos que existen a ese nivel.

OBJETIVO: Para ello, y como paso previo para una caracterizacién completa de dicho sistema, en este estudio se trata de
describir la presencia de receptores canabinoides (CB1 y CB2) en espermatozoides humanos y la accién de un consumo cro-
nico de canabis en la viabilidad y movilidad espermatica.

MATERIAL Y METODOS: La muestra se recoge de donantes normozoospérmicos, tras 2-3 dias de abstinencia sexual, mediante
masturbacién. Los espermatozoides mas moviles son rescatados mediante la técnica de swim-up y resuspendidos en medio
Tyrode modificado. Estos espermatozoides son utilizados para ensayos de inmunoblotting, inmunocitoquimica y PCR. Para ob-
servar la accion de los canabinoides exégenos en la movilidad y mortalidad espermatica, se utilizaron muestras de semen fres-
co de 45 donantes y se observaron mediante un sistema SCA (Sperm Class Analyzer 2002). Los donantes se dividieron en 3
grupos de 15 individuos cada uno; grupo control (no fumadores), grupo tabaco (fumadores cronicos de tabaco) y grupo cana-
bis (fumadores crénicos de canabis).

RESULTADOS Y DISCUSION: Los resultados de las técnicas de inmunoblotting, inmunocitoquimica y PCR dejan en evidencia
la presencia de receptores CB1 y CB2 (este ultimo, no descrito en espermatozoides humanos hasta la fecha). Con respecto a
la movilidad, se observa una tendencia a la astenozoospermia en fumadores de canabis asi como una mayor tendencia ne-
crozoospérmica en comparacion con los controles no fumadores y fumadores de tabaco. Estos resultados hacen pensar en una
accion de los canabinoides exégenos y por lo tanto, también de los endégenos, via receptor. Pero ésta, es una primera apro-
ximacién en la descripcion y caracterizacion del sistema canabinoide en el semen humano. Evidentemente, estudios poste-
riores realizando incubaciones con agonistas y antagonistas, demostraran la acciéon de éstos, via receptor, en funciones es-
permaticas esenciales para la fertilizacion como son la movilidad, respiracion, quimiotaxis, capacitacién y reacciéon acrosoé-
mica. De esta manera, se abre una nueva puerta en la desconocida bioquimica y fisiologia del espermatozoide humano, la
cual, debe traer avances en la comprension y tratamiento mas dirigido y personalizado de los problemas de fertilidad mascu-
lina.

BIBLIOGRAFIA: Maccarrone M. et al. J Cell Sci. 2005 Oct 1;118(Pt 19):4393-404. Rossato M. et al. J Clin Endocrinol
Metab. 2005 Feb;90(2):984-91.

Este trabajo ha sido realizado gracias a la ayuda de un proyecto de la UPV/EHU (1/UPV 00081.327-E-15869/2004).
E.Agirregoitia es becario de la UPV/EHU.
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0.28.
CARACTERIZACION DE LOS RECEPTORES OPIOIDES EN LA MEMBRANA DE LOS
ESPEMATOZOIDES HUMANOS

Asier Valdivia, E. Agirregoitia, C. Ochoa, J. Gil, J. Irazusta
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina y Odontologia, UPV/EHU. Bilbao.

INTRODUCCION: Muchas moléculas responsables de la comunicacién intercelular, entre ellas diferentes péptidos bioactivos,
estan presentes tanto en el semen como en diferentes areas de los aparatos reproductores masculino y femenino. A estos pép-
tidos se les atribuyen funciones reguladoras, en aspectos importantes de la fisiologia y el desarrollo, tales como la madura-
cioén, la capacitacién, la motilidad,... de los espermatozoides. Un ejemplo de ello son los péptidos opioides. Estos péptidos
han sido relacionados con la inhibicién en la secrecién de gonadotropinas a nivel hipotaldamico. Se ha descrito la presencia
de algunos de estos péptidos, como encefalinas y endorfinas, en el semen humano. De la misma manera se ha relacionado el
consumo de agonistas opioides exdégenos con alteraciones en diversos parametros de la motilidad. Estas moléculas actian a
través de la union con receptores especificos de membrana (receptores mu, delta, kappa), acoplados a proteinas G. Alguno
de estos receptores (los del tipo mu) ya ha sido descrito recientemente en espermatozoides de caballo.

OBJETIVO: El objetivo principal del presente estudio ha sido describir la existencia de receptores opioides en la membrana
de los espermatozoides humanos. Asimismo, se realizaron estudios de los posibles efectos in vitro de agonistas y antagonis-
tas opioides sobre la motilidad de los espermatozoides.

MATERIAL Y METODOS: Las muestras seminales se obtuvieron a través de la Clinica Euskalduna-Bilbao. Las muestras para
los ensayos se obtuvieron mediante procesos de centrifugacién, ultracentrifugacién, congelacion y ultrasonacion. La caracte-
rizacién de los receptores se ha realizado mediante técnicas de PCR, inmunoblotting e inmunocitoquimica. Para los ensayos
de incubacién se recuperaron los espermatozoides mdviles por medio de la técnica de swim up, a los que tras resuspender y
alicuotar en medio Tyrode modificado, se les afiadian concentraciones crecientes de agonista y antagonista. Se midi6 la mo-
vilidad espermatica de muestras repetidas de cada alicuota a diferentes tiempos de incubacién, mediante un sistema SCA
(Sperm Class Analyzer 2002), basado en microscopia de contraste de fase.

RESULTADOS: Los resultados obtenidos, demuestran por primera vez la existencia de los principales tipos receptores opioi-
des (mu, delta, kappa) en la membrana espermatica humana. Ademas, estos receptores se localizan de manera diferenciada
en determinadas zonas de la membrana. En los ensayos de incubacién con agonistas y antagonistas opioides, los espermato-
zoides sufrian alteraciones en su motilidad.

CONCLUSION: En base a estos datos, podemos concluir que los espermatozoides, en uno o varios momentos y procesos de
su desarrollo y su funcién, estan regulados mediante péptidos opioides. En concreto, la implicacién de los péptidos opioides
en la motilidad sugiere nuevas vias de investigacién dirigidas a mejorar las posibilidades de fecundacién o a la bisqueda de
nuevos marcadores biologicos de la infertilidad.

BIBLIOGRAFIA: - Albrizio M, Guaricci AC, Maritato F, Sciorsci RL, Mari G, Calamita G, Lacandra GM, Aiudi GG, Minoia R,
Dell’Aquila ME, Minoia P (2005). Expression and subcellular localization of the mu-opioid receptor in equine spermatozoa:
evidence for its functional role. Reproduction 129: 39-49. - Fraioli F, Fabbri A, Gnessi L, Silvestroni L, Moretti C, Redi F,
Isidori A (1984). Beta-endorphin, Met-enkephalin, and calcitonin in human semen: evidence for a possible role in human
sperm motility. An. NY Acad. Sci. 438: 365-370. - Irazusta J, Valdivia A, Fernandez D, Agirregoitia E, Ochoa C, Casis L
(2004). Enkephalin-degrading enzymes in normal and subfertile human semen. J. Androl. 25(5): 733-9.

Este trabajo fue realizado gracias a un proyecto de la UPV/EHU (1/UPV 00081.327-E-15869/2004) y a una beca de la
Fundacion Jesus Gangoiti Barrera.
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0.29.
EXPRESION DE ZP3 RECOMBINANTE HUMANA BIOLOGICAMENTE ACTIVA EN CELULAS CHO

M. Jiménez-Movilla', M.J. Izquierdo Rico', M.A. Ramirez®, A. Gutiérrez-Adan?, J.L. Girela?, M.J. Gémez-Torres? J. De Juan?, M. Avilés', J. Ballesta'
'Departamento de Biologia Celular, Universidad de Murcia, Murcia, Departamento de Biotecnologia, Universidad de Alicante, Alicante,
3Departamento de Reproduccion Animal, INIA SGIT, Madrid.

INTRODUCCION: La zona peltcida (ZP) es una matriz extracelular, que recubre el ovocito y el embrién preimplantado, involucrada
en la unién del espermatozoide, la reaccién acrosémica, el bloqueo de la poliespermia y la proteccion del embrién. Esclarecer los
mecanismos intimos implicados en estos procesos en la especie humana es complicado debido a la escasez de ZP disponible.

OBJETIVOS: Obtencién de ZP3 biolégicamente activa y estudio de la implicacién de las cadenas N-unidas en su actividad.

METODOLOGIA: Las células CHO fueron transfectadas con los plasmidos que contenfan el cDNA total de ZP2 y ZP3 huma-
no. Las células CHO transfectadas y células CHO sin transfectar fueron cultivadas durante 72 horas. El sobrenadante de las
células CHO transfectadas con el plasmido de ZP3 humana fue tratado con la enzima N-glicosidasa F que hidroliza las ca-
denas glucidicas N-unidas. Las diferentes muestras fueron separadas por electroforesis SDS-PAGE y transferidas a membra-
nas de PVDF. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales anti-ZP3 de mono y anti-ZP2 humana y con
el anticuerpo policlonal anti-ZP de cerdo visualizdndose las diferentes bandas con el método ECL. Las muestras caracteriza-
das de ZP3 y ZP2 recombinante humana y la digerida con N-glicosadasa F fueron incubadas con espermatozoides humanos
capacitados (n=7). Diferentes controles fueron empleados como el ionéforo de calcio, el sobrenadante de las células CHO sin
transfectar y la ZP2 recombinante humana. Evaluamos los espermatozoides reaccionados en los diferentes experimentos de
acuerdo al patrén de fluorescencia obtenido con la lectina PSA conjugada con FITC. Los datos obtenidos fueron comparados
usando el anélisis de varianza ANOVA 0,05 realizada con SPSS v10.

RESULTADOS: Los anticuerpos anti-ZP3 decon una P mono y anti-ZP de cerdo reconocieron especificamente una banda de 60
kDa en la muestra obtenida a partir de las células CHO transfectadas con el plasmido de ZP3 humano. La glicoproteina ZP3 re-
combinante humana incubada con la enzima N-glicosidasa F mostré un importante descenso en su peso molecular, de 60 kDa a
38 kDa aproximadamente. Los anticuerpos anti-ZP2 humano y anti-ZP de cerdo reconocieron especificamente dos bandas de pe-
so molecular 110 kDa y 90 kDa en las células CHO transfectadas con ZP2 humana. No se observa ninguna banda especificamente
reactiva con los anticuerpos utilizados en las muestras obtenidas procedentes de células CHO sin transfectar. La ZP3 recombinante
indujo la reaccién acrosémica en 72,6% de los espermatozoides humanos analizados. La ZP2 recombinante y el sobrenadante con-
trol mostraron niveles semejantes a los producidos por la reacciéon acrosémica espontanea. El tratamiento de la ZP3 recombinante
con la enzima N-glicosidasa F no modificé el porcentaje de espermatozoides reaccionados.

DISCUSION: Las células CHO obtenidas en este estudio fueron capaces de sintetizar la glicoproteina ZP3 recombinante humana
con un peso molecular semejante a la nativa y con capacidad de inducir la reaccién acrosémica en espermatozoides humanos. Se
ha descrito que las cadenas N-unidas serian las responsables de inducir la reaccién acrosémica en la especie porcina y bovina
(Amari et al., 2001; Yonezawa et al., 2001); sin embargo, la eliminaciéon de las cadenas N-unidas de la ZP3 recombinante no afec-
ta el porcentaje de espermatozoides reaccionados sugiriendo que en la especie humana la proteina y/o los aztcares O-unidos seri-
an los responsables de esta actividad.

CONCLUSIONES: La ZP3 recombinante humana expresada en células CHO induce reaccién acrosémica en espermatozoides hu-
manos; ademas, los oligosacaridos N-unidos no parecen participar en este proceso.

REFERENCIAS: Amari et al. (2001). Mol. Reprod. Dev. 59: 221-226. Yonezawa et al. (2001). Eur. J. Biochem. 268: 3587-94.
Estudio financiado por la DGCYT BFU2004-05568.

0.30.
ENUCLEACION QUIMICA DE OVOCITOS DE RATON Y DE CABRA: UNA ALTERNATIVA PARA LA
PREPARACION DE CITOPLASTOS RECEPTORES EN TRANSFERENCIA NUCLEAR

Costa-Borges N, Paramio MT, Santal6 J, Ibafiez E.
Dept. Biologia Cel-lular, Fisiologia i Immunologia, Facultat de Ciéncies. Universitat Autonoma de Barcelona.

INTRODUCCION: La enucleacion de ovocitos es un paso crucial en la clonacién por transferencia nuclear. EI método tradi-
cional de enucleacién fisica es técnicamente complejo y traumatico para el ovocito. Como alternativa, los ovocitos se pueden
enuclear quimicamente. El tratamiento de ovocitos en metafase Il (MIl) con antimitéticos (enucleaciéon quimica asistida), in-
duce la formacién de una protuberancia con los cromosomas compactados, que permite su facil localizacién antes de ser eli-
minados mecanicamente (Yin et al. 2002. Biol Reprod 67:442-446). Cuando el tratamiento antimitético se aplica a ovocitos
pre-activados (enucleacién quimica inducida), toda la cromatina del ovocito es expulsada en el segundo corpisculo polar
(2CP), resultando el ovocito directamente enucleado (Ibafiez et al. 2003. Biol Reprod 68:1249-1258).
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OBJETIVO: El objetivo del presente trabajo es optimizar la eficiencia de la enucleacién quimica asistida e inducida en ovo-
citos de ratén y cabra, usando distintos antimitéticos y tiempos de tratamiento.

MATERIAL Y METODOS: Para los experimentos de enucleacién asistida se utilizaron ovocitos de ratén CD-1 y BECBAF1, ob-
tenidos de hembras superovuladas, y ovocitos de cabras prepuberes, obtenidos de ovarios recogidos en un matadero y madu-
rados in vitro durante 27h. Los ovocitos de ratén se trataron con los antimitéticos colcemid (0,4pg/ml), nocodazol (0,3 y
lpg/ml) o vinblastina (0,1pg/ml) en KSOM durante 15, 30, 60 o 120min. Los ovocitos de cabra fueron tratados con colce-
mid (0,4 y 0,6pg/ml) o nocodazol (0,3 y 1pg/ml) durante 60 o 120min en KSOM con 0,05M sacarosa. En los experimentos
de enucleacion inducida se utilizaron ovocitos de raton CD-1, que se activaron (7% etanol, 5min) y se trataron con colcemid
(0,4pg/ml), nocodazol (0,3pg/ml), vinblastina (0,1pg/ml) o taxol (1uM) en KSOM con 10mM cloruro de estroncio durante 15,
30 o 60min. Finalizado el tratamiento, los ovocitos se cultivaron hasta las 2h post-activacion en el mismo medio sin antimi-
téticos para completar la extrusién del 2CP (Ibafiez et al. 2005. Reproduction 129:27-38). Los ovocitos tratados se fijaron
en MTSB-XF (30min, 37°C) y se guardaron en solucién block. Los ovocitos de cabra fueron pre-fijados en 2% paraformalde-
hido (5min) antes de la incubacién en MTSB-XF. En las dos especies de ovocitos se utilizé un protocolo de triple tincién pa-
ra la deteccion simultdnea de microtibulos, microfilamentos y cromatina por microscopia de fluorescencia. Los tratamientos
fueron repetidos tres veces y se analizaron unos 50 ovocitos por grupo.

RESULTADOS Y CONCLUSION: Los resultados se compararon por X2. En los experimentos de enucleacion asistida, las protube-
rancias formadas se clasificaron en tipo A o B seglin su tamafio. Los tratamientos mas efectivos en ovocitos CD-1 fueron el col-
cemid (84%) y nocodazol 0,3pg/ml (81%) durante 30min, y la vinblastina (84%) y nocodazol 1pg/ml (80%) durante 60min.
Aproximadamente un 50% de las protuberancias eran de tipo B, caracterizadas por su volumen reducido. No se detectaron di-
ferencias estadisticamente significativas entre las dos cepas de ovocitos de ratén. En los ovocitos de cabra, el nocodazol 1pg/ml
60min (92,5%) y el colcemid 0,6pg/ml 120min (91,1%) fueron los méas eficaces, y aproximadamente el 80% de las protube-
rancias fueron de tipo B. En los experimentos de enucleacién inducida, las tasas maximas de ovocitos enucleados fueron lo-
gradas con los tratamientos més cortos (15min) en vinblastina, nocodazol y colcemid, con porcentajes del 40,4%, 35% y
19,5%, respectivamente. Estos resultados indican que tanto el colcemid, como la vinblastina y el nocodazol, pueden ser utili-
zados con éxito en protocolos de enucleacion quimica, siempre que se ajusten la concentracion y el tiempo de tratamiento a la
especie de ovocitos con la que se trabaja. Las tasas de formacién de protuberancias y de ovocitos enucleados obtenidas de-
muestran que estos protocolos representan una alternativa real al método tradicional de enucleacion fisica.

Este trabajo ha sido financiado por la UAB (Proyecto para Grupos Emergentes, EME2004-24).

0.31.
ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN DE LA INSULINA Y SU RECEPTOR EN 00CITOS Y EMBRIONES PREIMPLANTATORIOS HUMANOS

M. Martinez Burgos'; C. Hernandez-Sanchez?; F. de Pablo? ER. Hernandez!.  'Clinica de Medicina de la Reproduccién y Ginecologia “FIV Madrid”. Madrid.
“Centro de Investigaciones Bioldgicas, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid.

OBJETIVOS: Existen evidencias de que la insulina materna es necesaria para facilitar la maduracion del oocito humano. Sin em-
bargo, desconocemos si existe expresion enddgena del gen de la insulina en el oocito y cémo es su transcripcién en los primeros
estadios de division embrionaria. Para ello se realizé un estudio preliminar de la expresiéon endégena de insulina 'y su receptor en
oocitos y embriones preimplantatorios humanos no viables.

METODOS: Se analizaron un total de 50 oocitos y embriones humanos no viables entre los dias 2 al 6 de desarrollo in vitro. Las
muestras se procesaron individualmente para la extraccion de RNA. Todo el RNA obtenido se sometié a transcripcién reversa (RT)
seguida de PCR para insulina, receptor de insulina o actina, éste Gltimo como gen control. Para la RT se utiliz6 la enzima
Superscript |1 y oligo dT, ambos de Invitrogen; para la PCR se utilizé la Expand High Fidelity de Roche. Generalmente, se realizé
una primera PCR de 35 ciclos seguida de otra PCR semi-anidada de 35 ciclos. El bajo rendimiento en la obtencién de RNA asi
como la baja expresion de algunos de los genes estudiados supusieron que las muestras analizadas quedaran al limite de detec-
cién de la técnica empleada e incluso algunas por debajo. Asimismo, se encontré heterogeneidad en los niveles de expresion.

RESULTADOS: EI gen de la insulina se expresa tanto en oocitos como en embriones hasta el estadio de mérula. Sin embargo, en
estadio de blastocisto no se detectd expresion de insulina en ninglin caso analizado, aunque se observé expresion del gen de acti-

na. Por el contrario, el gen del receptor de insulina se expresa en todos los estadios analizados.

CONCLUSION: Estos resultados preliminares indican una expresion constante del gen del receptor de insulina, mientras que la ex-
presién del gen de la insulina solo aparece en estadios previos a blastocisto, sugiriendo que este RNA podria ser de origen materno.

o
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0.32.
(ES POSIBLE SELECCIONAR EL MEJOR ESPERMATOZOIDE?

Sanchez M.'2, Aran B. 2, Blanco J.}, Vidal F.!, Veiga A.?, Barri PN.V, Huszar G.?

'Unidad de Biologia Celular, Universidad Auténoma de Barcelona

2Servicio de Medicina de la Reproduccion Instituto Universitario Dexeus, Barcelona

3Sperm Physiology Laboratory, Yale University School of Medicine, New Haven, Connecticut, USA.

INTRODUCCION: En los espermatozoides maduros normales la proteina chaperona HspA2 actia como componente del complejo sinaptonémico
(Huszar G. y cols., 2003) y facilita la remodelacion de la membrana citoplasmatica durante la espermiogénesis. Esto Ultimo permite la exposicién al
exterior de receptores para acido hialurénico (AH). Por el contrario, en los espermatozoides inmaduros, una disminucién de la expresiéon de esta pro-
teina se correlaciona con un incremento en la frecuencia de aneuploidias y poliploidia (debido a errores meiéticos) (Huszar G. y cols., 2000) y dafio
en la integridad del DNA (a causa de retenciones citoplasmaticas). Estudios previos (Cayli S. et al., 2003) muestran que los espermatozoides selec-
cionados mediante AH: a) no presentan retencion citoplasmatica, b) conservan una mayor integridad del DNA y ¢) mantienen una tasa de disomia y
diploidia significativamente menor. El objetivo de este trabajo es estudiar la influencia de la seleccién de espermatozoides por AH en los resultados
de los ciclos de ICSI, asi como evaluar las caracteristicas citogenéticas de los espermatozoides previa y posteriormente a la seleccién por AH.

MATERIALES Y METODOS: Se analizaron los resultados obtenidos en 18 parejas sometidas a ciclos de tratamiento con ICSI. Las parejas seleccio-
nadas presentaban alteraciones en los parametros seminales y edad de la mujer inferior a 37 afios. Las muestras de semen fueron sometidas a un
proceso de seleccién por AH previo a ICSI. Se compararon las tasas de fecundacién, embarazo, implantacion, aborto y nifio vivo en casa con una po-
blacién control de pacientes de ICSI en los que no se llevd a cabo la seleccion de espermatozoides por AH.

Las muestras de semen de dos parejeas incluidas en el estudio de seleccién por AH fueron fijadas con una solucién de paraformaldehido 4% en PBS
(PH =7,4) (Sdnchez M., y cols., 2003) y posteriormente se aplicé una FISH triple utilizando sondas de DNA repetitivo para los cromosomas 18 (CEP
18, 18pll.1-q11.1 alpha satellite D18Z1, Spectrum Aqua; Vysis Inc.), X (CEP X, Xp11.1-q11.1 alpha satellite DXZ1, Spectrum Green; Vysis Inc.)
y Y (CEPY, Ypll.1-q11.1 alpha satellite DYZ3, Spectrum Orange; Vysis Inc.). En ambos casos la FISH se aplicé sobre la muestra de semen inicial
procesada para ICS| y sobre espermatozoides unidos al AH. En cada caso se analizé la presencia de disomia y diploidia. Los datos fueron analizados
mediante el test de chi-cuadrado (SigmaStat 3.1).

RESULTADOS: Los resultados obtenidos en los ciclos de ICSI con seleccién espermética por AH muestran tasas similares de fecundacion (67%), em-
barazo por ciclo (33%), implantacién (22.6%) y nifio vivo en casa (39%) a las observadas en el grupo control. No se observé ningin aborto en el gru-
po de seleccién por AH. Los resultados de FISH en espermatozoides mostraron que, en comparacién con la muestra inicial los espermatozoides uni-
dos al AH presentaban unas tasas mas bajas de diploidia (0.30%), disomias para los cromosomas sexuales (0.61%) y disomia 18 (0%). Las dife-
rencias no fueron estadisticamente significativas debido al tamafio de la muestra.

CONCLUSIONES: Los resultados preliminares obtenidos no muestran diferencias significativas en las tasas de fecundacién, embarazo, implantacién
y nifio vivo en casa en el grupo de seleccion espermatica por AH en comparacién con el grupo control. No se observé ningin aborto en el grupo de
pacientes en el que se aplicé la seleccién de espermatozoides por AH. Estos resultados sugieren que en un estudio mas amplio se podria observar
una mejora significativa de la tasa de nifio vivo en casa. Por otro lado, los espermatozoides seleccionados por AH presentan tasas de diploidia y di-
somia maés bajas, confirmando los estudios previos del grupo de Yale (Cayli S., y cols., 2003). A pesar de la necesidad de ampliar el nimero de mues-
tras, consideramos que la seleccion espermatica con AH podria ser una metodologia eficiente para optimizar los resultados de los ciclos de ICSI.

PALABRAS CLAVE: Acido Hialurénico, espermatozoides, FISH, ICSI.

REFERENCIAS: Cayli S, Jakab A, Ovari L, Delpiano E, Celik-Ozenci C, Sakkas D, Ward D, Huszar G. Biochemical markers of sperm function: male
fertility and sperm selection for ICSI. RBM Online 2003; vol 7. No 4. 462-468. Huszar G, Stone K, Dix D, Vigue L. Putative creatine kinase M-iso-
form in human sperm is identified as the 70-kilodalton heat shock protein HspA2. Biol Reprod 2000; 63(3):925-932.Huszar G, Ozenci CC, Cayli S,
Zavaczki Z, Hansch E, Vigue L. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil
Steril 2003; 79 Suppl 3:1616-24.Sanchez M, Aran B, Blanco J, Barri PN, Egozcue J, Veiga A, Vidal F. Hibridacién In Situ Fluorescente (FISH) en
espermatozoides mediante el uso de una nueva metodologia de fijacién con paraformaldehido. ASEBIR 2003; vol 8. No 2: 73.
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P. O1.
RIESGO DE EMBARAZOS GEMELARES EN EL PROGRAMA DE CRIOPRESERVACION ;ES ACONSEJABLE
CONGELAR UN EMBRION POR PAJUELA?

M. Martinez Burgos; M. Sanchez de Burgos; L. Andrés Criado; E. Ricciarelli; ER. Hernandez, JM. Cuadros
Clinica de Medicina de la Reproduccién y Ginecologia “FIV Madrid”. Madrid.

Tipo: Criopreservacion

OBJETIVOS: Una de las preocupaciones actuales en Reproduccién Asistida es evitar los embarazos multiples, por lo que cada vez mas se busca esta-
blecer un buen protocolo para realizar transferencias electivas de un embrién (eSET). Dentro de esta tendencia, algunos grupos plantean también la
posibilidad de un cambio en el protocolo de criopreservacion, orientado hacia la congelacién/descongelaciéon de un Gnico embrién por ciclo de crio-
transferencia, con el mismo objetivo de evitar los embarazos mltiples. En nuestro centro, con una tasa de embarazo en fresco de 49,1% y una tasa
de embarazo gemelar de 31,5%, con una media de embriones transferidos de 2,1, nos propusimos determinar la incidencia de embarazos gemelares
en nuestro programa de criopreservacion, teniendo en cuenta que nuestra tendencia es a congelar hasta tres embriones por pajuela.

METODOS: Estudio retrospectivo sobre un total de 144 ciclos de descongelacién embrionaria, con 133 criotransferencias realizadas durante el periodo
comprendido entre Enero de 2004 y Junio de 2005. Se congelaron una media de 2,8 embriones por pajuela. Los embriones fueron transferidos al dia
siguiente de la descongelacion.

RESULTADOS: Se descongelaron 404 embriones de los que sobrevivieron 312 (77,2%). La media de embriones transferidos fue de 2,4. La tasa de em-
barazo clinico fue de 33,8% (45/133) y la tasa de embarazos multiples fue de 11,1% (5/45), todos ellos gemelares. La tasa de implantacién fue de
16,3% (51/312).

CONCLUSION: Nuestros resultados desaconsejarian la congelacion de un embrién por pajuela, ya que, en nuestro caso, la congelacién de una media de
2,8 embriones por ciclo permite obtener tasas de embarazo elevadas y una tasa baja de embarazos gemelares, evitando someter a los pacientes a ci-
clos repetidos de descongelacion.

P. 02.
EN PACIENTES DE EDAD AVANZADA SE CONSIGUEN BUENAS TASAS DE GESTACION
SIN NECESIDAD DE DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL NI RECEPCION DE OVOCITOS

F. Prados, N. Ortiz-Pifate, G. Pérez-Bermejo, F. Gallego-Terris, C. Hernandez, A. Rubio, O. Collado, I. Bruna
Unidad de Reproduccion. Hospital de Madrid- Monteprincipe.

Tipo: Criopreservacion

INTRODUCCION Y OBJETIVOS: EI desarrollo experimentado por el Diagnéstico Genético Preimplantacional (PGD) y la estandarizacién de los ciclos de
Donacioén de ovocitos (Ovoddn), han llevado a muchos centros a proponer la aplicacion de estas técnicas a los casos de mujeres de mas de 37 afios pa-
ra tratar de alcanzar una tasa de gestacién superior disminuyendo el riesgo de aborto. Sin embargo, los pacientes sienten un fuerte deseo de conseguir
un embarazo con sus propios gametos, y, frecuentemente, el considerable incremento en el precio del ciclo que supone el DGP les hace sentirse remi-
sos para aceptar la aplicacion de esta técnica. El objetivo de este trabajo es mostrar nuestros resultados en pacientes de mas de 37 afios utilizando FIV
con ovocitos propios y sin seleccionar los embriones cromosémicamente normales mediante DGP.

MATERIALES Y METODOS: Analisis estadistico retrospectivo de todos los casos de FIV sin Ovoddn en pacientes de més de 37 afios entre el 01/01/2001
y el 30/04/2005.

RESULTADOS: Se Ilevaron a cabo 176 punciones ovaricas a mujeres de >37 afios durante el periodo mencionado. Se transfirieron 348 embriones en
fresco en 155 transferencias. Un 17,8% de los embriones implantaron (latido cardiaco fetal) en 50 gestaciones clinicas (32,3%). La tasa de aborto
fue del 10% (5/50). Actualmente han llegado a término con nifios nacidos sanos o llevan més de 26 semanas de gestacion un total de 45 embarazos,
es decir, un 29,0% de las transferencias en fresco. En mayores de 39 afios obtuvimos un 23,4% de gestaciones evolutivas por transferencia (18/77) y
una tasa de implantacion del 12,8% (23/179). En 40 de las anteriores punciones se criopreservaron 141 embriones después de la transferencia. Hasta
Agosto de 2005 se han realizado 26 transferencias de embriones congelados procedentes de estos casos que han dado lugar a 4 gestaciones evoluti-
vas. Las 40 transferencias en fresco dieron lugar a 16 gestaciones evolutivas, que, sumadas a las 4 de descongelados dan un 50% de gestacion evo-
|utiva por puncién. Todavia permanecen 51 embriones congelados de este grupo de pacientes. La tasa de aborto tras la observacién de latido cardiaco
fetal fue del 5,0%. EI mismo calculo aplicado a pacientes mayores de 39 afios da un total de 7 gestaciones evolutivas (ninglin aborto) de 15 puncio-
nes, es decir, un 46,7%.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: Podemos ofrecer a las pacientes mayores de 37 afios, o incluso mayores de 39, unas posibilidades de gestacion evolutiva
muy razonables mediante FIV con ovocitos propios. No creemos que la realizacién sistematica de DGP por razén de edad a las pacientes mayores de
37 afios hubiera aumentado nuestro 50% de gestaciones evolutivas ni disminuido nuestro 5% de aborto. Algo similar se puede inferir sobre los ciclos
en pacientes mayores de 39 afios, aunque la muestra es reducida. Por lo tanto, en pacientes con edad superior a 37 afios en que el nimero de em-
briones de calidad morfolégica aceptable es superior a los necesarios para la transferencia, la mejor alternativa parece ser: Transferir los de mejor mor-
fologia en fresco y congelar los restantes para su posterior transferencia en ciclos de embriones congelados.

o
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P. 03.
¢MEJORAN LAS TASAS DE GESTACION POR TRANSFERENCIA DE EMBRIONES CRIOPRESERVADOS SIENDO
RESTRICTIVOS AL SELECCIONAR LOS EMBRIONES PARA CONGELAR?

F. Prados, N. Ortiz-Pifiate, G. Pérez-Bermejo, F. Gallego-Terris, C. Hernandez, A. Rubio, O. Collado, I. Bruna
Unidad de Reproduccion. Hospital de Madrid-Monteprincipe.

Tipo: Criopreservacion

INTRODUCCION Y OBJETIVOS: Para conseguir una buena Tasa de gestacion (TG) en transferencias de embriones congelados (TEC), ademas de todo lo necesario
para una buena TG en fresco, es imprescindible una adecuada técnica de congelacion y descongelacion: Utilizar medios de congelacién de buena calidad, un
congelador adecuado y un proceso cuidadoso. Dentro de: “lo necesario para una buena TG en fresco” se encuentra la calidad intrinseca de los embriones.
Podemos aumentar la calidad intrinseca de los embriones congelados siendo restrictivos al seleccionar embriones para criopreservar. El objetivo del presente
trabajo es determinar el efecto de una estrategia restrictiva sobre el programa de congelacién embrionaria de nuestro centro.

MATERIALES Y METODOS: Analizamos retrospectivamente 164 TEC anteriores al 20/08/2005 en nuestro centro. Los embriones procedian de 256 conge-
laciones realizadas a partir de las 711 extracciones de ovocitos homédlogos llevadas a cabo en nuestro centro entre el 01/01/2001 y el 30/04/2005. La
muestra se dividié en 2 grupos. EI Grupo | comprende las descongelaciones de embriones procedentes de punciones realizadas antes del 01/01/2004.
Durante este periodo se congelaban todos los embriones supernumerarios que no eran de pésima calidad. A partir de principios del afio 2004, empeza-
mos a exigir mejor calidad para considerar la congelacion de un embrion (Grupo I1).

RESULTADOS: En el Grupo | se congelé el 57,0% de los 1062 embriones (2PN) obtenidos en 150 punciones. En el Grupo Il se congel6 el 41,5% de los 844
embriones generados en 106 punciones. 356 y 209 embriones se descongelaron en 115y 73 ciclos de descongelacion en los grupos | y Il respectivamente.
En las 25 gestaciones evolutivas (24,5%) obtenidas tras 102 TEC del Grupo | implanté un 15,7% de los 210 embriones transferidos. En el Grupo 1, la TG
evolutiva fue del 34,4% (22/64) y la Tasa de implantacion fue del 26,0% (33/127). La diferencia en Tasa de implantacion entre ambos grupos fue estadisti-
camente significativa. Las Transferencias en fresco rindieron 68 y 41 gestaciones evolutivas en los grupos | y II. Por tanto, en el Grupo |, la TG evolutiva acu-
mulada por puncién fue del 62,0% y alcanzé un 59,4% en el Grupo Il. Fue necesario descongelar 14,2 embriones del Grupo |y 9,5 del Grupo Il por cada ges-
tacion evolutiva. Extrapolando estos datos a los embriones restantes sin descongelar obtenemos una TG evolutiva acumulada por puncién de 73,7% para el
Grupo |y del 73,4% para el Il

DISCUSIGN Y CONCLUSIONES: El Grupo I muestra mayor TG evolutiva por TEC y significativamente mayor Tasa de implantacion que el Grupo I. Sin embargo, la
TG evolutiva acumulada por puncién es ligeramente inferior en el Grupo Il que en el I. Si asumimos que los embriones que restan por descongelar van a pro-
ducir una tasa de embarazos similar a la de los ya descongelados, la TG evolutiva acumulada final por puncién se equilibra en ambos grupos. En conclusién,
ser mas restrictivos con la criopreservacion embrionaria mantiene integras las posibilidades de gestacién evolutiva por puncién reduciendo el nimero de trans-
ferencias por paciente.

P. 04.
INFLUENCIA DE DISTINTOS TIEMPOS DE ENFRIAMIENTO A 4°C EN
LOS PARAMETROS SEMINALES TRAS LA DESCONGELACION (Estudio preliminar)

MJ. Lépez-Rubira, M. Iglesias, L Peralta, M. Grafia.
ZYGOS, Centro Gallego de Reproduccién, Santiago de Compostela.

Tipo: Criopreservacion

OBJETIVO: Comprobar como afecta el tiempo de enfriamiento a 4°C, previo a la criopreservacion, en los parametros seminales tras la descongelacion
Material: Se estudian doce muestras de semen no seleccionadas.

METODOS: 1.Valoracion en fresco: Recuento, motilidad (A, B, C), y viabilidad 2. Congelacién de semen Se divide el volumen seminal en cuatro alicuotas de
0,5ml. Afadimos el mismo volumen de crioprotector (Sperm Cryoprotect) que de muestra, gota a gota -Enfriamiento lento Las muestras se mantienen en la
nevera durante distintos tiempos: MUESTRA TIEMPO EN NEVERA (4°C) 1 15 minutos 2 30 minutos 3 45 minutos 4 60 minutos -Criopreservacion (en pil-
doras) 3. Descongelacion de semen. Las muestras se descongelan al bafio maria a 37°C durante 10 minutos. Se observa el recuento, la motilidad total, y la
viabilidad de cada uno de los tubos que se congelaron durante distintos tiempos en la nevera de la misma manera que el fresco.

RESULTADOS: Viabilidad total (%) Fresco 15’ 30’ 45’ 60’ 63,54 43,54 49 54,81 51,36 REM total (recuento de espermatozoides mdviles) Fresco 15°
30745760 23,33 5,03 5,71 6,46 5,05 Muestras Normozoospérmicas Viabilidad (%) Fresco 15" 30" 45" 60" 66,83 46,33 51,66 58 54,66 REM Fresco
15" 30" 45" 60" 25,13 6,05 7,21 7,51 6,97 Muestras Astenozoospérmicas leves(30-45% A+B) Viabilidad (%) Fresco 15" 30" 45" 60" 57,33 36,66
46,33 50,66 48 REM Fresco 15 30" 45 60" 15,33 3,64 3,26 3,88 2,93

CONCLUSIONES: -Con el enfriamiento lento durante 45 minutos a 4°C fue con el que obtuvimos mejores resultados de descongelacion para todas las mues-
tras estudiadas. - EI REM también es mayor en las muestras enfriadas durante 45 minutos -Las muestras que se mantienen a 4°C durante 15 o 60 mi-
nutos se ven mas afectadas tras la descongelacion.

BIBLIOGRAFiA: McGonagle LS, Goldstein M, Feldschuh J, Foote RH Asian J The influence of cryoprotective media and processing procedures on motility
and migration of frozen-thawed human sperm. Androl. 2002 Jun;4(2):137-41.. Donnelly ET, McClure N, Lewis SEM Cryopreservation of human semen
and prepared sperm: effects on motility parameters and DNA integrity Fertility and Sterility - November 2001 (Vol. 76, Issue 5, Pages 892-900).
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P. 05.
TASAS DE EMBARAZO EN TRANSFERENCIAS DE DESCONGELADOS CON Y
SIN HATCHING

B. Migueles, M. Hebles, M. Gonzalez, F. Sanchez, P. Sanchez, JA. Lara, M. Meyer.

Tipo: Criopreservacion
OBJETIVO: Comparar las tasas de embarazo en transferencias de descongelados tras la realizacién 6 no de hatching.

MATERIAL Y METODO: Se analizaron un total de 556 transferencias en casos no seleccionados, en las que se practicé hatching en 287 casos y no en 269
de ellos. Se observaron diferencias en las tasas de embarazo entre ambos grupos.

CONCLUSION: EI uso del hatching como técnica rutinaria en transferencias de descongelados si produce un aumento en la tasa de embarazo, que es ma-
yor en aquellas transferencias en las que los embriones no son de buena calidad.

BIBLIOGRAFiA: 1 Cohen J, Elsner C, Kort H, et al. Impairment of the hatching process following IVF in the human and improvement of implantation by
assisted hatching using micromanipulation. Hum Reprod 1990,5:7. 2 Cohen J, Assisted hatching of human embryos. J In Vitro Fert Embryo Transfer
1991; 8:179. 3 Fasouliotis SJ, Simon A, Laufer N. Evaluation and treatment of low responders in assisted Reproductive Tecnology: A Challenger to me-
et. J Assist Reprod Genet 2000; 17:357-73.

P. 06.
RECURSOS FiSICOS DE LOS LABORATORIOS DE FIV NACIONALES.
ENCUESTA ASEBIR

C. Gonzalez-Varea, A. Garrido, M. Sanchez, C. Fernandez, R. Martinez, M. Hernandez, V. Maldonado, J. Fontes, JA. Castilla.
Unidad de Reproduccion, H.U. Virgen de las Nieves, Granada.

Tipo: El laboratorio de embriologia

OBJETIVOS: Conocer la situacion de los recursos fisicos de los laboratorios de Reproduccion Asistida en los laboratorios nacionales.

MATERIAL Y METODOS: Se disefié una encuesta no anénima con veintiocho preguntas que versaban sobre actividad, recursos técnicos y espacios fisicos
dirigidos a los centros de caracter publico y privados espafioles que hacen FIV. La encuesta se publicé en la revista y en la pagina web de ASEBIR. A
las variables cualitativas se les hizo un analisis estadistico béasico obteniendo los porcentajes de cada categoria analizada; las variables de tipo cuanti-
tativo fueron analizadas con estadistica descriptiva (media, mediana, minimo y maximo).

RESULTADOS: De los centros espafioles, contestaron a la encuesta 21 laboratorios, lo que supone un 16% de tasa de respuesta del total; de los cuales,
el 23,8% tienen exclusivamente prestacion publica y el resto, el 76,2% son de prestacion privada; lo que se aproxima al porcentaje de Centros publi-
cos / centros privados real en nuestro pais (20% vs 80%). Los datos recogidos son de los ciclos realizados en el afio 2003. De los laboratorios partici-
pantes, el 80-90% poseen un sistema de filtrado de aire para la incubadora, tienen un generador de energia de emergencia y usan pipetas automati-
cas. El 81% de los centros poseen un area diferenciada para el laboratorio de andrologia del laboratorio de FIV/ICSI. El 76,5% estan préximos al lugar
donde se realiza la recuperacion de ovocitos. Y aproximadamente el 72% tenian zonas especificas de obtencion y recepcion de las muestras de semen.
El 66% de los centros realizan un almacenamiento de semen y embriones en contenedores independientes. También este porcentaje de laboratorios
posee un sistema de valvulas intercambiables de las bombonas de gas que reciben las incubadoras. Y el 60% posee un sistema de filtrado de aire del
laboratorio de FIV independiente. Los centros con pH-metro son el 43%. Y el 33% pipetea con la boca. El 23% de los centros posee contenedores de
nitrégeno liquido exclusivos para semen en cuarentena. De los 7 laboratorios (33%) que atienden a pacientes con enfermedades infecciosas transmi-
sibles, 5 tienen contenedores independientes para estos pacientes. EI nimero medio de ciclos de FIV/ICSI por incubador de CO2 fue 158, por equipo
de micromanipulacién 274 ciclos y por cabina de flujo laminar fue 233.

CONCLUSION: Podemos resaltar la alta variacion en el grado de cumplimiento de las recomendaciones de las diferentes sociedades cientificas respecto
a los recursos fisicos de los laboratorios de Reproduccién Asistida nacionales.
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P. 07.
OBTENCION DEL CERTIFICADO 1S0-9001 EN NUESTRO LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA

E. Ferrer, M. Vila, C. Calatayud, M. Ruiz. CREA, Centro Médico de Reproduccion Asistida, Valencia.

Tipo: El laboratorio de embriologia

INTRODUCCION: La evaluacion de la calidad y el establecimiento de métodos para mejorarla es algo habitual en cualquier empresa y también deberia serlo pa-
ra un centro de reproduccién asistida. De hecho, garantizar la calidad, es uno de los aspectos basicos de un laboratorio de reproduccién asistida. Sin em-
bargo, con frecuencia se intenta valorar la calidad en reproduccién asistida atendiendo solo a las tasas de embarazo, mientras que otros aspectos, como la
reproducibilidad de los métodos y sobre todo, la satisfaccién de los pacientes, no son tenidos en cuenta. Ademés de los controles internos y externos propios
de un laboratorio, el sistema ISO 9001 es un estandar internacional que aporta un paso mas para valorar la calidad del laboratorio de embriologia, asegurar
la reproducibilidad de los métodos, ofrecer buenos resultados en cuanto a tasas de embarazo y conseguir la satisfaccion de los pacientes.

OBJETIVO: El objetivo de nuestro centro fue solicitar el certificado internacional ISO 9001 para garantizar la calidad asistencial de nuestro laboratorio de
embriologia.

METODOLOGIA: Para optar a obtener el certificado 1SO 9001 aplicamos los siguientes métodos: 1. A nivel clinico, para conseguir la satisfaccion de los pa-
cientes; Estudio adecuado de la pareja e informacién clara y comprensible del tratamiento que se va a realizar. 2. A nivel del laboratorio de embriologfa, pa-
ra conseguir la reproducibilidad de los métodos y buenos resultados en cuanto a tasa de embarazo: a. Manuales de calidad: sobre procesos, rutinas, méto-
dos, normas de seguridad y de higiene. Inventario, calibracién y mantenimiento de los equipos. Estrategias de resolucion de problemas que garanticen la con-
tinuidad de los procedimientos en casos de fallo de alguno de los sistemas del laboratorio. b. Registros periddicos: controles diarios y regulares de las medi-
ciones ambientales y de aparataje. Actividad diaria e incidencias. Controles de calidad internos y externos. 3. Revision regular de los Indicadores de Calidad:
a. Tasas de Fecundacion, Calidad Embrionaria, Gestacion etc. b. Valoracién de la Satisfaccion de los Pacientes mediante Encuestas. Las Auditorias periédi-
cas, tanto internas como externas garantizan el mantenimiento de todo el sistema de calidad. En estas auditorias se tiene también en cuanta que todos los
aspectos legales (procedimientos, consentimientos ...) y de seguridad médica (estudio previo...) , son aplicados por el centro.

DISCUSION: La 1SO 9001 aporta unos estandares de calidad que aplicandolos en el laboratorio de reproduccion asistida, nos obliga a un trabajo conti-
nuo de revisién, evaluacién y mejora de todos los aspectos del tratamiento de infertilidad. La calidad de un centro de reproduccién asistida no se debe
limitar a intentar conseguir los mejores resultados en el laboratorio, sino que debe tener también en cuenta la satisfaccion de los pacientes; “unos pa-
cientes satisfechos son aquellos que entienden su condicién y tratamiento, que sienten que se les ha ofrecido el mejor consejo y que el tratamiento in-
dicado se esté realizando con el mejor servicio y supervision posible” (Alper y col. 2003).

P. 08.
INFLUENCIA DEL INCUBADOR (HERAEUS HERACELL VS LABOTECT C-200)
EN LAS TASAS DE EXITO EN UN PROGRAMA DE REPRODUCCION ASISTIDA

M. de la Orden,G. Pérez-Bermejo, E. Cerda, E. Burdeos, I. Peinado, JM. Rubio, A. Romeu.
Servicio de Ginecologia (Reproduccién Humana) Hospital Universitario La Fe de Valencia.

Tipo: El laboratorio de embriologia

INTRODUCCION: El incubador es una parte importante en la produccion in vitro de embriones, en consecuencia, en este estudio se pretende estudiar la
influencia de dos modelos de incubador (Heraeus Heracell vs Labotect C200) y su repercusién en la tasa de gestacién de pacientes incluidas en un pro-
grama de fecundacion in vitro.

MATERIALES Y METODOS: se analizaron un total de 422 ciclos consecutivos entre Enero a Julio de 2005 en el Hospital Universitario La Fe de Valencia.
Se comparo el tipo de incubador seleccionado para el cultivo in vitro, la calidad embrionaria, el nimero de embriones transferidos y la tasa de gestacion
obtenida (saco con latido cardiaco positivo). Los incubadores mencionados se testan de rutina 3 veces por semana. Los modelos estudiados se diferen-
cian basicamente: Heraeus Heracell (Inc 2 y 3) dispone de una Unica puerta y hay que rellenar habitualmente el agua del incubador para mantener la
humedad, por el contrario, Labotect C200 (Inc 4, 5, 6y 7) dispone de 6 puertas independientes y depdsito de agua externo, no necesita reponer el agua.

RESULTADOS: Se obtuvo un 33% de gestacion global. EI analisis estadistico (ji-cuadrado P-valor 0,05) no revela diferencias significativas en la TG entre
los modelos de incubador estudiados (tabla 1).

Tabla 1 global INC2y3 (73)INC 4, 5,6 y 7 (349)
% gestacion 33% 33% 34%
% gesta d+2 32% 31% 29%
% gesta d+3 33% 27% 35%

El anélisis de los porcentajes de transferencias por incubador en funcién de la calidad embrionaria (transferencia de >1 embrién en d+2 de 4c g 1-2
y d+3 >7c g 1-2 o ninglin embrién de dichas caracteristicas) se detalla en la tabla 2.

Tabla 2 INC2y3 INC4,5,6y70
embriones buenos (33%) 29 30>
1 embrién bueno (67%) 71 70

CONCLUSIONES: Atendiendo a los resultados obtenidos no se aprecian diferencias entre los incubadores con respecto a la tasa de gestacion y la calidad
embrionaria. Por lo tanto, la apertura completa de la puerta interna del incubador no influye en los parametros estudiados siempre y cuando realicemos
un buen mantenimiento de los incubadores (medida de CO2 y temperatura).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Cooke S, Tyler JP, Driscoll G. Objective assessments of temperature maintenance using in vitro culture techniques. J Assist
Reprod Genet. 2002. 19(8): 368-75. Avery B, Greve T. Impact of incubator type on the yield of in vitro produced bovine blastocysts. Acta Vet Scand.
1992. 33(4):341-8.

o
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P. 09.
DESARROLLO Y APLICACION DE LA NORMA UNE-EN-ISO 9001:
2000 EN UNA UNIDAD DE REPRODUCCION ASISTIDA

S. Pedrero, L. Gutiérrez, S. Corchado, L. Gasca, A. Estrade, J. Bachiller, C. Campos, H. Bebek.
Policlinica San Mauricio, Jerez de la Frontera.

Tipo: El laboratorio de embriologia

INTRODUCCION: Un sistema de calidad nos ha permitido que todo el personal que forma parte del Laboratorio de FIV conozca el conjunto de responsa-
bilidades, procesos, procedimientos y recursos asignados para asegurar y gestionar la Calidad. Hemos valorado en este trabajo como ha afectado esta
norma al control diario de la temperatura y el CO2 en el Laboratorio de Fecundacién /n Vitro.

MATERIAL Y METODOS: Se incorporé un equipo de medida externo, InControl, una herramienta que nos permite medir el CO2 y la Temperatura de forma
externa. Para valorar estos datos se cre¢ el procedimiento “Control de Equipos” y la Instruccién Técnica “Verificacién Interna de Termémetros”. Desde
Enero de 2005 se realizaron 60 mediciones del CO2 y la temperatura con el InControl en los dos incubadores. Estos valores se comparan con los pa-
rametros que nos indican los /eds de los incubadores.

RESULTADOS: Del total de las 60 mediciones realizadas, las diferencias entre lo que nos indicaba el InControl y lo que marcaban los leds de los incu-
badores fueron las siguientes: - Incubador A: 0,55 en el valor del CO2 y 0,56 en el valor de la temperatura - Incubador B: 0,16 en el valor del CO2 y
0,71 en el valor de la temperatura

CONCLUSIONES: EI conocer las posibles variaciones de CO2 y temperatura en los incubadores nos ha permitido controlar y corregir de una manera efi-
ciente estos valores, y asi de este modo evitar el tan consabido error que provoca las mediciones realizadas por los propios incubadores. Esto ha sido
posible por que la norma ISO 9001:2000 exige la verificacién de todos los pardmetros medibles del laboratorio. Palabras clave Control de calidad, CO2,
Temperatura, Incubador

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Alper M., Brinsden PR., Fischer R and Wikland N. Is yor IVF program good? Hum Reprod 2002; 17, 8-10. Expésito A.,
Mendoza R., Corcéstegui B., Matorras R., Rodriguez-Escudero F. J. Acreditacion y Certificacion en Laboratorios de Reproduccion Asistida. Asebir 2003
Garris GJ., Chin AJ., Dolan PM., Nagler HN., Vasquez-Leving M et al. Analysis of factors contributing to success in a program of micromaniputation-as-
sisted fertilization. Fertil Steril 1993; 59: 366-74. Gianaroli L., Plachot M., Van Kooij R., Al-Hasani S., Dawson K., DeVos A. et al. ESHRE guidelines
for good practice in IVF laboratories. Hum Reprod 2000; 15:2241-6. Huisman W. Quality system in the medical laboratory: the role of a quality ma-
nual. Ann Biol Clin (Paris) 1994; 52: 457-61. Johnson JE., Boone WR., Lee ST., Blackhurst DW. Using Fyrite to monitor incubator carbon dioxide le-
vels. J Assist Reprod Genet. 1995; 12: 113-7. Nunez-Calonge R., Cortes S., lzquierdo M., Peramo B., Gonzalez-Viejo L., Agustin S., Gago M., Ovejero
E., Caballero P. Overall quality improvement of an IVF centre: usefulness of a Quality System in Reproduction. International Congress Series, , September
2004, Volume 1271: Pages 128-31.

P. 10.

PAPEL DEL EMBRIOLOGO EN EL BANCO DE LINEAS CELULARES DE
ANDALUCIA (NODO CENTRAL BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES)

JL. Cortés, A. Nieto, F. Cobo, R. Montes, C. Cabrera, P. Catalina, A. Barnie, A. Barroso, A. Concha.
Banco de Lineas Celulares de Andalucia, Granada.

Tipo: El laboratorio de embriologia

Con la promulgacion de la Ley 45/2003, de 21 de Noviembre, sobre Técnicas de Reproduccion Asistida, se crea el Centro Nacional de Transplantes y Medicina
Regenerativa. Dentro de este Centro se sitda el Banco Nacional de Lineas Celulares, cuyas funciones son la elaboracion, el almacenamiento, la conservacion
y gestion de lineas celulares de diverso tipo, de acuerdo con las normas y estandares que determine la legislacién nacional e internacional. Dentro de los ti-
pos de lineas celulares se encuentran las de origen embrionario, obtenidas a partir de la masa celular interna de los blastocistos. Para poder definir aspectos
en cuanto a gestion y recursos humanos, sobre todo en el aspecto referente a embriologia, no en el sentido de disciplina anatémica clasica, sino en el de ca-
pacitacion y experiencia en manejo de embriones humanos, asi como manipulacion de las células procedentes de los mismos, debemos buscar las “homolo-
gias” con los Centros de Reproduccion Asistida. Dichos Centros poseen amplia experiencia en este campo y cuentan con numerosas recomendaciones inter-
nacionales que detallan la necesidad de un embriélogo entre su personal cualificado. De igual manera, estas recomendaciones podrian hacerse extensibles a
los Laboratorios donde se vayan a derivar células troncales humanas a partir de preembriones, donde vemos necesaria la participacién de un embriélogo, con
capacitacion en técnicas de manipulaciéon embrionaria, que en la actualidad sélo recae en profesionales procedentes de Unidades de Reproduccién Asistida.
Independientemente de que en un futuro, cuando la ley lo apruebe, la cartera de servicios del Banco de Lineas Celulares de Andalucia (BLCA) se amplie in-
corporando diferentes técnicas como pueden ser las de transferencia nuclear, entre otras, las funciones del embri6logo en un Banco de Lineas Celulares se-
rian: - Clasificacién y seleccién de preembriones: o Ritmo de divisién de las blastémeras o Apariencia del citoplasma de las blastémeras o Contacto entre las
blastémeras o Aspecto de la zona pellcida o Fragmentacion de las blastémeras o Multinucleacién de las blastémeras - Cultivo de células embrionarias. -
Crioconservacion de preembriones. - Evolucién de los preembriones hasta estadio de blastocisto, donde se encuentra la masa celular interna, compuesta por
las células troncales, que daran lugar a las lineas celulares embrionarias, con gran aplicacién en medicina regenerativa. - Derivacién de lineas celulares em-
brionarias humanas: aislamiento de la masa celular interna de los blastocistos mediante inmunocirugia, o cultivo del blastocisto completo sobre monocapa de
fibroblastos. - Mediador entre los Centros de Reproduccion y el Banco para la perfecta coordinacién en la donacién de preembriones para fines cientificos. La
necesidad de un embridlogo en el BLCA fue una propuesta realizada por su Director como pieza importante en la estructura del mismo. Ademas, esta inicia-
tiva ha sido refrendada y apoyada por otros Bancos o Instituciones colaboradoras (UK Stem Cell Bank, London; Roslin Institute, Edinburgh; Centre for Stem
Cell Biology, Sheffield), lo que ha permitido que en nuestro Centro se estén llevando a cabo todas las funciones descritas en esta comunicacion.

BIBLIOGRAFIA: - LEY 45/2003, de 21 de noviembre, por la que se modifica la Ley 35/1988, de 22 de noviembre, sobre Técnicas de Reproduccion
Asistida. BOE nim.280, pp 41458-63.
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P. 11.
CONTROL DE CALIDAD DE LOS INCUBADORES DEL LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA

A. Expésito, R. Mendoza, B. Corcostegui, F. Fernandez, R. Matorras.
Hospital de Cruces.

Tipo: El laboratorio de embriologia

OBJETIVO: Controlar cualquier desviacion de la calidad, dentro de los limites cuantitativos prefijados para las variables de T%(37,0°C) y de CO2 (6%) de
un incubador X de cultivo de embriones en nuestro laboratorio de RA.

MATERIAL Y METODOS: Se hizo un registro diario de los niveles de CO2 y T* de un nuevo incubador X para comprobar que dichos pardmetros estan bajo
control. Utilizamos como método independiente de medicion externa, para verificar los valores de las variables a estudiar (CO2 y T?), el InControl (1050
Labor-Technik-Gottinger). Los valores de CO2 y T? que consideramos dptimos para el cultivo de embriones estan prefijados en 6,0 y 37,0°C. Hemos uti-
lizado para el procesamiento de los datos recogidos el programa estadistico SPSS 11.0.1.

RESULTADOS: En los graficos de control de calidad X-bar (fig.1) para la Temperatura y para los niveles de CO2 (fig.2) se observan los valores que perma-
necen fuera de control y por tanto sobrepasan los Limites de Control Superior (LCS) e Inferior (LCI) establecidos. Los limites superior e inferior de cada
variable son el resultado de tres veces la desviacion tipica, siendo ésta de 0,18 para la variable T%y 0,10 para la variable CO2.

CONCLUSIONES: El registro diario de T*y CO2 de los incubadores y su control externo con ayuda del InControl resulta imprescindible para mantener las
condiciones ideales de cultivo dentro del laboratorio. Valores discordantes y fuera de los limites de control establecidos nos hace pensar si existe una
inercia peligrosa en algiin comportamiento. Otra consideraciéon importante es comprobar la eventualidad de que los puntos (valores) evidencien alguna
tendencia o pauta definida y si podemos identificar la causa de la no aleatoriedad de los datos, tendremos la posibilidad de eliminar la condicién de fue-
ra de control en el proceso, antes de que los limites sean sobrepasados. Igualmente, el establecimiento de recomendaciones permitira al laboratorio de
RA describir las acciones correctoras y/o preventivas necesarias para alcanzar sus objetivos de calidad.

BIBLIOGRAFIA: Garrisi Gj, Chin AJ, Dolan PM, Nagler HM, Vazquez-Levin M et al. “Analysis of factors contributing to success in a program of micromanipula-
tion-assited fertilization. Fertil Steril 1993;59:366-74. Matson Pl “Internal quality control and external quality assurance in the IVF laboratoy. Hum Reprod
1998; Supple 13 4:156-65. Wikland M, Sjoblom C “The application of quality systems in ART programs. Mol Cell Endocrinol 2000; 166:3-7.

P. 12.
GESTION DE EQUIPOS EN EL LABORATORIO DE REPRODUCCION ASISTIDA

Al. Expésito, JM. Fernandez, J. Molina, E. Diez.
Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

Tipo: El laboratorio de embriologia

INTRODUCCION: Aumentar el control de los sistemas del laboratorio es crucial para aumentar la eficiencia de las TRA. La preocupacion generalizada res-
pecto a las deficiencias en las préacticas del laboratorio ha conducido a la aparicion de Normas (ISO; EN UNE), buenas précticas de laboratorio (BPL),
programas de aseguracion de la calidad, con el fin de ayudar u obligar a la adopcién de principios de garantia de calidad en los laboratorios. Objetivo:
Proporcionar una guia que facilite a los laboratorios la implantacién de los equipos en el Sistema de Calidad.

MATERIAL Y METODOS: En este trabajo se presenta un esquema de organizacién para la Gestion de equipos de un laboratorio de RA. EI esquema esta ba-
sado en los requisitos especificados para los equipos en la Norma UNE-EN I1SO 15189:2003 “Laboratorio Clinico: requisitos particulares relativos a la
calidad y competencia”. Se incluyen referencias a los epigrafes de la Norma cuando se consideran oportunos y, a modo de ejemplo, se exponen algunos
problemas derivados del quehacer diario. Todas las actividades a desarrollar en la calificacién de un equipo deben ser planificadas y aprobadas en un
“Protocolo de calificacion”, donde se consideran 4 etapas o fases en la vida de un equipo. *ADQUISICION *RECEPCION / INSTALACION *FUNCIONA-
MIENTO *BAJA / RETIRADA DEL EQUIPO.

RESULTADOS: Se ha redactado Ginicamente los documentos con los puntos de adquisicién y recepcion/instalacion de equipos, a modo de ejemplo y, debido a lo
extenso de la Norma. *Actividades a realizar por el laboratorio: -Pliego de caracteristicas técnicas para el equipo concreto -Pliego de requisitos especificos pa-
ra el equipo y suministrador *Actividades a controlar por el laboratorio -Se evaltian la adecuacion de las ofertas recibidas de los posibles proveedores a los plie-
gos de caracteristicas técnicas y requisitos y se decidira la compra del equipo. *Finalidad - Disposicién por parte del laboratorio de todos los equipos necesa-
rios para la operacion correcta de su actividad (5.5.2). - Los disefios, calidades y precisiones de los equipos y software deben ser los establecidos en los mé-
todos de ensayo (5.5.2) *Incidencias - Ejemplo de un problema: la incorporacién de un equipo al laboratorio con el manual de instrucciones en chino. Solucion:
un pliego de caracteristicas y requisitos detallado y completo evitaria esta circunstancia y otras que pudieran darse si no se detallan las condiciones de com-
pra. Se han redactado los documentos con los puntos de adquisicion y recepcién / instalacién de equipos, a modo de ejemplo y, debido a lo extenso de la
Norma. 2. RECEPCION / INSTALACION *Actividades a realizar por el laboratorio: - Acondicionamiento de la ubicacion (alimentacion, instalaciones, condicio-
nes ambientales) - Designacién del Responsable técnico del nuevo equipo - Inventario; identificacion-etiquetado del equipo; ficha de equipo; ficha técnico-his-
térica. *Actividades a controlar por el laboratorio - Se evaluaré la documentacién sobre el equipo aportada por el suministrador *Finalidad - se calibrara antes
de su puesta en funcionamiento (5.5.2) - se procedera a la inclusion en el inventario, se identificara debidamente (5.5.4), etiquetara y se cumplimentara la fi-
cha de equipo y la técnica histérica (5.5.1; 5.5.4; 5.5.8). - se mantendran actualizados los registros necesarios de los equipos de medida y ensayo y sus soft-
ware (5.5.5). *Incidencias - Ejemplo: placa calefactada que tarda mucho en estabilizarse y proporciona mediciones alteradas. Solucién: prevision de potencia
eléctrica que se va a necesitar, que las fases no estén descompensadas, sistemas automaticos, diferenciales y tomas de tierra en condiciones.. *La gestion de
quipos es parte fundamental del sistema de gestion del laboratorio. Para que esta gestién sea adecuada se deben tener en cuenta tanto el cumplimiento de las
prescripciones de la Norma UNE-EN I1SO 15189 como las peculiaridades propias del laboratorio. *La experiencia en la implantacion de los equipos en el sis-
tema de calidad demuestra que es absolutamente necesaria la cooperacion y colaboracién de todo el personal del laboratorio. EI seguimiento continuo de las
incidencias y su analisis contribuyen de manera sustancial a la mejora continua de esta gestion.

BIBLIOGRAFiA: 1. Norma UNE-EN 1SO 15189:2003 “Laboratorio Clinico: requisitos particulares relativos a la calidad y competencia”. 2. Criterios gene-
rales para la Acreditacion de Ensayos y Calibraciones segtin Norma UNE-EN ISO/IEC 17025. CGAENAC- LEC. Rev. 1, Noviembre 2000.

o
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P. 13.
(REALMENTE ES IMPORTANTE LA CALIDAD AMBIENTAL DEL LABORATORIO DE FIV?

|. Martinez, M.Villamarin, MI. Rivas, S. De Andrés, F. Meijide, R. Fernandez, B. Alvarez, MJ. Faraldo y 0. Boullosa. Vigo.

Tipo: El laboratorio de embriologia
OBJETIVOS: Revisar las tasas reales de embarazo tras la mejora de la calidad ambiental del laboratorio de FIV.

METODOLOGIA: El impacto de las diferentes condiciones ambientales sobre el desarrollo preimplantacional de los embriones es un punto de reciente es-
tudio por los embridlogos (3,5,6), y trabajos como el publicado por Boone Wr et al muestran un incremento estadistico en las tasas de embarazo tras
la mejora de la calidad ambiental. Dado que el laboratorio de nuestra unidad era un Unico espacio, sin separacién de zonas, sin ningln sistema ni de
acondicionamiento del aire ni de filtracién y aunque la legislacion espafiola en vigor encargada de regular la autorizacion de este tipo de laboratorios no
especifica los requisitos de calidad ambiental, consideramos que era esencial adaptar el laboratorio a las recomendaciones de las guias de las diferen-
tes sociedades cientificas nacionales e internacionales (ESHRE, ASF, ACE, ALPHA, etc.), ya que con estos cambios las tasas de embarazo que nos es-
taban bajando podian mejorar. La mejora del laboratorio consistié en: 1- Dividir el laboratorio en tres zonas diferenciadas. Esclusa de entrada donde se
entra con pijama de quiréfano y se pone bata estéril, gorro, mascarilla y calzas para poder acceder al interior del laboratorio de FIV, es una zona res-
tringida al personal del laboratorio y con acceso directo al laboratorio a través de una puerta. Zona de trabajo cuya carpinteria metélica de puertas, ven-
tanas y encimeras es en aluminio natural y acero inox. Zona hiimeda, donde se colocé el sistema de congelacién y el criobanco. Separada de la zona
de trabajo. 2- Instalacién de un climatizador (AIRVENT modelo PB-1) que garantiza 18 con tres filtros (filtro de carbono Var 05 de 600x600x300, fil-
tro Intercell FP-610 de 600x600x300 y prefiltro G4 de 600x600x45). 3- Generacion de una sobre-presion de la zona de trabajo sobre la zona hiime-
da y con respecto a la exclusa de entrada (sobre-presién zona trabajo-zona himeda 1,2Pa, sobre-presion zona trabajo-Esclusa 2,2Pa y sobre-presion
Esclusa-exterior 1,8Pa. Se realiz6 una toma de muestras del aire por el método de muestreo volumétrico, mediante impacto de 1m3 de aire en placas
de cultivo para hongos y bacterias para comprobar la calidad del aire y se compararon las tasas reales de embarazo antes de las mejoras y después.

RESULTADOS: EI muestreo del laboratorio dio como resultado o ufc/m3 de bacterias y cultivo negativo para hongos, resultados que se han seguido man-
teniendo tras la repeticion del muestreo. La valoracién de la tasa real de embarazo antes de la mejora de la calidad ambiental va desde Febrero a Agosto
del 2004 y se comparé con la tasa en el mismo periodo (Febrero- Agosto) pero del afio siguiente con las mejoras ya citadas. Los resultados fueron los
siguientes: Febrero-Agosto 2005 FEBRERO-AGOSTO 2004 FEBRERO-AGOSTO 2005 TECNICAS N TASA REAL N TASA REAL Donacién 8 25% 8 50%
FIV/ICSI 19 21,05% 15 40% |A 33 12,12% 22 22,7%

DISCUSION: Pese a tener un tamafio muestral bajo en todas las técnicas, se pude ver que existe una clara diferencia en los dos periodos y dado que la
Unica variable que se cambio fue la calidad ambiental en el laboratorio podemos atribuir esta mejora a la conversién del laboratorio. Sin embargo para
poder llegar a esta conclusion tendriamos que aumentar el ndmero de ciclos y realizar un analisis estadistico mas robusto, estrategia que va a seguir
nuestra unidad de reproduccién.

CONCLUSIONES: Aln siendo conscientes de los pocos datos que hemos manejado, dado el poco tiempo que ha pasado desde el cambio, consideramos
de gran importancia la necesidad de trabajar dentro del laboratorio en las mejores condiciones ambientales posibles, puesto que nuestra experiencia ha
sido totalmente satisfactoria.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: 1- Beli |, Veiga A. Control de calidad en el laboratorio de fecundacién in vitro. Boletin SEF afio 10 (vol.1). 2- Boone RW, Jonson
JE, Locke AJ, Crane MM, Price TM. Control of air quality in a assisted reproductive technology laboratory. Fertil Steril.199; 71(19:150-154. 3- De los Santos
MJ. Condiciones éptimas de trabajo en el laboratorio de FIV. Rev Iberoamericana de Fertilidad.2001;18(4):34-39 4- Gianaroli G, Plachot M, Van Kooij r, Al-
Hasani S, Dawson K, De Vos A et al.ESHRE guidelines for the good practice in IVF laboratories. Human Reproduction.2000;15(10):2241-2246. 5- Hill DL.
Role of the in vitro fertilization laboratory in a negative pregnancy outcome. Fertil Steril.2001;75(2):249-251. 6- Mendoza y col. Analisis de filtros CODA IN

LINE en el incubador de CO2 del laboratorio de reproduccién.(comunicacién). Congreso ASEBIR. Diciembre 2003.

P. 14.
BAREMO DE LA TEE, REPERCUSION EN LA TASA DE GESTACION E IMPLANTACION

|. Peinado, M. De la Orden, G. Pérez-Bermejo, G. Herrero, A. Monz6 y A. Romeu.
Hospital Universitario La Fe, Valencia.

Tipo: El laboratorio de embriologia
OBJETIVO: este trabajo pretende estudiar el proceso de transferencia embrionaria y sus posibles implicaciones en el éxito de un ciclo de fecundacién in vitro.

METODOLOGIA: se analizaron prospectivamente 1294 transferencias embrionarias ecoguiadas (TEE) consecutivas tras FIV/ICSI realizadas en el Hospital
Universitario La Fe de Valencia desde Marzo 2004 a Julio del 2005. Las variables estudiadas para baremar la TEE fueron: varios intentos al introducir la ca-
nula, uso de pinzas de Pozzi, uso de dilatadores, presencia de sangre y/o moco, necesidad de utilizar varias canulas, embriones en canula tras transferencia y
tiempo empleado. Segln el baremo de dificultades las transferencias se dividieron en 3 grupos: Sencillas (ausencia dificultades), Complicadas (dificultades
1 a4)y Muy Complicadas (>5 dificultades). Se evalué la influencia de los parametros estudiados sobre la Tasa de Gestacion (TG) y Tasa de Implantacién (T).

RESULTADOS: EI anélisis estadistico de los datos (Test ji-cuadrado, P-valor 0,01) muestra diferencias significativas en la TG y Tl entre los tres grupos
de TEE. El estudio estadistico individual de cada una de las dificultades presenta diferencias significativas (TG y Tl) si se observa presencia de sangre
en OCE (0,05 y 0,005) y en vaina interna (0,002 y 0,001). Sin embargo, las siguientes dificultades: varios intentos para introducir la canula (0,001),
pinzas Pozzi (0,03) y tiempo empleado (0,02) sélo afectan significativamente a la TG.

CONCLUSIONES: E| éxito del ciclo se ve claramente perjudicado conforme aumenta el nimero de complicaciones. La presencia de sangre en OCE y en
vaina interna de la canula son las dificultades mas agravantes para la TG y Tl. No obstante, existen otras dificultades que también afectan la TG (va-
rios intentos para introducir la canula, uso pinzas Pozzi y tiempo empleado en la TEE).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: G. Herrero, |. Peinado, M. De la Orden, G. Pérez-Bermejo, A. Monzd y A. Romeu. Evaluacién mediante un baremo de las
dificultades y complicaciones de la transferencia embrionaria. Rev. Ibe. Fertilidad. 2005; 22(3). Schoolcraft WB, Surrey ES, Gardner DK. Embryo trans-
fer: techniques and variables affecting success. Fertil. Steril. 2001; 76: 863-870. Kovacs GT. What factors are important for successful embryo trans-
fer after in-vitro fertilization?. Hum.Reprod. 1999; 14: 590-592. Neithardt AB, Segars JH, Hennessy S, James AN, McKeeby JL. Embryo afterloading:
a refinement in embryo transfer technique that may increase clinical pregnancy. Fertil Steril. 2005; 83(3):710-4.

o



asebir diciembre 2005:MAQUETA diciembre SEGURIDAD 9/2/10 1@7 Pagina 53

OLYMPUS

Your Vision, Our Future

TENEMOS LAS PIEZAS
PARA SU NUEVO LABORATORIO.

Olympus Espana le ofrece
una solucién global para su
laboratorio de Reproduccién Asistida.

Para mas informacion, contactar con
Olympus Espana

902 444 204
informacion.micro@olympus-europa.com

O LYMPUS E s PANA - H I 515808 MN M ICRDECOPI] A

o



asebir diciembre 2005:MAQUETA diciembre SEGURIDAD 9/2/10 12417 Pagina 54

54

c OM U N C AC

P. 15.
ANALISIS DE ACEPTABILIDAD DE TRES EQUIPOS DE MICROMANIPULACION
DISPONIBLES PARA EL LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA

L. Bassas, A. Garcia, 0. Martinez-Passarell, O. Lépez, A. Mata
Laboratorio de Seminologia y Embriologia, Fundacié Puigvert, Barcelona.

Tipo: El laboratorio de embriologia

INTRODUCCION: La eleccién del equipo de micromanipulacién mas apropiado para las aplicaciones clinicas en embriologia requiere, idealmente, un ana-
lisis comparativo de las caracteristicas que ofrece cada uno de los modelos existentes. Hay pocas publicaciones que aborden esta cuestién adecuada-
mente [1], y la decision final suele estar sesgada por la opinién de colegas o fabricantes.

OBJETIVO: Evaluar la aceptabilidad y “usabilidad” de tres configuraciones de micromanipuladores disponibles en nuestro medio.

METODOLOGIA: Los equipos se montaron sobre un invertoscopio Eclipse TE 20008 y fueron analizados por este orden: a) conjunto de dos micromanipu-
ladores motorizados MM-87 maés uno hidraulico tipo joystick MMO-202ND de Narishige (NSH), b) conjunto de dos micromanipuladores TransfeMan®
NK2 de Eppendorf (NK2), y c) sistema Integra Ti de Research Instruments, con dos micromanipuladores integrados TDU 5000 (IRI). Todos los faculta-
tivos de nuestro laboratorio (n=5), con experiencia en ICSI, participaron en la evaluacién sucesiva de los tres equipos durante 1 a 2 semanas para cada
uno, durante el primer trimestre de 2005. El ritmo de actividad clinica fue similar durante las distintas fases del escrutinio. Cada embriélogo realizé un
minimo de 3 sesiones de ICSI con cada sistema, en un mismo dia o en dias consecutivos. A continuacién, se administré un cuestionario con 8 pregun-
tas para valoracién semicuantitativa de las preferencias (puntuacién 1 para la opinién menos favorable, 5 para la opinién mas favorable). Este proceso
se repitié para cada uno de los equipos. El estudio no incluyé la funcién de las jeringas de microinyeccion. Se realizé un analisis estadistico descriptivo
y ANOVA de un factor con correccién para muestras pequefias.

RESULTADOS: No se observaron tendencias significativas atribuibles al efecto del observador en la puntuacion de los diversos parametros. La puntuacion
referida al disefio general y la accesibilidad de la zona de trabajo fue de 3,2+0,44, 4,2+0,44 y 4,0+0,7 (media+DE) para los sistemas NSH, IRl y NK2
respectivamente (P=0,032). La facilidad en la colocacién y control posicional de pipetas fue mejor con NK2 (4,6+0,54) y con IRl (4,0+0,71) que con
NSH (2,4+0,54) (P<0,0001). La valoracion de la estabilidad y vibraciones fue de 2,4+0,54, 3,2+,44 y 3,6+0,54 para NSH, IRl y NK2 respectivamen-
te (P=0,01). En el apartado de ergonomia y comodidad destacaron NSH (3.2+0,83) y NK2 (3,8+,44) sobre IRI (2,6+,54) (P=0,035). Los movimientos
de aproximacion y disponibilidad de memorias obtuvieron una valoracién de (3,0+0,0) para NSH, (2,4+0,54) para IRl y (4,2+0,83) con NK2 (P=0,001).
En la precision de movimientos finos NK2 (4,4+0,54) aventaj6 a IRl y NSH (ambos con 3,6+0,54) (P=0,61). Finalmente, la mejor relacion calidad-pre-
cio fue para NSH, seguida de NK2 y en ultimo lugar IRl (P<0,05).

CONCLUSIONES: La evaluacion sistemética de las distintas propiedades de los equipos de micromanipulacién permite ponderar las ventajas e inconve-
nientes de cada uno de ellos. La lectura de los resultados ayuda a conciliar diferencias individuales y facilita la tarea de elegir la mejor configuracion a
un grupo de trabajo concreto. En nuestra experiencia, el sistema NK2 destacd en 6 de los 8 aspectos analizados, y el sistema NSH en los otros 2, en el
contexto de actividad habitual del laboratorio de embriologia.

REFERENCIAS: [1] Fleming SD y King RS (2003) Micromanipulation in assisted conception. A users’ manual and troubleshooting guide. Cambridge
University Press, Cambridge, UK.

P. 16.
EVOLUCION DE LOS COSTES DE LAS TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA EN UN CENTRO PUBLI-
C0: 1998 VS 2003

JA. Castilla, E. Hernandez, JL. Navarro, L. Martinez, C. Gonzélez-Varea, A. Garrido, M. Sanchez, C. Fernandez, R. Martinez, M. Hernandez.
H.U.Virgen de las Nieves, Granada.

Tipo: El laboratorio de embriologia

INTRODUCCION: Numerosos trabajos estiman el coste de las Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA), aunque la mayoria lo identifican con el coste di-
recto del procedimiento, sin considerar otros importantes elementos, como costes estructurales, o intermedios.

OBJETIVOS: Calcular el coste por proceso de las TRA realizadas en un hospital publico en 2003, comparandolo con los resultados de 1998 en el mismo
centro.

METODOLOGIA: E| estudio se refiere a la Unidad de Reproduccion Humana del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (URH-HUVN) en 1998 y 2003.
Partiendo de los costes totales de la URH-HUVN, calculamos el coste por proceso de las TRA realizadas en este centro, considerando costes completos,
asignados por proceso seglin el volumen de actividad, diferenciando actividad clinica (tiempo) y de laboratorio (Actividad de Proceso Técnico, UPT, pro-
puesta por SEDIGLAC).

RESULTADOS: Entre 1998 y 2003, la actividad y los costes de la URH-HUVN evolucionan de forma distinta. EI analisis de la actividad muestra la con-
solidacion de técnicas, como la ICSI y la desaparicion de otras (Ciclo sin RA e IAD-IC). El anélisis de los costes indica una disminucién del coste uni-
tario en todos los procesos, tendencia que se invierte si se consideran los costes de farmacia.

CONCLUSIONES: En linea con otros estudios publicados, apreciamos importantes cambios en las TRA de la URH-HUVN entre 1998-2003. Mientras al-
gunos procesos desaparecen, otros se consolidan con una elevada actividad. Los avances técnicos y las innovaciones en el aspecto organizativo, junto
con el efecto aprendizaje, han alterado la estructura de costes de las TRA.

o
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P. 17.
RESULTADOS DEL CENTRO DE ASISTENCIA A LA REPRODUCCION DE CANARIAS

V. Sanabria, P. Rivero, E. Chinea, J. Hernandez y A. Palumbo
Centro de Asistencia a la Reproduccién Humana de Canarias (FIVAP), La Laguna, Tenerife.

Tipo: Investigacion aplicada

OBJETIVO: Presentacion de los resultados obtenidos en ciclos en los que se ha realizado biopsia testicular (TESE) y aspiracion de epididimo (MESA) en
nuestro Centro. Los pardmetros tenidos en cuenta son los siguientes: tasa de fecundacién, tasa en 3 prontcleos, en 1 prondcleo, no fecundados y tasa
de embarazo.

MATERIAL Y METODOS: Hemos analizado todos los ciclos donde realizamos una biopsia testicular o aspiraciones de epididimo. Desde Abril 2001 y has-
ta Septiembre de 2005, se realizaron 31 ciclos de ICSI con espermatozoides recuperados de biopsias (TESE) y 4 ciclos con una aspiracién de epididi-
mo (MESA). En 6 de los casos de TESE, se acudi6 a donacién de semen por no obtenerse espermatozoides méviles. En 2 casos, se us6 muestra con-
gelada de biopsias previas.

RESULTADOS: Total de casos 35 Transferencias 31 Acuden a donacién 8, Aspiracion 4, Descongelado 2% Embarazo clinico (12/20) 60% % Embarazo
evolutivo (10/20) 50% Edad media hombre 37,6 Edad media de mujer 33,47 Media ovocitos microinyectados 9,87% Medio 1 PN 1,6% Medio 2 PN
60,38% Medio 3 PN 1,67% Medio NF 26,56 Media de embriones transferidos 2,09% Medio Supervivencia D+1/D+2 86% % Medio Supervivencia
D+2/D+3 82% Nota: los casos donde se acudié a semen de donante no se han tenido en cuenta.

CONCLUSIONES: Estos resultados corroboran que la fecundacién de los ovocitos con espermatozoides obtenidos de biopsias testiculares presenta esta-
disticas muy similares a los casos en los que se utiliza semen de eyaculado, observandose lo mismo con la tasa de embarazo. No se observa mayor ta-
sa de fecundacidn en tres prondcleos ni de no fecundados.

P. 18.
EVALUACION DE LA TOXICIDAD DEL PRODUCTO DE LIMPIEZA DE LABORATORIO PQ110

M. Ardoy, J.M. Montejo, M. Marcos. HU La Paz, Madrid.

Tipo: El laboratorio de embriologia

El H.U. La Paz ha cambiado el producto de limpieza de superficies por uno nuevo, el PQ-110, detergente neutro a base de amonios cuaternarios, clo-
ruro de benzalconio. Sus mecanismos de accién, posiblemente dosis-dependientes: desnaturalizacién proteica, inactivacién enzimatica, interferencia
en proteinas G y rotura de membrana celular. Ademas de usarse para desinfeccion de superficies, el benzalconio es un espermicida (Apel-Paz et al.,
2003). Aunque su evaporacion es baja, y su uso extendido en laboratorios celulares, nos era desconocido si el ambiente del laboratorio de FIV, tras su
uso y evaporacion, podia tener efectos especificos sobre el espermatozoide y los sistemas de cultivo.

OBJETIVO: Evaluar toxicidad del producto PQ-110 mediante el test de supervivencia espermatica dentro del proceso de control de calidad del laboratorio de FIV.

MATERIAL Y METODOS: Estudio prospectivo casos-control. Medio de cultivo de prueba: Fert® sin HSA burbujeado con aire de un contenedor con PQ-
110, éste simultdneamente se evaporaba con saturacién superior a lo esperado en el laboratorio. Medio control: el mismo sin burbujear. Supervivencia
espermatica. 10 muestras seminales diferentes. REM mediante gradientes. Por tubo se dispusieron 5 millones de espermatozoides a+b en 1 ml de me-
dio. El indice de supervivencia a las 24 horas (ITSS) se calculé: % espermatozoides a+b en tubo de prueba a las 24 h/ % espermatozoides a+b en tu-
bo control a las 24 h, porcentuado. Sélo fueron incluidos tests con supervivencia en control >74%. Valor (-) en ITSS si >74%. También se realiz6 con-
trol de supervivencia de embriones de raton. Procesado segln instrucciones del proveedor de EmbryoTEST, ROMAL. 14 embriones desde D+1 en me-
dio de prueba con HSA. No existié control. Valor (-) para supervivencia si alcanzan blastocisto aproximadamente el 70% de los embriones. Test Wilcoxon
pareado y correlacién de Spearman para valorar diferencias entre grupos. Test de una media para valor medio de ITSS frente al valor teérico 74.

RESULTADOS: Tabla: % de espermatozoides a+b a las 24 horas

Muestra 1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10
Control % 56 32 58 50 26 15 58 25 78 20
Prueba % 52 36 57 25 28 14 54 22 72 15
ITSS % 93 112 98 50* 108 93 93 88 92 75

Comparacién de % supervivencia de control vs. prueba: correlacion de Sperman= 0,9; Wilcoxon pareado con P=0,059, no significativa.
Media de ITSS: 90,2% DS de 17,4. Difiere estadisticamente del punto de corte de 75, P=0,02. Llegada a blastocistos de ratén: 65%,

COMENTARIOS: Salvo muestra 4, todos los ITSS son negativos, >75, esto, junto con valor medio de ITSS mayor y diferente estadisticamente de 75%,
valida el test de toxicidad como negativo (Classeens et al., 2000; De Jonge et al., 2003). Adn asi, podia existir cierta toxicidad que no afectara signi-
ficativamente la supervivencia pero que marcara diferencias entre ambos grupos. El test de Wilcoxon muestra que las diferencias son debidas al azar.
El valor de 65% de blastocistos es cercano al 70%, pudiendo aceptarse, méxime cuando algunos autores lo consideran aceptable si es >45-50%.

CONCLUSIONES: Podemos considerar como no toxico el producto PQ-110 en su uso en el laboratorio de embriologia. Pudiendo incluirlo en el protocolo
habitual de limpieza de suelos y paredes.

BIBLIOGRAFiA: Apel-Paz M, Vanderlick TK, Chandra N. A hierachy of lipid construct for the sperm plasma membrane. Biochem. Biophys. Res. Commun.
2003;309:724-732. Claassens OE, Wehr JB, Harrison KL. Optimizing sensitivity of the human sperm motility assay for embryo toxicity testing. Hum
Reprod 2000; 15(7):1586-1591. De Jonge C J, Centola GM, Reed ML, et al. Human Sperm Survival Assay as a Bioassay for the Assisted Reproductive
Technologies Laboratory. J Androl 2003; 24(1):16-18.
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P. 19.
TASAS DE SUPERVIVENCIA Y EMBARAZO TRAS TRANSFERENCIA DE EMBRIONES
CRIOPRESERVADOS EN D+2 EN 4-CELULAS TIPO 1 Y I

M. Mandiola, A. Guembe, F. Lucefio, K. Carbonero, MJ. Ifiarra, F. Atutxa, T. Ganzabal, A. Lépez de Larrucea, G. Barrenetxea, R. Jimenez, JA. Aguirregoikoa.
Unidad de Reproduccién Asistida. Quirén Donostia - Quirén Bilbao.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS: La criopreservacion de embriones humanos es un proceso rutinario en la mayoria de los Laboratorios de Reproduccién Asistida. El objetivo
del presente estudio es determinar el grado de supervivencia de los embriones criopreservados sobrantes de los ciclos de FIVTE/ICSI, y las tasas de em-
barazo conseguidas con el uso de los mismos. Para ello, sélo consideraremos los embriones criopreservados en el dia + 2 en estadio celular de 4 célu-
las tipo | y tipo II. EI hecho de sélo incluir en este estudio esta categoria de embriones es para asegurarnos que en el caso de que exista supervivencia
de todos (o0 parte de ellos), partamos de embriones de buena calidad.

METODOS: Revisamos los ciclos de transferencias de embriones criopreservados en estadio de 4 células tipo I-I| realizados en nuestras Unidades de
Reproduccién de la Clinica Quirén Donostia y la Clinica Quirén Bilbao. Los embriones fueron criopreservados con los medios Freeze-kit 1, y descongela-
dos con los medios Thaw-kit 1 de la serie G Il de Vitrolife. Para el cultivo de los embriones se usé el medio G2, también de la serie G Il de Vitrolife.
La transferencia embrionaria es realizada 24 horas después de la descongelacion.

RESULTADOS: Se revisaron 53 ciclos de congelacion de embriones, y en un 84,90% de los casos (45) de los casos sobrevivié alguno de los embriones al
proceso de congelacion. En un 66,03% de los casos (35), los embriones se dividieron dentro de las 24 horas siguientes al proceso de descongelacién,
realizandose la transferencia. La tasa de embarazo por transferencia fue de un 31,43% (11), y la tasa de embarazo por ciclo fue de un 20,75%.

CONCLUSIONES: La conclusion a la que hemos llegado en nuestra Unidad de Reproduccién es que si s6lo congelamos embriones de buena calidad (es
decir, de 4-células tipo I-1l en el dia +2), podremos esperar unas tasas de supervivencia, de divisién en las 24h posteriores a la descongelacion y de em-
barazo razonables.

P. 20.
GRADIENTES VS SWIM-UP:
INTEGRIDAD DE MEMBRANA Y VIABILIDAD DEL ESPERMATOZOIDE

E. Garcia Mengual, D. Garcia Tajada, I. Molina, J. Alfonso, A. Romeu
Hospital General Universitario La Fe de Valencia.

Tipo: Gametos y Embriones

La mejora in vitro del semen es fundamental para las diferentes Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA). EI Swim-Up (SW) selecciona los espermato-
zoides en base a su motilidad lineal progresiva, mientras que los Gradientes Discontinuos de Densidad (GD) lo hacen en base a su densidad! (Gorus &
Pipeleers, 1981), que esta estrechamente relacionada con la viabilidad y la morfologia espermatica (Mortimer, 1999). EI SW proporciona un mayor
Recuento de Espermatozoides Méviles (REM) en relacién con el GD, sin embargo la tasa de fecundacion en FIV es similar para ambas técnicas (Séderlund
& Lundin, 2000).

OBJETIVO: El objetivo de este trabajo es comparar la eficiencia de estas dos técnicas de seleccion espermética, valorando tanto la integridad de mem-
brana (HOS test y Eosina) como la Progresion y Motilidad a las 24horas.

MATERIAL Y METODOS: Se utilizaron 29 muestras de eyaculado de pacientes del Hospital Universitario La Fe de Valencia recogidas entre Octubre y
Noviembre de 2004. De ellas, 12 normozoospérmicas y 17 astenozoospérmicas segun la OMS (WHO, 1999). Cada muestra se capacité mediante las dos
técnicas de seleccién espermatica: SW 600g 10min, y GD de Puresperm® (90%-45%) 300g 20min. Tras la capacitacion se valoraron tanto las varia-
bles relacionadas con la integridad de membrana (HOS test y Eosina) como el Test de Progresién (30min en Suero Glucosado a 37°C) y la Motilidad
(A+B) a las 24h (T? ambiente). Las variables estudiadas se compararon para ambas técnicas de seleccién espermatica distinguiendo tres grupos:
Normozoospérmicos (N), Astenozoospérmicos (A), y Total (N+A). Resultados: En el grupo Total, se observaron diferencias significativas para Eosina (SW:
81,9%*sig; GD: 74,3%), HOS (SW: 83,6%*sig; GD: 76,8%) y Progresién (SW: 27,2mm*sig; GD: 24,5mm) a favor del swim-Up. Sin embargo la moti-
lidad a las 24 horas fue significativamente mayor para el Gradiente de Densidad (SW: 1,5%; GD: 27,6%*sig). Cuando se analizaron separadamente las
muestras Ay N los resultados fueron los siguientes: Para el grupo N solo se observaron diferencias significativas a favor del gradiente en la Motilidad a
las 24 horas (SW:2,1%; GD: 25,0%*sig); sin embargo en el grupo A se observaron diferencias significativas para Eosina (SW: 81,2%*sig; GD: 71,4%),
HOS (SW: 83%*sig; GD: 75,2%) y Progresion (SW: 27,6mm *sig ;GD: 24,6mm) a favor del swim-up, y la Motilidad a las 24 horas (SW: 1%; GD:
29,5%*sig) fue significativamente superior para el gradiente.

DISCUSION: a) En las muestras Normozoospérmicas la técnica de seleccién espermatica no influye sobre las variables de integridad de membrana ni so-
bre la Progresion y la Motilidad a las 24horas. b) En las muestras Astenozoospérmicas la técnica mas efectiva fue el swim-up, que determin6 una ma-
yor integridad de membrana y una mayor progresién. ¢) La mayor motilidad a las 24 horas de cultivo tras la seleccién mediante gradiente, recomenda-
ria el uso de esta técnica en aquellas muestras procedentes de biopsia testicular que se descongelen el dia previo a la puncién.

BIBLIOGRAFIA: Gorus FK,Pipeleers DG: A rapid method for the fractionation of human spermatozoa according to their progressive motility. Fertil Steril
1981, 35: 662-665.; Mortimer, D.: Structured management as a basis for cost effective infertility care. En: The Male Gamete: From Basic Science to
Clinical Applications. Gagnon C. (Ed.) Cache River Press, Illinois, USA, 1999. pp 363-370.; Soderlund B, Lundin K: The use of silane-coated silica par-
ticles for density gradient centrifugation in in-vitro fertilization. Hum Reprod 2000, 15: 857-860; World Health Organization (1999). WHO Laboratory
manual for the examination of human semen and sperm-cervical mucus interaction. Cambridge University Press, Cambridge.
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P. 21.
EMBARAZO TRAS ICSI USANDO ESPERMATOZOIDES SOMETIDOS A DOS CICLOS DE
CONGELACION/DESCONGELACION EN UN VARON CON CARCINOMA TESTICULAR

J. Alfonso?, C. Duque?, I. Navarro?, I. Molina?, F. Naranjo, LA. Quintero' y V. Montafiana'?
'Instituto de Medicina Reproductiva (IMER) Valencia, ?H.U. La Fe, Valencia.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: La Criopreservacion Terapéutica de Semen (CTS) permite preservar la fertilidad mediante Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) en
aquellos varones con cancer testicular y que van a ser sometidos a tratamientos genotoxicos. (Bussen y cols, 2004). Los espermatozoides humanos so-
portan ciclos consecutivos de congelacién-descongelacion, permitiendo la recuperacién de espermatozoides viables (Verza y Esteves, 2004) Los conte-
nedores para la criopreservacion de semen deben permitir un almacenamiento seguro y una utilizacion razonable de las muestras.

OBJETIVOS: Valorar los resultados de tres ciclos consecutivos de ICSI en un varén con cancer testicular que realizé CTS, mostré azoospermia en los con-
troles post-tratamiento, y obtuvo gestacién en el tercer ciclo de ICSI con espermatozoides congelados dos veces.

MATERIAL Y METODOS: Varén de 31 afios con carcinoma testicular realiza CTS previa a quimioterapia. La muestra se almacena en 5 criotubos de 2m!
(18x106spz/ml, 47% A+B) en el H.U. la Fe (Valencia) en Test Yolk Buffer (Irvine Scientific), mediante exposicién de 30" a 5°C, 30" en vapores de ni-
trégeno e inmersion en nitrégeno liquido. El varén present6 azoospermia en los controles post-quimioterapia. Mujer de 35 afios con aparente funcion
reproductora normal tras el estudio adecuado. Tras 4 afios, se realizan 3 ciclos de ICSI en diferentes centros obteniendo gestacién en el tltimo tras la
microinyeccion de espermatozoides congelados dos veces.

RESULTADOS: En el primer ciclo se descongeld un criotubo sin obtener gestacion tras ICSI. El segundo ciclo se descongeld otro criotubo (3x106spz/ml,
85%A+B) y debido a la escasa muestra criopreservada la mitad se destiné a ICSI y la otra mitad se volvié a congelar. Se obtuvo una tasa de fecunda-
cion del 100% (8/8), y tras transferencia selectiva de dos embriones (8CG1, 6CG1) en D+3 no se obtuvo gestacion. En el tercer ciclo utilizando la mues-
tra recongelada en el ciclo anterior (6x106spz/ml, 90%A+B), se obtuvo una tasa de fecundacién de 90,9% (6/7) y tras transferencia selectiva de 3 em-
briones en D+2 (4CG1, 2CG2, 2CG2) se consiguié una gestacion simple evolutiva.

CONCLUSIONES: a) La CTS es un método seguro, que permite mantener la viabilidad de los espermatozoides durante periodos de tiempo de al menos 5
afios. b) La utilizacion de muestras congeladas por segunda vez en ICSI, en este caso parece no afectar a las tasas de fecundacién y gestacion. c) Se
aconseja la CTS en contenedores de menor volumen que permitan descongelar Gnicamente el volumen necesario (pajuelas, pildoras).

BIBLIOGRAFiA: Bussen S, Sutterlin M, Steck T, Dieta J. Semen parameters in patients with unilateral testicular cancer compared to patients with other
malignancies. Arch Gynecol Obstet 269(3):196-8, 2004.; Verza S Jr, Esteves SC. Feasibility of refreezing human spermatozoa through the technique
of liquid nitrogen vapor. Int. Braz. J. Urol. 30 (6):487-93, 2004.

P. 22.
INFLUENCIA DEL DiA DE LA TRANSFERENCIA (D+2 VS D+3) SOBRE EMBRIONES OPTIMOS

MD. Lozano, MA. Carracedo, E. Martinez, C. Moya, G. Antifiolo
Unidad Clinica de Genética y Reproduccién, Hospitales Universitarios Virgen del Rocio (Sevilla).

Tipo: Gametos y Embriones

La eleccion del dia de la transferencia embrionaria aun plantea cierta controversia. Diversos autores consideran que retrasar la transferencia del D+2
al D+3 mejora los resultados en cuanto a Tasas de Gestacién e Implantacién en aquellos ciclos con mas de tres embriones, ya que se favorece la se-
leccién embrionaria y la sincronia embrio-uterina. En los ciclos donde sélo se dispone de los embriones que van a ser transferidos no encuentran dife-
rencias en dichas Tasas. Sin embargo, otros autores, no encuentran diferencias independientemente del nimero de embriones disponibles.

OBJETIVO: evaluar si la transferencia en D+3 frente a D+2 favorece las Tasas de gestacion e implantacion cuando se dispone de embriones éptimos en
ambos casos, independientemente del nimero de embriones disponibles.

METODOLOGIA: se han analizado 184 de los ciclos realizados en el afio 2004. Con el fin de homogeneizar la muestra solo hemos considerado aquellos que
presentan al menos un embrién éptimo el dia de la transferencia (4 células simétricas, <20% de fragmentacién y mononucleadas para el D+2 y 7 células si-
métricas, <20% fragmentacién y mononucleadas para el D+3). Se transfirieron de forma sistemética dos embriones. Se han realizado 2 grupos de estudio:
ciclos con transferencia embrionaria en D+2 (grupo 1) y en D+3 (grupo 2). Ambos grupos son homogéneos en cuanto a la edad de las pacientes y medica-
cion empleada. Resultados: T. Gest. clinica/Transfer T. Implantacién GRUPO | (D+2) 52,1% 33,7% GRUPO Il (D+3) 58,2% 35,8% P-valor >0,1 >0,1

DISCUSION: cuando se dispone al menos de un embrion 6ptimo para transferir en D+2 6 D+3, no existen diferencias estadisticamente significativas en
las Tasas de Gestacién e implantacién. No disponemos de un nimero suficiente de ciclos con embriones de calidad subdptima para poder comparar-
los y establecer si la transferencia en D+3 favorece a la seleccién embrionaria y como consecuencia a las Tasas de gestacion. Conclusiones: considera-
mos, que aunque en D+3 las transferencias se acercan mas al momento fisioldgico de la anidacién, esto no supone un factor determinante como para
modificar las Tasas de Gestacion e Implantacién, lo que permite al Centro elegir el dia de la transferencia a su conveniencia. En centros donde la trans-
ferencia no se realiza de forma sistematica en D+3 se tiende a no prolongar el cultivo embrionario si los embriones no son de buena calidad, transfi-
riéndolos en D+2, lo que en nuestra opinién originaria un sesgo a la hora de comparar ambos grupos y podria explicar los distintos resultados publica-
dos por diferentes autores.

BIBLIOGRAFIA: Laverge et al., Hum Reprod., 2001, 16:476-480; Carrillo et al., Fértil. Steril., 1998, 69:329-334; Gerris et al., Hum Reprod., 2002,
17:2626-2631; Pantos et al., Fértil Steril., 2004, 81:454-455.
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P. 23.
SEGUIMIENTO DE EMBRIONES DE CALIDAD SUBGPTIMA

MA. Carracedo, MD. Lozano, E. Martinez, C. Moya, B. Sénchez y G. Antifiolo
Unidad Clinica de Genética y Reproduccién, Hospitales Universitarios Virgen del Rocio (Sevilla).

Tipo: Gametos y Embriones

Consideramos un embrién de calidad 6ptima si tiene <20% fragmentacion, las blastémeras son simétricas, esta en 4-5 células en d+2 6 >7 en d+3 y
las células son mononucleadas; y embriones de calidad sub6ptima aquellos que tienen entre un 20-40% de fragmentacién, alguna blastémera asimétri-
ca, no-multinucleacién y/o una cinética celular que no le corresponde a su estadio de desarrollo. Seglin diversos autores, en los embriones de calidad
subdptima es mas frecuente encontrar anomalias cromosémicas, las cuales son responsables de bajas tasas de gestacién e implantacién y de alrededor
de un 50% de los abortos de 1° trimestre.

OBJETIVOS: analizar si la tasa de aborto es mayor cuando se transfieren embriones de calidad subdptima y confirmar que las tasas de gestacion e im-
plantacion son menores.

METODOLOGIA: se han analizado las 251 transferencias realizadas en el afio 2004, comparando aquéllas donde todos los embriones son de calidad 6pti-
ma (grupo 1), las transferencias donde hay embriones de calidad 6ptima y calidad subéptima (grupo 2) y las transferencias donde todos los embriones
son de calidad sub6ptima (grupo 3). El maximo de embriones transferidos fue de dos siendo la media de 1,9. Resultados: T. Gest. Clinica/Transf. T.
Implantaciéon T. Aborto Grupo 1 53,0% 34,2% 24,4% Grupo 2 45,7% 32,9% 18,8% Grupo 3 27,1% 15,3% 23,1% P-valor <0,01 <0,01 >0,1
Discusion: las tasas de gestacion clinica/transferencia y de implantacion son significativamente menores en el caso de que todos los embriones transfe-
ridos sean de calidad subdptima. La tasa de aborto no es significativamente diferente entre los grupos en estudio.

CONCLUSION: si la probabilidad de anomalias cromosémicas es mayor en los embriones de calidad suboptima, la degeneracion embrionaria consecuente
se produce antes de la implantacion, lo que conlleva tasas de gestacion e implantacién menores en este grupo, mientras que aquéllos que llegan a im-
plantar tienen las mismas posibilidades de aborto que los de calidad éptima.

BIBLIOGRAFIA: Pellestor F. et al., Hum Reprod 1994, 9:293; Grillo J. M. et al., J In Vitro Fert Embryo Transf. 1991, 8:317; Munné S. et al., Hum Reprod
Update 1998, 4:842-855; Jurisicova A. et al., Mol Hum Repro 1996, 2:93-98; Anctczak M. et al., Hum Reprod 1999, 14:429-447.

P. 24.
ESTUDIO DE LOS RESULTADOS DE LA TRANSFERENCIA SELECTIVA DE
2 EMBRIONES EN VEZ DE 3 EMBRIONES EN NUESTRA CLINICA

S. Rodriguez, F. Avila, G. Segura, L. Rodriguez, N. Fernandez, A. Mashlab
Instituto canario de Infertilidad. Las Palmas de Gran Canaria.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: El objetivo de nuestro trabajo es averiguar si dados nuestros resultados en la transferencia de 2 embriones con respecto de 3 embriones, po-
driamos disminuir sistematicamente el nimero de embriones a transferir en las pacientes de 35 0 menos afios, con el fin de paliar el nimero de emba-
razos maltiples.

METODOLOGIA: El estudio fue realizado con 83 pacientes de menos de 36 afios de nuestro programa de ICSI del afio 2004. En este grupo de pacientes,
en el primer ciclo y si los embriones son de buena calidad, transferimos 2 embriones. Sélo se transfieren 3 embriones en casos de no embarazo en ci-
clos previos o en casos de embriones de mala calidad. En los casos en los que no hay posibilidad transferir mas de 1 embridn, bien sea por baja tasa de
recuperacion ovocitaria, baja tasa de fertilizacion o division, se transfiere el dnico embrién posible asi que estos casos no los tenemos en cuenta ya que
no es una transferencia selectiva y en la mayoria de los casos se considera mal pronostico (suelen ser casos de bajas respondedoras con altas dosis de
FSH y suelen ser ovocitos de mala calidad). Calculamos el porcentaje de embarazo dentro de nuestro grupo de estudio segtn el nimero de embriones
transferidos: NUMERO DE EMBRIONES TRANSFERIDOS PORCENTAJE DE EMBARAZO 1 EMBRION 14,29 2 EMBRIONES 56,52 3 EMBRIONES
62,97. Ademas hay que tener en cuenta el nimero de sacos gestacionales dentro de cada grupo de embriones transferidos. 1 SACO 2 SACOS 3 SACOS
2 EMBRIONES TRANSFERIDOS 76,9% 23,1% 0% 3 EMBRIONES TRANSFERIDOS 65% 30% 5%.

RESULTADOS: Para el andlisis estadistico utilizamos el programa estadistico SPSS 11.0. La diferencia en la tasa de embarazo transfiriendo 2 0 3 em-
briones no es significativa, pero si existe diferencia significativa cuando estudiamos el ndmero de sacos gestacionales en la transferencia de 2 0 3 em-
briones.

CONCLUSIONES: Dados nuestros resultados podemos transferir 2 embriones evitando el embarazo triple sin disminuir el porcentaje global de embarazo.
Este es un paso importante para poder plantear en un futuro como nuestro objetivo el de transferir un Gnico embrién sin disminuir significativamente
nuestras tasas de embarazo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: -Impact of patients choice for single embryo transfer of a top quality embryo versus double embryo transfer in the first
IVF/ICSI cycle. Neubourg DD, Mangelschots K, Van Royen E, Vercruyssen M, Ryckaert G, Valkenburg M, Barudy-Vasquez J, Gerris J. Hum. Reprod. 2002
Oct; 17 (10):2621-5. -Defining women who are prone to have twins in in vitro fertilization-a necesary step towards single embryo transfer. Hellberg D,
Blennborn M, Nilsson S. Assist. Reprod. Genet. 2005 May;22 (5): 199-206.
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P. 25.
COMPACTACION EMBRIONARIA TEMPRANA COMO CRITERIO DE SELECCION EMBRIONARIA

M. Sanchez de Burgos; M. Martinez Burgos; L. Andrés Criado; E. Ricciarelli; ER. Hernandez, JM. Cuadros Fernandez
Clinica de Medicina de la Reproduccion y Ginecologia “FIV Madrid”. Madrid.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS: En 2002 utilizamos un score de seleccién embrionaria en base a 8 parametros, con el fin de transferir menos embriones y reducir los em-
barazos multiples sin disminuir las tasas de gestacion. Desde entonces, hemos continuado valorando otros parémetros, como el inicio de compactacion
en dia 3. En este estudio evaluamos la influencia del inicio de compactacion en dia 3, considerando la posibilidad de incluirlo en nuestro score como
otro criterio de seleccion.

METODOS: Estudio retrospectivo de 228 ciclos de pacientes menores de 39 afios, divididas en 2 grupos: el grupo 1 con 28 ciclos (en el que al menos
uno de los embriones transferidos en dia 3 presentaba inicio de adhesion entre sus células) y el grupo 2 con 200 ciclos (en el que ninguno de los em-
briones transferidos en dia 3 presentaba inicio de adhesién entre sus células). Los embriones transferidos fueron seleccionados en base a nuestro sis-
tema de puntuacion. En ninglin caso se seleccionaron los embriones por la presencia del inicio de compactacién, sino por el indice del score.

RESULTADOS: La media de embriones transferidos fue de 2,1 en ambos grupos. En el grupo 1 el porcentaje de b-hCG+ fue de 57,1% (16/28) mientras
que en el grupo 2 fue del 48% (96/200). La tasa de embarazo clinico en el grupo 1 fue del 50% (14/28) mientras que en grupo 2 fue del 39% (78/200).
En ambos casos el anélisis estadistico no mostrd diferencias estadisticamente significativas. La tasa de implantacion embrionaria en el grupo 1 fue de
21/58 (36,2%), mientras que en el grupo 2 fue de 100/149 (23,9%). La diferencia fue estadisticamente significativa (P<0,05).

CONCLUSION: El incremento de la tasa de implantacién embrionaria muestra que el inicio de compactacién en D+3 podria incluirse como criterio de se-
leccion de la calidad embrionaria.

P. 26.
LA PRIMERA DIVISION CELULAR DEL EMBRION Y SU RELACION CON LA IMPLANTACION

M. Sanchez de Burgos; M. Martinez Burgos; L. Andrés Criado; E. Ricciarelli; ER. Hernandez y JM. Cuadros Fernéandez
Clinica de Medicina de la Reproduccion y Ginecologia “FIV Madrid”. Madrid.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS: En nuestro centro, la valoracién de la calidad embrionaria se basa en un sistema de puntuacién que incluye criterios tales como el nimero
de células, grado de fragmentacién citoplasmica, ausencia de blastémeras multinucleadas, igualdad de tamafio de las blastémeras, nimero de blasto-
meras uninucleadas, etc. Con el fin de incluir en nuestro score mas parametros que nos puedan ayudar a seleccionar los mejores embriones, hemos
continuado valorando otros criterios de seleccién embrionaria, tales como la divisién temprana. En esta comunicacién presentamos la evaluacion de la
division temprana (DT), definida como la primera division mitética del embrién a las 26-27 horas después de la microinyeccion (estadio de dos célu-
las), como factor pronéstico de buena calidad embrionaria.

METODOS: En este estudio se incluyeron 59 ciclos de ICSI con transferencia embrionaria, en los que los embriones fueron evaluados a las 27 horas
post-microinyeccién. Se hicieron dos grupos: el grupo DT, con ciclos donde al menos uno de los embriones transferidos presentaba divisién temprana
(41 ciclos) y el grupo NO DT, con ciclos donde ninguno de los embriones transferidos presentd division temprana (18 ciclos). La media de embriones
transferidos fue de 2,1 en ambos grupos. El anélisis estadistico se Ilevé a cabo mediante el test de Chi cuadrado. En ningln caso se seleccionaron los
embriones por la presencia de divisién temprana, sino en base a nuestro score.

RESULTADOS: La tasa de b-hCG+ en el grupo DT fue de 58,5% (24/41), mientras que en el grupo NO DT fue de 16,7% (3/18). La tasa de embarazo
clinico en el grupo DT fue de 43,9% (18/41), mientras que en el grupo NO DT fue de 16,7% (3/18). Las tasas de implantaciéon embrionaria fueron de
25,6% (23/90) en el grupo DT y de 7,7% (3/39) en el grupo NO DT. La comparacién entre los ciclos DT y los ciclos NO DT mostré diferencias esta-
disticamente significativas (P<0,05) en todos los casos.

CONCLUSION: Nuestros resultados indican que los embriones que inician la divisién celular a las 27 horas tienen mejores posibilidades de implantar que
los embriones que empiezan el ciclo celular mas tarde. Por tanto, la evaluacién de la divisién temprana deberia ser un criterio a tener en cuenta a la
hora de seleccionar los embriones a transferir.
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P. 27.
GESTACION POR REINSEMINACION CON ICSI TRAS FALLO DE FIV CONVENCIONAL

S. Camacho; I. Galan; V. Badajoz; JA. Gragera; M. Alemaf; MC. Cafiadas; JV. Martinez; R. Bonache; S. Lobo, A. Arenaza
GINEFIV, Madrid.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: Presentacion de un caso de embarazo al reinseminar ovocitos, mediante inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), tras fallo de
fecundacién por FIV convencional.

METODOLOGIA: Paciente de 38 afios con esterilidad secundaria de 1 afio (descendencia con otra pareja). 4 |AH previas fallidas con actual pareja. En un
control ecogréfico 48 horas antes de la puncion se visualizan 5 foliculos de tamafio entre 1,6-1,8 cmy 7 foliculos de 1,3-1,5 cm. Tras la puncién ob-
tenemos 15 ovocitos. En general, los complejos cimulo-corona-ovocito presentan buen aspecto, menos en 5 de ellos, que poseen poca filancia y coro-
nas compactas, indicador de un posible retraso en la maduracién ovocitaria. El dia de la puncién la muestra de semen presenta Astenozoospermia, es-
tando el resto de los parédmetros dentro de la normalidad. Con un REM de 8x106 espermatozoides /ml, es considerada apta para FIV convencional. Debido
al posible retraso madurativo de algunos de los ovocitos, inseminamos en 2 tandas: 10 de ellos a las 2 horas tras la puncién, y los 5 de aspecto retar-
dado a las 3 horas. Pasadas 18h post-inseminacion, tras decumular, confirmamos que 3 de los ovocitos contintan en Metafase-I y en el resto no obser-
vamos signos de fecundacion. La supervivencia espermatica a las 24h es buena, pero no encontramos espermatozoides adheridos a las zonas pellcidas.
Decidimos microinyectar los 12 ovocitos no fecundados que se encuentran en Metafase-1l 23h después de la puncién.

RESULTADOS: Se obtienen 9 embriones que en dia+2 post-inyeccién valoramos con calidades (0,1,8,0). A pesar de tener una calidad morfolégica buena
y seguir una velocidad de divisiéon normal, se les asignan calidades embrionarias menores debido a la reinseminacién. Ademas, se generaron 3 embrio-
nes, procedentes de pre-zigotos polinucleados, que fueron desechados. Se transfieren a la paciente 2 embriones en dia+2 (0,1,1,0) y el resto son crio-
conservados. A los 21 dias post-transferencia se realiza una ecografia a la paciente, en la cual se visualiza una vesicula gestacional intrauterina de 6
mm. Se Ileva a cabo un seguimiento del embarazo hasta la semana 6+2, en que se realiza un nuevo control ecografico observandose un desarrollo de la
vesicula gestacional hasta 19 mm con un embrién de 4 mm y un saco vitelino de 4mm. Actualmente la paciente se encuentra en la semana 17 de ges-
tacién, con una evolucién normal del embarazo.

CONCLUSIONES: A la vista de los resultados, consideramos que le re-inseminacién mediante inyeccién intracitoplasmatica tras fallo de fecundacién por FIV
convencional puede ser un método vélido en determinados casos para la obtencién de embriones viables con capacidad de implantacion y desarrollo.

P. 28.
IMPLANTACION TRAS ICSI EN DIA +1 (MADURACION /N VITRO DURANTE 20 HORAS)

|. Galan; S. Camacho; V. Badajoz; JA. Gragera; M. Alemaf; MC. Cafiadas; JV. Martinez; R. Bonache; S. Lobo, A. Arenaza
GINEFIV, Madrid.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: Presentacion de un caso de embarazo al inseminar un ovocito mediante inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides (ICSI) tras madura-
cién in vitro durante 20 horas.

METODOLOGIA: Paciente de 30 afios que acude a nuestro centro por esterilidad primaria. En un control ecografico 48 horas antes de la puncion se vi-
sualizan 2 foliculos de tamafio entre 1,3-1,8 cm. Tras la puncién obtenemos 1 Unico ovocito. EI complejo cimulo-corona-ovocito posee poca filancia y
un alto grado de compactacion de la corona, indicadores de un posible retraso madurativo. Tras decumular el ovocito, se confirma que se encuentra en
estadio de Metafase-I, por lo que se decide su cultivo in vitro a 37°C con un 6,0% de CO2 a la espera de que alcance el estadio de Metafase-II, nece-
sario para la microinyeccién. El dia de la puncién la muestra de semen presenta Astenozoospermia, siendo el resto de los parametros normales; la mues-
tra es apta para realizar la microinyeccion. Pasadas 20 horas se observa que el ovocito decumulado ha alcanzado el estadio de Metafase-11, de modo que
se procede a la inyeccién intracitoplasmaética. La morfologia y textura del ovocito son de buena calidad.

RESULTADOS: Se obtiene 1 Gnico embrién que en dia +2 post-inyeccién se valora con calidad (0,1,0,0) y es transferido a la paciente. Se origina una ges-
tacion que resulta en gestacion bioquimica, por lo que no progresa en su desarrollo.

CONCLUSIONES: Los embriones generados tras cultivo in vitro de ovocitos inmaduros poseen capacidad de implantacién.
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P. 29.
RESULTADOS DE LOS CICLOS DE OVODON EN LOS CINCO ANOS DE
TRABAJO DEL LABORATORIO DE REPRODUCCION

P. Velarde, M. Figueroa, L. Molina, J. Girén, M. Mufioz, L. Fernandez, MJ Aragén MJ, P. Vettori, A. Gonzélez.
Centro Avanzado de Fertilidad, Jerez de la Frontera.

Tipo: El laboratorio de embriologia

OBJETIVOS: Presentamos los resultados obtenidos durante los cinco afios de funcionamiento de nuestro centro, correspondientes a ciclos de donacién de
ovocitos, y buscamos estudiar la eficacia de las donaciones de ovocitos y como han progresado las mismas.

METODOS: Se trata del estudio de los 170 ciclos de ovodon llevados a cabo en nuestra unidad de reproduccion asistida y distribuidos en los cinco afios
que llevamos trabajando. Para el tratamiento de los datos y confeccién de graficas se emple6 el programa Microsoft Excel 2000.

RESULTADOS: Los resultados obtenidos son, por afio: - 2000: 10 donaciones, con una tasa de embarazo por ciclo del 40%. - 2001: 12 donaciones, con
una tasa de embarazo por ciclo del 8,33%. - 2002: 22 donaciones, con una tasa de embarazo por ciclo del 31,82%. - 2003: 18 donaciones, con una
tasa de embarazo por ciclo del 22,22%. - 2004: 60 donaciones, con una tasa de embarazo por ciclo del 40%. - 2005 (hasta el mes de Julio): 48 do-
naciones, con una tasa de embarazo por ciclo del 41,83%.

DISCUSION: Como se puede observar, existe un incremento considerable tanto en el nimero de donaciones como en la tasa de embarazo por ciclo, en
los dos Ultimos afios. Esto se ha conseguido tras el asentamiento y desarrollo de los esquemas de trabajo para los grupos de donantes y receptoras,
acompafiados de adecuadas campafias de informacion, en ambos grupos.

CONCLUSION: Los ciclos de donacién de ovocitos son una importante forma de satisfacer las expectativas de todas aquellas parejas que por distintos mo-
tivos no pueden emplear sus propios 6vulos, y por ello es importante trabajar en mejorarlos.

BIBLIOGRAFiA: 1.- Oocyte donation: an assisted reproductive technique. Curr Surg. 2004 Nov-Dec:61(6) : 563-4 Welch M 3rd. 2.- Recipients of oocyte
donation : an integrative review. J Obstet Gynecol Neonatal Nurs. 2004 Sep-Oct;33(5):610-21. Hershberger 3.- The effect of multiple cycles in oocyte
donors Am J Obstet Gynecol. 2005 May;192(5) ; 1382-4 Jain A, Robins JC, Williams DB, Thomas MA.

P. 30.
INFLUENCIA DE LA LEY 45/2003 EN LAS TASAS DE EMBARAZO

M. Mandiola, A. Guembe, F. Lucefio, K.Carbonero, MJ. Ifarra, F. Atutxa, T. Ganzabal, A. Lépez de Larrucea, G. Barrenetxea, R. Jimenez y JA. Aguirregoikoa
Unidad de Reproduccién Asistida. Quirén Donostia - Quirén Bilbao.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS: Con la entrada de la nueva ley de Reproduccién Asistida 45/2003 nos hemos visto obligados a limitar el nimero méaximo de embriones trans-
feridos (3) en parejas sometidas a tratamientos FIV-ICSI. Esto ha supuesto un motivo de preocupacién sobre todo a las parejas subsidiarias de estos
tratamientos que veian que quizé iban a disminuir sus posibilidades de conseguir un embarazo (fracasos repetidos, edad avanzada....). Con este estu-
dio intentamos que disminuya la ansiedad de las parejas.

METODOS: Estudio retrospectivo en la que hemos incluido grupos homogéneos, parejas sometidas a ciclos de Ovodonacién FIV-ICSI antes y después de
la aplicacién de la ley. Hemos incluido 288 ciclos en los que la transferencia no estaba limitada y 194 ciclos después de la publicacién de la ley. Las
donantes de ovocitos se sometieron a procesos de estimulacién estandar siguiendo el crecimiento folicular bajo control ecogréfico. La captacién ovoci-
taria se realizé 36 horas después de la inyeccién de hCG, y los ovocitos se inseminaron usando FIV o ICSI segln las caracteristicas propias de la pare-
ja. La transferencia embrionaria en el Utero de la receptora se realizd en D+2 previa preparacion hormonal del endometrio. A los 14 dias se determind
si se habia producido o no embarazo.

RESULTADOS: N° EMBRIONES N° CICLOS N° EMBARAZOS % EMBARAZO ET=4 212 104 49,04 ET<3 194 94 48,45
CONCLUSIONES: Los porcentajes de embarazos conseguidos en parejas sometidas a técnicas de ovodonacion FIV-ICSI no han sufrido variacién con la li-

mitacion del ndmero de embriones transferidos con la ley 45/2003. Esto ha supuesto un gran alivio en las parejas que acudiendo a nuestras consultas
presentaban esa duda y que se ha podido comprobar que sus posibilidades de embarazo por ciclo no se han visto modificadas.

o
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P. 31.

PAPEL DEL HATCHING ASISTIDO (HA) EN
LA MEJORA DE LOS RESULTADOS DE LOS CICLOS DE ICSI

M. Lara, C. Alonso, B. Buch, C. Segura, M. Martinez Moya. Unidad de Reproduccién Centro Gutenberg. Mélaga.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: El objeto de este estudio es comprobar si existen diferencias en tasas de embarazo y de implantacién entre ciclos de ICSI donde se realizé HA
respecto a los que no, distinguiendo en ellos grupos de edad y calidad embrionaria.

MATERIAL Y METODO: Se presenta un estudio comparativo de los resultados de 583 ciclos de ICSI con transferencia embrionaria realizados entre Abril de
2004 y Julio de 2005. Se realizé HA en 111 casos. Las indicaciones fueron: alteraciones de la zona pellcida, edad, calidad embrionaria, fallos previos
de implantacién. La transferencia embrionaria se realizé en dia +3 con un méaximo de 3 embriones. El AHA se realizé con Ac. Tyrode's 30-60 minutos
antes de la transferencia. Los medios de cultivo utilizados fueron los de la serie G Il de Vitrolife. Se comparan los resultados entre ciclos sin y con HA
distinguiendo tres grupos en funcion de la calidad de los embriones transferidos y a su vez diferenciando por rangos de edad. - Grupo A: ciclos en los
que se transfirié al menos 2 embriones de buena calidad. - Grupo B: ciclos en los que se transfiri6 1 embrién de buena calidad y 1 6 2 embriones de
intermedia o mala calidad. - Grupo C: ciclos con trasferencias de 2 3 embriones de intermedia o mala calidad.

RESULTADOS: Se comparan los resultados de ciclos sin HA vs ciclos con HA. GRUPO A: <30 afios n° pac. 53 vs 4, tasa emb. 54,71% vs 25% , tasa im-
pla. 30,18% vs 27,58%; 30-34 afios n° pac. 153 vs 14, tasa emb. 60,78% vs 42,85% , tasa impl. 38,18% vs 27,58%; 35-39 afios n° pac. 100 vs
18, tasa emb. 49% vs 33,33%, tasa impl. 26,76% vs 14,63%; 40-42 afios n° pac. 10 vs 9 tasa emb. 20% vs 33,33%, tasa impl. 13% vs 9%; >42
afios n° pac. 2 vs 2 , tasa emb. 0% vs 0%. GRUPO B : <30 afios n° pac. 14 vs 1, tasa emb. 21,42% vs 100% , tasa impla. 0% vs 50%; 30-34 afios
n®pac. 41 vs 11, tasa emb. 39,02% vs 45,45% , tasa impl. 22,22% vs 33,33%; 35-39 afios n° pac. 30 vs 14, tasa emb. 30% vs 55,55%, tasa impl.
12,69% vs 14,70%; 40-42 afios n° pac. 16 vs 6 tasa emb. 12,5% vs 66,66%, tasa impl. 6,89% vs 40%; >42 afios n° pac. 2 vs 4 , tasa emb. 0% vs
25%, tasa impl. 0% vs 20%. GRUPO C : <30 afios n°® pac. 4 vs 3 tasa emb. 25% vs 66,66% , tasa impla. 0% vs 37,5%; 30-34 afios n° pac. 14 vs 10,
tasa emb. 28,57% vs 60% , tasa impl. 17,24% vs 14,8%; 35-39 afios n° pac. 29 vs 10, tasa emb. 24,13% vs 30%, tasa impl. 8,95% vs 9,52%; 40-
42 afios n° pac. 2 vs 4tasa emb. 0% vs 50%, tasa impl. 0% vs 22,22%; >42 afios n° pac. 2 vs O , tasa emb. 0% tasa impl. 0%.

DISCUSION: Los resultados globales demuestran beneficio del HA en pacientes de edad avanzada. En los resultados por grupos se observa mejor tasa de gesta-
cién y de implantacion en los grupos By C cuando se realiza HA. En el grupo A solo se observa diferencia en este sentido en las pacientes de edad avanzada.

CONCLUSIONES: Los resultados demuestran que el HA es una técnica beneficiosa en los siguientes casos: 1- Ciclos en los que no se consigue mas de 1
embrion de buena calidad. 2- En pacientes mayores de 39 afios. Seria necesario ampliar el estudio y el n° de casos para obtener mejores conclusiones.

BIBLIOGRAFiA: 1. Cohen J. Assited Hathcing of human embryos. J In Vitro Fert Embryo Transfer, 1991;8:179. 2. Katayama KP. Assited Hathcing. The cu-
rrent status and future projections. Assist Reprod Rev, 1994; 4:33. 3. Calderén G, Prados N. Mejora en la viabilidad embrionaria tras Assisted Hatching
y aspiracion de fragmentos. 24 Congreso nacional SEF, Mallorca 2002, 255-256.

P. 32.
DETERMINACION DE ENZIMAS GLICOSIDASAS EN EL LiQUIDO FOLICULAR HUMANO

J. Marcos 2, M. Avilés !, E. Gomes 2, J Landeras ?, J. Ballesta '. 'Depto. Biologia Celular, Facultad de Medicina, Universidad de Murcia. ?IVI Murcia.

Tipo: Gametos y Embriones

El liquido folicular (LF) es un fluido que ocupa la cavidad antral de los foliculos ovaricos. Este LF se forma por filtracion del plasma sanguineo y por se-
creciones de las células del cimulo y células de la granulosal. Diferentes estudios han demostrado que el LF y en particular algunos de sus compo-
nentes podrian jugar un papel destacado en la fisiologia del ovocito (maduracién) y del espermatozoide (reaccién acrosémica)3,4. Los carbohidratos pa-
recen desempefiar una importante funcién en los procesos de reconocimiento celular entre espermatozoide-ovocito y espermatozoide-oviductob. La pre-
sencia de estos carbohidratos puede estar regulada por la existencia de glicosidasas especificas.

OBJETIVO: Analizar la composicién del liquido folicular humano y en particular la existencia de diferentes glicosidasas.

MATERIAL Y METODOS: Se analizaron cinco muestras de LF humano procedentes de pacientes sometidas a tratamiento de reproduccion asistida. El LF se
recogié mediante puncién de foliculos ovaricos con un tamafio entre 13 y 20 mm. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 500g durante diez mi-
nutos para separar la parte hemaética. Se determind mediante fluorimetria la existencia de las siguientes glicosidasas: a-L-Fucosidasa, a-
Galactosaminidasa, -Glucosaminidasa, -Manosidasa, Neuraminidasa, a-Galactosidasa y -Galactosidasa. Los enzimas fueron incubados en tampén PBS
(pH 7) durante una hora a 37°C en presencia del sustrato especifico.

RESULTADOS: Se observo actividad especifica para los enzimas -L-Fucosidasa y -Manosidasa, siendo la actividad de 60 y 2,5 unidades relativas de fluo-
rescencia respectivamente. No se detect6 actividad alguna con el resto de enzimas estudiadas.

DISCUSION: La composicién del LF ha sido analizada previamente6; sin embargo, hasta la fecha no ha sido descrito la presencia de glicosidasas en la es-
pecie humana. EI papel de estas glicosidasas permanece sin esclarecer pero diferentes estudios nos hacen sugerir que podrian estar involucradas en di-
ferentes procesos. Asi, podria participar en la modificacion de los carbohidratos presentes en las glicoproteinas de la zona peldcida (maduracién zonal)
y ser clave en el proceso de reconocimiento espermatozoide-zona peltcida. Por otro lado, en el momento de la ovulacién, una fraccion del LF se intro-
duce en el oviducto, en éste se producen multiples interacciones espermatozoide-oviducto mediadas por carbohidratos pudiendo ser moduladas por la
presencia de diferentes glicosidasas del LF y/o del fluido oviductal.

CONCLUSION: En este estudio demostramos la presencia de diferentes glicosidasas siendo la enzima -L-Fucosidasa la mas abundante. en el liquido folicular hu-
mano Estudios futuros son necesarios para determinar el significado funcional de la presencia de estas glicosidasas en el liquido folicular humano.

BIBLIOGRAFIA: 1. Godsen et al. (1988). Journal of Reproduction and Fertility, 82, 813-825. 2. Dong et al. (1996). Nature, 383, 531-535; Simon et al. (1997).
Nature, 385, 525-529. 3. Tesarik et al. (1985). Journal of Reproduction and Fertility, 74, 383-388 4. Yeung et al. (2003). Journal of Biological Chemistry,
278, 13570-13577. 5. Alhadeff et al. (2003). Biology of Reproduction, 68, 709-716. 6. Thompson et al. (2003). Human Reproduction, 9, 35-48.

Estudio financiado por la DGCYT BFU2004-05568.
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P. 33.
LOS EMBRIONES CON HALO CITOPLASMATICO EN DIiA 1
INFLUYEN POSITIVAMENTE EN LA CALIDAD EMBRIONARIA

Mt. Cafete Reina; P. Torres Tonda; A. Sanchez Oliver; A. Lami, C. Martinez Garcia-Otero. C.I.V.T.E., Sevilla.

Tipo: Gametos y Embriones
OBJETIVO: Valorar la evolucién de los embriones halo-positivo en los ciclos de FIV e ICSI con transferencia.

METODOLOGIA: Se realizé un estudio prospectivo de 65 pacientes, 15 pacientes de FIV y 50 de ICSI. Del total de las pacientes el 15% tenian esterili-
dad sin causa aparente, el 12% fallo ovérico, el 11% endometriosis y el 8% obstruccién tubarica y el 54% factor masculino. De las 65 pacientes se
estudiaron todos los embriones de cada una de ellas en estadio de prontcleos en dia +1 visualizando la presencia o ausencia de halo citoplasmético. Se va-
loré morfologia pronuclear, vacuolizacion, tamafio de prontcleos y granulacién citoplasmatica. Fueron transferidos los embriones de mejor calidad en dia 2-3.

RESULTADOS: De las 65 pacientes un total de 514 ovocitos eran metafase II. Utilizando las técnicas de FIV o ICSI, el 72,5% de los ovocitos se fecundaron co-
rrectamente, no hubo diferencia en la tasa de fecundacién entre pacientes de FIV o ICSI. La edad media de la mujer era de 34 afios; el n° de ovocitos ma-
duros por FIV fue 110y de ICSI. Se obtuvieron 71,3% embriones por FIV y el 74,1% por ICSI, de los cuales eran halo positivo el 69% y el 52% respectiva-
mente. El porcentaje total de halo positivo fue de 56,4%. Al 75,4% de las pacientes se le transfirieron embriones halo positivo, de las cuales el 33,8% pre-
sentaban todos los embriones halo, el 23,1% 2 de cada 3 embriones presentaban halo, el 15,4% presentaban 1 de cada 3 halo y finalmente el 3,1% uno de
los dos lo tenian . Al 48% de las pacientes se le transfirieron embriones sin fragmentacion. Respecto de las 18 pacientes embarazadas, al 83,4% de estas se
le transfirieron embriones halo-positivo, resultando un 27,7% la tasa de embarazos y un 10,6% la tasa de implantacion.

DISCUSION: El halo consiste en una zona transliicida subplasmética, inmediatamente anterior a la formacion de los pronticleos masculino y femenino y que
progresa hasta completar la corteza citoplasmatica (Payne et al, 1997). Este fenémeno es la manifestacién de una translocacién mitocondrial organizada por
los microtubulos, asi como, otros componentes citoplasmaticos en el centro del ovocito. Scott y Smith (1998) fueron los primeros en atribuir cierto valor pro-
néstico a la presencia de halo, pero su impacto directo sobre la tasa de implantacion sélo puede ser estimada. La subdivisién de halos podria ayudar a dilu-
cidar su papel pronéstico en laboratorios de FIV. CONCLUSION: La ICSI no tiene influencia en la formacién ni extension de halo. La transferencia exclusiva
de embriones halo- positivo supone una tasa de embarazo mayor que de embriones que derivaban de embriones halo- negativo. Por tanto los embriones que
deben ser elegidos para transferencia seran aquellos que muestren un patrén pronuclear bueno y cualquier tipo de halo en dia 1.

BIBLIOGRAFiA: T.Ebner, M.Moser, M. Sommergruber, U.GaisWinkle, R. Wiesinger, M.Puchner y G.Tews. (2003). Presence, but not or degree of extension,
of a cytoplasmic halo has a significant influence on preimplantation development and implantation behaviour. Hum. Reprod; 18, 2406-2412. Senn A,
Urner F, Chanson A, Primi MP, Wirthner D, Germond M. (2005) Morphological scoring of human pronuclear zygotes for prediction of pregnancy outco-
me. Hum. Reprod; Balaban,B., Urman,B., Isiklar,A., Alatas,C., Aksoy,S., Mercan,R.,Mumcu,A. and Nuhoglu, A. (2001) The effect of pronuclear mor-
phology embryo quality parameters and blastocyst transfer outcome. Hum. Reprod; 16, 2357-2361. Ebner, T.,Moser,M., Sommergruber,M.,Puchner,M.,
Wiesinger, R. And Tews, G. (2003a) Developmental competence of oocytes showing increased cytoplasmic viscosity. Hum. Reprod; 18,1294-1298.
Montag, M and Van der Ven, H. (2001) Evaluation of pronuclear morphology as the only selection criterion for further embryo culture and transfer: re-
sults of a prospective multicentre study. Hum. Reprod; 16, 2384-2389. Payne,D., Flaherty, SP. Barry,M.F. and Mathews, C.D. (1997) Preliminary ob-
servations on polar body extrusion and pronuclear fom score as a prognostic tool in IVF treatment. Hum. Reprod; 12, 705-708. Salumets, A., Hyden-
granskog, C.,Suikkari, A.M., Tiitinen, A. And Tuuri, T. (2001) The predictive value of pronuclear morphology of zygotes in the assessment of human
embryo quality. Hum. Reprod; 16,2177-2181. Scott, L.A.(2003) Pronuclear scoring as a predictor of embryo development. RBM Online, 6, 201-214.
Scott, L.A. and Sith, S. (1998) The successful use of pronuclear embryo transfer the day following oocyte retrieval. Hum. Reprod; 13,1003-1013. Scott,
L.A.,Alvero,R., Leondires, M. Miller,B.(2000) The morphology of pronuclear embryos is positively related to blastocyst development and implantation.
Hum. Reprod; 15, 2394-2403.

P. 34.
RELACION DE LA MORFOLOGIA ESPERMATICA Y DE LA EDAD MATERNA CON
LA TASA DE EMBARAZOS EN I.A.C.

B. Corcostegui, R. Mendoza, A. Expésito, A. Fernandez, O. Ramén, B. Prieto, JC. Melchor, R. Matorras.
Laboratorio Andrologia. URH. Hospital de Cruces.

Tipo: El laboratorio de embriologia

OBJETIVO: Valorar la influencia que la morfologia espermatica y la edad materna tienen sobre las tasas de embarazo en ciclos de inseminacién conyu-
gal (IAC).

MATERIAL Y METODOS: 186 ciclos de ciclos de IAC realizados en la Unidad de Reproduccion Humana del Hospital de Cruces (Vizcaya) durante el afio
2004. En ellos estudiamos la edad materna y la morfologia espermatica analizada con los criterios estrictos de Kruger tanto en el grupo en que se con-
siguié el embarazo (n=74) como en el que no se produjo gestacion (n=112). Unicamente han entrado en ciclo, pacientes con <40 afios.

RESULTADOS: No hemos encontrado diferencias significativas entre los grupos con embarazo o no en cuanto a la edad materna (34,52+3,40 vs
35,35+3,23) ni en cuanto a la morfologia espermética (16,11+8,25 vs 17,20+9,45).

CONCLUSIONES: En funcién de estos resultados no parece que en nuestro medio, ni la edad materna ni la morfologia espermatica tengan relacion con
la obtencién de un embarazo en ciclos de IAC.

o
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P. 35.
RENDIMIENTO EN CICLOS ICSI CON AGONISTAS vs ANTAGONISTAS DE LA GnRH

PR. Duque, LM. Menes, N Alonso-Buenaposada, M. Vazquez, R. Mendez, B. Manzano, PE. de la Fuente, C. Garcia-Ochoa.
Centro de Fertilizacion /n Vitro de Asturias (CEFIVA) Gijon.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: El objetivo de este estudio ha sido analizar si existe una relacion entre el protocolo de estimulacién ovarica (agonistas vs antagonistas de la
GnRH) y el rendimiento de la técnica, medido en términos de nimero de ovocitos totales, nimero de ovocitos maduros (MI1) obtenidos y porcentaje de
ovocitos maduros (MII) que presentan algin tipo de anomalia morfolégica.

METODOLOGIA: Estudio retrospectivo de 141 ciclos consecutivos de ICSI en los que se analizé la influencia del protocolo de estimulacion ovarica (37 ci-
clos con agonistas y 104 con antagonistas de la GnRH) sobre el ndmero de ovocitos totales, nimero de ovocitos maduros (MI1) obtenidos y sobre el por-
centaje de ovocitos maduros (MII) que presentaban algun tipo de anomalia morfolégica (alteraciones del citoplasma, de la zona peldcida, del corplscu-
lo polar o del espacio perivitelino).

RESULTADOS: Protocolo N N°Ovo Tot N°Ovo MII % Ovo MII %0vo MII con por ciclo por ciclo por ciclo anomalias Agonistas 37 5,91+3,07* 4,30+0,45*
72,55 52,13 Antagonistas 104 7,57+3,71* 5,76+3,07* 73,06 58,89 * (P<0,05) En los ciclos en los que se emple6 un antagonista de la GnRH se ob-
tuvo un mayor nimero de ovocitos totales por ciclo (P<0,05) que en aquellos en los que se empled un agonista, sin embargo no tuvo influencia sobre el
porcentaje de ovocitos maduros (MII) ni tampoco sobre el porcentaje de ovocitos maduros (MII) que presentaban anomalias morfolégicas.

DISCUSION: El protocolo de estimulacion ovarica (agonistas vs antagonistas de la GnRH) tuvo influencia sobre el niimero de ovocitos totales recuperados
tras la puncién, sin embargo no tuvo influencia sobre el porcentaje de ovocitos maduros (MIl). No se encontraron diferencias en el porcentaje de ovoci-
tos maduros (MII) que presentaban algln tipo de anomalia morfolégica. Este hecho, pondria de manifiesto que el descenso en el porcentaje de gesta-
cion descrito en la literatura con el uso de antagonistas, no estaria relacionado con la calidad ovocitaria.

CONCLUSIONES: 1. EI namero total de ovocitos recuperados por ciclo fue mayor cuando se empleé un antagonista de la GnRH. 2. EI porcentaje de ovo-
citos maduros (MII) obtenidos por ciclo fue similar en ciclos con agonista o antagonista de la GnRH. 3. No se encontraron diferencias entre los dos ti-
pos de protocolos en el porcentaje de ovocitos maduros (MIIl) con anomalias morfoldgicas.

P. 36.
DESCRIPCION MEDIANTE TECNICAS DE ANALISIS DE IMAGEN DEL PATRON MORFOMETRICO DE
EMBRIONES TRANSFERIDOS EN DiA 3 CON CAPACIDAD IMPLANTATORIA

A. Camarena, G. Pérez-Bermejo, |. Peinado, M. De la Orden, CC. Duque, I. Molina y P. Fernandez.
Hospital Universitario La Fe de Valencia.

Tipo: Gametos y Embriones
OBJETIVO: estudio de los aspectos morfométricos que caracterizan a los embriones transferidos e implantados en D+3 tras un ciclo FIV/ICSI.

METODOLOGIA: se analizaron prospectivamente 8 embriones transferidos a pacientes que se efectuaron una fecundacion in vitro en el Hospital
Universitario La Fe de Valencia de Febrero a Marzo del presente afio. El analisis morfométrico se realizd mediante el programa informatico de analisis de
imagen CRONUS 3.1. Los pardmetros estudiados fueron: diametro medio del embrién; perimetro, &rea seccién, didmetro méximo y minimo de las blas-
témeras; porcentaje y tamafio de los fragmentos; perimetro externo e interno, area seccion, grosor medio seccion y anomalias de la zona peltcida.

RESULTADOS: el analisis morfométrico del embrién implantatorio en D+3 viene definido por: diametro medio embrién (125+9um); perimetro (169+18um),
area seccion (2155+486pmz2), didmetro méaximo (57+7um) y minimo (46+7um) de las blastémeras; porcentaje y tamafio fragmentacion (90% embrio-
nes fragmentados (100% pequefio tamafio) pero siempre <150%); érea seccion (6665+2905um2), grosor medio seccion (19+4um), perimetro exter-
no(524+25um) e interno (400+13pm) de la zona peltcida.

CONCLUSIONES: Los embriones transferidos en D+3 cuyos parametros estén dentro de los rangos anteriormente citados, tienen un alto potencial implan-
tatorio.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Desau N, Goldstein J, Rowland DY, Goldfarb JM.: Morfological evaluation of human embryos and derivation of an embryo
quality scoring system specific for day 3 embryos: a preliminary study. Human Reproduction 2000; 15: 2190-2196. Giorgetti C,Terriou P, Auquier P,
Hans E, Spach JL, Salzmann J, Roulier R.: Embryo score to predict implantation after in-vitro fertilization: based on 957 single embryo transfers. Human
Reproduction 1995; 10: 2427-2431. Baczkowski T, Kurzawa R, Glabowski W.: Methods of embryo scoring in in vitro fertilization. Reproductive Biology
2004; 4: 5-22. Cohen J, Inge KL, Suzman M, Wiker SR, Wright G.: Videocinematography of fresh and cryopreserved embryos: a retrospective analysis of
embryonic morphology and implantation. Fertil Steril 1989; 51: 820-827. Ziebe S, Bangsboll S, Schmidt KL, Loft A, Lindhard A, Nyboe: Embryo qua-
lity in natural versus stimulated IVF cycles. Human Reproduction 2004; 19: 1457-60.
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P. 37.
ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS FACTORES CON INFLUENCIA EN
LAS TASAS DE EMBARAZO EN UN PROGRAMA FIV

T. Ganzabal', A Lépez de Larruzea!, A. Guembe?, F. Lucefio?, M. Mandiola?, JA. Agirregoikoa’, MR. Jiménez ! , G. Barrenetxea'*
Quirén Bilbao.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: Han sido muchos los factores que han sido relacionados con las tasas de éxito en un programa de fertilizacién in vitro (FIV). Sin em-
bargo, se hace necesario un estudio de la independencia de los factores predictores mediante un adecuado anélisis multivariante.

OBJETIVOS Conocer la influencia que de forma independiente puedan tener diferentes factores clinicos y de laboratorio en las tasas de éxito gestacional
en un programa FIV

MATERIAL Y METODOS: Se estudian de forma retrospectiva un total de 654 ciclos de fertilizacién in vitro llevados a cabo en Quirén Bilbao durante los
afios 2003 y 2004. No se incluyen en el presente analisis los ciclos en los que se realizé una transferencia de blastocistos. Asimismo, se excluye el
programa de ovodonacién. Se analizaron variables como la edad de las pacientes, nimero de intentos previos, ovocitos obtenidos, embriones fertiliza-
dos y transferidos, score embrionario (desarrollo y fragmentacién) y grado de dificultad de la transferencia embrionaria y su implicacion en las tasas de
embarazo e implantacién. Las variables cuantitativas se compararon mediante la t para muestras independientes (utilizando previamente la prueba de
Levene para homogeneidad de las varianzas). Se utilizaron tablas de contingencia y el test de 2 para variables cualitativas. Se aseguré la independen-
cia de los factores estudiados mediante un analisis multivariante.

RESULTADOS: Se estudiaron un total de 654 ciclos. En un 81,80% (n=535) de los ciclos la fertilizacion in vitro fue llevada a cabo mediante una microinyec-
cién espermatica. La edad media de las pacientes fue de 35,43+0,18 afios (25-49). Se registraron un total de 250 embarazos (38,2% por ciclo). Las tasas
de embarazo fueron diferentes en funcién del nimero de embriones transferidos (11,9%, 20,0%, 43,6% y 45,1% para transferencias de 1, 2, 3y 4 em-
briones respectivamente) (2 de Pearson 32,677; P=0,0001). La tasa global de implantacién fue del 18,4% por embrién transferido). También la posibilidad
de seleccién de embriones para la transferencia se asoci6 con unas superiores tasas de embarazo (49,0% vs 28,9%; 2=21,702; P=0,0001). EI score em-
brionario en lo que respecta a los 3 primeros embriones difirié de forma significativa en los ciclos en los que se consiguié un embarazo frente a los que se fra-
cas6 (P=0,0001). No encontramos diferencias en las tasas de embarazo en funcién del nimero de intento, ni de la mejor o peor visualizacién ecogréfica o di-
ficultad durante la transferencia. Mediante andlisis multivariante solamente la edad de las pacientes, el nimero de embriones transferidos, la existencia de
embriones sobrantes y el score del segundo embridn transferido demostraron una asociacién independiente con las tasas de embarazo.

CONCLUSIONES: Las tasas de embarazo en fertilizacion in vitro se asocian con parametros clinicos y de laboratorio aunque solamente algunos de ellos
soportan un analisis multivariante.

P. 38.
CARACTERISTICAS SEMINALES BASALES EN FUNCION DE LA ABSTINENCIA. ESTUDIO A PARTIR DE MUESTRAS
PREVIO A SU PROCESAMIENTO EN UN PROGRAMA DE INSEMINACIONES INTRAUTERINAS

T. Ganzabal', A Lépez de Larruzea', A. Guembe?, F. Lucefio?, M. Mandiola?, JA. Agirregoikoa’. Quirén Bilbao.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: Tradicionalmente, se ha dictaminado que la limitada produccion diaria de espermatozoides aconseja una abstinencia determinada para
conseguir una concentracion adecuada tanto cara a la reproduccion natural como en determinadas técnicas de reproduccién asistida.

OBJETIVOS: Conocer la variabilidad de diferentes caracteristicas seminales (volumen, concentracién espermatica, movilidad porcentual y absoluta) en
funcién de la abstinencia previa a la obtencién de la muestra.

MATERIAL Y METODOS: E| protocolo de tratamiento mediante inseminaciones intrauterinas con semen conyugal (IAC) en Quirén Bilbao incluye la reali-
zacién de 2 inseminaciones por ciclo. Ello permite, ademas de la obtencion de resultados ya comunicados, analizar las caracteristicas seminales ba-
sales en ambas muestras. La primera muestra (M1) es obtenida tras 3-4 dias de abstinencia. La segunda muestra (M2) se obtiene tras una abstinen-
cia inferior a 24 horas. Los parametros analizados incluyen volumen de la muestra, concentracion espermética, porcentaje de espermatozoides con mo-
vilidad progresiva rapida y/o movilidad progresiva lenta (en zig-zag) y nimero total de espermatozoides méviles. Se han comparado tales pardmetros en
ambas muestras mediante un analisis de la varianza para muestras independientes (tras la comprobacion de homogeneidad de los datos mediante la
prueba de Levene).

RESULTADOS: Se han analizado un total de 1984 muestras seminales (992 M1y 992 M2). Volumen (cc) Concentracién (millones/cc) M1 2,77+0,04
48,22+0,79 M2 2,29+0,03 43,93+0,70 F 87,58 16,57 p 0,000 0,000 Mov. Progresiva (A) (%) Mov. P. lenta (B) (%) Mov. Total (A+B) (%)
Espermatozoides moéviles (nx106) M1 8,76+0,30 35,90+0,57 44,66+0,65 54,84+0,65 M2 10,09+0,32 35,90+0,37 45,99+0,50 45,99+0,50 F
9,24 0,00 2,69 50,44 P 0,002 0,996 0,101 0,000 * media + error tipico de la media Tanto el volumen seminal como la concentracién de esperma-
tozoides fueron significativamente superiores tras una abstinencia de 3 dias. Aunque el porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva fue
superior el segundo dia (tras una abstinencia corta) el nimero total de espermatozoides moéviles fue significativamente superior tras la abstinencia pro-
longada (3 dias).

CONCLUSIONES: Una abstinencia de 3 dias permite la obtencion de una muestra seminal con una mayor concentracién de espermatozoides tanto total
como de espermatozoides moviles.

o
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P. 39.
PARAMETROS SEMINALES POST-PROCESAMIENTO Y RESULTADOS EN UN PROGRAMA DE INSEMINA-
CIONES INTRAUTERINAS CONYUGALES. ANALISIS MULTIVARIANTE

T. Ganzabal !, A Lépez de Larruzea !, A. Guembe?, F. Lucefio 2, M. Mandiola ?, K. Carbonero®. Quirén Bilbao.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: Las caracteristicas del semen obtenido tras el correspondiente procesamiento se han relacionado con las tasas de éxito en programas de
inseminaciones intrauterinas conyugales (IAC). Sin embargo, solamente un adecuado analisis multivariante es capaz de determinar aquellas que influ-
yen de forma independiente en los porcentajes de éxito gestacional.

OBJETIVO: Conocer los parametros seminales relacionados con la probabilidad de embarazo en un programa de inseminacién intrauterina.

MATERIAL Y METODOS: Se analizaron de forma retrospectiva un total de 828 ciclos realizados en 333 pacientes entre Enero de 2002 y Diciembre de 2004 en
Quirdn Bilbao. Se excluyeron los ciclos de inseminacién con semen congelado o de donante. Las parejas fueron incluidas en el protocolo de tratamiento una
tras completar el correspondiente estudio diagnéstico. Sélo se indico la IAC si el nimero de espermatozoides post-procesamiento con movilidad era igual o su-
perior a 5x106. . La capacitacion espermatica se realizd mediante gradientes de densidad (Pure Sperm® Nidacom) y lavado mediante G-Sperm® (Vitrolife).
Se programaron un maximo de 4 ciclos por pareja realizdndose 2 inseminaciones por ciclo. Dentro de los pardmetros seminales analizados, se incluyeron la
concentracion, el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva y total y el nimero absoluto de espermatozoides introducidos en cada inseminacion.
Se realizé un analisis multivariante para comprobar la independencia de los posibles parémetros seminales con capacidad de influencia en los resultados fi-
nales. El procedimiento multivariante permite un analisis de regresion para variables dependientes multiples con una o méas covariables.

RESULTADOS: Se diagnosticaron un total de 185 embarazos clinicos (22,34 % por ciclo). Cuarenta y uno de los embarazos no fueron evolutivos (abortos
0 ectopicos (22,16%). El andlisis de los parametros seminales no permitié determinar ningtn pardmetro seminal que influyera en la tasa de embarazos
(a diferencia de pardmetros clinicos) 95% IC P Dia 1 Concentracion -2,566 (-6,78)-(1,16) 0,232 Motilidad (%) 0,601 (-1,86)-(3,06) 0,632 Motilidad
progresiva (%) -0,594 (-3,33)-(2,15) 0,671 Espermatozoides méviles (nx106) -0,666 (-2,33)-(1,00) 0,443 Dia 2 Concentracién -3,100 (-6,81) - (0,61)
0,101 Motilidad (%) 1,884 (-0,47)-(4,24) 0,117 Motilidad progresiva (%) 0,365 (-2,33) - (3,06) 0,790 Espermatozoides moviles (nx106) -0,696 (-
2,16) - (0,77) 0,351 : Coeficiente corregido (Constante= -1,233)

CONCLUSIONES: A pesar de que tradicionalmente se han relacionado factores seminales con el éxito reproductivo en inseminaciones, los factores clinicos
parecen tener un mayor valor predictivo. Ello es explicable por el establecimiento de unos parametros minimos de capacitacién seminal para la realiza-
cion de esta técnica.

P. 40.
(ES POSIBLE REALIZAR CAMBIOS QUE MEJOREN LOS RESULTADOS DE LAS IAH?

M, Esbert, A. Calderon, M. Martin, G. Castillon, |. Sanchez, G. Calderon, A. Ballesteros. VI, Barcelona.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: La inseminacion artificial es una de las técnicas de reproduccion asistida mas comunes en el mundo y el porcentaje de éxito que se publica
hoy en dia varia entre un 13-18% por ciclo. Aunque aparentemente se trata de una técnica sencilla hay muchos factores que pueden influir en su éxito.

OBJETIVOS: Los objetivos de nuestro trabajo fueron dos. En primer lugar organizar y estabilizar el programa de inseminacion artificial en nuestro nuevo
centro y en segundo lugar superar la tasa de éxito por ciclo que refleja la bibliografia.

METODOLOGIA: Para que una pareja fuera incluida en el programa de IAH se intentaba que el REM diagnéstico del paciente fuera superior a 3 millones
de espermatozoides progresivos totales. La media de edad de las pacientes fue de 34,07+3,18 afios. La estimulacién de la paciente se consiguié me-
diante FSH, empezando el tercer dia de ciclo. La paciente acudié cada 2-3 dias a la clinica para ser valorada mediante ecografia y nivel de estradiol.
Cuando se consiguieron de dos a tres foliculos de 18-19 mm se suministré una inyeccién de hCG y tras 24 y 48 horas se procedi6 a la inseminacion in-
trauterina. Los principales puntos que se pretendieron seguir fueron: 1) la muestra se debia conseguir siempre en el masturbatorio de la clinica tras 3-
5 dias maximo de abstinencia; 2) se procedié tan pronto como fuera posible a la inseminacion artificial tras la recuperacion de los espermatozoides me-
diante gradientes de densidad; 3) se efectué un minucioso lavado del cérvix y vagina con medio de cultivo (HTF y estreptomicina al 10%, a 37°Cy 5%
C02) para retirar el moco; 4) se usé una canula suave (Wallace) intentando ser lo menos traumatico posible y sin la menor presencia de aire en dicha
canula; 5) la inseminacion se realizé bajo control ecogréfico

RESULTADOS: Se han realizado 40 inseminaciones intrauterinas a un total de 31 pacientes desde Diciembre de 2004 hasta Septiembre de 2005. Los re-
sultados de las inseminaciones han sido muy satisfactorias, consiguiendo un 32,5% de gestacién por ciclo y un 42,0% por paciente.

CONCLUSIONES: Aunque el nimero de casos realizados hasta la fecha es pequefio porque el centro acaba de abrir sus puertas, pensamos que las medi-
das que hemos tomado son adecuadas. Realizando el proceso lo mas cuidadosamente posible y minimizando el tiempo pasado tras la recuperacion de
los espermatozoides y la inseminacion se pueden elevar las probabilidades de embarazo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: *Ombelet W, Deblaere K, Bosmans E, Cox A, Jacobs P, Janssen M, Nijs M. Semen quality and intrauterine insemination.
Reprod Biomed Online. 2003 Oct-Nov;7(4):485-92 *Janne-Meije van Weert, Sjoerd Repping, Bradley J. Van Voorhis, Fulco van der Veen, Patrick M.M.
Bossuyt and Ben W.J. Mol Performance of the postwash total motile sperm count as a predictor of pregnancy at the time of intrauterine insemination: A
meta-analysis Fertility and Sterility, Volume 82, Issue 3 , September 2004, Pages 612-620 * Huang A, Ambartsumyan G, Ghadir S and . Decherney A.
Abdominal ultrasound-guided intrauterine inseminations (IUl) as a means of fellowship training for embryo transfers (ET) Fertility and Sterility, Volume
82, Supplement 2, September 2004, Pages S261-S261 *Yavas Y, Selub MR Intrauterine insemination (IUI) pregnancy outcome is enhanced by shorter
intervals from semen collection to sperm wash, from sperm wash to IUl time, and from semen collection to IUI time. Fertil Steril. 2004 Dec;82(6):1638-
47. *Paul B. Miller, M. Lee Acres, J. Glenn Proctor, H. Lee Higdon Il and William R. Boone Flexible versus rigid intrauterine insemination catheters: A
prospective, randomized, controlled study Fertility and Sterility, Volume 83, Issue 5, May 2005, Pages 1544-1546.
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P. 41.
LA MORFOLOGIA ESPERMATICA COMO CRITERIO FUNDAMENTAL PARA DETERMINAR LA TECNICA DE
FECUNDACION EN EL LABORATORIO DE FECUNDACION /N VITRO (FIV)

R. Herrer, J. Serna, L. Herrero, Rosario Barria, JA. Garcia-Velasco, Y. Minguez. IVI, Madrid.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: Determinar la importancia de la morfologia espermética a la hora de decidir la técnica de fecundacién (FIV convencional o microinyeccion in-
tracitoplasmatica, ICSI) en el laboratorio de FIV.

METODOLOGIA: Estudio retrospectivo de 105 primeros ciclos de FIV/ICSI con morfologia espermatica realizada el mismo dia de la aspiracion ovocitaria
0 con seminograma previo en el centro, de los que se realizaron 101 transferencias. Se han estudiado un total de 1365 ovocitos. La media de edad de
las pacientes fue de 34 afios. Se obtuvo una media de 13,6 ovocitos por aspiracién, de los cuales un 48% se destinaron a FIV convencional, mientras
que un 52% se microinyectaron. La tasa de fecundacién fue de un 58% tanto en FIV como en ICSI y se transfiri6 una media de 2,3 embriones en dia
+2 6 +3 de desarrollo. La tasa de gestacion fue de un 53% y la de implantacién de un 29,6, siendo la de gestacion gemelar de un 28% y la de triples
de un 3,7%. Para cada paciente se calcul6 la tasa de fecundacion con FIV'y con ICSI y la concentracién de espermatozoides progresivos normales (EPN)
de cada muestra seminal en fresco, diferenciandose en cuatro grupos: Grupo I: ciclos con hasta 0,2 millones/ml de EPN; Grupo Il: ciclos entre 0,3 y
0,4 millones/ml de EPN; Grupo Ill: ciclos entre 0,5y 0,6 millones/ml de EPN; Grupo IV: ciclos entre 0,7 y 1,5 millones/m| de EPN; Grupo V: ciclos en-
tre 1,6 y 2,3 millones/ml de EPN; Grupo VI: ciclos entre 2,4 y 6,4 millones/ml de EPN, dltimo valor del estudio (TABLA 1).

RESULTADOS: Tabla 1- Tasa de fecundacién con FIV y con ICSI en funcién de la concentracién de espermatozoides moéviles progresivos normales. Se
comparan los ovocitos fecundados con FIV'y con ICSI en cada grupo.

TASA FECUNDACION FIV TASA FECUNDACION ICSI
Grupo . 52% (63/122) 60% (84/141)
Grupo Il 57% (74/129) 54% (76/144)
Grupo |l 64 (78/121) 57 (68/120)
Grupo IV 57 (62/108) 71 (78/109) P<0,001 chi square
Grupo V 46%(47/101) 57 (54/94)
Grup VI 67% (56/84) 59%(54/92) P<0,001 chi square

CONCLUSIONES: La morfologia espermatica por si misma no es un criterio determinante a la hora de elegir la técnica de fecundacién en el laboratorio
de FIV, ya que para los tres primeros grupos no hay diferencias significativas. Curiosamente, en los grupos IV y VI si se aprecia diferencia estadistica,
que sera objeto de estudios posteriores.

BIBLIOGRAFIA: - M. Planchot et al. Outcome of convencional IVF and ICSI on sibling oocytes in mild males factor infertility.; Hum. Reprod vol 17, No2, pp 362-
369, 2002. - Grigoriou O, et al. Impact of isolated teratozoospermia on the outcome of intrauterine insemination; Fertil. Steril. 2005, Mar; 83 (3), 773-5.

P. 42.
TASAS DE DIVISION E IMPLATACION DE PREEMBRIONES BIOPSIADOS: DGP

MJ. Iglesias, L. Peralta, MJ. Lépez, M. Grafia. ZYGOS, Centro Gallego de Reproduccién, Santiago de Compostela.

Tipo: Gametos y Embriones
OBJETIVOS: Comparar el ritmo de divisién de los preembriones normales y afectos, antes y después de la extraccion de la blastémera (1 o 2 segln el ca-
so) *Evaluar la tasa de implantacién/ciclo de los preembriones biopsiados.

METODOS: Se estudiaron 177 preembriones procedentes de un total de 25 ciclos estudiados que se desglosan del siguiente modo: *en 9 ciclos se re-
alizo el estudio para 9 aneuploidias (XY, 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22). *en 8 ciclos con translocaciones - 46XY t(11,22) (q23,q11) - 46XX t(2,21)
(q35,922) - 46XX t(2,7) (q31,p13) - 45XX der(13,14) (q10,q10) - 46XX t (5,8) (q13, q24) *y el resto de los ciclos eran estudios de enfermedades
monogénicas (distrofia mioténica, fibrosis quistica) o ligadas al sexo (hemofilia, retinosis pigmentaria y adrenoleucodistrofia) Se contabilizé el nimero
de embriones sanos transferidos y la tasa de implantacién.

RESULTADOS Tasa de divisién embrionaria (ritmo de divisién antes/después de la extraccién de la blastomera)

Ritmo de divisién %

N°embriones N/N N/L N/R | L/N |L/L LR |RIL |R/N |R/R |-/DEG
SANOS 69 |52.17 | 23.19 | 725 | 145 435 | 145 | 145 145 |0 7.25
AFECTOS 108 | 55.56 | 20.37 | 0.93 | 3.70 | 3.70 | 2.78 | 093 | O 0 11.11

N: normal, cuatro blastémeras el dia +2, ocho el dia +3 y blasto temprano dia +4 L: lento R: rapido

- Tasa de implantacién
De un total de 177 preembriones estudiados 69 (38,98%) eran sanos y 108 (61,02%) eran portadores de alguna anomalia, De los sanos, 48 son trans-
feridos y se consigue implantacién en 8 de los ciclos realizados: *tasa de implantacion/ciclo: 32%

CONCLUSIONES: En base a los resultados obtenidos de los ciclos de DGP llevados a cabo en nuestro centro, hemos concluido: 1. No existen diferencias
significativas en cuanto al ritmo de division de preembriones sanos y afectos, antes y después de la extraccion de la blastémera. 2. Se observa una bue-
na tasa de implantacion de los preembriones biopsiados, teniendo en cuenta que solo el 38,98% son sanos.

o
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P. 43.
TASA DE FECUNDACION Y GRADO EMBRIONARIO EN FUNCION DEL
NUMERO DE 0VOCITOS RECUPERADOS EN CICLOS DE FIV/ICS

L. Peralta, MJ. Iglesias, MJ. Lopez, M. Grafia. ~ ZYGOS, Centro Gallego de Reproduccién, Santiago de Compostela.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS: Evaluar las tasas de fecundacién y grado embrionario en funcién del nimero de ovocitos recuperados mediante puncion folicular en ciclos de
FIV/ICSI.

METODOS: Se realizé un recuento del niimero de ovocitos obtenidos tras puncién folicular en 34 ciclos de FIV/ICSI. Debido a su homogeneidad en eda-
des (18-30 afios) y estado fisico, se considerd el grupo de las pacientes donantes como el méas idéneo. Quedan excluidos del estudio aquellos ciclos de
ovodén con factor masculino severo. Se evalud la aparicién de 2PN a las 16-18 horas tras la microinyeccion (ICSI) y posteriormente, en dia +2, se va-
loro el grado embrionario (tamafio de sus blastémeras y presencia de fragmentos citoplasmaticos). Los ciclos se dividieron en tres grupos segln el nu-
mero de ovocitos recuperados: * grupo A: <10 * grupo B: entre 11 y 20 * grupo C: >21 Los parametros a seguir en la clasificacién embrionaria fueron:
* grado 1: blastémeras iguales y sin fragmentos citoplasmaticos (menos del 5%) * grado 2: blastémeras iguales con algo de fragmentacion (mas del 5%)
* grado 3: blastémeras desiguales con fragmentacion (mas del 5%) * grado 4: no se puede diferenciar una blastémera de un fragmento citoplasmatico.

RESULTADOS:

Tasa de Fecundacién Grado embrionario

GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO A GRUPO B GRUPO C
N° ovocitos total | 59 192 421 Grado 1 15 (65.21%) 24 (35.29%) 72 (39.13%)
N° maduros 40 126 280 Grado 2 2 (8.69%) 22 (32.35%) 64 (34.78%)
2PN 23 7 191 Grado 3 5(21.74%) 18 (26.47%) 41 (22.28%)
% fecundados 57.5% 57.9% 68.21% Grado4 1 (4.35%) 4 (5.88%) 7 (3.8%)

CONCLUSIONES: 1. No se observan diferencias en la tasa de fecundacién con respecto al nimero de ovocitos recuperados. 2. Se observa una mejor cali-
dad embrionaria en los ciclos en los que el numero de ovocitos recuperados es igual o menor a 10 3. Se considera estimulacién “6ptima” aquella que
permita obtener hasta 10 ovocitos en la puncién folicular.

P. 44.
EVOLUCION DE LOS EMBRIONES MULTINUCLEADOS EN DIA +2,
DEPENDIENDO DEL NUMERO DE BLASTOMERA

M. Vila, E. Ferrer, C. Calatayud, M. Ruiz
CREA, Centro Médico de Reproduccién Asistida, Valencia.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS : Valorar la multinucleacion en embriones con 2 y 4 células. el primer dia de divisién (D+2) y ver coémo afecta a la tasa de formacién de blas-
tocisto en D+5.

METODOLOGIA: Se incluyeron en el estudio sélo aquellos embriones (n= 474) en los que se observaron los nticleos de todas sus células en D+2, y que no
fueron seleccionados para su transferencia en D+3, siendo cultivados en medios secuenciales y valorandose su desarrollo hasta el quinto dia de cultivo
(D+5). Todas las observaciones se realizaron mediante microscopio invertido a 400 aumentos.

RESULTADOS: En D+2, el 48,2% de los embriones con 2 células presentaron multinucleacién en alguna de sus células, mientras que en embriones con
4 células, este porcentaje fue del 4,7%. Realizado el seguimiento hasta blastocisto, encontramos que los embriones no transferidos que presentaban 4
células en D+2, alcanzaron en un 28,7% el estadio de Blastocisto Tipo A en D+5 (blastocisto expandido y con botén embrionario bien delimitado) si no
estaban multinucleados, mientras que si lo estaban, lo alcanzaron en un 7,4% (P<0,001). Los embriones que presentaron 2 células en D+2, alcanza-
ron en un 10,2% el estadio de Blastocisto Tipo A en D+5 si no estaban multinucleados, mientras que si lo estaban, lo alcanzaron en un 4,7%.

DISCUSION: Seglin nuestros resultados, cuando hemos podido observar nicleos en todas las blastémeras el primer dia de division, los embriones con 2
células tienen 10 veces mas posibilidades de ser multinucleados que los embriones con 4 células. Dada la relacion entre multinucleacion y alteraciones
cromosémicas, consideramos que este dato puede ser muy interesante, ya que nos podria indicar que en muchos casos, los embriones con 2 células en
dia +2 podrian ser multinucleados atin cuando no les pudiéramos observar los nicleos de todas sus célula, lo que ocurre en un 53% de las veces.

CONCLUSIONES: - Aproximadamente la mitad de los embriones con 2 células en D+2, presentaron multinucleacién. - Los embriones multinucleados en
D+2 y con 4 células alcanzaron en menor medida el estadio de blastocisto que los embriones no multinucleados. - Los embriones en D+2 con 2 célu-
las, tuvieron una baja tasa de formacion de blastocisto, independientemente de que estuvieran o no multinucleados.
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P. 45.
INFLUENCIA DE LA TECNICA EMPLEADA PARA EL PROCESADO DEL
SEMEN EN TRA Y EL SEXO DEL EMBRION

FJ. Guijarro, M. Gago, JA. Guijarro, S. Cortés, E. Ovejero. Clinica Tambre, Madrid.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: Valorar si alguno de los pardmetros utilizados en laboratorio en las técnicas de reproduccién asistida influye en el sexo de los embriones im-
plantados.

MATERIAL Y METODOS: Hemos analizado retrospectivamente los 300 (ltimos bebés nacidos de un embarazo conseguido mediante FIV o ICSI en nuestra
clinica. Para cada uno de ellos hemos analizado el sexo del recién nacido, la edad materna, la técnica de procesado del semen, el dia de la transfe-
rencia embrionaria y el ndmero de embriones transferidos, valorando si se habia realizado ovodonacién o criotransferencia. No hemos analizado de for-
ma independiente la técnica de fecundacion utilizada dado que de forma sistematica en nuestro centro empleamos la técnica de gradientes de densi-
dades de dos fases para los casos de FIV o FIV-ICSI y la técnica de swim-up para los casos de ICSI. Para el andlisis estadistico hemos empleado test
de chi cuadrado, anélisis de varianzas (ANOVA) y regresion logistica multivariante de Cox.

RESULTADOS: Las mayores diferencias en el sexo de los recién nacidos se dan en relacién a la técnica de procesado del semen utilizada, con un 54,5% de
mujeres cuando usamos técnica de gradientes y un 54,5% de varones cuando la técnica empleada es swim-up. Ninguna de las variables analizadas ofrece di-
ferencias estadisticamente significativas (P>0,05). Sin embargo, si empleamos para el analisis una regresién logistica multivariante que nos permite valorar
la influencia en el sexo fetal de cada uno de los parametros incluidos sin el sesgo de confusion del resto de parametros, vemos como, efectivamente, el Uni-
co que influye de manera significativa en la relacién de sexos de los nacidos es la técnica de procesado del semen empleada (OR:1,84; P<0,05)

CONCLUSIONES: Aunque sin ninguna utilidad practica para su utilizacién en la eleccion del sexo en TRA como algunos autores han propuesto, dado que
el porcentaje de concordancia entre resultados pronosticados y reales es tan solo del 54,5%, nuestros resultados confirman una influencia significati-
va de la técnica de procesado de semen en la relacion de sexos de los embarazos resultantes. Cuando se utiliza la técnica de swim-up se obtiene una
proporcién discretamente superior de varones que cuando se emplea técnica de gradientes.

P. 46.
CORRELACION DE LA MORFOLOGIA ESPERMATICA OBSERVADA AL
MICROSCOPIO INVERTIDO CON EL PATRON PRONUCLEAR Y EL DESARROLLO EMBRIONARIO

C. Albert, M. Meseguer, J. Zulategui, B. Gadea, JL.Romero, MJ. de los Santos. IVl Valencia.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: Se sabe que la calidad espermatica puede influir en la fecundacién asi como en la capacidad de blastulacién embrionaria (Bourne, 1995).
La teratozoospermia es una de las causas por las que se puede indicar ICSI. La calidad seminal puede dificultar en mayor o en menor grado la selec-
cion de espermatozoides normales para microinyectar. EI objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la inyeccién de espermatozoides con
apariencia normal o anormal sobre el patrén pronuclear de los zigotos (Scout, 2000; Gamiz, 2003) y posterior desarrollo embrionario.

MATERIALES Y METODO: Estudio retrospectivo en el que se incluyeron un total de 8889 ovocitos de 762 pacientes de donacion de ovocitos con utiliza-
cion del la ICSI como técnica de inseminacién. Los criterios de inclusién en el estudio fue que el semen presentara de 0-5% de normales utilizando
el criterio estricto de Kruger. La inyeccion fue realizada a 600x con un microscopio Olympus equipado con dptica Hoffmann. El puntaje pronuclear que
utilizamos de rutina en la valoracién de la fecundacién se agrupa en tipo 1, 2, 3 y 4 previamente descrito por (Gamiz, 2004) El anélisis estadistico se
realizd utilizando el paquete estadistico del SPSS, los tests de chi- cuadrado y Anova fueron utilizados para analizar las diferencias entre grupos.

RESULTADOS: En general, la microinyeccién de ovocitos con espermatozoides anormales, dio lugar a un incremento significativo del patrén pronuclear
tipo 3 en comparacion con el obtenido al microinyectar espermatozoides aparentemente normales (14,6% vs 10,5%), P<0,05. Para evaluar el efecto
de la concentracion en el resultado del ICSI, se establecieron 2 grupos en funcién de la concentracién de espermatozoides: 10 millones o menos (gru-
po A) y mas de 11 millones (grupo B). En el grupo B encontramos que la microinyeccion de espermatozoides anormales daba lugar a un incremento
significativo del patrén tipo 3 (15,3% vs 10,5% P<0,05) y disminucién del tipo 1 (27,3% vs 33,2 P<0,05). Si embargo, en el grupo A, no se obser-
v6 ninguna influencia sobre el patrén pronuclear en funcion del tipo de espermatozoide utilizado para la microinyeccién. En cuanto al desarrollo em-
brionario observamos que el grupo A la inyeccion de espermatozoides anormales da lugar a una menor proporcién de blastocistos que cuando se logran
inyectar espermatozoides normales 6,8 vs 19,6% respectivamente. Mientras que en el grupo B no se observaron tales diferencias. Por otro lado, eva-
luamos el efecto de la movilidad de la muestra y diferenciamos 3 grupos: hasta 10% de progresivos (C), entre 11y 20% ( D) y entre 21 y 50% (E).
En los grupos D y E, observamos, significativamente, mas zigotos con patrén pronuclear tipo 3 al microinyectar espermatozoides anormales (21,4 vs
9,1,y 14,9 vs 10,0%, P<0,05 respectivamente.). Ademas, en el grupo E encontramos menos blastocistos en dia 5 de desarrollo al microinyector con
espermatozoides anormales. 9,5 vs 17,6%, P<0,05.

CONCLUSIONES: La microinyeccion de espermatozoides anormales, procedentes de muestras seminales con grado de teratozoospermia grave o modera-
da, dan lugar a un mayor porcentaje de zigotos con peor prondstico pronuclear asi como embriones con menor capacidad de desarrollarse hasta blas-
tocisto. Si embargo, este fenémeno desaparece a medida que las caracteristicas seminales se vuelven mas patolégicas. En muestras seminales mode-
radamente patolégicas la microinyeccion de espermatozoides normales puede mejorar el resultado reproductivo de un ciclo de ICSI.

BIBLIOGRAFIA: 1. Bourne H..Reprod Fertil Dev. 1995;7(2):237-45. 2. Scott L. Hum reprod. 2000. 2394-2403. 3.
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P. 47.
INFLUENCIAS ESTACIONALES EN LA CALIDAD DEL SEMEN

M. Gago, FJ. Guijarro, JA. Guijarro, L.Gonzalez-Viejo, P. Lépez. Clinica Tambre, Madrid.

Tipo: Gametos y Embriones
OBJETIVO: Valorar la influencia de la temperatura ambiental y sus cambios estacionales en la calidad del semen.

MATERIAL Y METODOS: Hemos analizado retrospectivamente un total de 16612 muestras de semen recibidas en nuestro centro durante un periodo de més
de 18 afios, desde Septiembre de 1986 a Diciembre de 2004, recogiendo la concentracién de espermatozoides y su movilidad. Para su clasificacion se
han seguido las recomendaciones diagnésticas de la OMS considerado oligozoospermia cuando el recuento en fresco no alcanzaba los 20 millones de es-
permatozoides por mililitro (independientemente de la movilidad); astenozoospermia cuando la movilidad activa (rapida + lenta) no alcanzaba el 45% de
los espermatozoides (independientemente de su recuento); oligoastenozoospermia cuando se daban ambos diagnésticos y normozoospermia cuando tan-
to el recuento como la movilidad superaban los limites citados. Estos datos han sido cruzados con los datos meteorolégicos mensuales de temperatura
media e indice de radiacion global proporcionados por el Instituto Nacional de Meteorologia. La media mensual de la temperatura media diaria pertene-
ce al Centro meteorolégico de Getafe y el indice de radiacién global media corresponde al Centro meteorolégico de Ciudad universitaria. Para el analisis
estadistico hemos utilizado el test de Kolmogorov-Smirnov para confirmar la distribucion Normal de la muestra, el test de correlacion de Pearson, el ana-
lisis de varianzas (ANOVA) y el test de regresion lineal simple.

RESULTADOS: La variacion del nimero de espermatozoides con respecto a las variables meteorolégicas analizadas se ajusta a un modelo de regresion li-
neal simple (P<0,001), observando un descenso con el aumento de cada una de ellas, especialmente con la variacién en la temperatura media diaria.
El efecto de la radiacion, sin embargo, parece ser un artefacto pues desaparece cuando controlamos su efecto con las variaciones de la temperatura, co-
mo demuestra el modelo de regresion lineal maltiple. El efecto de la temperatura, sin embargo, se mantiene, independientemente de las variaciones en
el indice de radiacion y de las variaciones anuales. Igualmente observamos un discreto incremento de la movilidad espermatica tanto con el aumento de
la radiacion como con el de la temperatura, si bien, solo el efecto de la temperatura es independiente tanto de la radiacién diaria como de la evolucién
anual. El diagndstico de oligozoospermia aumenta linealmente con el incremento de las radiaciones y la temperatura, aunque sélo el aumento de la tem-
peratura influye de forma independiente en un incremento de los casos de oligozoospermia. Respecto a la movilidad, el diagnéstico de astenozoosper-
mia disminuye ligeramente con un aumento de las temperaturas, lo que compensa el efecto anterior y hace que el porcentaje de espermiogramas alte-
rados vs normozoospérmicos no se vea alterado de forma significativa con los cambios de temperatura.

CONCLUSIONES: Las variaciones estacionales inciden en leves cambios en las muestras espermaticas por una influencia de la temperatura més que del
indice diario de radiaciones. En este sentido el aumento de temperatura de los meses estivales se relaciona con un descenso en la produccion esper-
matica que se ve compensado con un aumento de la movilidad. Compensacién que provoca que no se aprecien cambios apreciables en los diagnésticos
de los espermiogramas en funcion de la temperatura.

P. 48.
RESULTADOS DE FIV-ISCI CON RECUPERACION ESPERMATICA QUIRURGICA TESTICULAR:
DETERMINANTES CLIiNICOS Y ANALITICOS

A. Garcia', JA. Arras?, O. Martinez-Passarell', O. Lépez!, A. Mata' , L. Bassas '?
!Laboratorio de Seminologia y Embriologia, *Servicio de Andrologia - Fundacié Puigvert, Barcelona.

Tipo: Gametos y Embriones
OBJETIVO: Describir nuestra experiencia en FIV-ICSI con recuperacion espermatica quirdrgica testicular (REQt) y los factores que intervienen en sus resultados.

METODOLOGIA: Se realizé un estudio descriptivo retrospectivo en el que se incluyeron todas las parejas tratadas mediante FIV-ICSI con REQt (n=82) du-
rante los afios 2002 a 2004. Se realizaron 98 procedimientos de FIV-ICSI con REQt (12 parejas realizaron 2 ciclos, y 2 parejas 3 ciclos). La edad mas-
culina media fue 37,3 afios (rango 25 - 58), y la edad femenina media fue 33,3 afios (rango 24 - 49). En 69 ciclos (70,4%) la espermatogénesis esta-
ba conservada (35 azoospermias obstructivas, 23 agenesias bilaterales de conductos deferentes, 7 casos de aneyaculacion, 4 casos de astenozoosper-
mia total), mientras que en 29 procedimientos (29,6%) habia un fallo testicular severo (19 azoospermias secretoras, 10 criptozoospermias). En el 64,3%
de los ciclos se usaron gametos procedentes de pulpa testicular en fresco y en el 35,7% espermatozoides testiculares congelados.

RESULTADOS: La tasa de fecundacion global media de los oocitos microinyectados fue del 54,2%, dando lugar a 4,0+2,8 (media+DE) embriones, de los
cuales el 73% eran de buena calidad (1+2). La tasa de gestacién por puncién fue del 50,0%, la tasa de implantacién fue 32,7%, y la de abortos al-
canz6 el 18,4%, y la proporcién de ciclos con nacidos vivos fue del 40,8%. No se apreciaron diferencias significativas en las tasas de fecundacién
(54,2% vs 54,4%) entre los ciclos con REQt en fresco (REQt-F) o congelada (REQt-C), ni en la proporcion de embriones de buena calidad (70,8% vs
77,3%). También fueron similares los ciclos con gestacion (50% REQt-F, 47,6% REQt-C) y la tasa de implantaciéon (30,4% REQt-F, 37,1% REQt-C), ta-
sa de abortos (26,6% REQt-F, 5,2% REQt-C) y tasa de nifios nacidos vivos (34,9% REQt-F, 51,4% REQt-C). La concentracién de espermatozoides re-
cuperados fue 0,195+0,18 millones en pacientes con espermatogénesis normal (N) y 0,092+0,11 millones en hombres con fallo testicular (FT). Las ta-
sas globales de fecundacién fueron similares en ambos grupos (54,9% en N vs 54,5% en FT), y s6lo mostraron descensos significativos por debajo de
50000 espermatozoides recuperados. Cuando la REQt fue menor de 10.000 espermatozoides la tasa de fecundacién bajé a 23,3%. También fueron
equivalentes los porcentajes de embriones de buena calidad (71,7% en Ny 76,7% en FT) y las gestaciones conseguidas 50,7% en Ny 48,2% en FT.
No se observd mayor frecuencia de abortos en el grupo FT (14,3%) que en los casos N (20%). La movilidad inicial de los gametos testiculares no influ-
yo en la fecundacion (56,2% sin movilidad, 60,1% con alguna movilidad) ni en la tasa de gestacion (45,5% vs 51,7% respectivamente).

CONCLUSIONES: Los datos de nuestra serie de FIV-ICSI con REQt 1) permiten identificar el principal factor limitante de eficacia (~10000 espermatozoi-
des recuperados); 2) confirman que las variables analiticas y analiticas influyen poco en los resultados clinicos; 3) muestran que los gametos masculi-
nos congelados mantienen un excelente potencial reproductivo.
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P. 49.
PAPEL DEL HATCHING ASISTIDO EN LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES CONGELADOS

L. Molina, MJ. Figueroa, P. Velarde, J. Girén, L. Fernandez, A. Gonzalez.
Centro Avanzado de Fertilidad, Jerez de la Frontera

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS: Se considera al hatching asistido una técnica capaz de incrementar la tasa de embarazo en pacientes con pobre pronéstico. En nuestro es-
tudio comparamos, retrospectivamente, la eficiencia del hatching asistido en transferencias de embriones crioconservados.

MATERIAL Y METODOS: Hemos realizado un estudio retrospectivo, que incluye X(194)* ciclos de transferencia de embriones congelados, de los cuales
X(125)* fueron realizados sin hatching asistido, y X(69)* se llevaron a cabo con la previa realizacién de hatching asistido; una hora antes de la trans-
ferencia embrionaria, se realiza el hatching utilizando acido Tyrode, y la transferencia embrionaria se hace bajo el control de ecografia guiada.

RESULTADOS: De las 125* transferencias efectuadas, sin hatching asistido, tan s6lo 16* resultaron en embarazo, lo que supone una tasa de embarazo
del 12,8%.* Mientras que de las 69* transferencias embrionarias que se realizaron tras la practica del hatching, se obtuvieron un total de 17* emba-
razos, lo que supone una tasa de embarazo del 24,63%*.

DISCUSION: Al comparar las tasas de embarazo obtenidas, de las transferencias de embriones congelados sin realizar y realizando el hatching, se apre-
cia una diferencia considerable y significativa* entre los resultados. El estudio estadistico de estos datos demuestra Ia existencia de diferencia signifi-
cativa entre realizar o no el hatching asistido.

CONCLUSIONES: Nuestros resultados muestran que la realizacion de hatching asistido, utilizando acido Tyrode, incrementa la tasa de embarazo en la
transferencia de embriones congelados.

BIBLIOGRAFIA: 1.- The role of assisted hatching in in Vitro fertilization : a review of the literature. Practice Committee of the American Society foor
Reproductive Medicine, American Society for Reproductive Medicine, Birmingham, Alabama, USA. Fertil. and Esteril., 82 Suppl 1:S164-5, Sep 2004.
2.- Assited hatching improves implantation rates on cryopreserved-thawed embryos. A randomized prospective study. Gabrielsen A., Agerholm I., Toft B.,
Hald F, Petersen K., Aagaard J., Feldinger B., Lindenberg S., Fedder J. Human Reproduction 19(10):2258-62;0ct 2004.

*Todos estos datos estan pendientes de confirmar, ya que hemos afiadido nuevos datos al estudio y estamos a la espera de obtener los resultados de los
test de embarazo, y puede haber alguna modificacion.

P. 50.
USO DEL MEDIO DE TRANSFERENCIA EMBRIONARIA EMBRYOGLUE® EN COMBINACION CON HTF

A. Santana, E. Gémez, D. Lépez, B. Amorocho, M. Nicolas, L. Fernéndez, J. Landeras
IVI, Murcia.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS: Diferentes casas comerciales de medios de cultivo para fecundacién in vitro han desarrollado en los dltimos afios un medio especifico de
transferencia embrionaria. Estos medios estan enriquecidos con hialuronato, un glicosaminoglicano que favorece la adhesién célula a célula, entre otras
propiedades. El objetivo de este estudio fue comprobar si el medio de transferencia EmbryoGlue® (Vitrolife) incrementaba nuestras tasas de gestacion
e implantacién, cuando el medio utilizado para el cultivo celular hasta dia 3 era HTF (produccién propia).

METODOLOGIA: Estudio prospectivo, llevado a cabo en el IVl Murcia desde el 1 de enero de 2004 hasta el 31 de agosto de 2005. Fueron analizadas las
tasas de gestacion e implantacion de transferencias en dia 3 de pacientes de FIV/ICSI (n=626) y de ovodonacion (n=91). Los embriones fueron depo-
sitados en un medio de transferencia u otro aleatoriamente. Para la transferencia se utilizd una placa Falcon® de pocillo central (ref. 353037). Los
embriones fueron pasados a esta placa con HTF o EmbryoGlue® entre 5y 10 minutos antes de realizar la transferencia. El anélisis estadistico se rea-
lizd utilizando el test de Chi cuadrado.

RESULTADOS: En 389 pacientes de FIV/ICSI se realizd la transferencia en medio HTF, el mismo con el que se habian cultivado los embriones hasta dia
3. En 237 pacientes la transferencia se realizd en medio EmbryoGlue®. Ambos grupos de pacientes eran homogéneos. Las tasas de gestacion fueron
43,7 y 39,7% respectivamente. Las de implantacion 30,7 y 30%. En 41 pacientes de ovodonacidn se realizé la transferencia en medio HTF. En 50
pacientes la transferencia se realiz6 en medio EmbryoGlue®. Ambos grupos de pacientes eran homogéneos. Las tasas de gestacion fueron 51,2 y 44
% respectivamente. Las de implantaciéon 37,9y 29,9 %.

CONCLUSIONES: Tras el andlisis de nuestros resultados, podemos concluir que cuando los gametos, cigotos y embriones se cultivan en medio HTF, la
utilizacion del medio de transferencia EmbryoGlue®, no produce ninglin incremento en las tasas de gestacion e implantacion. En este momento esta-
mos comprobando los posibles beneficios del medio de implantacion utilizando los medios de cultivo embrionario de la serie Ill de Vitrolife.
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P. 51.
GRADO DE CUMPLIMIENTO DE LAS ESPECIFICACIONES DE CALIDAD ANALITICA
BASADAS EN LA VARIABILIDAD BIOLOGICA PARA EL ANALISIS DE SEMEN

Aguilar J**, Alvérez C*, Yoldi A**, Fernadez A**, Vergara F**, Ramirez JP**, Duran I°, Castilla JA*¢ y Morancho-Zaragoza J.”
Clinica Avicena, Jaen.

Tipo: Gametos y Embriones

Introduccion: Actualmente existen normas y sistemas que monitorizan la actividad de los laboratorios, los cuales contribuyen a prevenir el incumplimiento
de los niveles de calidad exigible (especificaciones de calidad).

OBJETIVOS: El objetivo del estudio es comprobar en qué medida se cumplen las especificaciones de calidad analitica basadas en la variabilidad biol6-
gica. para el anélisis de semen

MATERIAL Y METODOS: Las caracteristicas seminales estudiadas fueron concentracion, motilidad total, rapida y rapida progresiva, morfologia y vitalidad.
Los datos relativos a los coeficientes de variacion biolégica y los basados en el estado del arte fueron obtenidos de estudios previos del grupo (Alvarez
et al., 2003; Castilla et al., 2005) y empleando el modelo de especificaciones de calidad de tres niveles: éptimo (£1.65*0,75CVBw + 0,375 (CVBw 2
+ CVBb 2)1/2 ), deseable ((£1.65*0,75CVBw + 0,250 (CVBw 2 + CVBb 2 )1/2 ) y minimo (£1.65*0,75CVBw + 0,125 (CVBw 2 + CVBb 2 )1/2 )) pro-
puesto por Fraser et al. (2001), donde CVBw es el coeficiente de variacién bioldgica intraindividual y CVBb el coeficiente de variacién biolégica entre
individuos. Utilizando las graficas del estado del arte se determin6 el nimero de laboratorios que alcanzaban los diferentes niveles de especificacién
para el error total basado en la variabilidad biolégica.

RESULTADOS: Mas del 80% de los laboratorios que respondieron al menos al 75% de las muestras alcanzaron al menos el nivel minimo para concen-
tracién y motilidad total y progresiva. Méas del 55% de los laboratorios que respondieron al menos al 75% de las muestras al menos el nivel minimo pa-
ra la vitalidad. Solamente el 30% de los laboratorios que respondieron al menos al 75% de las muestras alcanzan al menos el nivel minimo para la mor-
fologia y la movilidad rapida progresiva.

CONCLUSIONES: La metodologia y tecnologia empleada por los laboratorios participantes parece la adecuada para determinar concentracién, movilidad
total y progresiva y vitalidad, sin embargo no es asi para movilidad rapida progresiva y morfologia.

P. 52.
CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS EN DIA 2 DE EMBRIONES CON CAPACIDAD IMPLANTATORIA

G. Pérez-Bermejo, A. Camarena, |. Peinado, M. De la Orden, T. Garcia-Gimeno, A. Cabo y A. Romeu
Hospital Universitario La Fe de Valencia.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: Estudio de los parametros morfométricos en dia 2, que caracterizan a los embriones evolutivos e implantados tras ser transferidos en un ciclo
de fecundacion in vitro.

METODOLOGIA: Se analizaron prospectivamente 19 embriones transferidos tras realizar la técnica de FIV o ICSI en el Hospital Universitario La Fe de
Valencia de Febrero a Julio del 2005. Para el analisis morfométrico se utilizé el programa informatico de anélisis de imagen CRONUS 3.1. Los paréme-
tros estudiados fueron: didmetro medio del embrién; perimetro, area seccion y didmetro(maximo y minimo) de las blastémeras; porcentaje y tamafio de
la fragmentacion; perimetro (externo e interno), area seccion, grosor medio de la seccién y anomalias de la zona pellcida. Resultados: El analisis mor-
fométrico de estos parametros nos define el embrién implantatorio dentro de estos valores: diametro medio embrién (116+19pm); perimetro
(206+29pm), area seccion (3144+642pm2), diametro méaximo (69+7um) y minimo (56+13pm) de las blastémeras; porcentaje y tamafio fragmentacion
(35% E no poseen fragmentacion, 65% E fragmentados (90% pequefio tamafio) pero siempre <30%); area seccion (7922+1664pm?2), grosor medio sec-
cion (18+4pm), perimetro externo(510+29um) e interno (389+29um) de la zona peldcida. No se observaron protuberancias en la ZP.

CONCLUSION: Los embriones cuyos parametros estén dentro de los rangos expuestos, tienen un alto potencial implantatorio.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Baczkowski T, Kurzawa R, Glabowski W.: Methods of embryo scoring in in vitro fertilization. Reproductive Biology 2004; 4:
5-22. Giorgetti C,Terriou P, Auquier P, Hans E, Spach JL, Salzmann J, Roulier R.: Embryo score to predict implantation after in-vitro fertilization: based
on 957 single embryo transfers. Human Reproduction 1995; 10: 2427-2431. Cohen J, Inge KL, Suzman M, Wiker SR, Wright G.: Videocinematography
of fresh and cryopreserved embryos: a retrospective analysis of embryonic morphology and implantation. Fertil Steril 1989; 51: 820-827. Ziebe S,
Bangsboll S, Schmidt KL, Loft A, Lindhard A, Nyboe: Embryo quality in natural versus stimulated IVF cycles. Human Reproduction 2004; 19: 1457-60.
Saldeen P, Sundstrom P. Nuclear status of four-cell preembryos predicts implantation potential in in vitro fertilization treatment cycles. Fertil Steril. 2005;
84(3): 584-9.
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P. 53.
INFLUENCIA DE LOS CAMBIOS ESTACIONALES Y ESTADOS FEBRILES EN LOS PARAMETROS SEMINALES

JL. Girela, MJ. Gémez-Torres, J. De Juan. Departamento de Biotecnologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Alicante.

Tipo: Gametos y Emhriones

INTRODUCCION: Son numerosos los factores que se plantean como responsables de alteraciones en los parametros seminales. Uno de ellos es el factor
temperatura. Se sabe que la espermatogénesis es sensible a la temperatura y que pequefias fluctuaciones de incluso sélo 2°C pueden alterar su proce-
so normal. Durante los episodios febriles, la temperatura corporal aumenta, lo que podria causar dichas alteraciones (Carlsen, 2003). Ademas, la ex-
posicion a altas temperaturas durante la época estival puede tener también un efecto deletéreo para la calidad seminal. Por otra parte se baraja la exis-
tencia de un ciclo circanual en cuanto a los parametros seminales (Centola, 1999).

OBJETIVO: El objetivo de este estudio es identificar como determinados factores ambientales, los cambios estacionales y las elevadas temperaturas cor-
porales producidas durante los estados febriles, pueden influir en los pardmetros seminales.

METODOLOGIA: El estudio se ha realizado sobre un grupo de 101 jévenes universitarios, sin antecedentes por problemas de esterilidad. A cada uno de
ellos se le realizd un andlisis de semen basal siguiendo las instrucciones de la OMS. Junto a este andlisis se le realiz6 a cada individuo una exhaustiva
entrevista, mediante un cuestionario normalizado, en el que se le consultaron una gran variedad de datos (socioculturales, sociosanitarios y estilo de vi-
da). Para estudiar el efecto de los cambios estacionales se clasificaron los individuos en funcién de la época del afio en la que se habia realizado el
analisis (invierno, primavera, verano y otofio). Para los estados febriles se clasificaron los individuos en tres grupos: aquellos que habian sufrido fiebres
elevadas en los Ultimos tres meses, los que las habian sufrido el Gltimo afio pero hace mas de tres meses, y aquellos que no habian sufrido fiebre el l-
timo afio. Con todos los datos obtenidos se realizaron una serie de técnicas estadisticas mediante el programa estadistico SPSS v12.0.

RESULTADOS: Al comparar los diferentes grupos estacionales se encontraron diferencias para el volumen medio del eyaculado siendo méximo en otofio
(4,58 ml) y minimo en primavera (3,24 ml), para la concentracién espermatica media, presentando valores méximos en invierno (87,9 mill/ml) y pri-
mavera (71,7 mill/ml) y minimos en otofio (49,1 mill/ml), y para la media del nimero total de espermatozoides por eyaculado, con un maximo en in-
vierno (321,3 mill) y un minimo en otofio (185,4 mill.). En el caso de los estados febriles se encontraron diferencias para el porcentaje de espermato-
zoides moviles, 41,4% frente a 56,1%, el porcentaje de espermatozoides vivos, 57,5% frente a 70,9%, y la concentracién, 38,7 mill/ml frente a 79,8
mill/ml, siendo todos estos pardmetros minimos en aquellos individuos que habian padecido fiebres elevadas. Todas estas diferencias fueron significa-
tivas para un nivel de significaciéon de P<0,05.

DISCUSION: La produccion de espermatozoides (concentracion y nlimero total de espermatozoides por eyaculado), presenta un minimo en otofio, y un
maximo entre invierno y primavera. Como el proceso de espermatogénesis dura aproximadamente 64 dias, aquellas muestras analizadas en otofio mues-
tran el efecto de la exposicion a elevadas temperaturas durante la época estival, y las analizadas en invierno y primavera muestran una exposicion a
temperaturas més suaves. En cuanto al efecto de la fiebre, se encontraron valores minimos de los diferentes pardmetros seminales en aquellos indivi-
duos que habian padecido episodios febriles en los Ultimos 3 meses anteriores al analisis.

CONCLUSIONES: Los datos obtenidos sugieren una influencia negativa de la temperatura sobre los diferentes parametros seminales., debida a la exposi-
cion a altas temperaturas en el medio y al aumento de la temperatura corporal.

BIBLIOGRAFIA: Carlsen, E. et al. (2003) Hum. Reprod. 18 (10): 2089-2092 Centola, G. et al. (1999) Fetil. Steril. 72 (5): 803-808
Estudio financiado por la Fundacién Salud 2000, Ayudas Serono. 2004-07.

P. 54.
CAUSAS DE EXCLUSION DE LOS DONANTES DE ESPERMA QUE ACUDEN A NUESTRO CENTRO

G. Lopez, R. Lafuente, M. Sala, M. Brassesco. CIRH, Barcelona.

Tipo: Gametos y Embriones
OBJETIVOS: Valorar los motivos de exclusion de los donantes de semen para conocer cuales son las principales causas de exclusién

METODOLOGIA: Se realiza un estudio retrospectivo de un total de 471 donantes de semen que acuden a nuestro centro desde el afio 1995, sin tener en
cuenta las historias clinicas incompletas de los candidatos que abandonaron el estudio previo. Se determina el porcentaje de donantes rechazados y se
recopila informacion de su historia clinica para indagar sobre el motivo de exclusion. Agrupamos las causas de rechazo en 9 grupos: astenospermia, oli-
gozospermia, oligoastenospermia, alteracién en sangre, anomalias genéticas, anomalias de visién congénitas, no resistencia a la congelacién, varicoce-
le y donaciones en otro centro. Los parametros seminales de concentracion, movilidad y morfologia establecidos para aceptar a un donante son de 70
mill. esperm./mL y un 30% de espermatozoides grado Ill, asi como un porcentaje de formas normales mayor al 20%.

RESULTADOS: De los 471 donantes que forman parte del estudio, tan solo 218 fueron aceptados. Esto supone que el 53,7% de los donantes fueron re-
chazados, frente al 46,3% de donantes aceptados. El 67,6% de los donantes no aceptados lo fueron por causa de alteracién en algin parametro se-
minal, dentro de este grupo, el 41% presentaba astenospermia. Un 12,3% de donantes fueron rechazados por anomalias de vision y practicamente un
8% lo fueron por presentar anomalias genéticas propias o en familiares cercanos; mientras que tan solo un 3% de los jévenes que acudieron a nuestro
centro fueron rechazados por no resistir la congelacion.

DISCUSION: Observando los resultados obtenidos vemos que el porcentaje de donantes rechazados supera ligeramente el de donantes aceptados en nues-
tro centro. Referente a los motivos de exclusién podemos observar que las causas mas comunes de rechazo son las relacionadas con la alteracion de
los pardmetros seminales, siendo la causa mayoritaria la astenospermia. Cabe destacar un pequefio grupo de donantes rechazados que presentaban va-
ricocele y como consecuencia también presentaban alguna alteracién seminal. Es también remarcable el elevado porcentaje de donantes no aceptados
por anomalias de visién congénita, en estos casos la miopia es la causa mas frecuente de exclusion. Conclusiones: El porcentaje de donantes rechaza-
dos sin tener en cuenta la causa de exclusion estd en aumento, y es algo que venimos notando desde hace tiempo. La alteracién de los paréametros se-
minales es la causa més frecuente de rechazo, y aunque la mayoria de donantes presentan parametros dentro de la normalidad (>20 mill. esperm./mL)
se esta haciendo relativamente frecuente encontrar candidatos que no superan los criterios de normalidad marcados por la OMS.

o
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EFECTO DE LA CALIDAD SEMINAL Y TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA EN
LA FORMACION DE LOS CUERPOS PRECURSORES NUCLEOLARES DE LOS CIGOTOS HUMANOS

A. Santana, B. Amorocho, D. Lépez, L. Fernédndez, M. Nicolas, J. Landeras, E. Gdmez
IVI, Murcia.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVOS: Los estudios de Tesarik et al., en 1998 y Scott et al., en el 2000, demostraron la necesidad de valorar los patrones de distribucién, tama-
fio y nimero de los cuerpos precursores nucleolares (nucleolos) en cada prondcleo, para hacer una adecuada seleccién embrionaria en el momento de
la transferencia. Nuestro objetivo es determinar si la calidad seminal y el tratamiento de reproduccién asistida utilizado, influye en el nimero de nu-
cleolos presentes en los prontcleos de los cigotos.

METODOLOGIA: Estudio retrospectivo, realizado en el IVI-Murcia, entre el 1 de Enero de 2003 y el 31 de Agosto de 2005. En 384 casos de pacientes,
que pertenecen al programa de donacion de ovocitos, se analizaron el nimero de nucleolos presentes en los prontcleos y se relacionaron con la calidad
seminal y la técnica de fecundacion in vitro utilizada (FIV-ICSI). Los pacientes fueron divididos en dos grupos dependiendo de la técnica utilizada, FIV
6 ICSI, igualmente se les clasifico en dos grupos dependiendo de la calidad seminal, no patolégica y patolégica (concentracion menor de 5 millones/ml
y movilidad A+B menor de 20%). Los cigotos se dividieron en dos grupos, dependiendo del nimero de nucleolos que presentaron los prontcleos. Se
consider6 que un cigoto era negativo si alguno de sus prontcleos tenia menos de 3 nucleolos, y positivo cuando los dos prondcleos presentaron 3 ¢ mas
nucleolos. El andlisis estadistico se realiz6 con el test de chi-cuadrado.

RESULTADOS: De los 184 ciclos que fueron inseminados con FIV, 155 presentaron todos los cigotos positivos y 29 (15,8%) al menos un cigoto negati-
vo. Y en los 200 ciclos restantes, que fueron inseminados con ICSI, 151 fueron positivos y 49 (24,2%) negativos. El porcentaje de ciclos con cigotos
negativos procedentes de ICSI fue estadisticamente (P<0,05) superior al de FIV. Al tener en cuenta la calidad seminal, el 21,7% de los ciclos presen-
taron cigotos negativos cuando el semen fue patolégico (n= 23) y el 20,2% cuando el semen fue no patolégico (n= 361). Estos porcentajes no fueron
estadisticamente diferentes.

CONCLUSIONES: A |a vista de los resultados podemos concluir que la utilizacién de la técnica de ICSI provoca un incremento en la incidencia de pro-
nlcleos con menos de 3 nucleolos. De alguna manera la microinyeccién altera la formacién de los cuerpos precursores nucleolares. No se observo este
fenémeno cuando la calidad seminal fue muy baja (concentracion menor de 5 millones/ml y movilidad A+B menor de 20%).

P. 56.
INFLUENCIA DE LA VARIABILIDAD ANALITICA EN EL TEST DE SUPERVIVENCIA ESPERMATICA A
LA CRIOCONSERVACION. APLICACION AL BANCO DE SEMEN

M. Sénchez, C. Gonzélez-Varea, A. Garrido, C. Fernandez, R. Martinez, M. Hernandez, V. Maldonado, L. Martinez, JA. Castilla.
Unidad de Reproduccion, H.U. Virgen de las Nieves, Granada.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: Segtin nuestro criterio de calidad seminal, la concentracion de espermatozoides méviles progresivos 6ptima en una pajuela para insemi-
nacion es de 8 millones mdviles progresivos/mL. Si suponemos una movilidad progresiva del 25% supone que para conseguir este nivel es necesario al
menos una concentracion de 32 millones de espermatozoides/mL. Pero, cuando nosotros analizamos los parémetros seminales en una pajuela estamos
cometiendo un error analitico.

OBJETIVO: Determinar que valor debemos observar de concentracion de mdviles progresivos en una pajuela para estar seguros de que tiene un valor su-
perior a 8 millones de spz méviles progresivos/mL.

METODOS: Para calcular que valor debemos observar de movilidad y concentracién esperméatica en una pajuela para estar segura con una determinada
probabilidad de error , (<5%, <10% y <20%),de que dicha pajuela tiene més de 8 millones de spz de movilidad progresiva/mL, se utiliza la siguiente
formula: xobs=TV+Z((CVa/100)*TV) dénde CVa es el coeficiente de variacién analitico y Z es el valor para la probabilidad (1.65 para p<0.05 conside-
rando una cola) y TV es el valor real de concentracién o el % de spz méviles. EI CVa se obtiene de publicaciones previas de nuestro grupo (Alvarez et al.,
2003) utilizando semen crioconservado.

RESULTADOS: La minima concentracién observada con la que tenemos <10% de probabilidad de obtener un valor real de 32 millones de espermatozoides
(32 millones/mL + 1,28 * (0,118*32)=36,9 » 37 millones/mL) es 37 mill/ml. De igual manera ocurre para la determinacion de la movilidad espermatica.
El minimo valor observado (xobs) para la movilidad progresiva con menos de un 10% de probabilidad de obtener un valor real en una pajuela menor del 25%
de movilidad progresiva (25 + 1,28 * (0,092*25) = 27,9%) es 28% de movilidad progresiva. Pajuelas con menos de un 29% de movilidad progresiva tie-
nen una probabilidad mayor del 10% de no ser adecuados para inseminacién sino presentan una concentracién superior a 37x106 de espermatozoides.
Pajuelas con mas de un 28% de movilidad progresiva pueden reducir proporcionalmente estas concentraciones, e inversamente, pajuelas con menos de un
28% de movilidad progresiva deben incrementar las concentraciones de espermatozoides. Como consideramos una probabilidad menos del 10% como acep-
table, proponemos esta regla para decidir si una pajuela es aceptable para inseminacion. De todas formas, para otros bancos de semen mas o menos estric-
tos se presenta estas reglas para distintos niveles de probabilidad (<5%, <10% y <20%) y distintos niveles de movilidad y concentracién.

CONCLUSION: Para poder garantizar un determinado niimero de espermatozoides moviles progresivos en una pajuela de semen se debe tener en cuenta
la variabilidad analitica.

o
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P. 57.
DESARROLLO DE UN CRITERIO DE CALIDAD SEMINAL PARA ACEPTAR DONANTES DE SEMEN

M. Sanchez, C. Gonzélez-Varea, A. Garrido, C. Fernandez, R. Martinez, M. Hernéndez, J. Fontes L. Martinez, JA. Castilla.
Unidad de Reproduccién, H.U. Virgen de las Nieves, Granada.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: Existe una gran variacion en los resultados obtenidos en la descongelacion de muestras de semen de diferentes bancos de semen, pro-
bablemente debidas a la diferente calidad de las muestras que se congelan. Esta variabilidad en los criterios de aceptacién de donantes de semen ha-
ce que no siempre se pueda garantizar la calidad de las muestras de semen descongeladas.

OBJETIVO: Establecer unos criterios de calidad seminal que permitan reducir la variabilidad en la seleccion de donantes, y que tengan en cuenta tanto
la variabilidad biolégica intrinseca de los pardmetros seminales como la variabilidad analitica del banco de semen.

MATERIAL Y METODOS: Para establecer dicho criterio tuvimos que suponer varias premisas iniciales. En primer lugar, una movilidad progresiva inicial en
la muestra de semen de mas del 50%, y una supervivencia espermética elevada (75%) a la congelacién. Segundo, que la concentracién tras descon-
gelacion de espermatozoides moviles progresivos fuese al menos de 8 mill/mL y que el semen se dilufa 1:1 con la solucién crioprotectora. Esto nos Ile-
v a establecer como requisito de aceptacion una concentracion en el semen en fresco de al menos 42,6 millones de spz/mL con una movilidad pro-
gresiva minima del 50%. Para determinar la influencia de la variabilidad biolégica inherente a la produccién seminal y de la variabilidad analitica in-
herente al método usado a la hora de determinar dicha concentracién, determinamos que valor se debia observar (Xobs) de movilidad y concentracién
espermética con diferentes niveles de probabilidad (<5%, <10% y <20%) teniendo un valor verdadero (TV) en una muestra de semen de acuerdo con
la siguiente formula: xobs=TV+Z((CVBw+a/100)*TV) donde CVBw+a es el total de coeficientes de variacién obtenidos (Alvarez et al., 2003) y el valor Z
apropiado para la probabilidad (1,65 para P<0,05 considerando una cola).

RESULTADOS: El valor minimo con el que obtendré con menos de un 10% de posibilidades una muestra de semen menor que 42,6 millones/ mL (42,6
millones/mL + 1,28 * (0,281*42,6) = 57,9 millones/mL) es 58x106/mL De igual manera ocurre para la determinacién de la movilidad espermética
(xobs) es el menor valor observado de movilidad progresiva con el que se tiene <10% de probabilidad de obtener un valor real en una muestra de se-
men menor del 50% (50 + 1,28 * (0,178*50) = 61,3%) es 61% de movilidad progresiva. Por lo tanto, donantes con menos de un 61% de méviles
progresivos tienen una probabilidad mayor del 10% de tener eyaculados no aptos para congelacién sino presentan una concentracion superior a 58x106
spz/ml. Donantes con méas de 61% de movilidad progresiva pueden reducir proporcionalmente estas concentraciones, e inversamente donantes con me-
nos del 60% deben incrementarlas Consideramos la probabilidad <0,10 aceptable, porque suponemos 75% un buen factor de criosupervivencia, y pa-
ra evitar excluir donantes de semen de baja calidad pero alto factor de supervivencia a la descongelacion, admitimos un error mas alto que el habitual.
Nosotros proponemos esta regla para decidir si un eyaculado es aceptable para la crioconservacién. De todas maneras, otro banco de semen podria ser
mas o menos estricto en sus normas con diferentes niveles de probabilidad (<5%, <10% y<20%), por lo que presentamos las curvas de decision para
diferentes niveles de probabilidad, concentracién y movilidad.

CONCLUSION: A la hora de establecer un punto de corte en la calidad seminal para aceptar un donante debe tenerse en cuenta la variabilidad analitica
y biolégica de los parametros seminales.

P. 58.
DIFERENCIA ENTRE LABORATORIOS EN EL USO CLiNICO DE EMBRIONES MULTINUCLEADOS

A. Garrido, C. Gonzalez-Varea, M. Séanchez, C. Fernandez, R. Martinez, M. Hernéndez, A. Yoldi, JP. Ramirez, JA. Castilla.
U. Reproduccion, HU Virgen de las Nieves y CEIFER, Granada.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: La calidad embrionaria es un factor determinante de la tasa de embarazos en FIV/ICSI. Una valoracién adecuada y estandarizada de és-
ta es necesaria para garantizar los resultados del laboratorio de embriologia. La multinucleacién es un fenémeno que puede aparecer tanto en las pri-
meras divisiones embrionarias como en estadios posteriores, habiéndose asociado a bajas tasas de implantacién, desaconsejandose su congelacion o
transferencia por diferentes autores.

OBJETIVO: Determinar la variabilidad entre laboratorios nacionales en la valoracién de la multinucleacién y del destino final de estos embriones

METODOLOGIA: Los datos se obtuvieron del Programa Nacional de Control de Calidad Externo del Laboratorio de Reproduccion Asistida organizado por
CEIFER y auspiciado por ASEBIR (2003 y 2004). De los 40 videos de embriones en dias 2 y 3 de desarrollo enviados a un total de 30 laboratorios, 2
presentaron multinucleacién evidente en al menos una blastémera. Los resultados de estos 2 embriones sobre su clasificaciéon (Bueno, Regular y Malo)
y decision clinica (Transferencia, Crioconservacion, Desechar) fueron analizados.

RESULTADOS: Uno de estos embriones fue clasificado como Malo por el 86,6% de los laboratorios y como Regular por el 13,4, sin embargo un 3,5 % de
ellos consider6 apropiada su Transferencia, mientras que el 75,8 % lo Desechaban y el 20, 7 lo Crioconservaria. En el otro caso el embrién fue catalo-
gado de Malo en un 77,3% y de Regular en un 22,7%, y la decision clinica tomada fue en su mayoria la de Desecharlo (76,20%), aunque un 23,8 %
de laboratorios lo Crioconservaria.

CONCLUSION: E| destino de los embriones multinucleados depende en gran medida del observador. Creemos necesario establecer criterios estandarizados
de actuacién que reduzcan la variabilidad en la préctica clinica.

o
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P. 59.
TRATAMIENTO DE ELECCION EN MUJERES MAYORES DE 38 ANOS CON BAJA RESPUESTA

J. Mufioz, J. Pellicer, R. Herrer, C. Bou, A. Mifsud, JA. Garcia-Velasco, Minguez Y. IVI, Madrid.

Tipo: Gametos y Embriones
OBJETIVO: Comparar la FIV convencional frente a ICSI como tratamiento de eleccion en pacientes mayores de 38 afios con baja respuesta.

MATERIAL Y METODOS: Estudio retrospectivo que incluye 124 ciclos realizados en 1VI-Madrid, durante los afios 2003 y 2004, correspondientes a pa-
cientes mayores de 38 afios, bajas respondedoras (< 5 ovocitos en puncién) y con sémenes aptos tanto para FIV como para ICSI (>15 millones de spz/
mly > 20% de spz mdviles progresivos). De 786 ciclos de FIV y 633 ciclos de ICSI realizados en esas fechas, 78 y 46 respectivamente cumplian los
criterios establecidos. Se compararon ambas técnicas de inseminaciéon fundamentalmente en términos de tasa de cancelacién, fecundacion, calidad
embrionaria y éxito reproductivo. Para la comparacion estadistica entre grupos, se emplearon t-test y chi-cuadrado

RESULTADOS:

FlVv ICSI
N° procedimientos 78 46
Edad media (afos) 40,5 40,8
Media FSH basal (Ul/ml) 8,9 8,3
N° transferencias 63 27
% cancelacion 19,2 * 41,3 *
% fallo de fecundacion 3,9 ** 17,8 **
Cancelacion por mala calidad embrionaria e 23,5
Calidad ovocitaria (grado 1,2 y 3) 2,3 2,3
Media ovocitos 3,2 3,0
% fecundacion 62,4 66,0
Media blastomeras DIA 2 4,0 3,9
Media fragmentos DIA 2 13,1 9,3
Media blastomeras DIA 3 7.1 6,9
Media fragmentos DIA 3 10,3 12,9
Media embriones transferidos 1,8 1,7
Media blastomeras transferidas 4.3 4.7
Media frag transferidos 13,6 10,6
% gestacion / transfer 30,2 33,3
% gestacion / ciclo 24,4 19,5
% aborto 37,5 25,0
% implantacion 16,8 21,7

p=0,001 ** p=0,003

CONCLUSIONES: Los resultados obtenidos en el presente estudio reflejan la técnica de FIV como més aconsejable frente al ICSI, debido a una disminucién sig-
nificativa del nimero de casos con fallo de fecundacién y el nimero de cancelaciones, dando lugar a una mayor eficiencia del ciclo en estas condiciones.

P. 60.
VARIACIONES DE LA CALIDAD SEMINAL CON LA TEMPERATURA AMBIENTAL

JC. Martinez, E. Sellés, J. Marcos, J. Landeras. IVI, Murcia.

Tipo: Gametos y Embriones

OBJETIVO: En diferentes estudios se ha demostrado una relacién directa entre la concepcién humana, los indices de nacimiento y las estaciones del afio.
En los paises con clima célido se observa un aumento en los nacimientos en verano (concepcién en invierno) y una disminucién de los mismos en pri-
mavera (concepcion en verano) El objeto de este estudio es determinar la influencia de la Temperatura ambiental en los distintos parametros de los se-
minogramas realizados en nuestra clinica (IVI-Murcia) en el periodo comprendido entre 1999-2004 y comprobar si existen variaciones en los mismos
que se relacionen con la estacion del afio en el momento de la concepcion.

MATERIAL Y METODOS: En este periodo se han estudiado concentracion, volumen y motilidad en 2815 muestras de semen de varones que han acudido a
nuestro centro. La morfologia fue estudiada en 2434 de estas muestras. Las muestras fueron obtenidas tras un periodo de abstinencia de entre 3 a 5
dias. Los datos se han dividido en 2 grupos: Verano: Incluye los meses de Junio, Julio, Agosto y Septiembre. Los datos del Instituto Nacional de
Meteorologia indican que la temperatura media en la regién de Murcia en estos meses fue de 26+2°C. Resto del afio: La temperatura media en el resto
del afio fue de 14+4°C. Los seminogramas se han realizado segin manual WHO 1999. Estudio estadistico: Realizado mediante T de Student y la apli-
cacion de un andlisis de varianza (ANOVA).

RESULTADOS: Los datos obtenidos se reflejan en la siguiente tabla: VERANO RESTO DEL ANO VOLUMEN 3,62 ml 3,70 ml CONCENTRACION 34,16x106
ml 39,08x106 ml MOTILIDAD TIPO A 0,57% 0,63% MOTILIDAD TIPO B 39,69% 41,28% MOTILIDAD TIPO C 8,11% 7,37% MOTILIDAD TIPO D
51,62% 50,22% ESPERMATOZOIDES NORMALES 9,19% 9,66% Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion
(P<0,05) y en la motilidad tipo B (P<0,05)

CONCLUSIONES: Del estudio realizado se observa que el calor estival provoca una disminucién en la concentracién espermatica, asi como una disminu-
cién en los espermatozoides moéviles progresivos tipo B. Esta podria ser una de las causas asociadas a la disminucién en las tasas de embarazo durante
el periodo estival y, por tanto, a la disminucién de nacimientos en primavera.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Lam DA,Miron Ja .Temperature and the seasonality of births. Adv Exp Med Biol 1991;286:73-88 Polasek O et
al.Seasonality of births in Croatia. , Coll Antropol. 2005 Jun;29(1):249-55 Andolz P et al. Circannual variation in human semen parameters.Int J Androl
20010ct;24(5):266-71. Revelli A et al . .Seasonality and human in vitro fertilization outcome. Gynecol Endocrinol. 2005 Jul ;21(1):12-7 Levine RJ et
al . Differences in the quality of semen in outdoor workers during summer and winter.N England j Med 1990.Jul 5;(1):12-6.
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;EXISTE UNA RELACION ENTRE EL RIESGO OCUPACIONAL Y
LA CALIDAD SEMINAL? CONDUCTORES PROFESIONALES Y AGRICULTORES

E. Sellés *2, JC. Martinez 2, J Marcos 2, M. Molla?, M. Mufioz !, J.Gadea *
LIVl - Alicante, 2 IVl — Murcia, * Universidad de Murcia.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: Diversos estudios han sugerido que la calidad seminal puede verse afectada por riesgos asociados al desempefio de una profesién del
varén (revisado por Frazei, 2000; Younglai et al., 2005). Entre las profesiones que se han asociado a alteraciones de la funcionalidad reproductiva se
encuentran por una parte los conductores profesionales (Figa-Talamanca et al., 1996), por una deficiente termorregulacion testicular y por otra parte
los agricultores (Petrelli y Mantovani, 2002) por la exposicién a diversas sustancias quimicas con accion toxica ofy disruptores endocrinos.

OBJETIVO: El objetivo del presente estudio fue evaluar la calidad seminal de varones de estas profesiones y compararlas a un grupo control de varones
no relacionados con profesiones de riesgo.

METODOLOGIA: Se estudiaron 2535 muestras de semen de varones que asistieron a la clinica de reproduccion asistida desde el 2000 hasta el 2004,
que se agruparon de acuerdo a su profesion en conductores (178), agricultores (90) y control (2267). Para cada caso se registro la edad, volumen, con-
centracién, total de espermatozoides en el eyaculado, motilidad (A+B), y porcentaje de espermatozoides con morfologia normal segln el criterio estric-
to. Se realiz6 una analisis de covarianza (ANCOVA) incluyendo la profesién como efecto fijo y la edad como covariante, lo que permite ajustar con ma-
yor precision el efecto del riesgo ocupacional. Los datos se expresan como medias+sem.

RESULTADOS Y DISCUSION: Con relacién a los conductores se detecta una edad media significativamente inferior a la de los otros grupos, que podria in-
dicar una mayor tasa de problemas reproductivos o una sensibilidad de estos profesionales mayor ante estos temas, lo que acelera la asistencia a un
centro especializado. Sin embargo no se detectd ninguna diferencia significativa en cuanto a la calidad seminal. Figa-Talamanca et al. (1996) descri-
ben un menor porcentaje de espermatozoides con morfologia normal en profesionales del taxi (45,8% vs 64,0%). Los agricultores presentan una con-
centracion significativamente menor que el grupo control asi como del total de espermatozoides en el eyaculado. Estas alteraciones pueden estar aso-
ciadas al uso de pesticidas como ha sido descrito previamente (Juhler et al., 1999; Abel et al., 2000). Tabla 1. Parametros seminales de un total de
2535 muestras agrupadas por profesion.

Edad Volumen Concentracion | Total esperm. | Motilidad A+B | Morfologia . L X
normal a, b difieren significativamente P<0,05

Agricultor 36,18+0,58° | 3,89+0,18 20,54+3,96° | 80,75+14,95° |39,87+2,29 8,76+0,9
Conductor 34,16x0,41° | 3,92+0,13 33,51+2,8° 126,26+10,47° [ 40,32+1,5 9,38+0,55
Control 35,470, 3,68+0,04 36,51+0,78° 127,22+2,94° [41,430,42 9,26+0,15
Fuente Edad Volumen Concentracion | Total esperm. | Motilidad A+B Morfologia
variacion normal
Profesion <0,01 0,12 <0,01 0,01 0,63 0,84
Edad - <0,01 <0,01 0,06 <0,01 0,64

CONCLUSIONES: Los riesgos ocupacionales en los varones dedicados a la agricultura parecen estar relacionados con una disminucion significativa de la
produccién espermatica. No se detecta una relacién entre calidad seminal y riesgos ocupacionales en los varones dedicados a la conduccion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Younglai et al. Environmental and occupational factors affecting fertility and IVF success. Hum Reprod Update. 2005;11:43-
57. Frazier. Workplace reproductive problems. Prim Care. 2000;27:1039-56. Effects of prolonged auto vehicle driving on male reproduction function: a study
among taxi drivers. Am J Ind Med. 1996;30:750-8. Petrelli y Mantovani. Environmental risk factors and male fertility and reproduction. Contraception.
2002;65:297-300. Abell et al. Semen quality and sexual hormones in greenhouse workers. Scand J Work Environ Health. 2000;26:492-500. Juhler et al.
Human semen quality in relation to dietary pesticide exposure and organic diet. Arch Environ Contam Toxicol. 1999 ;37:415-23

P. 62.
ESPECIFICACIONES DE CALIDAD ANALITICA DE LOS PARAMETROS
SEMINALES BASADAS EN EL ESTADO DEL ARTE

J. Aguilar 14, C. Alvarez 2%, A. Yoldi **, A. Fernadez **, F. Vergara **, JP. Ramirez **, |. Duran ®, JA. Castilla ** , J. Morancho-Zaragoza ’
Clinica Avicena, Jaen.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION: Los niveles de calidad que deben alcanzarse en el laboratorio clinico han de satisfacer las necesidades clinicas y deben contribuir a la
toma de decisiones diagnosticas y de seguimiento. Dichos niveles de calidad, denominados especificaciones de calidad analitica, pueden establecerse
seglin diversos criterios, uno de ellos se basa en los datos obtenidos en los programas de control de calidad externo (estado del arte).

OBJETIVO: El objetivo de este estudio es el de calcular especificaciones de calidad analitica expresada en error total de los parametros seminales en ba-
se a los datos del estado del arte.

MATERIAL Y METODOS: Los datos fueron obtenidos del programa nacional de control de calidad externo para el analisis de semen en el cual participa-
ron en torno a 90 laboratorios desde 1999 a 2003. Las caracteristicas seminales estudiadas fueron concentracién, vitalidad, morfologia, motilidad to-
tal, motilidad rapida y progresiva rapida. Se definié el valor diana (TV) como la media de los valores observados y se calculd el error total (TE)= ((X- TV)/
TV) * 100, siendo X la observacioén de cada laboratorio. Se obtuvo la proporcién de laboratorios que respondieron al menos al 75% de las muestras en-
viadas y los que respondieron al 100% de las mismas y fue calculado el error total permitido basado en el estado del arte seglin los niveles de especi-
ficacion analitica: dptimo (el 25% de los mejores laboratorios que responden al 100% de envios), deseable ( el 75% de los mejores laboratorios que
responden al 75%) y minimo ( el 90% de los mejores laboratorios que responden al 75%)

RESULTADOS: Las especificaciones de calidad expresadas en error total basadas en el estado del arte para el nivel 6ptimo son: concentraciéon 28%, mor-
fologia 60% y 66% (muestras tefiidas y no tefiidas) , motilidad total 14%, motilidad progresiva 18% motilidad progresiva rapida 63% vy vitalidad 23%.
Para el nivel deseable: concentracién 37%, morfologia 85% y 88%, motilidad total 21%, motilidad progresiva 30% motilidad progresiva rapida 71%
y vitalidad 35%. Para el nivel minimo: concentracion 54%, motilidad total 14% y motilidad progresiva rapida 63%. El resto de parametros no fueron
calculados debido al elevado error total obtenido.

CONCLUSIONES: Estas especificaciones de calidad analitica pueden ser utilizadas en los laboratorios de andrologia para asegurar la calidad de sus resultados.
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P. 63.
APLICACION DEL DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL EN PACIENTES
CON MEIOSIS MASCULINA ALTERADA Y EN PACIENTES CON EDAD MATERNA AVANZADA

E. Velilla, F. Fernandez, M. Moragas, S. Egozcue, M. Lépez-Teijon.
Institut Marques. La Masia-CIMA. Barcelona.

Tipo: Genética

OBJETIVO: EI objetivo del presente estudio es analizar la validez del DGPI estudiando 9 cromosomas (XY, 13, 15, 16, 17, 18, 21,22) en parejas con
meiosis masculina patolégica y en parejas con edad materna avanzada (>37 afios).

METODOLOGIA: Las biopsias embrionarias se fijaron mediante el protocolo de fijacion descrito por Tarkowsky et al. (1966) con ligeras modificaciones.
Los nucleos fijados se hibridaron mediante el protocolo de hibridacién estandar.

RESULTADOS: Se comparan los resultados obtenidos en un grupo de 20 ciclos que realizaron DGPI para meiosis alterada (edad media 34,68 afios, 146
embriones analizados) con un grupo de 23 ciclos de DGPI por edad materna avanzada (edad media 39,3 afios, 147 embriones analizados). No se ob-
servan diferencias significativas en el porcentaje de embriones portadores de anomalias cromosémicas entre los dos grupos (65,3% vs 67,8%). En cuan-
to al tipo de anomalia cromosémica en cada grupo no se encuentran diferencias significativas siendo los porcentajes de aneuploidias puras (31,7% vs
25,8%), de aneuploidias dobles (18,8% vs 22,5%), de cromosomopatias multiples (tres 0 mas cromosomas alterados) (43,53% vs 44,0%) y haploidi-
as o poliploidias (5,88% vs 7,53). Se realizaron un total de 17 transferencias en el grupo de meiosis alterada y de 18 transferencias en el grupo de
edad materna avanzada. Cabe destacar que aunque se observa un porcentaje de embarazo por transferencia estadisticamente no significativo en los dos
grupos comparativos (47,10% vs 33,3%), existe un porcentaje de aborto por transferencia significativamente mayor en el grupo con meiosis alterada
respecto al grupo con abortos de repeticion (29,41% vs 0%).

CONCLUSION: Estos resultados preliminares nos indican que a pesar de conseguir unas buenas tasas de embarazo con DGPI en casos de meiosis pato-
légica, el porcentaje de abortos en este grupo de pacientes es considerablemente superior al encontrado en el grupo de edad materna avanzada. Esto
puede ser debido en parte a que no se estudian todos los cromosomas que podrian verse afectados y/o a que los embriones diagnosticados como nor-
males puedan presentar mosaicismo embrionario. Al existir gran variedad de patologias meiéticas, seria interesante adecuar el ‘cocktail’ de cromosomas
a estudiar en el DGPI en funcién de la patologia meiética descrita.

BIBLIOGRAFIA: Tarkowsky et. al. (1966) Cytogenetics 5: 394-400.

P. 64.
EFECTOS DE LA CAPACITACION ESPERMATICA EN DONANTES DE ESPERMA SOBRE LA FRAGMENTACION
DEL DNA MEDIDA CON EL KIT HALOSPERM (LABORATORIOS INDAS)

R. Lafuente, M. Sala, G. Lépez, F. Gil, M. Brassesco.
CIRH, Barcelona.

Tipo: Genética

OBJETIVOS: Tratamos de valorar si la capacitacion espermatica en muestras de semen de donante puede afectar a la integridad del DNA de los esperma-
tozoides.

METODOS: Se han seleccionado muestras de donantes de semen de nuestro centro, que presentan embarazo previo, y se han capacitado mediante la téc-
nica de gradientes de densidad en 2 capas al 80 y 40%. Una vez capacitadas las muestras se procede a realizar la determinacion de fragmentacion del
DNA utilizando el kit Halosperm (Lab. Indas). Se usan dos determinaciones para cada donante, una de la muestra de esperma descongelada y otra de
la muestra de esperma capacitada. Se comparan ambos resultados para evaluar los posibles efectos de la capacitacion con gradientes de densidad en la
integridad del DNA espermatico.

RESULTADOS: Media Rango % de fragmentacién post-congelado: 17,54% (14,4%-24,6%) % de fragmentacién post-capacitado: 20,23% (17,4%-26,8%)
CONCLUSIONES: Como cabia esperar tratdndose de donantes de esperma con embarazo previo, el nivel de fragmentacion del DNA esta dentro de la nor-

malidad (<27%) aunque se observa que el porcentaje aumenta sensiblemente en todos los casos analizados después de capacitar la muestra de esper-
ma. Sin embargo, este aumento en la fragmentacién no es estadisticamente significativo.
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;POR QUE TENEMOS MAS EMBARAZOS MULTIPLES DE LOS ESPERADOS SEGUN LA TASA DE
IMPLANTACION? HIPOTESIS DE LA TRANSFERENCIA NULA

F. Prados, N. Ortiz-Pifate, G. Pérez-Bermejo, F. Gallego-Terris, C. Hernandez, A. Rubio, O. Collado. e I. Bruna
Unidad de Reproduccién. Hospital de Madrid-Monteprincipe.

Tipo: Gametos y Embriones

INTRODUCCION Y OBJETIVOS: En nuestro centro la tasa de embarazo multiple es significativamente superior a la que corresponde seglin nuestra Tasa de
Implantacién (T1). Recientemente (1) se ha publicado un modelo matematico que se ajusta a los resultados de incremento de embarazos multiples.
Segln este modelo, la implantacién de un embrién facilita la del acompafiante en la misma transferencia, dando lugar a un proceso de cooperacién o
sinergia embrionaria durante la implantacion. Sin embargo, existe otra manera de explicar el exceso de embarazos multiples. Supongamos que algunas
transferencias son inUtiles para conseguir embarazo. En tal caso, los embriones utilizados en estas transferencias se podrian considerar como “no trans-
feridos”. Al disminuir los embriones que consideramos transferidos manteniendo los que sabemos que han implantado, la Tl aumenta y predice la tasa
de multiples real. El objetivo del presente trabajo es analizar matematicamente el ajuste de nuestro modelo con los datos reales de nuestro centro.

MATERIALES Y METODOS: Utilizamos los datos de 334 ciclos de FIV con ovocitos homélogos realizados en nuestro centro entre el 01/01/2001 vy el
20/08/2005. Se descartaron los casos de pacientes mayores de 37 afios y valoraron sélo las transferencias de 2 embriones de grados 1, 2 6 3. Para es-
te estudio consideramos implantacién embrionaria atin no habiendo detectado latido cardiaco fetal. De este modo nos aseguramos de tener en cuenta
todos los casos en que podemos constatar la actividad del embrién tras su entrada en el Gtero. La Tl global observada se utilizd para predecir la tasa
de gemelares esperada. Posteriormente aplicamos un algoritmo para hallar el nimero de transferencias inGtiles que nos permite ajustar la tasa de ge-
melares esperada a la real observada.

RESULTADOS: De los 668 embriones transferidos de dos en dos, 248 (37,1%) implantaron en 187 gestaciones (56,0% por transferencia). Se produje-
ron, por lo tanto, 61 (32,6%) embarazos gemelares, mientras que la tasa de gemelares deducida a partir de la Tl seria de un 22,8%. Para que las ta-
sas de gemelar esperada y observada se igualen manteniendo fija la tasa de gestacion, el nimero de gemelares deberia haber descendido de modo sig-
nificativo (P<0,01) hasta los 38 (20,2%). Si lo que mantenemos fijo es la tasa de implantacién, el nimero adecuado de gemelares seria de 46 (22,8%),
la diferencia con lo observado también es estadisticamente significativa en este caso. Asumiendo el hecho del ndmero de implantados real, los em-
briones “no transferidos” serian 164, es decir, 82 de las 334 transferencias (24,6%). De este modo, la Tl si que predeciria la incidencia real de ge-
melares. La nueva Tl seria de 49,2%.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: La anémala tasa de embarazo multiple puede explicarse si consideramos como nulas un 24,6% de las 334 transferencias
analizadas. Se pueden considerar 3 causas para la nulidad de las transferencias 1/ Que en algunos ciclos, los embriones sean totalmente inviables in-
dependientemente de su morfologia. 2/ Que ciertos endometrios sean muy poco receptivos a la implantacién embrionaria. 3/ Que el proceso de la trans-
ferencia sea metodolégicamente incorrecto en algunas ocasiones. Consideramos las 2 Gltimas opciones como las mas probables. Proponemos el uso de
este modelo para evaluar la calidad de los procesos de transferencia. La Tl calculada seglin este modelo (49,2%) se podria considerar como un Maximo
Ideal que se alcanzaria en el supuesto de transferencias correctas en Gteros receptivos.

BIBLIOGRAFiA: 1. Matorras, R., Matorras, F. Mendoza, R. Rodriguez, M., Remohi, J. Rodriguez-Escudero, F. J., and Simén, C. The implantation of every
embryo facilitates the chances of the remaining embryos to implant in an IVF programme: a mathematical model to predict pregnancy and multiple preg-
nancy rates. Hum. Reprod. 2005 20: 2923-2931.

P. 66.
INCIDENCIA DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS EN FETOS CONCEBIDOS A PARTIR DE FECUNDACION IN VITRO

N. Belzunces, D. Gomez , A. Cisneros, N. Capdevila, R. Garcia, ML. Perez, M. Costa, M. Piferrer, E. Borras, C. Fernandez, JM. Cabada, L. Vives, E. Solsona,
S. Torra, A. Alvarez, N. Alaoui, E. Garcia, A. Martinez, N. Santos y N. Baena
Balagué Center, Hospitalet de Llobregat

Tipo: Genética

INTRODUCCION: La incidencia de defectos congénitos y anomalias cromosémicas tras una técnica de fecundacion in vitro parece ser similar a la inci-
dencia esperada en la poblacién. Recientemente se han publicado estudios que muestran un riesgo aumentado de enfermedades causadas por im-
printing en aquellos embriones concebidos tras una FIV.

OBJETIVOS: Valorar la incidencia de anomalias cromosémicas en fetos concebidos por FIV y presentar diversos casos de anomalias cromosémicas diag-
nosticadas prenatalmente.

METODOLOGIA: Estudio citogenético prenatal a partir de muestras de liquido amniético. Cultivo celular en frasco. Estudio citogenético mediante Bandas
GTG y anélisis de 20 metafases. Resultados: De 5000 muestras de liquido amnidtico recibidas la indicacién de la prueba invasiva fue por FIV en 20
casos. Se diagnosticaron tres casos con anomalias cromosémicas (15%): 46,XY,t(1;3)(p13.3;q12) de novo, 46,XY,inv(2)(p11g13)mat y 45,X. Dos de
los 20 casos presentaron un indice de riesgo elevado para sindrome de Down de 1/180 y 1/31. Este tltimo caso corresponde a la translocacion reci-
proca entre los cromosomas 1y 3.

CONCLUSION: A pesar del bajo niimero de muestras analizadas, se recomienda el estudio citogenético fetal a aquellas parejas que acceden a un pro-
grama de reproduccion asistida.
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ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION FOXJ2 EN DOS CASOS DE
FACTOR MASCULINO POR AZOOSPERMIA

Sanchez-Aparicio P, Palomo I, Lépez N, Palomo A, Ramos R, Barcia P, Guntifias A y Ordas J.

Tipo: Investigacion aplicada

OBJETIVO: FoxJ2 es un factor de transcripcion de la familia forkhead que acttia como activador transcripcional. El ratén transgénico para FoxJ2, obteni-
do recientemente, presenta espermatogénesis aberrante y fracaso reproductor (1). Presentamos en este estudio los resultados del analisis de la expre-
sién a nivel de RNAm de FoxJ2 en biopsia testicular de dos varones con trastornos de infertilidad. El objetivo Gltimo es evaluar en humanos la posible
implicacion de FoxJ2 en espermatogénesis e infertilidad.

METODOLOGIA: Una minima fraccion de la biopsia testicular de los varones analizados se congeld en nitrégeno liquido inmediatamente después de la ex-
traccion quirdrgica. Se procedié entonces a la extraccién de ARN total y a la valoracion de los niveles de expresion de RNAm de FoxJ2 por RT-PCR cuan-
titativa en tiempo real. Se usaron primers especificos y controles endégenos para GAPDH y 18s (Applied Biosystem).

RESULTADOS: Se presentan los resultados obtenidos en dos casos seleccionados de varones con trastornos de infertilidad: un varén azoospérmico con
sindrome de Sertoli y un varén con criptozoospermia muy severa y progresiva con Hiperplasia nodular de células de Leydig. Como control se utilizé un
varén sano vasectomizado. Se procedié a la extraccién de RNA de las muestras conservadas en nitrégeno y a la valoracion de los niveles de RNAm de
FoxJ2 en los dos pacientes. Los resultados obtenidos muestran que no existen diferencias significativas en los niveles de expresion de FoxJ2 de los dos
pacientes con transtornos de infertilidad comparados con el control sano.

DISCUSION: La distribucion tisular, estructura y dominios funcionales de FoxJ2 se conocen con detalle (2). Sin embargo, se desconocen otros aspectos esen-
ciales como es el caso de su funcién biolégica y sus genes diana. El ratén transgénico para FoxJ2 demuestra que este factor podria desempefiar un papel re-
levante en la espermatogénesis murina. Sin embargo, se desconoce cuél podria ser su funcion biolégica en humanos y en particular su posible implicacion en
espermatogénesis e infertilidad. La comparacién de los dos casos con el varén vasectomizado muestra que no existen diferencias significativas en los niveles
de expresion de FoxJ2. Trabajos previos muestran que en humanos los niveles de expresion de FoxJ2 son muy elevados en testiculo (3) aunque se desconoce
si existe una expresion diferencial entre las distintas poblaciones celulares, como asi sucede en modelos animales (3). Podria darse la circunstancia que al
tratarse en los pacientes de una poblacién mayoritaria de células de Sertoli en un caso y de células de Leydig en otro, la expresion relativa de unas células y
otras afecte al balance final de tal modo que no se apreciaran diferencias significativas frente al control. Por otra parte, podrian existir de hecho diferencias
en ambos casos pero debidas a la expresion diferencial de distintas formas de ARNm indetectables con los primers aqui empleados.

CONCLUSIONES: Los resultados obtenidos con sélo dos pacientes no nos permiten establecer por el momento ninguna correlacion entre los casos de in-
fertilidad asociados a sindrome de Sertoli e Hiperplasia de células de Leydig con los niveles de expresion de FoxJ2. Nuestra intencién es ampliar el ta-
mafio de la muestra para descartar los posibles efectos discutidos y extender este estudio a otros casos de infertilidad masculina como por ejemplo pa-
cientes con sindrome de Klinefelter.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: (1) Fernando Martin (Tesis doctoral 2005, U. Auténoma Madrid); (2) Gémez-Ferreira et al. 2003; (3) Granadino et al. 2000.
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RESULTADOS DE CRIOPRESERVAR 3, 4 6 5 ZIGOTOS EN UNA MISMA PAJUELA

M Grossmann, MC Pons, | Vanrell, | Solvas, M Masramon y J Nadal
Unitat de Reproduccié Assistida. Centro Medico Teknon. Barcelona.

Tipo: Criopreservacion

INTRODUCCION: En nuestro centro realizamos criopreservacion de todos los zigotos en los ciclos de donacién asincrénica de ovocitos, en los ciclos en los
que las pacientes presentan riesgo de hiperestimulacién ovérica, y también en aquellos ciclos de FIV en los que se han obtenido por lo menos 8 zigotos
de buena calidad. Habitualmente agrupamos un minimo de 3 y un méaximo de 5 embriones en cada pajuela, y en ocasiones nos planteamos si deberia-
mos criopreservar los embriones en grupos reducidos (por ejemplo de 3 zigotos y asi ofrecer mayor nimero de criotransferencias pero con menores po-
sibilidades de seleccionar los embriones de mayor calidad), o bien ampliar hasta cinco el nimero de embriones agrupados en cada pajuela con el fin de
ofrecer una transferencia electiva de los mejores embriones.

OBJETIVO: Comparar, en funcién del nimero de embriones en cada pajuela, las tasas de gestacion de los ciclos de transferencia de embriones criopreservados.

MATERIAL Y METODOS: Analisis retrospectivo de 111 ciclos de ciclos de transferencia de embriones criopreservados realizados durante el periodo Enero
03 - Junio 05. Se han incluido todos aquellos ciclos en los que se criopreservaron mas de 5 embriones (por tanto méas de una pajuela por caso) y en los
que se descongel6 una Unica pajuela para cada una de las transferencias. La criopreservacion (protocolo de Lassalle, Testart y Renard, 1985) se realizd
siempre entre las 17 y las 20 horas postfecundacién. Condiciones estandares de cultivo in vitro y transferencia embrionaria ecoguiada en dia+3, en ci-
clo no estimulado, y previa eclosion asistida mediante solucién acida de Tyrode. Medios Vitrolife para el cultivo y la manipulacién. Se han distribuido los
111 casos en tres grupos segun el nimero de zigotos agrupados en cada pajuela (3, 4 y 5 zigotos, grupo G3, G4 y G5 respectivamente) y se compara
(Fisher’s exact test, P>0,005) la supervivencia embrionaria a la descongelacién y la tasa de beta +.

RESULTADOS: El grupo G3 incluye 36 casos de 30 pacientes. La supervivencia embrionaria fue del 86% (93/108) y la tasa de beta + por ciclo y paciente
fue del 41,7 (15/36) y del 50% (15/30) respectivamente. El grupo G4 incorpora 57 casos de 51 pacientes, con una supervivencia embrionaria del 89,5%
(204/228) y tasa de beta + por ciclo y paciente del 35% (20/57) y el 39,2% (15/30) respectivamente. Finalmente, el grupo G5 esta constituido por 18
casos de 15 pacientes :La supervivencia embrionaria fue del 92,2% (83/90), mientras que la tasa de beta + por ciclo y paciente fue, respectivamente,
del 50% (9/18) y del 60% (9/15). No se detectaron diferencias estadisticamente significativas.

DISCUSION Y CONCLUSION: Cuando un ciclo de FIV dispone de muchos (>8) zigotos para criopreservar, el modo de agrupar dichos embriones en las pa-
juelas de criopreservacion parece que no afecte a los resultados, por lo que usando grupos reducidos se puede ofrecer a la paciente mas oportunidades
con la misma posibilidad de éxito.

BIBLIOGRAFIA: Lassalle B, Testart J, Renard JP. (1985) Fertil Steril., 44 (5): 645-51.
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FECUNDACION IN VITRO

Incubadores de CO2:

Heracell 150/240

v Volumen recinto interior: 150 / 240 litros

v Sistema patentado de esterilizacién automatica por
vapor a 90 °C Contracon

v Sistema de alarma del nivel de agua

v Interface RS232

v Sistema Data Control opcional para control de todos
los parametros de varios equipos simultaneamente

Cabinas de flujo laminar para Fi\

v/ Cabinas de flujo laminar para técnicas de Fecundacién
In Vitro, con mesa de acero inoxidable calefactada por
agua o mesa de aluminio calefactada eléctricamente

v Anchos disponibles: 90/ 120/ 150/ 180 cm

v Gran variedad de accesorios

Centrifugas: _

Multifuge 1

v Capacidad: 4 x 400 ml /32 x I5ml /20 x 25 ml/ 12 x 50 ml
v Velocidad méxima: 6.000 rpm

v FCR méx.: 6.842 xg

v Disponible versién refrigerada

Centrifuga
Muiltifuge |

H+P Compact

v Modelos de sobremesa

v Capacidad: 75/ 135 litros

v Sistema de chaqueta para generacién del vapor separada
de cdmara principal

Autoclaves H+P

Otros equipos relacionados

Balanzas
analiticas

CONTROLTECNICA instrumentacion cientifica S.L.

C/ Artesanos Parc. 18.4 28660 Boadilla del Monte ( Madrid)
Tel. 91 728 08 10 Fax. 91 729 44 54
BARCELONA: 93 486 46 60 ANDALUCIA:
VALENCIA: 679 20 85 37 MURCIA:
616 42 70 94

679 21 02 33
686 93 68 31

GALICIA:
www.controltecnica.com

Conservadores +4°C
Congeladores -85°C
Cryoconservadores -150°C

Estufas de cultivo /
secado / esterilizacion

SORVALL
Heraeus

CONTROLTECNICA
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EmbryoGlue*

Implantation promoting medium
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