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La nueva ley de Reproduccion Asistida

Montse Boada

Jefe de la Seccidon de Biologia del Institut Universitari Dexeus. Vocal de la Comisidn
Nacional de Reproduccion Asistida como representante del Colegio Oficial de Bidlogos

El pasado 11 de Mayo, el Congreso de los diputados aprobd finalmente la nueva ley de reproduccion asistida (Ley 14/2006). El gran debate social que
generan algunos aspectos éticamente controvertidos de las técnicas de reproduccion asistida (TRAs) hizo que hasta consensuarse el nuevo texto de la ley
fuera necesaria la elaboracion de distintos borradores, la revision de varios proyectos y el debate de mdiltiples enmiendas propuestas por los distintos partidos
politicos. A tenor de los cambios normativos acontecidos en los Ultimos afios, era casi impensable esperar una ley como la que se ha publicado. La
preocupacion generada tras la promulgacion de la Ley 45/2003 tanto en los profesionales que nos dedicamos a las TRAs como en el colectivo de usuarias
que veian como disminuian sus probabilidades de éxito como consecuencia de las restricciones impuestas por dicha ley, parecia conducirnos a un callejon
sin salida. Desde la Comision Nacional de Reproduccion Humana Asistida (CNRHA) se trabajo con rapidez y eficacia consiguiendo en un periodo record, la
publicacion del Real Decreto 1720/2004 y su gran lista de excepciones que permitio solucionar una parte importante del problema. Sin embargo, seguian
coexistiendo dos leyes (Ley 35/1988 y Ley 45/2003) que requerian ser revisadas de acuerdo a las necesidades actuales y modificadas con el fin de resolver
los puntos controvertidos y algunos “vacios legales” existentes.

La nueva ley elimina definitivamente la tan discutida limitacion a fecundar unicamente tres ovocitos y modifica el periodo maximo de congelacion de
embriones dejandolo a criterio médico sin un limite fijo. También otorga a las parejas la facultad de decidir el futuro de sus embriones congelados dandoles
por fin las mismas opciones a todas por igual, independientemente de la fecha en que se haya realizado la congelacion. La posibilidad de destinar los
embriones sobrantes (congelados o no) a proyectos de investigacion permitira que puedan desarrollarse lineas propias de investigacion tanto para la mejora

? de las TRAs como en el ambito de las células madre. #
La Ley 14/2006 introduce nuevas opciones terapéuticas como la congelacion de ovocitos y tejido ovarico con fines reproductivos y el Diagnostico Genético

Preimplantacional (DGP) en combinacion con determinacion de antigenos de histocompatibilidad con fines terapéuticos para terceros. La utilizacion de

ovocitos congelados podra ya realizarse fuera de las experiencias controladas reguladas por el Real Decreto 120/2003, aunque con autorizacion expresa de

las autoridades sanitarias correspondientes. En el caso del DGP con HLA maching se requerird la revision caso a caso por la CNRHA y la autorizacion de las

autoridades competentes. Esta ley refuerza el papel asesor de la Comision Nacional de Reproduccion Asistida que probablemente debera variar su

composicion y estatutos para poder adecuarse a sus nuevas atribuciones. Asi mismo, introduce a las comisiones homdlogas de las Comunidades Autonomas

como comisiones de soporte y referencia de la CNRHA permitiendo que colaboren con ésta en el gjercicio de sus funciones.

La nueva ley incorpora distintas sanciones administrativas para los casos de incumplimiento de la norma. Sigue prohibiendo la seleccién de sexo sin
indicacion terapéutica, la maternidad por sustitucion y la clonacion reproductiva. Por fin se establece un tratamiento diferencial entre la clonacion reproductiva
y la clonacion terapéutica o transferencia nuclear, dando paso asi a que la futura ley de investigacion biomédica autorice esta ultima. Se amplia el periodo de
utilizacion post mortem del material reproductivo de seis a doce meses y se considera otorgado el consentimiento por parte del varén cuando el proceso de
transferencia embrionaria se hubiera iniciado con anterioridad a su fallecimiento. En cuanto a las donaciones, se sigue manteniendo el caracter anonimo,
altruista y gratuito, pero se reconoce por primera vez el derecho a la compensacion econdmica por las molestias fisicas, gastos de desplazamiento y laborales
de los donantes.

Uno de los retos importantes de la Ley 14/2006 es la puesta en marcha de un Registro de Actividad que recoja los resultados de los distintos centros de
reproduccion asistida asi como del Registro de Donantes cuya creacion ya se postulaba en la primera ley de TRA del afio 1988 pero que en la actualidad,
aun no se ha creado. La ley actual responsabiliza a los centros de comprobar la identidad de los donantes y de las consecuencias de sus posibles donaciones
anteriores. Parece totalmente imposible que los centros puedan gestionar este nuevo imperativo legal sin que el Ministerio de Sanidad ponga a su alcance las
herramientas necesarias para ello por lo que la creacion del Registro de Donantes se convierte en un proyecto totalmente necesario.

Algunos aspectos de la Ley han generado incertidumbre y controversia. La revision del anexo en el que se detallan las técnicas autorizadas y en el que la
microinyeccion espermatica de espermatozoides testiculares ha quedado excluida como por arte de magia, es uno de los puntos principales que requieren
una urgente revision. También es imprescindible desarrollar los requerimientos necesarios para proceder a la destruccion de embriones cuando este ha sido
el destino elegido por los progenitores, o precisar las posibilidades de utilizacion de los embriones congelados por parte del cnyuge en situaciones especiales
como por ejemplo tras el fallecimiento de la mujer o en el caso de parejas compuestas por dos mujeres.

La publicacion de la nueva ley de reproduccion asistida se ha valorado muy satisfactoriamente por toda la comunidad médico-cientifica relacionada con
las TRAs sin embargo, se espera que en el transcurso de unos meses se produzca el desarrollo normativo necesario para que puedan dilucidarse entre otros,
algunos de los aspectos sefialados que ya precisan ser revisados. Asi mismo se espera que con el paso del tiempo, la nueva ley pueda irse adecuando a las
necesidades que vayan surgiendo sin que los cambios politicos que puedan producirse en un futuro lleguen a modificar sustancialmente el espiritu de la
recién estrenada “Ley sobre Técnicas de Reproduccion Humana Asistida”.

o
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LA ETICA EN NUESTRO TRABAJO: REFLEXIONES BIOETICAS EN
RELACION AL DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTATORIO

Fernando Abellan

Derecho Sanitario Asesores. e-mail: dchosanitario@wanadoo.es

Una reciente encuesta dirigida por el
Genetics and Public Policy Center de
Estados Unidos, y realizada en un nu-
mero importante de clinicas de fertili-
dad existentes en dicho pais, revela
que entre el 4 y el 6 por ciento de todos
los ciclos de FIV incluyen ya
Diagndstico Genético Preimplantarorio
(DGP). Al mismo tiempo, indica que el
28 por ciento de las clinicas que reali-
zan esta técnica la han proporcionado
para evitar enfermedades que se mani-
fiestan en la edad adulta, como corea de
Huntington, cancer de mama heredita-
rio o Alzheimer (Baruch et al., 2006).

La encuesta realiza asimismo un
sondeo acerca de como piensan las
clinicas que evolucionara el DGP en el
futuro, encontrandose de acuerdo un
/7 por ciento en que los cambios en la
tecnologia permitiran que se lleve a cabo
un analisis completo del genoma del
embrién, como una actuacion rutinaria
que formara parte de la FIV.

Se constata de esta forma que el
DGP esta entrando en una nueva fase
de expansion, en la que, a las habitua-
les aplicaciones para detectar cromo-
somopatias o enfermedades monogé-
nicas, se le afiaden otras utilidades
cada vez mas prometedoras en el cam-
po de la deteccion de enfermedades de
aparicion tardia, multifactoriales y/o de
expresion fenotipica variable.

Lo anterior va a suponer que el pro-
fesional sanitario adquirira a medio
plazo herramientas diagnosticas mas
potentes, con las que va a poder ayu-
dar a las parejas a evitar hijos con gra-
ves enfermedades. Pero, al mismo
tiempo, hay que decir que las ventajas
de tipo médico y cientifico que ello
comporta no le deben hacer olvidar la
repercusion social de su trabajo y, en
este sentido, que técnicas como el DGP
no son ajenas a una gran controversia

ética (Abellan, 2006).

En efecto, el DGP conlleva la utiliza-
cion de las técnicas de reproduccion
asistida y requiere la manipulacion y
seleccion de embriones por motivos
genéticos, asi como el descarte de los
que se consideren no aptos, con lo que
en clerta medida estamos marcando
indirectamente unos estandares de co-
rreccion genética de los individuos.
Hay que tener en cuenta ademds que,
contrariamente a lo que trasciende al-
gunas veces a los medios de comuni-
cacion, la técnica de DGP no permite
evitar hijos libres de enfermedades eli-
minando la patologia del embrion, sino
que a lo que faculta realmente es a se-
parar los sanos de los que no lo son,
descartando a estos ultimos para la
transferencia al utero materno. En de-
finitiva, se seleccionan embriones que
ya son sanos de por si y no se cura a
ninguno de los enfermos.

Aunque las consideraciones referi-
das, y otras posturas muy criticas con
la técnica de que estamos hablando,
no tengan que suponer en modo algu-
no un freno para el avance médico en
este campo, si considero que deben
hacernos reflexionar sobre el hecho de
que nuestro trabajo tiene un contenido
ético indudable, al que no debemos
ser insensibles si no queremos incurrir
en la denominada omnipotencia tecno-
cientifica, que se olvida con frecuencia
de la maxima bioética de que todo lo
que es cientificamente posible no tie-
ne por qué ser necesariamente ética-
mente admisible. Veamos a continua-
cion algunos casos clinicos reales de
DGP que plantean dudas éticas.

El primero de ellos guarda relacion
con la patologia conocida como polipo-
sis adenomatosa familiar, que consiste
en un trastorno hereditario caracteriza-
do por el desarrollo de abundantes po-
lipos en el colon, que comienza al final

o

de la adolescencia o al principio de la
edad adulta y que, si no se trata, pue-
de terminar en cédncer de colon
(Doyma, 1996). La formulacion de este
caso fue del siguiente tenor: “Pareja
sin antecedentes de infertilidad que
acude por DGP debido a riesgo genélti-
co de poliposis adenomatosa familiar. A
priori, el 50 % de la descendencia here-
dara el gen que les hara susceptibles de
padecer numerosos tumores que debe-
ran ser tratados quirdrgicamente para
no desarrollar cancer” (simposium
FIV-Extreme, 2004).

Un individuo que padezca esta en-
fermedad, autosémica dominante, ten-
dra que sufrir multiples adenomas co-
lorrectales a partir de la adolescencia y
durante toda su vida habra de ser tra-
tado periodicamente.

Si no se realiza profilaxis existe una
probabilidad muy alta de que su dolen-
cla degenere en cancer de colon a la
edad de cuarenta arios.

Al estudiar este caso vemos, por tan-
to, que se trata de un supuesto en el
que el futuro hijo, si recibe el gen mu-
tado, va a tener un riesgo alto de pade-
cer problemas de salud a partir de la
adolescencia, que le van a implicar
molestias importantes pues le obligara
a hacerse revisiones cada dos afos
como minimo y también a extirparse
quirdrgicamente los adenomas con la
frecuencia necesaria.

Sin embargo, al mismo tiempo, pue-
de decirse que si finalmente padece la
enfermedad pero realiza los cuidados
pertinentes, no necesariamente habra
de padecer cancer de colon y que,
ademas, se ignora por completo en
este momento el avance de la ciencia
médica en los proximos veinte afios,
que sera cuando surja realmente el pro-
blema. A partir de aqui ;jjustifica esta si-
tuacion la realizacion de un DGP a los
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progenitores para seleccionar unos em-
briones en los que esté descartada la
transmision de esta patologia a sus futu-
ros hijos? La Autoridad britanica de
Fertilidad y Embriologia Humana ha en-
tendido que si al permitir expresamente
el DGP en este caso concreto (HFEA).

Otro caso clinico interesante seria el
de la Neurofibromatosis, patologia de ex-
presion fenotipica variable, expuesto asi:
“De entre las consultas recibidas solici-
tando DGP de enfermedades monogé-
nicas, algunas de ellas se deben a enfer-
medades con expresion fenotipica varia-
ble. Ni siquiera el contexto familiar pue-
de predecir los sintomas de la futura
descendencia en caso de heredar el gen
alterado. Es el caso de una pareja que
acude por antecedentes familiares de
Neurofibromatosis de tipo 1 en la familia
del varén (padre afectado, dos herma-
nos también afectados, uno fallecido por
la enfermedad). La pareja tiene un hijo
sano de un primer embarazo y ha pasa-
do recientermente por dos interrupciones
voluntarias de embarazo consecutivas.
Acuden a la clinica de reproduccion so-
licitando DGP ;Debemos ofrecer DGP
aun sabiendo que no podemos predecir
los futuros sintomas de los embriones
que hereden la mutacion, pero sabien-
do que algunos padecerdn sintomas
graves y otros, un numero importante,
no veran reducida su calidad de vida
significativamente?” (simposium FIV-
Extreme, 2004).

La Neurofibromatosis es un trastor-
no congénito caracterizado por nume-
rosos fibromas en nervios y piel, man-
chas de café con leche en la piel y, en
algunos casos, anomalias del desarro-
llo de musculos, huesos y visceras.

Como puede observarse, el paciente
afectado de Neurofibromatosis tiene la
particularidad de que, ademas de no
ser seguro el padecimiento de la enfer-
medad por la descendencia, en el su-
puesto de desarrollar su sintomatologia
podra ser grave o no, dependiendo
también de factores multifactoriales
que influirdn a lo largo de su vida (la
HFEA autoriza el DGP en el caso de la
Neurofibromatosis tipo 2, pero no en la
de tipo 1, como el analizado aqui).

Por ultimo, citamos un caso clinico
de una paciente con antecedentes fa-
miliares de cancer de mama, que de-
sea utilizar el DGP para la deteccion de
un oncogén predisponente a dicha en-
fermedad y descartar a los embriones
que presenten dicha alteracion. El caso
se describe asi: “Tenemos una pacien-
te cuya familia tiene antecedentes de
cancer, ya que la mayoria de los miem-
bros son portadores de un oncogén y
muchos de ellos han desarrollado la en-
fermedad.

Dado que nuestra paciente quiere
someterse a un tratamiento de fertili-
dad, la consulta juridica que hacemos
es si se pueden someter los embriones
a un DGP para transferir aquel o aque-
llos que no sean portadores del onco-
gén. La duda surge porque la paciente
no tiene la enfermedad, solo el gen. En
caso de poder realizar el DGF, ;es nece-
sario alguna autorizacion especial o tni-
camente comunicarselo a la autoridad
sanitaria a final de afio?” (Fundacion
Salud 2000 & Derecho Sanitario
Asesores, septiembre, 2006).

Aqui hay que tener en cuenta que no
hablamos de la posible transmision de
una enfermedad hereditaria (el cancer
como tal no se hereda), sino de la
transmision de una predisposicion a
padecerla, lo que hace mads incierto to-
davia si afectara o no el problema al
futuro hijo, ya que ademds se ignora
igualmente el estado de la ciencia
cuando el hijo se convierta en un adul-
to.

De los casos relatados se deduce fa-
cilmente que la utilizacion del DGP
para la prevencion de enfermedades
genéticas de aparicion tardia o multi-
factoriales es objeto de especial debate
desde el punto de vista bioético, ya que
a la postre plantea el problema de de-
terminar cuando una vida es digna de
ser vivida y, en consecuencia, donde
poner los limites a la seleccion genéti-
ca de embriones. Ldgicamente, en la
medida en que es mas remota la posi-
bilidad de que los hijos padezcan una
enfermedad grave pierde contunden-
cia también la decision proclive a la uti-

lizacion del DGP para llevar a cabo una
seleccion genética de los embriones.
Lo cierto es que en los casos clinicos
analizados podriamos establecer una
graduacion de situaciones en funcion
de su gravedad, siendo mas factible el
consenso favorable a la realizacion de
la seleccion embrionaria en aquellos
de aparicion de la enfermedad mas
probable y con consecuencias mas le-
sivas para la salud.

En principio, cabria pensar que el
DGP debe emplearse en el diagndstico
de enfermedades hereditarias graves,
pero ;qué es una enfermedad grave? o
;como definiriamos lo que es la salud?
Aunque hay algunas propuestas doc-
trinales para arrojar luz en esta mate-
ria, lo cierto es que se trata de una
cuestion compleja. Hay quienes pien-
san que la decision final sobre el DGP
ha de recaer en los progenitores, ya
que quién mejor que ellos para cono-
cer la trascendencia de cualquier pa-
decimiento de origen familiar; otros con-
sideran que ha de existir un control pu-
blico estricto en esta materia, estable-
ciéndose normativamente un listado ce-
rrado de patologias autorizadas; no fal-
tan tampoco quienes abogan por prote-
ger a ultranza la identidad genética de
los individuos.

Lo cierto es que la corriente que se
va imponiendo hoy dia en paises como
Francia o Reino Unido, y que ha que-
dado introducida en Espafia a raiz de
la ley de reproduccion asistida (Ley
14/2006 de 26 de Mayo), seria aquella
que se apoya, no tanto en contemplar
Situaciones genéricas sino casos con-
cretos y en que, con independencia
del control dltimo de la autoridad ad-
ministrativa, intervengan comités éti-
cos multidisciplinares que estudien la
problemadtica particular (personal, fa-
miliar) que subyace respecto de cada
solicitud de DGP sobre patologias del
tipo de las que nos estamos refirien-
do. Seria una perspectiva ecléctica
respecto de las anteriores citadas
que pretende combinar un control
publico con el analisis bioético por-
menorizado de cada situacion.
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NUEVAS PERSPECTIVAS PARA EL EMBRIOLOGO: PAPEL EN EL
BANCO DE LINEAS CELULARES DE ANDALUCIA (NODO CENTRAL
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES)

New perspectives for the embryologist: role in the Andalusian Stem Cell Bank (Spanish Central Node)

José Luis Cortés*, Fernando Cobo, Carmen Cabrera, Angela Helen Barnie, Purificacion Catalina, Ana Nieto, Rosa Montes, Alicia
Barroso, Angel Concha

Banco de Lineas Celulares de Andalucia (Nodo Central Banco Nacional de Lineas Celulares).

* Banco de Lineas Celulares de Andalucia. Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Avda Fuerzas Armadas 2, 18014 Granada. E-mail: josel.cortes.sspa@jun
tadeandalucia.es

RESUMEN: Un banco de lineas celulares troncales tiene como funciones la elaboracion, el almacenamiento, la
conservacion y la gestion de lineas celulares de diverso tipo, de acuerdo con las normas y estandares que determina
la legislacion nacional e internacional. Dentro de los tipos de lineas celulares se encuentran las de origen
embrionario, obtenidas a partir de la masa celular interna de blastocistos procedentes de preembriones sobrantes de
? ciclos de FIV, donde la figura de un embridlogo que manipule los preembriones es necesaria. Para poder definir é
aspectos en cuanto al perfil de este tipo de profesional, debemos buscar las similitudes con los centros de
reproduccion asistida. Mediante este trabajo se pretenden describir las funciones de un embriélogo dedicado a la
derivacion de lineas celulares embrionarias humanas dentro del Banco de Lineas Celulares de Andalucia.

PALABRAS CLAVE: Banco de lineas celulares troncales, blastocisto, célula troncal embrionaria, embridlogo,
FIV, masa celular interna.

SUMMARY: The functions of a stem cell bank are the elaboration, storage, conservation and management of all the
cell line types, according to national and international regulations currently in force. One of these cell lines is the
embryonic stem cell line, which is obtained from the inner cell mass of blastocysts of IVF spare embryos, where the
figure of an embryologist who manipulates the embryos is necessary. To be able to define some aspects about the
profile of this type of professional, we must look for the similarities with the Assisted Reproduction Centres. A
description of the functions of the embryologist who derives human embryonic stem cell lines in the Andalusian Stem
Cell Bank has heen carried out.

KEY WORDS: Stem cell bank, blastocyst, embryonic stem cell, embryologist, IVF, inner cell mass.
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INTRODUCCION

La creacion de bancos de lineas celu-
lares troncales publicos es un hecho
reciente en Europa (aproximadamen-
te 5 anos), siendo Espafia pionera en
este sentido, con la inauguracion del
Banco de Lineas Celulares de
Andalucia (BLCA), en Granada, el 23
de Enero de 2004. Tanto la derogada
reforma de la Ley 35/1988 (Ley
45/2003, de 21 de Noviembre), como
la actual Ley 14/2006, de 26 de Mayo,
sobre Técnicas de Reproduccion
Asistida, asi como la Directiva Europea
(European Union, 2004), permiten a los
bancos de lineas celulares espafioles
derivar lineas celulares embrionarias
humanas (siglas inglesas hESCs hu-
man embryonic stem cells) a partir de
preembriones sobrantes de ciclos de
F1V, siempre bajo el consentimiento in-
formado de los progenitores.

Algo novedoso en la Ley es la elimi-
nacion de las diferencias en la consi-
deracion de los preembriones crio-
conservados con anterioridad a la en-
trada en vigor de la Ley 45/2003, y los
que pudieran generarse posterior-
mente, en cuanto a sus posibles des-
tinos, siempre supeditados a la volun-
tad de los progenitores. Es decir, cual-
quier preembrion crioconservado, sea
cual fuere su tiempo de crioconserva-
cion, podria ser utilizado para fines de
investigacion siempre y cuando los
progenitores firmen el consentimiento
y estén asociados a un proyecto con-
creto que deberan autorizar posterior-
mente los Comités Eticos correspon-
dientes.

PERFIL Y FUNCIONES DEL
EMBRIOLOGO

Aungue no es aun un titulo oficial,
el embridlogo es aquel Licenciado en
Ciencias  Biomédicas  (Medicina,
Veterinaria, Farmacia, Biologia o
Quimica) con experiencia en Biologia
de la Reproduccion. Segun el R.D.
413/1996, de 1 de Marzo, para que un
centro esté autorizado en la aplicacion
de las técnicas de reproduccion asisti-
da debera estar dotado de una perso-
na que cumpla los requisitos anterio-
res. Hasta ahora, la figura del embrio-
logo ha estado siempre relacionada
con las clinicas de reproduccion asis-
tida, pero con el descubrimiento del
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poder regenerativo de las células tron-
cales embrionarias, numerosos cen-
tros de investigacion han iniciado pro-
yectos de derivacion de hESCs, don-
de la figura del embridlogo adquiere
otra perspectiva.

Aun asi, para poder definir aspectos
referentes a la figura del embridlogo
en un centro de investigacion debe-
mos buscar las “homologias” con el
papel desempefiado en los centros de
reproduccion asistida.

ASEBIR ha publicado en el afio
2006, dentro del programa de
Cuadernos de Embriologia Clinica, unas
Recomendaciones sobre Recursos
Humanos y Fisicos para el Laboratorio
de Reproduccion Asistida Humana. En
estas recomendaciones, el embridlogo
seria el encargado de tomar las decisio-
nes clinicas dentro del laboratorio de
acuerdo con los protocolos estableci-
dos, y realizaria la mayor parte de la
labor asistencial del laboratorio de an-
drologia y embriologia.

Respecto a la formacion del embrio-
logo, éste debera haber obtenido el
grado de Licenciado en Ciencias
Biomédicas, como hemos expuesto
anteriormente, poseer conocimientos
de fisiologia humana, endocrinologia
reproductiva, genética, técnicas de la-
boratorio de andrologia y embriologia,
y conocimientos de cultivo celular.
Ademas debera poseer una experien-
cla de al menos 2 afios y acreditar la
realizacion de 100 ciclos de FIV con
ICSI y 200 preparaciones de semen
para inseminacion artificial, supervi-
sados por el coordinador del laborato-
rio en cuestion, o por otro embridlogo

ya formado.

La ASMR 2004, en la guia para labo-
ratorios de embriologia y andrologia,
enumera los servicios que ofrecen en
concreto los laboratorios de embriolo-
gia clinica:

- Preparacion de los medios de cul
tivo y control de calidad

- Identificacién de ovocitos mediante
examen del liquido folicular

- Evaluacion de la madurez y calidad
ovocitaria

- Preparacion del esperma: recolec-
cion y analisis del semen, lavado y ca-
pacitacion espermatica

- Inseminacion de los ovocitos

- Determinacion de la fertilizacion

vy evaluacion de la calidad del zigoto

- Cultivo embrionario y evolucion

de la calidad embrionaria

- Transferencia embrionaria

- Crioconservacion, almacenaje y
descongelacion de esperma, ovocitos
y embriones

- Micromanipulacion de ovocitos
humanos y/o embriones

Es obvio que en los centros de inves-
tigacion en los que se deriven hESCs, la
funcion del embridlogo sera diferente a
las descritas anteriormente, pero pen-
samos que la persona encargada de de-
rivar estas lineas si debe de haber ad-
quirido anteriormente una amplia expe-
riencia en este campo, lo que le otorga-
ra propiedad a la hora de manipular los
preembriones destinados a generar una
linea celular.

De esta manera, las funciones del pro-

fesional responsable del Area de
Embriologia dentro del BLCA son
(Figura 1):

Figura 1. Funciones del Area de Embriologia dentro del organigrama del Banco de

Lineas Celulares de Andalucia.
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- Descongelacion de preembriones
crioconservados. Como los preem-
briones provienen de distintos cen-
tros, es competencia de esta drea
el conocimiento de todos los proto-
colos de congelacion/descongela-
cion utilizados para optimizar los
resultados en cuanto a la obtencion
de hESCs.

-Clasificacion de preembriones
crioconservados descongelados, si-
guiendo criterios morfoldgicos
(Calderdn et al., 2002):

o Ritrmo de division de las blastomeras

o Apariencia del citoplasma de las
blastémeras

o Contacto entre las blastémeras

0 Aspecto de la zona peltcida

o Fragmentacion de las blastoreras

o Multinucleacion de las blastomeras

o Evaluacion de la calidad blasto
citaria

Aunque algunos autores no rela-
clionan la calidad embrionaria y blas-
tocitaria con la tasa de obtencion de
lineas celulares (Mitalipova et al.,
2004), desde nuestro centro pensa-
mos que esta clasificacion si es im-
portante a la hora de elegir el méto-
do de aislamiento de la masa celu-
lar interna (MCI) y posterior deriva-
cion de la linea celular (Ver abajo).

- Cultivo y evolucion de los preem-
briones hasta estadio de blastocis-
to, donde se encuentra la MCI,
compuesta por las células tronca-
les, que daran lugar a las hESCs.
Para evaluar la calidad blastocitaria
atendemos al modelo propuesto
por el Instituto Cornell (Veeck and
Zaninovic, 2004), donde se valora
el grado de expansion del blastocis-
to, asi como el aspecto del trofoecto-
dermo y la MCI, quedando estable-
cidas tres categorias:

0 Blastocistos de buena calidad
con una MCI bastante distingui
ble y con tamafio adecuado.

o0 Blastocistos con una pequeria
pero distinguible MCI.

0 Blastocistos de mala calidad con
una MCI poco definida.

- Derivacion de hESCs. Existen va-
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rios métodos que consisten en el
aislamiento de la MC/ y la elimina-
cion de las células del trofoectoder-
mo de los blastocistos. En nuestro
centro hemos experimentado dos
métodos para realizar el aislamiento
de la MCI dependiendo de la cali-
dad blastocitaria. Por un lado, un
método mecanico, bien por micro-
manipulacion o por empleo del di-
sector laser, cuando los blastocistos
son de buena calidad con una MCI
bastante distinguible y con tamario
adecuado.

El empleo del laser es un nuevo
método de aislamiento de la MCI
probado en modelo murino por va-
rios grupos, dando buenas tasas de
derivacion de lineas celulares em-
brionarias murinas (mESCs)
(Tanaka et al., 2006; Cortés et al.,
2006). Consiste en ir aplicando el
laser a las células del trofoectoder-
mo destruyéndolas, siendo sola-
mente las células de la MCI las que
se adhieren a la superficie de culti-
vo elegida (Fibroblastos murinos y
humanos, MatrigelTM).

Para los blastocistos con una pe-
quefia o nada visible MCI, utiliza-
mos el método de cultivo directo del
blastocisto sobre la superficie de
cultivo elegida (Kim et al., 2005).
Asi, tanto las células del trofoecto-
dermo, como las de la MCI se ad-
hieren a dicha superficie. Pasados
unos dias, los dos tipos celulares
sufren un crecimiento, y mecanica-
mente se separa la MCI. Aparte
existe otro método de aislamiento
de la MCIl mediante inmunocirugia
(Solter and Knowles, 1975), pero
que esta en desuso debido a que los
medios utilizados contienen produc-
tos de origen animal, con el riesgo de
contaminacion cruzada.

- Coordinador entre los centros de re-
produccion y el banco para la perfec-
ta interlocucion en la donacion de
preembriones para fines cientificos.

- Coordinador de la labor de obten-
cion de los consentimientos infor-
mados. La Guia para la Investigacion
vy Terapia con Células Troncales pro-
puesta por la Indian Council of

o
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Medical Research (ICMR-DBT,
2006) expone que el profesional
que realice el tratamiento de fertili-
dad y el investigador que derive la
linea celular o que trabaje con ellas
no sean la misma persona. Ademas
explica que la decision sobre el des-
tino de los preembriones debe estar
libre de la influencia de los investi-
gadores que podrian alentar a los
progenitores hacia su uso con fines
de investigacion.

En cambio, nosotros pensamos
que el embridlogo del banco de cé-
lulas troncales si debe ser parte ac-
tiva en el proceso de entrevista, ex-
plicacion y firma del consentimien-
to informado por parte de la pareja,
0 la mujer en su caso, estando dis-
ponible para realizar las entrevistas
cuando sea necesario, ya que es
experto en cuanto a cualquiera de
los destinos propuestos por la Ley
espariola (Ley 14/2006).

El BLCA es un centro multidiscipli-
nario donde varias dreas interaccio-
nan para una adecuada coordina-
cion, con el objetivo de elaborar, al-
macenar, conservar y gestionar to-
dos los tipos de lineas celulares, de
acuerdo a las actuales normativas
nacionales e internacionales. Estas
areas o secciones son las siguientes
(Figura 1): Area de calidad; rea de
trazabilidad; drea de embriologia;
area de cultivo celular; area de cito-
genética y biologia molecular; drea
de microbiologia y area de investi-
gacion.

CONCLUSION

En el BLCA pensamos que existe
una nueva figura de embridlogo in-
vestigador especializado en la ma-
nipulacion de preembriones huma-
nos destinados a generar nuevas
hESCs. Este embridlogo debe haber
acreditado experiencia previa en
embriologia clinica, y debe de estar
en contacto con las clinicas de re-
produccion para la perfecta coordi-
nacion en la donacion de preem-
briones con fines de investigacion.
Ademads, el area de embriologia al
que estara integrado el embridlogo

13
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formara parte del Banco de Células
Troncales, con un stock propio de
lineas celulares embrionarias, para
su distribucion a centros de investi-
gacion que las puedan utilizar para
investigacion basica y futuras apli-
caciones clinicas.
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AUMENTO DE LA FRAGMENTACION DEL DNA ESPERMATICO EN
LOS FUMADORES TRAS LA CAPACITACION MEDIANTE SWIM-UP.

Sperm selection by swim-up in terms of DNA fragmentation as measured by the Sperm Chromatin
Dispersion test (SCD) is altered in heavy smokers.

Thamara Viloria} Nicolés Garrido } José Luis Fernéndez, 3osé Remohi, Antonio Pellicer, Uourdes Muriel, Marcos Meseguer 1

VI Valencia, Universidad de Valencia. ®eccién de Genética y Unidad de Investigacion, Hospital "Teresa Herrera," Complejo
Hospitalario Universitario Juan Canalejo, A Corufia, Espafa. Bepartamento de Obstetricia y Ginecologia Hospital Dr. Peset, Valencia,
Espania.

Peticiones de reimpresion: Dr. Thamara Viloria, IVI Valencia - Universidad de Valencia, e-mail: tviloria@ivi.es.

Resumen: los habitos toxicos y su relacion con la infertilidad masculina, ha sido objeto de investigacion en los dltimos afios y
dentro de los habitos toxicos mas comunes dentro de la poblacion esta fumar el cigarrillo. Por otro lado, la fragmentacidn del
DNA espermatico ha sido relacionada con la infertilidad y disminucion de la calidad embrionaria en trabajos previos. Este
estudio se ha llevado a caho con la finalidad de investigar la asociacidn entre el tabaco y la fragmentacion del DNA espermatico
en muestras de semen fresco y capacitado en hombres infértiles que asisten para un tratamiento de reproduccion.

Un total de 99 pacientes proporcionaron una muestra de semen; se descartaron previamente otras causas de fragmentacion del
DNA mediante un cuestionario y se establecieron 3 grupos de acuerdo al consumo de tabaco: no fumadores, fumadores
moderados (1-19 cigarrillos/dia) y muy fumadores (>20 cigarrillos /dia). El analisis de la fragmentacion se llevd a caho mediante

la prueba de la Dispersion de la Cromatina (SCD) antes y después del swim-up. No se observaron diferencias significativas en
cuanto a la fragmentacion del DNA segiin el habito de fumar en las muestras en fresco; sin embargo, hubo un incremento
significativo de células espermaticas con el DNA fragmentado en los hombres fumadores respecto a los no fumadores en las
muestras luego del swim-up. Por lo que podemos concluir que el analisis de la fragmentacion del DNA espermatico después del
capacitado es el que puede realmente detectar el efecto perjudicial producido por el tabaco sobre el espermatozoide. Este efecto
nocivo altera el proceso de seleccién del swim-up en los fumadores, sin embargo, las bases moleculares y celulares de este
fenémeno no han sido elucidadas, por tanto es recomendable que los hombres que buscan descendencia eviten el consumo de
tabaco.

Palabras clave: Fragmentacidn del DNA / Prueba de Dispersion de la Cromatina (SCD) / fertilizacion in vitro /
cigarrillo/ espermatozoide

Abstract: Toxic habits and its relation with male infertility has been a matter of investigation in the recent years and smoking is
one of the commonest life-style toxic exposures to harmful substances. Sperm DNA fragmentation has been previously linked to
infertility and low embryo quality in several works. This cross-sectional study was carried out to investigate the association
between cigarette smoking and sperm DNA fragmentation in raw and capacitated sperm from infertile males undergoing assisted
reproduction treatments (ART).

A total number of 99 infertile males provided one semen sample, other causes of DNA fragmentation was discarded by a previous
questionnaire and three groups were established according to the cigarette consumption: non-smokers, light smokers(1-19
cigarettes/day) and heavy smokers (>20 cigarettes/day), then analyses of the sperm DNA fragmentation was carried out by the
Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test before and after swim-up treatment. We could observed no differences in the sperm DNA
fragmentation in the raw semen samples regardless the smoking habhits; nevertheless there is a significant increase in the
incidence of sperm cells with DNA strand breaks in male smokers compare to non smokers after the evaluation of post swinm-up
samples. And we concluded that the analysis of sperm DNA fragmentation after capacitation can really detect the detrimental
effect produced hy tobacco. This deleterious effect alters the sperm swim-up selective process in smokers but molecular and
cellular basis of this phenomenon remain to be elucidated, but based on these evidences, leaving smoking is advisable in males
attending to reach parenthood.

Key words: DNA fragmentation / sperm chromatin dispersion test (SCD) / In vitro Fertilization / cigarette smoking / sperm
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INTRODUCCION

El término “Infertilidad” se define
como la incapacidad de una pareja de
conseguir un embarazo luego de rela-
cliones sexuales regulares no protegi-
das. Aproximadamente un 15% de las
parejas con deseo de gestacion tienen
dificultad de concebir tras este perio-
do. El factor masculino es por si solo
el causante de esa infertilidad en un
20% de los casos y contribuye en otro
30-40%, siendo las alteraciones en el
semen el origen de la misma
(Rodriguez et al., 2005).

El sistema reproductivo es bastante
complejo, sin embargo, los disefios
experimentales de pruebas in vitro e
in vivo nos pueden ser Utiles para de-
tectar algunas alteraciones. Por tanto,
la reproduccion asistida nos brinda un
espacio ideal para estudiar algunos
factores que podrian estar afectando
la calidad seminal y sus implicaciones
a nivel reproductivo.

A lo largo de los afios, muchos han
sido los factores relacionados a la in-
fertilidad masculina, como: infeccio-
nes, varicocele (Pomerol, 2002), obs-
trucciones y alteraciones en la pro-
duccion  espermatica  (Ballesca,
2002), causas genéticas (Egozcue,
2002) y muchas veces la causa es
desconocida y pueden afectar en ma-
yor o menor medida a la calidad semi-
nal. Sin embargo, su relacion con los
hébitos toxicos ha sido motivo de in-
vestigacion en los dltimos afos, de
sus resultados se han descrito algunos
agentes ambientales toxicos que pue-
den deteriorar la espermatogénesis,
ejerciendo efectos nocivos a nivel pre-
testicular, testicular o post-testicular
(Oliva et al., 2001; Pflieger-Bruss et al.,
2004). Uno de estos agentes es el con-
sumo del tabaco; el cual esta amplia-
mente reconocido como un problema
de salud publica y una de las mayores
causas de muertes prevenibles.
Aproximadamente una tercera parte de
la poblacion mundial mayor de 15 afios
es fumadora (World ~ Health
Organization, 1997). Asi mismo, el taba-
co afecta la salud reproductiva.

El cigarrillo contiene algunos cientos
de compuestos (Dube and Green,

1982). El tabaco consiste en su mayo-
ria de carbohidratos y proteinas (aprox
50%). Otro constituyente significante
son alcaloides (0,5-5%) con la nicoti-
na como compuesto predominante
(90-95% de los alcaloides totales), po-
lifenoles (0,5-4,5%), fitoteroles (0, 1-
2,5%), 4acidos carboxilicos (0,1-
0,7%), hidrocarbonos aromaticos, al-
dehidos, cetonas, aminas, pesticidas,
etc (0,01-5%) y mas de 30 compues-
tos metalicos (Wynder and Hoffmann,
1967; Internacional Agency for
Research on Cancer, 1986).

La nicotina, el principal alcaloide del
tabaco, esta presente en los cigarrillos
en una cantidad que varia desde 0,8-
1,8 mg/cigarrillo, dependiendo de la
marca y tamafo del mismo (Benowitz
etal., 1983; Rosa et al., 1992). Tanto
como 1mg de nicotina puede ser ab-
sorbido al fumar 1 solo cigarrillo. Este
es un alcaloide muy toxico que se ab-
sorbe rapidamente por el tracto respi-
ratorio, la mucosa bucal y la piel
(Gandini et al., 1997).

La cotinina, su mayor metabolito, es
un compuesto mas estable que la ni-
cotina, con un tiempo de vida media
de aproximadamente 20h (la vida me-
dia de la nicotina es de unas 2h) y su
concentracion no se ve influenciada
por otros factores como por ejemplo la
dieta. En el hombre, la nicotina y/o co-
tinina ha sido detectada en plasma se-
minal de acuerdo al consumo de ciga-
rrillos (Pacifi et al., 1993, 1995; Vine
etal., 1993; Zenzes et al., 1999), lo
que indica el paso de estos metaboli-
tos a través de la barrera hemato-tes-
ticular.

Esto sugiere que ciertos componen-
tes del tabaco interactuan, directa o
indirectamente, afectando la funcion
y viabilidad de los gametos; y el meca-
nismo que envuelve este resultado
aun necesita ser elucidado.

El incipiente incremento del interés
publico respecto al declive del poten-
cial fértil masculino, y sobre todo, el
deseo de conocer el efecto que tienen
los componentes medioambientales y
ocupacionales, y los habitos de la so-
cledad actual, hacen necesarios estu-

dios serios, objetivos y completos que
revelen la accion que estos ejercen en
el espermatozoide, principalmente en
poblacion con deseos de gestacion.

Con este fin, hemos aprovechado el
conocimiento ganado en los trata-
mientos de reproduccion asistida
(TRA) después de la introduccion de
diversos anadlisis como la prueba de la
Dispersion de la Cromatina (SCD) para
estudiar el efecto del tabaco sobre la
integridad del DNA de los espermato-
zoides antes y después del swim-up
en parejas que consultan por infertili-
dad.

Este estudio introduce nuevos avan-
ces respecto a las consecuencias del
tabaco en la reproduccion humana.

Fragmentacion del DNA y tabaco:

Se estima que un 25% de las cau-
sas de infertilidad son de origen idio-
patico y la etiologia de algunas de es-
tas causas podria estar relacionada
con dario en el DNA de los esperma-
tozoides.

La fragmentacion de DNA en el es-
permatozoide esta siendo cada vez
mas reconocida como una importante
causa de infertilidad, y aunque el ori-
gen del dafio a nivel del DNA no es
claro (Muratori et al., 2000; Sergerie
et al., 2005), se han propuesto algu-
nos mecanismos como: defectos en la
compactacion de la cromatina duran-
te la espermiogénesis, induccion de la
apoptosis durante el proceso de es-
permatogénesis e induccion de dafio
de DNA en espermatozoides diferen-
clados maduros por espermatozoides
inmaduros que producen niveles ele-
vados de radicales libres (ROS)
(Garrido et al., 2004).

Una causa potencial de la fragmen-
tacion de DNA es la exposicion a toxi-
nas ambientales; sin embargo, pocos
datos apoyan el concepto de un im-
pacto negativo extenso de contami-
nantes ambientales en los resultados
del andlisis del semen (Sun et al.,
1997). Algunas de estas toxinas se
podian relacionar con el consumo de
tabaco.



La relacion entre el cigarrillo y la
fragmentacion del DNA del esperma-
tozoide ha sido establecida por algu-
nos autores (Sun et al., 1997;
Muratori et al., 2000; Zenzes, 2000).
No obstante, Sergerie et al. (2005)
han reportado una no asociacion en
hombres sanos fumadores y no fuma-
dores; y Belcheva et al. encontraron
que el dafio en el DNA de los esper-
matozoides de los fumadores estaba
incrementado con respecto al de los
no fumadores, pero esta diferencia no
resultaba estadisticamente significati-
va.

Uno de los mecanismos sugeridos
podria estar relacionado con la inter-
ferencia nicotinica sobre la organiza-
cion de la membrana espermatica y
por lo tanto en la reaccion acrosémica
(Arabi, 2004) inducida por ZP3, una
proteina de la zona peldcida que des-
empefia un papel fundamental duran-
te la fertilizacion, funcionando como
un receptor especifico para el esper-
matozoide (Hinsch et al., 2005).

El propdsito en este estudio es in-
vestigar la asociacion entre el taba-
quismo y la fragmentacion de DNA del
espermatozoide en parejas infértiles
sometidas a tratamientos de repro-
duccion asistida, utilizando el SCD an-
tes y después del procedimiento de
swim-up como técnica de capacita-
cion espermatica en hombres fuma-
dores y no fumadores.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion: La poblacion objeto de
estudio son pacientes infértiles que
asisten a tratamientos de reproduc-
cion asistida en nuestro centro, del
cual se seleccionaron aleatoriamente
las muestras de semen de los maridos
de parejas que asisten al laboratorio
de andrologia del IVl para un trata-
miento de infertilidad con previo con-
sentimiento de los pacientes, ya que
son pruebas que no se realizan de ru-
tina en el laboratorios. Un total de 99
hombres proporcionaron 99 muestras
de semen para ser analizadas. El ran-
go de edad fue de 26 a 49 afios, con
una media de 36.
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Se les realizo el test de SCD, sin co-
nocer, si eran fumadores o no.
Posteriormente a los andlisis, se pro-
cedié a hacer una encuesta a los pa-
cientes acerca de sus habitos tabaqui-
cos en el momento en el cuél fue rea-
lizado el ciclo y los 3 meses anterio-
res. Se estipularon tres grupos segun
el consumo diario de cigarrillo en los
varones: no fumadores (n=51), fuma-
dores moderados: de 1-19 cigarrillos
por dia (n=21) y varones muy fuma-
dores: mds de 19 cigarrillos por dia
(n=27); y se analizaron los datos.

Aquellos pacientes que hubieran
consumido drogas o alcohol en los 3
meses previos a la realizacion del es-
tudio, fueron incluidos. También éstos
fueron excluidos, si tenian historia re-
clente de fiebre o exposicion a gona-
dotoxinas como quimioterapia, radio-
terapia, pesticidas o exposicion ocu-
pacional a metales pesados. Ademas,
se investigo acerca de la presencia de
varicocele, torsion testicular, etc., para
no incluirlos en los mismos.

Fragmentacion del DNA espermatico.
Prueba de Dispersion de la Cromatina
(SCD)

ElI SCD (Halosperm® kit, INDAS la-
boratories, Espafia) es una prueba
desarrollada recientemente, descrita
por Fernandez et al., (2003), basada
en el hecho de que en los espermato-
zoides con las cadenas de DNA intac-
tas se produce una descompactacion
de los bucles de DNA, empaquetados
en la matriz nuclear, tras haber sido
expuesto a un tratamiento acido, se-
guido a un tratamiento con agentes
reductores y detergentes. Esta des-
compactacion produce un halo alre-
dedor de la matriz nuclear que se
puede visualizar por microscopia de
campo claro usando tinciones habi-
tuales como el Diff-Quick. Por el con-
trario, si una de las cadenas de DNA
esta danada, no se produce halo, ob-
servandose nticleos condensados.

Para el analisis de las muestras se
realizo el estudio macro y microscopi-
co del semen segun lo descrito ante-
riormente. Todas las muestras fueron
procesadas por Swim-up.

Diciembre 2006 Vol. 11 ¢ N2

Posteriormente, el sobrenadante (O, 1-
0,5ml) fue separado en otro tubo.
Luego, para la determinacion de la
fragmentacion del DNA se tomaron
alicuotas (entre 10 y 100ul) con con-
centraciones entre 5-10 millones de
spz/ml de cada muestra de semen an-
tes y después del swim-up para ser
procesadas como describe Fernandez
et al. (2003).

Se establecieron 5 patrones de SCD:
a) Células espermadticas de halo gran-
de (CHG): su anchura es similar o
mds grande que el diametro menor
del nucleoide; b) Células espermati-
cas de halo mediano (CHM): su halo
esta entre aquellos con halo grande y
halo muy pequefio. Células esperma-
ticas sanas (CS): este subgrupo inclu-
ye las HG y HM, es decir, aquellas sin
fragmentacion de DNA; c) Células es-
permaticas de halo muy pequerio
(CHP): su espesor es similar o mas
pequeno que la tercera parte (1/3) del
didmetro menor del nucleoide; d)
Células espermadticas sin halo (CSH);
e) Células espermaticas degradadas
(CD): son similares al grupo “d”, pero
ademads estan débilmente o irregular-
mente tenidas. Las células espermati-
cas de halo pequerio, sin halo y degra-
dadas contienen DNA fragmentado.
Finalmente los nucleoides que no co-
rresponden a células espermaticas
fueron separados del recuento.

Analisis estadistico: Las compara-
ciones de la fragmentacion del DNA
con respecto a los 3 grupos estudia-
dos antes y después del swim-up, se
realizaron por la prueba de anélisis de
varianzas (ANOVA) cuando los datos
seguian una distribucion normal,
mientras que cuando estas seguian
una distribucion anormal se utilizo la
prueba de Kruskal-Wallis (prueba no
paramétrica). El analisis estadistico
fue llevado a cabo wusando el
Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). La significancia estadistica se
ha definido como P<0,05.

RESULTADOS

Los resultados de la fragmentacion
del DNA de espermatozoides en las
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muestras de los pacientes antes de
Ser procesadas por swim-up de acuer-
do al numero de cigarrillos fumados
por los varones, no revelaron diferen-
clas significativas entre los 3 grupos
estudiados dependiendo de la canti-
dad de cigarrillos por dia. Hombres no
fumadores, fumadores moderados y
muy fumadores, tuvieron similar pa-
tron de distribucion entre las diferentes
categorias de acuerdo al tamafio del
halo luego de hacer el SCD, es decir,
porcentajes de células con CHG, CHM,
CS, CHP, CSH y CD (Figura la y 2a).

Las Figuras 1b y 2b, muestran los re-
Sultados de la fragmentacion del DNA
de espermatozoides en las muestras
luego de ser procesadas por swim-up
de acuerdo al numero de cigarrillos fu-
mados.

Comparaciones entre esos grupos
muestran diferencias significativas en
las CHP. Los porcentajes de CHP en los
fumadores moderados se incrementa-
ron respecto a aquellos que no fumaban
(15,0 1C 95% [6,4-46,0] y 12,2 IC 95%
[0,0-32,7]) (Pab=0,020), al igual que en
los hombres muy fumadores compara-
do con el grupo de los no fumadores
(19,2 1C 95% [0,9-46,0] y 12,2 IC 95%
[0,0-32,7]) (Pac=0,013), demostrando-
se asi un dafio en la calidad del DNA
entre fumadores en general (modera-
dos y muy fumadores) y no fumadores.
Ademads, los porcentajes de CHG y CS
se vieron disminuidos en los dos grupos
de hombres fumadores comparados
con aquellos que no fumaban, aunque
estas diferencias no llegaron a ser signi-

Figura la

ficativas.

De igual forma, en los porcentajes de
CSH y CD se observo que los dafios en
el DNA de los espermatozoides de los
fumadores moderados estaban incre-
mentados, pero las diferencias no re-
Sultaron estadisticamente significativas.

Posteriores comparaciones multiples
entre la fragmentacion del DNA de las
muestras de semen antes y después
del swim-up de acuerdo al nimero de
cigarrillos fumados (comparaciones en-
tre figuras la con 1b y 2a con 2b res-
pectivamente), mostraron que en los
hombres muy fumadores hubo una dis-
minucion significativa (aproximada-
mente del 50%: 72,8 IC 95% [23,8-
67,31y 47,3 1C 95% [9,4-97,4]) de las
CHG (Pde=0,020), luego del swim-up.

No se encontraron diferencias signifi-
cativas en las CHM entre los grupos an-
tes y después de la capacitacion.
También, en los hombres muy fumado-
res se encontro una disminucion muy
marcada en las CS (que son el total de
las células no fragmentadas) luego del
swim-up (Pfg<0,001) (78,7 IC 95%
[44,4-95,3] y 60,0 IC 95% [15,4-
98,7]); adicionalmente, se observo un
incremento de este tipo de células es-
permaticas (CS) en el grupo de hom-
bres muy fumadores luego del procesa-
miento por swim-up, pero este no fue
significativo.

Por otra parte, en el mismo grafico se
puede observar, desde otro punto de
vista que, las CHP incrementaron sig-

Figura 1b
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\
|

I
No fumadores

220 cig/dia

nificativamente luego del swim-upen
los fumadores moderados y muy fuma-
dores (Phb=0,001 y Pic<0.001 respec-
tivamente) en comparacion con aque-
llos hombres sin este habito, lo que in-
dica una positiva seleccion de esper-
matozoides con DNA fragmentado lue-
go de la capacitacion en los hombres
fumadores. Particularmente en los
hombres muy fumadores este incre-
mento fue de mas del 100%.

Incluso, en los hombres no fumado-
res se observo una gran disminucion de
las CSH y CD (Pjk=0,007 y PIm=0,006
respectivamente), lo cual supone una
reduccién de espermatozoides con
DNA fragmentado luego del swim-up
en este grupo, sin embargo esta dis-
minucion no fue significativa.

Por tanto, estos hallazgos en las ali-
cuotas post swim-up sugieren que el
tabaco altera selectivamente la habili-
dad del proceso de seleccion esperma-
tica en los hombres fumadores.

O

0
O
[me

.
1-19 cig/dia

220 cig/dia

Post swim-up

Figura 1 Resultados de la fragmentacion del DNA en muestras de semen antes y después del swim-up de acuerdo a la cantidad de cigarrillos fumados.
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o fragmentadas
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Figura 2 Representacion del total de células sanas (no fragmentadas) en muestras de semen antes y después del swim-up de acuerdo a la cantidad de

cigarrillos fumados.

DISCUSION

Aunque muchos trabajos sugieren
que existen agentes fisicos y quimicos
en el ambiente, muchos de ellos han
sido introducidos y propagados por la
actividad humana, pudiendo afectar
la fertilidad masculina (Oliva et al.,
2001), sin embargo, el impacto del
consumo de tabaco en la fertilidad
masculina resulta un tema controver-
tido (Vine et al., 1996).

Los resultados de este estudio sos-
tienen que: (i) no hay diferencias en
la fragmentacion del DNA de los es-
permatozoides en las muestras de se-
men en fresco a pesar de los habitos ta-
baquicos; y (ii) hay un incremento sig-
nificativo en la incidencia de células es-
permaticas con las hebras de DNA ro-
tas en los hombres fumadores luego de
evaluar las muestras procesadas por
swim-up.

Primero se realizé la prueba de SCD
en las muestras de semen en fresco y
el resultado de la fragmentacion del
DNA en los 3 grupos de hombres es-
tudiados, de acuerdo al consumo de
cigarrillos por dia, fue comparable.

Sergerie et al. (2005), describieron la no
asociacion entre tabaco y fragmenta-
cion de DNA espermatico en muestras
de semen en fresco de hombres sanos
(no infértiles); y Saleh et al. (2002), es-
tudiaron esta asociacion en hombres in-
fértiles y reportaron que las diferencias
entre fumadores y no fumadores no era
estadisticamente significativa.

No obstante, encontraron que las
muestras de semen de los hombres
infértiles fumadores tenian altos nive-
les de estrés oxidativo (OS) que en los
no fumadores. Esto fortalece los re-
sultados del presente trabajo y refuer-
Za la hipdtesis que el efecto ejercido por
algunos factores perjudiciales, que
afectan los gametos masculinos, podri-
an estar encubiertos en el eyaculado,
siendo los mismos apreciables solo en
la seleccion de espermatozoides por
swim-up.

Se debe recalcar que las muestras
empleadas en cualquier TRA estan
previamente procesada en el labora-
torio con la finalidad de eliminar las
células no espermaticas y seleccionar

los mejores espermatozoides (mejor
movilidad y morfologia), imitando asi
los procesos que ocurren en el tracto
reproductor femenino en condiciones
naturales. Muratori et al., (2000) des-
cribieron que hasta cierto punto la
fragmentacion del DNA estaba positi-
vamente relacionada con una morfo-
logia anormal en el espermatozoide y
asociada con defectos en la cola;
pero encontraron una correlacion ne-
gativa entre DNA roto y movilidad
progresiva.

Basdndonos en trabajos previos,
donde se encontro que las tasas de
fecundacion y algunos indicadores de
calidad embrionaria estaban relacio-
nados con el alcance de la fragmenta-
cion del DNA espermatico post swim-
up (Muriel et al., 2006); éstos en con-
Jjunto con los resultados del actual es-
tudio, se puede concluir que la via
para determinar la fragmentacion del
DNA parece evidente que deberia ser
evaluando las alicuotas tras el proce-
samiento por swim-up.

Con el fin de perfeccionar estos ha-
llazgos, se hicieron comparaciones
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multiples entre los 3 grupos estudia-
dos y los resultados antes y después
del swim-up; y diferencias significati-
vas indican que los hombres fumado-
res moderados y muy fumadores pre-
sentan un ndmero significativamente
mayor de células espermadticas con
DNA dafado luego del capacitado
que los no fumadores. Es mads, los
hombres no fumadores tuvieron una
disminucion significativa de células
espermaticas degradadas (CD) y en
general menos espermatozoides con
DNA deteriorado.

Estudios previos sobre fragmenta-
cion del DNA espermaético y consu-
mo de tabaco, han sido realizados
en semen en fresco (Sergerie et al.,
2000: Saleh et al., 2002) o semen ca-
pacitado (Sun et al., 1997; Younglai et
al., 2001; Belcheva et al., 2004) inde-
pendientemente, pero no se ha es-
tudiado un disefio como el de este
trabajo donde se han comparado las
muestras antes y después del capa-
citado e introduciendo un factor ex-
terno.

Respecto al procesamiento en el
laboratorio, algunos estudios han
analizado la relevancia de la prepa-
racion del semen en el porcentaje
de células con DNA fragmentado.

La técnica de swim-up para el ca-
pacitado de espermatozoides maovi-
les ha sido estudiada por Younglai et
al. (2001), en hombres que asisten
a una clinica de infertilidad, con el
fin de determinar si este procedi-
miento puede ocasionar efectos per-
Jjudiciales en el DNA espermatico; y
encontraron que no existian diferen-
clas significativas entre la fragmen-
tacion del DNA en la muestra fresca
vy en la procesada por swim-up y por
el método de swim-up directo (sin
centrifugar); pero en el mismo, no se
estudio ningtin factor perjudicial exter-
no como por ejemplo el consumo de
tabaco

Al igual que en este estudio, Sun
et al. (1997) describieron un incre-
mento en la fragmentacion del DNA

espermatico entre hombres infértiles
(fumadores y no fumadores) luego
del procesamiento por swim-up que
pudiera sugerir un posible vinculo
con las toxinas ambientales. Otros
estudios llevados a cabo por
Belcheva et al. (2004), en donantes
normozoospérmicos antes de la ca-
pacitacion por Percoll, concluyeron
que la fragmentacion del DNA en es-
permatozoides de donantes sanos
(no infértiles) fumadores permanecia
dentro del rango normal. Sin embar-
go, ellos observaron que el fumar ci-
garrillos inducia un deterioro en la
membrana plasmatica de las células
espermaticas.

En conclusion, el andlisis de la
fragmentacion del DNA en las mues-
tras de eyaculado (en fresco) oculta
el efecto perjudicial real del tabaco,
ya que no se han encontrado dife-
rencias con respecto al consumo de
tabaco, que apuntarian a la conclu-
sién “errénea” que el mismo no in-
fluye en la fragmentacion del DNA.

Pero es luego del capacitado, don-
de realmente se puede detectar el
efecto perjudicial producido por el
tabaco. Este efecto deletéreo esta
afectando la seleccion espermaética
por la interferencia en el proceso del
swim-up, demostrando que el taba-
co, altera selectivamente la capaci-
tacion del semen por swim-up en los
hombres fumadores. Las bases celu-
lares y moleculares de este fenéme-
no quedan aun por elucidar; pero se
pueden plantear algunas posibles
opciones, como: a) que la fragmen-
tacion del DNA (como proceso conti-
nuo) se produzca también luego del
eyaculado, estando incrementado en
los pacientes fumadores y subse-
cuentemente las células que estan
algo fragmentadas (halo mediano)
terminen fragmentandose completa-
mente tras la incubacion durante 1
hora aproximadamente en el proceso
de capacitado; b) ademads esta obser-
vacion luego del capacitado no signifi-
ca que este proceso esté aumentando
los espermatozoides fragmentadas en

los fumadores, pero posiblemente si
esté seleccionando mejor los esper-
matozoides no fragmentados en los
no fumadores.

La suma de ambos efectos se tradu-
ce en esa diferencia significativa lue-
go del swim-up. Basandonos en estas
evidencias, es aconsejable que los
hombres que son atendidos por infer-
tilidad en TRA o que buscan descen-
dencia eviten el consumo de tabaco.
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LA ETICA EN LA MEDICINA REPRODUCTIVA

Emesto Vejga

INRA (Instituto de Reproduccion Asistida de Galicia), Santiago de Compostela

La Medicina Reproductiva es una
clencia biomédica, por lo que podemos
entenderla como una ciencia médica a
favor de la vida.

En la actualidad, cada vez aumenta
mads el numero de nifios nacidos gra-
clas a la Reproduccion asistida, lo cual
ha abierto un debate moral sobre estos
actos. Por ello la bioética (bios -vida- +
ética) ha de aplicarse también a esta
rama de la Medicina. Teniendo en
cuenta que la bioética es la ciencia que
estudia la vida a partir de los principios
universales morales, debemos estable-
cer criterios y limites entre lo licito y lo ili-
cito en Reproduccion Asistida.

Por Reproduccion Asistida entende-
mos todo proceso técnico cientifico en el
que el uso de la ciencia y la tecnologia
permiten la reproduccion de los seres vi-
vos de forma artificial. De esta manera,
el hombre interviene en procesos que
deberian ser naturales.

La intervencion del hombre se ha des-
arrollado en técnicas que implican la re-
produccion posterior intracorpérea (in-
seminacion artificial), en aquellas que
implican la reproduccion asistida in vitro
0 extracorpdrea y posterior transferencia
del embrion al dtero de la mujer
(Fecundacion In Vitro / ICSI), y reciente-
mente la clonacion con fines reproducti-
vos o terapéuticos. Fuera de la concep-
cion de la Reproduccion Asistida, dejaria
a la subrogacion uterina.

En cualgquiera de sus acepciones, la
Reproduccion Asistida puede ser ho-
mologa o heterdloga, en funcion de si
los gametos son aportados por los

miembros de la pareja o la mujer soltera
0 con compafiera del mismo sexo, o
bien, por donantes andnimos/as o cono-
cidos/as. Para la preparacion, puesta en
contacto y analisis genético de los game-
tos, zigotos y embriones, se utilizan
multiples técnicas. Los actos desarro-
llados por el equipo biomédico con el
consentimiento expreso de los usua-
rios/as, para el desarrollo de las mis-
mas, seran actos cuya moralidad debe
salvaguardar los principios y funda-
mentos de la persona.

La Reproduccion Asistida desvirtia la
naturaleza del acto conyugal, enten-
diendo el mismo como el acto sexual
por un lado y el caracter procreativo por
otro. El hecho de que este ultimo se lo-
gre eliminando el otro, no debe ser mo-
ralmente ilicito. Ahora bien, en el caso
de la maternidad de sustitucion, las
obligaciones del amor materno, la fide-
lidad conyugal y de la maternidad res-
ponsable, son “puenteadas” sin preo-
cuparnos de si la dignidad y el derecho
del hijo a ser concebido y traido al
mundo son ofendidos. Este tipo de ma-
ternidad es privada de toda carga afec-
tiva que se establece durante el emba-
razo entre el vientre de la futura madre
vy el nifio, pero que si se da en la madre
de alquiler y a la cual posteriormente se
le priva de la afectividad establecida.
No podemos olvidar tampoco las impli-
caciones economicas de la “profesion”
de las madres de alquiler.

La ética y la moral no deben estar pele-
adas con la ciencia y la técnica, en todo
caso, reconocerse entre ellas como una
manera loable de mejorar las condicio-
nes de las personas que optan por las

clencias médicas en favor de la vida.

Desde un punto de vista no procrea-
tivo, la union de los gametos de forma
artificial desvirtua la naturaleza del acto
conyugal en su totalidad.

Es por ello que la clonacion terapéu-
tica se desvincula de la propia natura-
leza para la que fueron disefiados los
gametos. Ahora bien, toda medida
clentifica terapéutica, es decir, que
pueda remediar algun malestar huma-
no, deberia ser aplicada siempre que
sea posible. Esto mismo lo podriamos
aplicar a la técnica de Diagndstico
Genético Preimplantacional en combi-
nacion con la determinacion de los an-
tigenos de histocompatibilidad de los
embriones in vitro, empleada como
ayuda para salvar la vida de un familiar
enfermo.

El uso de células madre embrionarias
para la posible curacion de enfermeda-
des humanas, hace que debamos ver
al embrion como una realidad biologica
carente de dignidad humana ya que no
es vida humana propiamente. Ahora
bien, esto no quita que no debamos de
respetar la vision proteccionista del em-
brion que defienden varios paises de
centro-Europa, donde esta prohibida la
clonacion de cualquier tipo.

No debemos tampoco olvidarnos del
potencial terapéutico de las células ma-
dre no embrionarias.
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EL CHARLATAN EN LA CIENCIA Y LOS MEDIOS DE COMUNICACION

Rafael Bernabeu, Jorge Ten
Instituto Bernabeu, Alicante

No es la finalidad del auténtico cien-
tifico ser motivo de atencién de los me-
dios de comunicacion. Es su trabajo
paciente y silencioso el que llama la
atencion de los medios cuando las apli-
caciones del mismo resultan en un
avance provechoso para la humanidad.

No obstante, hay ciertas dreas de la
Medicina que despiertan gran interés
en los medios de comunicacion por las
repercusiones que tienen en la socie-
dad. Uno de esos campos “estrella” es
la Medicina de la Reproduccion. Hoy oi-
mos por la calle palabras como embrio-
nes, células madres y clonacion, que
eran patrimonio del especialista, y que
ahora suscitan en todos un enorme in-
terés que justifica la difusion de estos
temas por parte de los medios de co-
municacion.

Sin embargo, este interés da lugar a
intoxicaciones informativas. En efecto,
en estos ultimos tiempos hemos asisti-
do a comunicados de logros espectacu-
lares: clonacion de seres humanos, ob-
tencion de células reproductivas de for-
ma casi automatica a partir de otras cé-
lulas del organismo, etc. En resumen,
vanas palabrerias que no son mas que
rotundas mentiras.

Por lo general, las sociedades cienti-
ficas son reacias a manifiestos publicos
v, por ello, recientemente se pudo asis-
tir a un hecho inusual. La Royal Society
de Medicina de Inglaterra emitio en el
afio 2004 un comunicado en el que se
mostraba rotundamente en contra de
tales maniobras informativas.
Preocupados por la manipulacion que
desde los medios de comunicacion se
estaba haciendo, pedia que se distin-
guiera entre buena y mala tecnologia y
solicitaba a los medios que no dieran
cobertura a pseudocientificos que sélo
buscaban captar el interés informativo
vy no dudaban en dar noticias rimbom-
bantes, falsas y no comprobadas con
tal de obtener notoriedad. Sujetos que
hablan de brillantes experimentos que

los han conducido a milagrosos resul-
tados, a avances espectaculares, y que
cuando se les piden pruebas de lo que
afirman, resulta que nada los respalda,
porque todo lo que afirman es una far-
sa.

Asi, ante el anuncio de una nueva
clonacion en humanos, el presidente
de la Royal Society, nos recuerda que
la clonacion en primates es mucho mas
compleja que en otras especies y que
en absoluto se tiene la certeza que sea
viable en humanos.

Asimismo un grupo de investigado-
res britanicos, también ha enviado una
carta de apelacion a los editores de me-
dios de comunicacion para que den
menos publicidad a experimentos de
esta indole y que “cualquier declara-
cion futura sea tratada con escepticis-
mo hasta que se presenten evidencias
convincentes” y se haya comprobado la
verdad de la afirmacion.

Duele ver como la idiotez del que se
otorga un falso descubrimiento innova-
dor, causa dolor y engario en quienes
necesitan tratar la incapacidad para te-
ner un hijo.

Duele tener que desesperanzarlos,
sencillamente porque han creido en las
afirmaciones de quienes bajo la cober-
tura informativa, buscan fines inconfe-
sables: notoriedad, dinero,... alejados
del buen quehacer médico. En ocasio-
nes es dificil sacarlos del error a que
han sido conducidos, sin que se violen-
ten.

Duele ver como estos enfermizos per-
sonajillos, que apenas poseen un fino
barniz de conocimientos, ensucian el
digno trabajo de tantos y tantos discre-
tamente empefiados en la lucha por co-
nocer, haciendo caer a la figura del
hombre de ciencia a la altura de los
fantoches que aparecen en programas
basura de TV.

El camino del saber cientifico no es

rectilineo. Verdades aceptadas, se ven
puestas en entredicho y a menudo
abandonadas por evidencias contrarias
de mayor peso. Y esos necesarios vai-
venes en la ciencia son fructiferos, en
ellos se fundamenta el conocimiento
humano. No hay axiomas, sino pruebas
que consideradas objetivamente arro-
Jen luz sobre los problemas. Por eso, no
es de extrafar que recientemente leyé-
ramos que los autores de una promete-
dora teoria sobre el tratamiento del
SIDA, difundida hace aproximadamen-
te 3 afios, reconocieran después su
error. Este tipo de rectificaciones es sa-
ludable y se reciben con satistaccion
por el hombre de ciencia responsable.

Por ello, aun resulta mas insultante la
arrogancia necia de quien sin siquiera
tener resultados preliminares compro-
bables, afirma haber logrado éxitos es-
pectaculares. ;Cuantos tratamientos
milagrosos sobre el cdancer, sobre el
SIDA, sobre la esterilidad, se han llega-
do a anunciar? Tales afirmaciones son
perversas, pues llevan al enfermo y a
sus familiares a manos de desaprensi-
vos, fracturando la confianza de la so-
cliedad en sus cientificos y en quienes
honestamente se dedican al quehacer
meédico. Tristemente, una titulacion uni-
versitaria o una bata blanca, no garan-
tiza la honestidad de quien la ostenta.

La Medicina Reproductiva, en cuan-
to formidable generadora de expecta-
cion y esperanzas, es campo abonado
para estas prdcticas de charlataneria y
ruindad.Seria, pues, deseable que exis-
tiera una fluida comunicacion entre
medios y ciencia, para que se divul-
guen los avances biomédicos de mane-
ra veraz. Solo asi, se dignificaria tanto
la prensa como la ciencia. La sociedad,
destinataria final de ambas actividades
tendria algo menos de lo que preocu-
parse, lo que dado los tiempos que co-
rren no es poco.
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ETICA Y TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

Cristina Camprubi, Joan Blanco.

Unitat de Biologia Cel-lular. Facultat de Biociencies. Universitat Autonoma de Barcelona

En el diccionario de la Real Academia
Espafiola se define la ética como la parte
de la filosofia que trata de la moral y de
las obligaciones del hombre. Moral pre-
senta mds acepciones, quizas la que
mds nos interesa es la que sigue:
Ciencia que trata del bien en general, y
de las acciones humanas en orden a su
bondad o malicia.

La bondad y la malicia, el bien y el
mal son palabras contundentes, subje-
tivas al individuo, a la sociedad, al tiem-
po; palabras mutantes. Las técnicas de
reproduccion asistida (TRAs) se enmar-
can dentro de las acciones humanas.
Partimos de la creencia de la bondad de
las TRAs que fueron creadas para solu-

cionar problemas de infertilidad y actual-
mente, Utiles en la prevencion y trata-
miento de enfermedades de origen gené-
tico, siendo conscientes que no es una
creencia compartida por algunos secto-
res de la sociedad.

Esa inclinacion a hacer el bien puede
tener diferentes interpretaciones, entre
otras implica garantizar la seguridad de
progenitores y descendencia. Para al-
canzar este objetivo se deben cumplir
dos premisas: la participacion de profe-
sionales cualificados y la investigacion.

La investigacion implica conocimiento
y éste es la tnica herramienta que nos
permite realizar un juicio objetivo. La Ley

enjuicia lo que esta bien y lo que esta mal
dentro de una coyuntura social. La Ley in-
tenta reflejar la percepcion del bien y el
mal de una sociedad y por tanto refleja
una ética social limitando en algunas oca-
siones la ética individual del paciente y la
del profesional.

Al final debemos plantearnos si cree-
mos en una ética social o en una ética in-
dividual. Nosotros creemos en la autorre-
gulacion considerando que lo aceptable o
inaceptable forma parte de las creencias
y valores personales, a pesar que pue-
de conllevar situaciones dificilmente
aceptables por el conjunto de la socie-
dad.

ETICA PROFESIONAL DEL EMBRIOLOGO CLIiNICO EN LOS

PROGRAMAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

M? Carmen Gonzalvo, Ana Clavero, Antonio Garrido, Maria Sanchez, Sonia Calderdn, Ana Sanchez, Ana Gallego, Marta Pérez, José Antonio Castilla.

U. Reproduccion, HU Virgen de las Nieves, Granada.

Por Etica se entiende aquella “ciencia
que estudia la bondad o maldad de los
actos humanos” y por profesion "la activi-
dad personal, puesta de una manera es-
table y honrada al servicio de los demas y
en beneficio propio, a impulsos de la pro-
pia vocacion y con la dignidad que co-
rresponde a la persona humana’.

El'embridlogo clinico ocupa una posi-
cion que le confiere deberes y derechos
especiales, que emanan de las definicio-
nes anteriores. Asi, y dado que dentro
de la finalidad de su profesion se en-
cuentra el bien comun, la capacitacion
que se requiere para ejercer este traba-
Jo, esta siempre orientada a un mejor
rendimiento dentro de las actividades
especializadas para el beneficio de la so-
cliedad. Sin este horizonte y finalidad,
nuestra profesion se convertiria en un
medio de lucro o de honor, o simple-
mente, en el instrumento de la degrada-
cion moral del propio sujeto.

Un embridlogo debe tener una pre-

paracion especial en triple sentido: ca-
pacidad intelectual, capacidad moral y
capacidad fisica. La capacidad intelec-
tual consiste en el conjunto de conoci-
mientos que dentro de su profesion, lo
hacen apto para desarrollar trabajos es-
pecializados. Estos conocimientos se
adquieren bdsicamente durante la li-
cenciatura y posterior especializacion,
pero se deben actualizar mediante una
adecuada  formacion  continuada.
Dentro de estos conocimientos habla-
mos no solo de cientificos y técnicos,
sino también en materia de seguridad
bioldgica y laboral. Aunque la gestion y
organizacion de la salud y seguridad en
el medio laboral recae fundamental-
mente en el empresario, el éxito en la
implantacion de cualquier accion en
este sentido precisa de la intervencion
de los trabajadores, en este caso del
embridlogo. La capacidad moral es el
valor del profesional como persona, lo
cual dota de dignidad, seriedad y no-
bleza a su trabajo, digna del aprecio de

todo el que encuentra. Abarca no sélo
la honestidad en el trato, si no también
en el sentido de responsabilidad en el
cumplimiento de lo pactado. Y por ulti-
mo, la capacidad fisica se refiere prin-
cipalmente a la salud y a las cualidades
corpdreas, que siempre es necesario
cultivar, como buenos instrumentos de
la actividad humana.

Otras obligaciones profesionales seri-
an: de informacion, obteniendo el con-
sentimiento informado (CI) y emitiendo
informes y certificados; y de confiden-
clalidad, acreditando una correcta ca-
dena de custodia. En cuanto a la obli-
gacion de resultados que se considera
en otros niveles de la asistencia sanita-
ria (cirugia estética) hay que aclarar
que cada dia se contempla con mas
frecuencia esta obligacion de resultado
sobre todo en aquellas actividades pro-
fesionales en las que el deber de dili-
gencia exigible es superior en razon de
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la especialidad médica que se realiza,
como puede ser el caso de técnicas
diagnosticas (por ejemplo: andalisis de
semen) de cuyo resultado e interpreta-
cién posterior pueden derivarse impor-
tantes repercusiones diagndsticas y te-
rapéuticas.

Por otra parte, otra finalidad del gjer-
cicio profesional es el beneficio propio.
En muchos tratados de ética profesio-
nal no se insiste en este beneficio por-
que en general todo el mundo se de-
canta por naturaleza a la consideracion
de su provecho personal.

Pero en el caso del embridlogo clini-

co no esta de mas recordar el sacrificio
que entrafia nuestra profesion, debido
a los horarios en festivos y fines de se-
mana, o la alta responsabilidad que se
adquieren en la técnicas de reproduc-
cion asistida. Nuestra profesion tam-
bién gracias a esos mismos trabajos,
deja, al final de cuentas, una de las sa-
tisfacciones mds profundas.

Por dltimo, creemos que cualquier
profesional debe ser solidario, propi-
ciando la asociacion de los miembros
de su especialidad. La solidaridad es
uno de los medios mas eficaces para
incrementar la calidad del nivel intelec-

tual y moral de los asociados.

El embridlogo debe actuar segun la
moral establecida, por lo que debe evi-
tar defender causas injustas, usar sus
conocimientos como instrumento de
crimen y del vicio, producir articulos o
dar servicios de mala calidad, propor-
cionar informes falsos, etc.

Un embridlogo que actue segun lo
comentado anteriormente generara
confianza y prestigio, que a su vez se-
ran estimulos que lo impulsaran en el
recto ejercicio de su profesion.

BIOETICA Y REPRODUCCION ASISTIDA HUMANA

Carmen Ochoa.
Clinica Euskalduna, Bilbao

Resulta dificil hablar de ética, maxi-
me cuando no hemos recibido en nues-
tras formaciones universitarias ninguna
docencia sobre como estructuramos
los juicios éticos.

En ocasiones, durante algunas con-
versaciones, he escuchado que no es
necesario formarse en estos conceptos,
dado que el sentido comun y la honra-
dez profesional son suficientes para re-
solver de manera exitosa la gran mayo-
ria de las dudas éticas que se nos pue-
dan plantear en nuestro quehacer dia-
rio. La verdad es que discrepo, cuando
menos parcialmente de esta idea, por-
que entiendo que no es suficiente. En
primer lugar, el sentido comun no es
tan comun entre los humanos, si nos
referimos a su frecuencia de aparicion.
Y en segundo lugar, la honradez profe-
sional no es un concepto ni universal ni
homogéneo para todas las personas, y
por supuesto tampoco para nosotros,
profesionales de la Reproduccion
Humana. No es universal, porque por
desgracia no todo el mundo es honra-
do y no es homogéneo, porque, deter-
minados comportamientos se van per-
mitiendo con el paso del tiempo, en
funcion de su frecuencia de uso.

Aunque, es cierto que, cuando alguien
tiene sentido comun y honradez, tiene
mucho camino ganado.

Los acontecimientos cientificos de los
ultimos afios nos obligan a tener que
posicionarnos ante situaciones que
ademads de responder a fundamentos
Juridicos, deben hacerlo a fundamen-
fos éticos.

Es facil pensar que aquello que nos
atafie directamente a nosotros debe-
mos resolverlo sélo nosotros. Pero esto,
produce inevitablemente una respuesta
sesgada de dicha situacion. Es facil
pensar que el limite ante la permisividad
0 no de un procedimiento esta dentro de
los articulados de las normas legales.
No existen normas éticas escritas a
modo de leyes de obligado cumpli-
miento: eso seria facil de cumplir...6 de
incumplir.

Necesitamos aprender como se es-
tructura el razonamiento ético y como
deliberar sobre lo que se debe y no se
debe hacer, argumentando, escuchan-
do, incorporando otros puntos de vista.
Necesitamos saber qué partes deben
estar razonablemente implicadas.

Necesitamos saber qué y a quién pode-
mos preguntar.

Hacemos juicios éticos cotidiana-
mente y decidimos actuar segun ellos:
qué esta bien, qué esta mal, qué es lo
bueno para mi, qué es lo correcto en
este caso, qué dice la ley al respecto,
como actuan mis colegas, etc. Sin em-
bargo, nos resultaria muy dificil expo-
ner en qué fundamentamos nuestras
decisiones y qué método utilizamos para
llegar a ellas. Esto es el trasunto de la ac-
tual bioética: jde esto va!

Nuestra sociedad avanza cientifica y
tecnolégicamente a gran velocidad.
Mientras no se nos generen nuevos
problemas nuestro habito de tomar de-
cisiones continuamente, junto a las
normas juridicas y a nuestra experien-
cia acumulada son herramientas sufi-
cientes. Pero cuando en este continuo
devenir de conocimientos y técnicas se
generan nuevos problemas morales -
/;qué debemos hacer? ;qué es lo bue-
no? ;qué es lo correcto?- ;no deberia-
mos estar mejor preparados para afron-
tar nuestras responsabilidades? Cada
vez sera mas frecuente acudir a los
Comités de Etica y serd més frecuente
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participar en ellos, pero su existencia
no supondrad una exencion en nuestra
responsabilidad formativa, sino todo lo
contrario, nos exigira un mayor grado de
conocimientos sobre la ética en el com-
portamiento humano.

En palabras de la Dra. Mabel
Marijuan, profesora de bioética de la
universidad del Pais Vasco (UPV), rela-
cionando el Derecho con la bioética en
la Reproduccion Asistida, me comenta-
ba que el derecho, en una sociedad de-
mocratica, nace de la ética intersubjeti-
va. De aquello que como ciudadanos
hemos decidido convertir en ley, con la
intencion de dejar bajo el amparo del
estado de derecho a todos. Surgiendo
asi  los derechos y deberes.

Transformandose en generalizacion so-
cial lo que consideramos aceptable y
en prohibicion lo que consideramos in-
aceptable.

En el caso de la Reproduccion
Asistida este mismo razonamiento a
veces se basa mas en “temores impre-
cisos” que en pruebas ¢ razonamien-
tos, de ahi la necesidad de que los pro-
fesionales nos involucremos con la in-
tencion de disipar temores, argumen-
tando beneficios para las personas sin
ocultar nunca los riesgos.

Cuando aparece una nueva posibili-
dad técnica y hay candidatos a optar
por ella, debemos pensar, deliberar las
consecuencias para toda la sociedad y

si esto genera posibilidades de vidas
mads plenas o por el contrario generara
nuevas esclavitudes. Cuando, dentro
de las inevitables incertidumbres hu-
manas, se pueda argumentar.

El paso siguiente sera, sin duda, con-
vertirlo en norma... hasta la proxima
vuelta de tuerca de la tecnologia, en la
que todo volveria a empezar.

Lo que nos obliga a los profesionales
de la Reproduccion Asistida a aprender
de las conclusiones de la deliberacion
ética, no sélo para hacer bien nuestro
trabajo, sino para mejorar la vida de los
ciudadanos, desde el lugar que nos ocu-

pa.

ETICA EN EL LABORATORIO DE REPRODUCCION ASISTIDA

Carolina Roméu
Reproduccion Asistida Quiron Zaragoza.

La ética es la parte de la filosofia
que trata de la moral y de las obliga-
ciones del hombre: seria la reflexion
sobre las razones que convierten en
validos los comportamientos. Cuando
hablamos de Técnicas de
Reproduccion Asistida (TRAs) la pala-
bra ética alcanza su maximo nivel de
ambigledad ya que una determinada
técnica o decision puede resultarnos
moralmente aceptable dependiendo
de nuestro contexto social y cultural.

1. El primer problema ético se pre-
senta en la propia materia prima de
las TRAs: el embrion, o siendo cienti-
ficamente correctos, el preembrion.
Es bien conocida la postura de ciertos
Sectores de la sociedad que defienden
el respeto a la vida humana desde el
momento de la fecundacion, tratando
al embrion como persona y conce-
diéndole los mismos derechos que a
cualquier otra. Sin embargo, la comu-
nidad cientifica tiende a primar los he-
chos bioldgicos que ven al embrion
como un proceso de desarrollo conti-
nuo sobre el que debe establecerse
una proteccion progresiva y que uni-
camente tiene sentido dentro de un

proyecto reproductivo pero ;jresulta
ética esta postura de proteccion gra-
dual del embrion? En un principio,
creo que nos serviria de gran ayuda
establecer unas pautas sobre qué
consideramos: vida humana, ser hu-
mano y persona humana para de este
modo, poder dotar al embrion de unos
derechos adaptados a su estatus que
como he comentado, irian aumentan-
do de forma progresiva con respecto
su propio desarrollo.

La vida humana comenzaria en el
mismo momento en que se produce la
fecundacion, con el cigoto, el embrion
preimplantacional esta formado por
un agregado de células vivas, células
humanas que deberian gozar de un
estatus de mayor significacion que la
que pueda tener la sangre o cualquier
otro érgano o tejido humano aislado.

El ser humano apareceria cuando el
aglomerado de células inicia la expre-
sion de factores de diferenciacion ce-
lular (dia 14 post-fecundacion), des-
encadenando la formacion de la noto-
corda que serd el inicio del sistema
nervioso del embrion, es a partir de

este momento cuando el preembrion
pasa a denominarse embrion, convir-
tiendose en una pequefa persona en
potencia.

Con respecto a qué consideramos
persona humana, se pueden estable-
cer dos niveles: persona fisica, que
corresponderia al momento en el que
el embrion comienza a adquirir forma
humana (denominandose feto) y per-
sona social, que apareceria tras el na-
cimiento, cuando el bebé comienza a
interaccionar con la sociedad y vice-
versa. De hecho, el articulo 30 del
Cadigo Civil espafol dice que para los
efectos civiles, sélo se reputard naci-
do (persona) el feto que tuviere figura
humana y viviere 24 horas enteramen-
te desprendido del seno materno.

2. El segundo problema ético radica
en los fracasos de fecundacion y/ o
implantacion embrionaria.

Se nos podria plantear la duda so-
bre la moralidad de generar vida hu-
mana sabiendo que existe cierto por-
centaje de extincion de la misma,
aunque indudablemente podriamos
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alegar que lo que pretenden las TRA
es justamente lo contrario, de lo que
trata es de apostar por la vida y los fra-
casos tanto en fecundacion como en
la posterior implantacion del embrion
son resultados no deseados.

3. La tercera cuestion ética podria
presentarse en el momento de selec-
cionar los embriones a transferir ;por
qué elegimos unos y no otros? ;esta-
mos discriminando ilégicamente pre-
embriones que darian lugar a futuros
bebes? En absoluto, la finalidad de la
seleccion embrionaria se fundamenta
en lograr transferir aquellos embriones
optimos para su implantacion y poste-
rior desarrollo en el vientre materno,
no es una seleccion indiscriminada
sino dirigida a potenciar las probabili-
dades de embarazo.

4. Y con respecto a los embriones
sobrantes jqué hacemos con ellos?
/;qué es lo mas correcto? ;qué es éti-
co? Actualmente las opciones son va-
rias: mantenerlos crioconservados
para el uso de la propios conyuges,
donarlos a otras parejas, derivarlos a
investigacion o simplemente des-
echarlos. La decision debe ser toma-
da unica y exclusivamente por la pa-
reja que se somete al proceso repro-
ductivo aunque, sin lugar a dudas, eli-
minar los embriones sobrantes seria
una gran equivocacion. Donarlos a
otras parejas es una posible solucion
basada en la propia finalidad de las

ETICA Y MORAL EN REPRODUCCION ASISTIDA

TRA, la procreacion humana. Por otro
lado, nos podrian achacar que la crio-
conservacion afecta a la dignidad del
preembrion al quedar este en un es-
tado de sometimiento, frenando su
desarrollo vital. Sin embargo, dicha
afirmacion seria totalmente errénea
puesto que lo que se pretende con el
almacenaje no es detener su desarro-
llo sino lograr el futuro embarazo de la
pareja mediante el uso de dichos em-
briones crioconservados. La donacion
de los embriones sobrantes para in-
vestigacion es un tema que ha gene-
rado y genera mucha polémica, hasta
hace poco solo se permitia la caracte-
rizacion genética de los embriones
con finalidad terapéutica y/ o preven-
tiva mediante diagndsticos pre-im-
plantacionales (DGPs).

5. Otra duda ética muy de moda ac-
tualmente es la investigacion y experi-
mentacion con células madres em-
brionarias, procedentes de la ICM del
blastocisto, investigacion que se pre-
senta como una de las grandes
apuestas del futuro; las células pluri-
potentes del tejido preembrionario
pueden utilizarse para producir lineas
celulares cuya finalidad es la regene-
racion de tejidos o, hipotéticamente,
organos para transplantes. ;Es esta
experimentacion licita? ;seria ético ge-
nerar embriones cuya finalidad fuera
la investigacion? La reciente Ley de
Reproduccion Asistida, Ley 14/2006,
contempla la posibilidad de destinar
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embriones sobrantes de un ciclo de
TRA a investigacion con células ma-
dre, siempre y cuando se cuente con
el consentimiento de la pareja y esta
conozca el tipo de experimentacion a
la que se van a ser destinados sus em-
briones. Por lo tanto, si la pareja esta
de acuerdo y vamos a tener la oportu-
nidad de utilizar un material altamen-
te preciado que de lo contrario se limi-
taria a permanecer de por vida en un
tanque de nitrégeno por qué no aden-
trarnos en un campo apasionante que
puede aportar grandes beneficios a la
humanidad.

Un gran maestro me brindd un dia
la frase perfecta, escueta pero llena
de contenido: Hay que creer en el fu-
turo (2). En efecto, la Ciencia no es
nociva, lo sera el mal uso que haga-
mos de ella, no debemos temerla e
impedir su avance sino someterla a un
debate constante, a un control legisla-
tivo y a una concienciacion ciudadana
adecuada.

(1) Cadigo Civil espariol, Del naci
miento y la extincion de la perso
nalidad civil, Cap.1° articulo 30

(2) Entrevista al Dr. Egozcue, Mayo
2004

Miguel Ruiz

CREA (Centro Médico de Reproduccion Asistida), Valencia

Segun el diccionario, la ética se de-
fine como aquella parte de la filosofia
que se ocupa de la moral, de las obli-
gaciones y de las normas que rigen la
conducta humana, de lo que esta bien
hacer y de lo que no. Dentro de la éti-
ca, la bioética surge como aquella dis-
ciplina que se ocupa de la aplicacion
de la ética a los temas de la vida, de
los problemas morales relacionados

con los avances en el campo de la bio-
logia, de la genética, de la tecnologia.

Las nuevas leyes de Reproduccion
Asistida y de Investigacion Biomédica,
asi como la creacion del Comité de
Bioética de Espafia, ofrecerdn sin
duda la posibilidad de avanzar en el
tratamiento de muchas enfermeda-
des, pero la autorizacion de la clona-

cion terapéutica, la utilizacion de em-
briones humanos con fines no repro-
ductivos y la seleccion genética de
embriones con fines terapéuticos para
terceros, abren sin duda un debate
moral en nuestra sociedad.

Nosotros, que somos profesionales
de este campo de la medicina, somos
simples clinicos y por tanto nuestra
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mision es hacer aquello que conside-
remos mas adecuado para intentar
dar solucion a una enfermedad. Pero
sinceramente pienso que, aun no sien-
do filésofos, tedlogos, moralistas ni poli-
ticos, no debemos cerrar los 0jos e Ig-
norar este debate moral.

Deberiamos tener la certeza de que
los avances cientificos vienen acom-
pafados de un fundamento moral,
aunque solo sea por nuestra propia
tranquilidad a la hora de aplicarlos. En
pocas ocasiones se valora el progreso
como el éxito de algo ético y moral. Lo
habitual es valorarlo solo como un lo-
gro tecnoldgico. En los dltimos afios
hemos progresado muchisimo desde
el punto de vista tecnoldgico, pero
¢Jtambién desde el punto de vista mo-
ral? Uno de los fundamentos de la éti-
ca médica es el de primum non noce-
re y la duda moral ante estos trata-
mientos es si estamos sacrificando a
un ser humano con el fin de salvar a
otro.

Si este fuera el caso, desde luego el
fin no justificaria los medios.;Debemos
considerar al preembrion como un ser
humano? La unica forma de responder
a este dilema seria conocer exacta-
mente el momento en que empieza
esa vida y quiza el momento en que el

embrion adquiere su alma.

JEn el momento en que se fecunda?

JEn el momento en que se divide?

JEn el momento en que se diferencia?

JEn el momento en que se implanta?

JEn el momento en que se forma el
encéfalo?

Santo Tomas de Aquino afirmaba,
en el 1.200, que no somos seres hu-
manos hasta el octavo mes de emba-
razo. En el siglo XVII, Thomas Willis,
médico inglés profundamente catoli-
co, afirmo por primera vez que la ima-
ginacion, las emociones, la memoria,
los sentimientos... lo que nos diferen-
cla de los animales, no estan ubicados
en el corazon, sino en el cerebro y es-
tas afirmaciones parecen ser ahora
confirmadas por la neurologia gracias
a la tecnologia actual.

Algunos defienden que el preem-
brién no tiene alma. Que el alma sélo
existe si existe el pensamiento y que
la sede del pensamiento es el cerebro,
vy que el cerebro, comienza a desarro-
llarse dos semanas después de la im-
plantacion en el utero materno y que
por tanto, antes, “el embrion esta des-
almado”.

Para nosotros, simples clinicos, co-
nocer este hecho (en qué momento
debemos considerar al embrion ya un
ser un humano y no un simple grupo
de células) deberia ser definitivo, por-
que diferenciaria de forma tajante en-
tre el hecho de llevar a cabo un trata-
miento absolutamente ético o por el
contrario, poder tener la sensacion de
estar sacrificando a un ser humano
con el fin de salvar a otro.

Hasta que tengamos este conoci-
miento, que solo alcanzaremos cuan-
do se desarrolle y perfeccione el
“Almimetro Embrionario” (un sistema
de lentes especial que se acopla al
microscopio invertido y que emite una
sefial en el momento en que el pre-
embrion adquiere el alma, si es que
en algin momento la adquiere), me
temo que tendremos que conformar-
nos con seguir siendo simples clini-
cos, convencidos de que estamos ha-
ciendo un bien para evitar una enfer-
medad y de que cualquiera de nos-
otros hubiera estado encantado de
haber sido creado para poder salvar
la vida a nuestro hermano, e ignorar,
no el debate moral, pero si a quienes
nos critican diciendo que nos cree-
mos dioses.

EL DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL A DEBATE

Esther Velilla
Centro de Medicina Embrionaria, Madrid

Las técnicas de Diagndstico Genético
Preimplantacional (DGP) de reciente
extension y aplicacion en los centros de
reproduccion asistida no carecen de
controversia. Aparecen palabras como
‘produccion’ y ‘seleccion’, ya que impli-
can la ‘produccion’ de un nimero ma-
yor de embriones y la ‘seleccion’ de
aquellos que estén exentos de una en-
fermedad hereditaria o sindrome cro-
mosomico. Hay una serie de preguntas
que estan en debate en muchos secto-
res de la sociedad ;Qué es un embrion
vy que derechos tiene? Para los que nos
dedicamos a la reproduccion asistida

parece facil contestar a esta serie de
preguntas, consideramos basicamente
que un embrion no tiene ente propio,
no debe tratarse como ‘persona’ y por
tanto no tiene los derechos legales de
ésta.

Ahora bien para ciertos colectivos no
es asl, y el mero hecho de descartar un
embrion preimplantacional por ser por-
tador de alguna enfermedad heredita-
ria o sindrome cromosomico se consi-
dera equivalente a un aborto electivo.
Estd claro que los embriones que se
descartan en su mayoria no terminaran

su desarrollo fetal y los que nacen pre-
sentan una vida media muy corta.

Existen tres actuaciones a debate: la
seleccion de embriones histocompati-
bles con un hijo enfermo, la seleccion
de embriones no portadores de alguna
enfermedad hereditaria de aparicion
tardia y el sexado.

La seleccion de embriones histocom-
patibles con un hijo enfermo, técnica
actualmente permitida con la nueva ley
de reproduccion asistida, implica la
produccion de un nuamero elevado de
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embriones ya que se requiere una do-
ble seleccion: por una parte aquellos
embriones libres de la enfermedad ge-
nética de la cual son portadores los
progenitores y por otra parte aquellos
que presenten los mismos antigenos de
histocompatibilidad del hijo enfermo.

En este caso estamos hablando de
que un determinado numero de em-
briones libres de la enfermedad genéti-
ca, 0 sea sanos, seran descartados por
el simple hecho de no presentar los an-
tigenos de histocompatibilidad del her-
mano. Aqui pues se entra en la polémi-
ca de la seleccion negativa de embrio-
nes sanos. Por otro lado, los sectores
mas puristas critican que la creacion de
un ser vivo debe darse por la voluntad
de los padres a tener un hijo y no por
la necesidad de curar a uno ya existen-
te. La mayoria de parejas en esta situa-
cion asi lo alegan pero esta voluntad de
otro hijo ;es una voluntad real o bien es
voluntad indirecta por la necesidad de
curar al hijo enfermo?, ;como se puede
discernir entre una y otra? A mi parecer
es practicamente imposible ya que la
situacion real que viven estas parejas
impide poder racionalizar y separar es-
tos dos conceptos.

;Podemos dar la responsabilidad de
una vida a un nifio? La practica habitual
en un centro de reproduccion asistida
que se enfrenta a un posible caso de
DGP es ofrecer un servicio de soporte
psicologico el cual debe certificar la
idoneidad de la pareja y ofrecer un
buen consejo genético en el cual se in-
forme de las opciones alternativas que
ésta presenta, del estado actual de la
ley de reproduccion asistida y de las
opciones reales de éxito. La realidad es
bastante dura, las perspectivas de éxito
son bajas, 3 de cada 4 embriones se-
ran sanos o 1 de cada 2 embriones se-
ran libres de la enfermedad (en el me-
jor y en el peor de los casos) y 3 de 16
seran histocompatibles asi que se esti-
ma que se requieren 20 embriones
para tener 1-2 embriones para transfe-
rir.

Esto sin tener en cuenta que nos en-
contramos en la mayoria de ocasiones
con que la mujer presenta una edad
avanzada, reproductivamente hablan-
do, con lo que nos disminuye la res-
puesta ovérica y aumenta la posibilidad
de generar embriones afectados de al-
gun sindrome cromosomico compatible
0 no con la vida. Segun sea el caso se
les debe informar también de la posibi-
lidad de tener que realizar varios ciclos
de FIV para acumular embriones para
el DGP y de la posibilidad de presentar
anomalias cromosomicas relacionadas
con la edad materna.

El segundo paso es informarles de la
necesidad de la realizacion de un estu-
dio de informatividad previo de la pare-
Ja, estudio que tiene una duracion de 3
a 6 meses dependiendo de la dificultad
técnica que presente la enfermedad a
estudiar. El tercer paso es informar del
estado actual de la legislacion en este
aspecto donde se describe gue ‘reque-
rird autorizacion expresa, caso a caso,
de la autoridad sanitaria correspon-
diente previo informe de la CNRHA (co-
mision nacional de reproduccion hu-
mana asistida)’. Tras la aprobacion de la
Ley 14/2006 de 26 de Mayo es estricta-
mente necesario el pedir informe escrito
de la CNRHA para la realizacion de un
DGP para determinados casos y al no
ser un oérgano con una actividad diaria
hace la aplicacion de la ley bastante in-
viable.

Se debe emitir un informe a la conse-
Jeria de sanidad de la comunidad auto-
noma que pertenezca, la cual remite el
informe al ministerio de sanidad al cual
pertenece la CNRHA, el cual convoca a
la CNRHA para que se reuna, estudie
el caso e emita un informe de aproba-
cion o negacion del caso. Una de las
preguntas mas frecuentes que realizan
los pacientes es ;Cuanto tiempo va a
tardar este proceso? y la respuesta
siempre es la misma 'no se sabe, es
bastante variable’ y es que la CNRHA
no es en la actualidad un drgano con
una actividad diaria sino que se retine
2-3 veces al afio (;no deberia adaptar-
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se también a la ley?). Debemos tener
en cuenta que en estos casos es una
carrera contrarreloj, estamos hablando
de que el hijo enfermo presenta una es-
peranza de vida corta de 1-2 afios
como mucho.

En este tiempo se tiene que pedir in-
forme a la CNRHA, que se retna y lo
apruebe (3 meses en el mejor de los ca-
s0s), realizar el estudio de informatividad
previo (4 meses), iniciar el ciclo de DGP
(2-3 meses si se requiere mas de un ci-
clo de FIV) obtener embriones sanos e
histocompatibles, conseguir un embara-
20 y los 9 meses de embarazo. El pano-
rama es bastante desalentador, en mu-
chos casos se apuesta al todo o nada ya
que préacticamente solo se puede reali-
zar un intento.

En los casos de enfermedad heredi-
taria de aparicion tardia entramos otra
vez en la necesidad de pedir informe a
la CNRHA y lo que esto implica. Ahora
bien, ;qué entendemos por ‘enferme-
dad’? Fernando Abellan (2006) en la
Revista Iberoamericana de Fertilidad
comenta el informe de Hastings Center
de Nueva York y cita ‘La salud se defi-
ne como ausencia de males de consi-
deracion y, por tanto, la capacidad de
una persona de seguir sus metas vita-
les y desenvolverse adecuadamente en
su contexto social y laboral habituales’.
Si seguimos esta definicion para la apli-
cacion del DGP podemos entrar en eu-
genesia, ;donde poner el limite? Por
una parte, para lo que a una persona
representaria una minusvalia menor
para otra le puede comprometer seria-
mente su forma de vida, me refiero a
que una minusvalia fisica en nuestra
sociedad puede ser facilmente solven-
table y esa persona puede tras un pro-
ceso de adaptacion seguir con su en-
torno familiar, social y profesional mien-
tras que esa misma minusvalia en una
sociedad menos avanzada puede impli-
car un rechazo completo por parte de
la sociedad, imposibilitarle la actividad
diaria y producirle la muerte.

Por otra parte, hablamos de enferme-
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dades de expresion tardia, algunas em-
piezan a desarrollarse en la vida adulta
(algunas a partir de los 50 afos), y de
expresion variable. Hasta hace poco vi-
viamos una media de 60 afios y en
clertos lugares aun se mantiene, quie-
re esto decir ;qué no existe el derecho
a vivir 50 afios en plena salud? ;Quién
nos dice que esa persona no morira an-
tes de expresar la enfermedad por otra
causa? ;Qué pasa con el derecho de
los padres a no condenar a su hijo a
una cierta dolencia? Si es de expresion
variable, ;quien nos dice que atn ma-
nifestando la enfermedad no podra te-
ner una calidad de vida razonable?

Lo cierto es que en determinados ca-
sos no podemos predecir el futuro de
esa persona y por tanto es dificil poner
el limite. Hubo un caso de DGP por en-
anismo aceptado judicialmente, alega-
ron que su ‘dolencia’ les imposibilitaba
la actividad diaria y la aceptacion en la
sociedad ;es esta una buena razon
para la realizacion de un DGP o bien es
el principio de la seleccion a la carta?
Con el DGP no sdlo podriamos selec-

cionar nifios no afectados sino que se
podria llegar a eliminar por completo la
enfermedad de la historia familiar, ;que
hay de malo en ello?

Y finalmente, otra aplicacion del DGP
es la seleccion de sexo. La mayoria de
paises coinciden en la seleccion del
sexo para aquellos casos de enferme-
dades hereditarias ligadas al sexo pero
no es este tipo de seleccion a la que me
refiero, es a la ‘seleccion por seleccion’,
al querer someterse a técnicas de FIV
con DGP no por ser estériles y requerir-
las sino por el mero hecho de querer te-
ner un ‘nifio’ o una ‘nifia’.

En Espafia la ley no lo permite mien-
tras que en otros paises si. Tenemos
que tener en cuenta en que sociedad
vivimos, en nuestra sociedad la selec-
cion de sexo no implicaria un desequili-
brio ya que tanto se requeririan nifios
como nifas. Hay quien apuesta por la
seleccion del sexo sdlo en casos de ba-
lance familiar, pero en todos los casos
estariamos descartando embriones sa-
nos simplemente por el hecho de no ser

del sexo deseado ;Podriamos vincular la
aceptacion del sexado a la condicion in-
amovible de donar los embriones del
sexo no deseado a parejas estériles?

Esta a primera vista seria una buena
condicion pero las parejas deben pre-
sentar los requerimientos legales para
que un embrién sea donable lo que re-
duce enormemente los casos.

Tenemos que tener presente que la le-
gislacion siempre va por detrds de los
avances de la sociedad, y que estamos
delante de una metodologia con grandes
perspectivas. Debemos ser conservado-
res en cuanto a su aplicacion, dejar ma-
durar la sociedad y que la CNRHA actue
como ente regulador para discernir entre
lo que se debe o no hacer.

i Jé,"'lj te hc
quedado el coc

y el equipo d:

_acal

...Los embriones son
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POLARIDAD DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO INICIAL

Polarity diring early embryo development
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RESUMEN:La vision mas aceptada del desarrollo embrionario inicial de los mamiferos es que las células que se originan son
equivalentes y que por lo tanto no hay diferencias entre unas zonas y otras del embrion antes de la implantacion. Sin embargo, muchos
organismos establecen polaridad, es decir diferencias entre zonas distintas del embrion, desde etapas muy tempranas del desarrollo e
incluso en el huevo antes de la fecundacion. En este trabhajo revisamos las evidencias que se han ido acumulando que abogan por una
polarizacion inicial de los embriones de mamiferos, analizando también las hipétesis que explican el origen de esta polaridad y el
significado que puede tener sobre los procesos de fecundacion in vitro.

PALABRAS CLAVE: Ejes embrionarios, hlastocisto, segmentacion, determinacion celular, fecundacion, genes maternales, reproduccion
asistida.

ABSTRACT:T: The accepted view of the early mammalian embryo development is that all the cells are similar and no differences
can be found among regions of the embryo before implantation. Nevertheless, most of the animals are polarized from very early
stages of development, even in the egg before fertilization. In this review we pretend to show the evidences in favor of an initial
polarity in the mammalian embryo, dealing also with the hypothesis about its origin and the significance on in vitro fertilization

? processes. #

KEY WORDS: Embryonic axis, blastocyst, cleavage, cell differentiation, fertilization, maternal genes, assisted reproduction.

1. Polaridad y ejes embrionarios

Todos los organismos durante su des-
arrollo establecen polaridad, es decir
crean diferencias entre polos opuestos
del embrion. Los mecanismos de des-
arrollo que conllevan la formacioén de
un organismo van a necesitar de estos
puntos de referencia para establecer
diferencias en el destino de las células
segun la posicion que ocupen con res-
pecto a estos polos.

La polaridad es necesaria principal-
mente para el establecimiento de los
tres ejes corporales que definen la ana-
tomia de la mayoria de los animales y
que se corresponden con el eje antero-
posterior (A-P), el dorso-ventral (D-V) y
el gje de simetria bilateral de izquierda- Figura 1. Dibujo de un roedor donde se han representado los principales ejes espaciales que
derecha (I-D) (Figura 1). conforman la anatomia corporal.
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Los mecanismos subyacentes a la for-
macion de estos ejes han sido motivo
de estudio con profundidad en la ma-
yoria de los grupos animales. Sin em-
bargo existe una gran controversia con
respecto al momento del inicio de su
formacion en el embrion y por lo tanto
en el comienzo de la polaridad embrio-
naria. Un buen ejemplo es el caso de la
localizacion de los drganos segun el gje
izquierda-derecha. Indudablemente, la
posicion del corazon, higado, intestino e
incluso del cerebro se ajusta a este eje
con unos organos situados en un lado
y otros en el contrario. No se conocia el
momento del inicio de esta disposicion
asimétrica hasta que estudios recientes
en embriones de raton y de gallina han
comprobado que la adquisicion de dife-
rencias entre la izquierda y derecha se
produce en las fases iniciales de la gas-
trulacion y gracias a una sefializacion
compleja (Stern and Wolpert, 2002;
Wood, 2005).

En la mayoria de los invertebrados,
los primeros sintomas de polaridad y
por lo tanto el establecimiento de los

ejes embrionarios ocurre antes de la fe-
cundacion (Roth, 2003). El caso mas
estudiado es, sin duda, el de la mosca
de la fruta Drosophila melanogaster. En
estos organismos la disposicion de cier-
tas proteinas e incluso de RNAm en el
huevo presenta ya una polarizacion de-
bido a que estos materiales se deposi-
tan por las células de soporte del ova-
rio de manera desigual entre un polo y
el opuesto del huevo durante su forma-
cion.

Este es el caso del RNA mensajero
que codifica para la proteina denomi-
nada bicoid, un factor de trascripcion
que regula la expresion de otros genes
y que se deposita en un gradiente en-
tre un polo y el opuesto del huevo de la
mosca (Gurdon, 1992). Las células que
posteriormente se originan en la zona
del huevo con mayor concentracion de
bicoid daran lugar a la zona anterior de
la mosca (cabeza) y las que derivan del
polo opuesto con poca cantidad de bi-
coid daran lugar a la region posterior
del organismo (cola). El papel del gen
bicoid en el establecimiento del eje A-P

Cc ONT I NUADA

queda comprobado por la existencia de
mutantes defectivos en este gen y que
por lo tanto producen huevos de mos-
ca que no poseen bicoid. El resultado
de esta mutacion son embriones que
no son capaces de formar cabezas y
que dan lugar a larvas de moscas con
dos colas (de ahi el nombre de bicoid).

Este caso no es unico, y el nimero de
moléculas que provenientes de la ma-
dre actuan en las primeras fases del
desarrollo son muy numerosas y reci-
ben en conjunto el nombre de genes o
factores maternales.

Muchas de estas moléculas presen-
tan ya un grado de polaridad en el hue-
vo antes de la fecundacion y en
Drosophila explican la formacion del eje
A-P y también del eje D-V, ademas de
otros procesos de desarrollo como la or-
ganizacion de la larva en segmentos cor-
porales o la formacion de las células de
la linea germinal en el extremo posterior

del embrion (Leptin, 2004).
Por lo tanto, la distribucion asimétri-

Figura 2. Gen maternal
bicoid en el desarrollo de
la mosca Drosophila.
Mediante técnicas
inmunocitoquimicas se ha
podido comprobar que
esta proteina se concentra
en un extremo o polo del
huevo (A) y que va a ser
heredada por las células
que se forman en ese polo
anterior (B). La
cuantificacion de los
niveles de proteina tanto
en mocas silvestres como
en mutantes (C) pone de
manifiesto que los
embriones defectivos en
este gen y que producen
larvas con dos colas no
forman estos gradientes
de concentracion de
bicoid entre los polos
anterior y posterior.
Modificado de Gilbert,
2003.
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ca de ciertas moléculas entre polos
opuestos del huevo se transformara en
diferentes destinos celulares porque las
Células adquieren determinantes distin-
tos dependiendo del citoplasma que
hereden durante las divisiones celula-
res. Este mecanismo de desarrollo po-
demos denominarlo mosaicismo y sig-
nifica que desde el comienzo de la seg-
mentacion las células estan predestina-
das y no son por tanto equivalentes (el
embrion es un mosaico de células con
composicion citoplasmatica distinta).
Ademas de los invertebrados algunos
vertebrados, como es el caso bien estu-
diado de los anfibios, presentan también
este tipo de genes maternales y estable-
cen diferencias entre distintos polos del
huevo antes de la fecundacion (Zhang
etal., 1998).

Sin embargo, en los anfibios los de-

terminantes maternales especifican un
eje que en el desarrollo no se corres-
ponde exactamente con el futuro eje
antero-posterior, sino mas bien con el
futuro eje dorso-ventral y a este eje em-
brionario inicial se le denomina eje ani-
mal-vegetal, con diferencias claras en
tamario y destino futuro de las células
entre una zona y otra (formando blasto-
meras animales y vegetales).
En contrapartida se piensa que la ma-
yoria de los vertebrados, incluidos to-
dos los mamiferos, no dependen de es-
tos efectores maternales y el desarrollo
de los ejes embrionarios depende de
interacciones celulares que se produ-
cen durante el desarrollo mucho des-
pués de la fecundacion.

En estos casos se asume que tanto el
huevo (évulo) como el embrién durante
las primeras divisiones embrionarias,
no poseen ningun signo de polaridad.
Posiblemente esta es la idea que se nos
ha ensefiado a la mayoria de los profe-
sionales que trabajamos en reproduc-
cion durante nuestra formacion acadeé-
mica. Este mecanismo de desarrollo
puede denominarse regulativo (en con-
trapartida al modelo de mosaico) ya
que el destino de las células que se van
originando no esta fijado y puede modi-
ficarse durante el desarrollo. Parece ser
por tanto que durante la evolucion los
grupos de animales que denominamos
superiores, han perdido la capacidad
de establecer una polaridad en el hue-
Vo 0 en las fases iniciales del desarrollo

vy que el proceso de establecimiento de
los ejes se produce mediante mecanis-
mos distintos a los que utilizan los de-
nominados vertebrados inferiores y los
invertebrados. Segun este modelo, la
vision aceptada del desarrollo inicial en
mamiferos y por tanto en la especie hu-
mana, es que las células conseguidas
durante las primeras etapas del des-
arrollo embrionario son todas equiva-
lentes y que los primeros signos de po-
laridad no aparecen hasta la formacion
del blastocisto (o incluso mas adelan-
te). Ademas, los ejes embrionarios no
se establecen hasta el proceso de gas-
trulacion en el epiplasto embrionario
derivado de la masa celular interna
(MCI) y mediante interacciones celula-
res complejas (Stern, 2006). Las evi-
dencias mas firmes que siguen sopor-
tando este modelo regulativo se basan
en la plasticidad o potencialidad que
poseen las células de los mamiferos
antes de la implantacion (Zernicka-
Goetz, 2006). Es conocido que las blas-
tomeras producidas por las primeras
divisiones pueden ser reemplazadas
entre si o incluso se pueden eliminar
sin que aparentemente se altere el des-
arrollo embrionario y por lo tanto son
equivalentes (sin polaridad).

Actualmente, la teoria regulativa es
mantenida por muchos investigadores
(Motosogi et al., 2005), pero se acumu-
lan evidencias experimentales que su-
gieren una diferencia (polaridad) entre
las distintas zonas del embrion en la
etapa de blastocisto, morula e incluso
a partir de la primera division mitotica
del cigoto. Si estas evidencias experi-
mentales se van confirmando, implica-
ria que las blastémeras poseen ya una
determinacion para producir unas cier-
tas regiones del futuro embrion. Esta
nueva vision obligaria a reevaluar el im-
pacto que algunas técnicas parejas a la
fecundacion in vitro (FIV), como es el
caso del diagnostico genético preim-
plantacional (DGP), pueden suponer
sobre el desarrollo embrionario y el éxi-
to de la reproduccion asistida. A conti-
nuacion se revisaran las evidencias que
ponen de manifiesto la existencia de
polaridad en las fases previas a la im-
plantacion en los embriones de mami-
feros, centrandonos en los roedores
como modelo experimental mas utiliza-
do y haciendo referencia a los datos co-
nocidos y confirmados en humanos.
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Como secuencia légica se utilizard una
cronologia retrospectiva desde la fase
de blastocisto hasta el huevo (évulo).
Por dltimo se comentaréan los datos
existentes sobre los posibles mecanis-
mos que establecen esta polaridad ini-
cial y su significado embrionario.

2. Polaridad embrionaria antes de la
implantacién

2a. Blastocisto

Como se ha mencionado anteriormen-
te, los tres ejes principales del organis-
mo se establecen después de la im-
plantacion embrionaria durante la gas-
trulacion. Indudablemente en la gastru-
lacion se inicia la formacion de estruc-
turas equiparables a las del organismo
definitivo (sistema nervioso, tubo diges-
tivo, corazon, etc.) y por lo tanto los ejes
embrionarios son identificables. No es
cuestion de tratar aqui la importancia
de la gastrulacion pues queda fuera del
objeto de este trabajo, pero si que hay
que resaltar que cualquier polaridad
previa a este momento ha de ser culmi-
nada por el embrion durante la gastru-
lacion (Ang and Constam, 2004). De
hecho esta fase se considera como el
momento en el que la estructura defi-
nitiva del organismo se estable y por lo
tanto uno de los momentos mas trans-
cendentales del desarrollo embrionario
(Stern, 2006). Sin embargo, durante la
segmentacion celular y la formacion de
la blastula es decir, durante las etapas
pre-implantatorias, se pueden distin-
guir una serie de asimetrias (polaridad)
que pueden finalmente corresponderse
0 no con los futuros ejes corporales
(Rossant, 2004).

El blastocisto de mamiferos presenta
claramente un eje entre la zona donde
se encuentra la masa celular interna
(MCI) y la zona opuesta sin MCI. A es-
tas zonas del blastocisto se les denomi-
na polo embrionario (Em) y polo abem-
brionario (Ab) respectivamente y es cla-
ramente el primer eje de polaridad em-
brionaria que puede distinguirse clara-
mente en el embrion de mamiferos
(Gardner, 1997; Motosugi et al., 2005).
Este eje divide a las células del trofoec-
todermo en dos grupos, las cercanas a
la MCI (trofoectodermo polar) y las ale-
Jadas de la misma (trofoectodermo mu-
ral) que tendran destinos diferentes en el

37
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organismo. Algunos autores han anali-
zando con mads detalle la disposicion de
la MCl y han descrito que presenta ya
una cierta asimetria que la hace aseme-
Jarse a un balon de futbol americano
(oval y aplanado). Aunque no existen
pruebas concluyentes se ha establecido
una correlacion entre esta asimetria de
la masa celular interna con la formacion
del futuro eje antero-posterior en el em-
brion. Esto se debe a que el eje alarga-
do de la MCI coincide aproximadamen-
te con el eje del cilindro embrionario
que se forma después de la implanta-
cion y que es a su vez un antecedente

Eje antero-posterior

desarrollo. Como se vera mas adelante
el eje Em-Ab puede verse reflejado en
la estructura embrionaria e incluso
puede trazarse retrospectivamente al
cigoto y el évulo por lo que la polaridad
embrionaria ha de ser analizada desde
etapas previas a la formacion del blasto-
cisto.

2b. Polaridad durante la segmentacion

Aungue existen trabajos recientes
que abogan por un destino azaroso de
las blastémeras iniciales con respecto
al blastocisto (Alarcon and Marikawa,
2003) y por lo tanto que el embrion en
fase de modrula no presenta ninguna
polaridad (Tarkowski and Wrobleswka,
1967; Motosugi et al., 2005), las evi-
dencias que se acumulan a favor de
una predisposicion inicial desde las pri-
meras divisiones celulares son tan nu-
merosas que actualmente no podemos
negar que los embriones de mamiferos
antes de la formacion del blastocisto
presentan una cierta polaridad.

Las primeras aportaciones a este con-
cepto se deben a observaciones pura-
mente morfoldgicas que claramente in-

del futuro eje antero-posterior (Weber
etal., 1999).

Ademas, con respecto a la disposi-
cion de las células de la MCI, pueden
identificarse células mas cercanas a la
cavidad o blastocele y otras en contac-
to o cercanas al trofoectodermo. De
nuevo existen evidencias que esta dis-
posicion se corresponde con el futuro
eje D-V, siendo las células que limitan
la cavidad del blastocisto las futuras cé-
lulas endodérmicas (ventrales) del em-
brion (Weber et al., 1999). Por lo tanto,
aunque la formacion del eje antero pos-

Regién ventral

Regién dorsal

Polo embrionario

dican una regularidad en el proceso de
formacion y distribucion de las cuatro
primeras blastomeras producidas du-
rante el desarrollo y que no puede ser
Justificada por mero azar.

Esta disposicion ortogonal con tres
células en un plano y otra desplazada
ha de ser explicada a su vez por una
disposicion ordenada y secuencial de
los planos de division celular que se
producen después de la fecundacion
(Edwards and Hansis, 2005). Esta
orientacion particular de los planos de
division y la colocacion de las blasto-
meras ha sido muy estudiada en em-
briones de ratén y humanos (Gardner,
2002). Estos planos de division se pro-
ducen y definen con respecto a la posi-
cién del corptsculo polar (CP) y por
analogia con otros grupos de animales
se define a este eje entre el polo del ci-
goto que posee el corplsculo y el
opuesto como el eje animal-vegetal (A-
V) del embrion. Podemos por tanto
asignar planos de division meridionales
si corresponden a una division que
coincide con este eje embrionario o
planos ecuatoriales si se dispone en
sentido perpendicular.

o
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terior (y el resto de los ejes embriona-
rios) se produce por complejas interac-
ciones celulares y moleculares después
de la implantacion parece que pueden
ser delineados retrospectivamente a la
fase de blastocisto (Figura 3).

Una cuestion importante que puede
plantearse con respecto a esta polari-
dad es si estos ejes observables en el
blastocisto se producen de forma alea-
toria con respecto a las células de la
morula o si por el contrario estan pre-
dispuestos desde etapas previas del

Figura 3. Representacion
e imagen real equivalente
de los ejes de polaridad
que pueden identificarse
claramente en un
blastocisto. Se indica
también su posible
correspondencia con los
futuros ejes espaciales del
organismo definitivo.
Esquema modificado de
Gilbert 2003.

Sistemdticamente la primera division
se produce de forma meridional y pro-
duce dos blastomeras simétricas y
equivalentes en su contenido de cito-
plasma animal y vegetal. La segunda
division se produce con el mismo eje
en una de las blastomeras (general-
mente la primera que se divide) crean-
do de nuevo dos células equivalentes en
cuanto a su contenido citoplasmatico
animal-vegetal, pero la otra blastomera
realiza una division ecuatorial creando
dos células, una con contenido citoplas-
matico exclusivamente animal (célula
superior) y otra con contenido exclusiva-
mente vegetal (Figura 4). Esta disposi-
cion ordenada es constante y esta pro-
vocada por la orquestacion de los planos
de division en las primeras divisiones mi-
téticas (Gardner, 2002).

Después de estas tres divisiones, las
células siguen produciéndose de forma
ordenada y van disponiéndose en ca-
pas internas y externas pero con proce-
dencias distintas. Se acepta que las cé-
lulas que se quedan situadas en la pe-
riferia daran lugar al trofoectodermo,
mientras que las que quedan en el in-
terior darén lugar a la MCI (Piotrowska-
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Figura 4. Secuencia de
divisiones que
sistematicamente se llevan a
cabo para dar origen al embrion
de 4 células. La primera division
se produce segun el eje
meridional (animal-vegetal) y
origina dos células
equivalentes. La segunda
division en una de estas
blastomeras sigue el mismo
patron, pero en la otra el plano
de division es perpendicular
(ecuatorial), denotando un
comportamiento distinto y por
tanto una asimetria entre las
dos primeras blastomeras que
se producen en el desarrollo.
En la parte inferior se muestran
fotografias de nuestro
laboratorio con embriones
equivalentes a los mostrados
en los dibujos. Los esquemas
se basan en modelos similares
de Gilbert, 2003.

Nitsche and Zernicka-Goetz 2005).
Esta teoria denominada dentro-fuera ha
sido utilizada como modelo para expli-
car la diferenciacion de las células ha-
cla blastocisto dependiendo de su posi-
cion azarosa en la morula sin interven-
cion de la procedencia (la herencia) de
cada célula (Chroscicka et al., 2004; y
ver esquema A en la figura 5).

v

oGC

Este mecanismo de desarrollo ha sido
cuestionado por trabajos en los que se B
pone de manifiesto que las células es-
tan determinadas a formar las zonas
del blastocisto mas por su origen segun
las primeras divisiones que por su dis-
posicion azarosa en la blastula (Plusa
etal., 2005). Las evidencias de esta se- C
gunda teoria denominada gobierno por
division se basan en los estudios de Ii-
naje celular.

|

28e

) ;
8

Figura 5. Representaciones esquematicas de las posibles teorias sobre el origen de las células del blastocisto con respecto al embrion de dos células.
A: Modelo regulativo en el que la disposicion final de las células no depende de su origen y por lo tanto se localizan en el blastocisto de una manera
aleatoria. B: Modelo totalmente determinado en el que existe una correlacion entre las primeras blastomeras y el tipo celular que se formara en el
blastocisto. En esta ocasion se ha representado que la célula con division meridional dara origen a la MCl y la otra al trofoectodermo, aunque la
situacion podria ser la contraria. C: Situacion que engloba la mayoria de los casos en los que se ha marcado experimentalmente las células para
seguir su linaje. Como puede apreciarse (aunque se produce variabilidad) existe una tendencia clara a una disposicion prefijada de los descendientes
de las blastomeras iniciales en el blastocisto (descrita en el texto), aunque esta disposicion no se corresponde exactamente con ninguno de los ejes
descritos para el blastocisto.
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Estos estudios consisten en analizar
la posicion final que ocuparan los des-
cendientes de cada una de las células
del embrion inicial en el futuro blasto-
cisto e incluso en el embrion post-im-
plantatorio. Por razones logicas de ex-
perimentacion los resultados que se
describen a continuacion corresponden
casi exclusivamente a embriones de ra-
tén pero podemos asumir que debido a
la similitud de la segmentacion son
aplicables también al desarrollo en hu-
manos.

Como se ha dicho, la forma experi-
mental de comprobar que existe un
destino predefinido para las blastome-
ras ha sido mediante el marcaje celular
con sustancias vitales que no interfie-
ren en el desarrollo y que pueden ser
seguidas a lo largo del desarrollo. Se
han utilizado colorantes vitales, marcas
de aceite en las blastomeras, e incluso
los restos de la cola del espermatozoi-
de (Davies and Gardner, 2002), para
seguir a lo largo del tiempo el destino
de estas células.

Los anadlisis de marcaje siempre pre-
sentan objeciones técnicas por el abor-
daje experimental que conlleva, con un
gran intervencionismo sobre el embrion
(manipulacion, introduccion de sustan-
clas extrafas, métodos de observacion
del marcaje como la fluorescencia, etc)
vy por lo tanto resultan controvertidos.
Quiza debido a esto hay que mencionar
que existen publicaciones recientes
que abogan por un destino azaroso de
las blastomeras (Hiiragi and Solter,
2004; Gardner, 2006) sin relacion algu-
na con el eje animal-vegetal del dvulo o
el futuro eje embrionario-abembriona-
rio del blastocisto. Sin embargo, la ma-
yoria de las evidencias muestran que
aunque no hay un destino fijo de las cé-
lulas en las etapas iniciales del desarro-
llo, existe una tendencia clara a que los
descendientes de ciertas blastéormeras
ocupen regiones determinadas del
blastocisto (y por ende del embrion).

Esto significaria que existe una predis-
posicion o polaridad desde las etapas
mas iniciales del desarrollo y el modelo
de mosaicismo tiene cada vez mas evi-
dencias en embriones de mamiferos
(Edwards and Hansis, 2005).

El destino mas sugerido por su correla-

cion ideal con la estructura del blasto-
cisto es que las dos células con conte-
nido animal y vegetal (segunda division
meridional) daran lugar mayoritaria-
mente a la MCI, la célula que se origina
en el polo animal (célula superior en la
segunda divisién ecuatorial) tiende a
formar la mayoria del trofoectodermo y
la que mantiene unicamente citoplas-
ma de origen vegetal contribuira a la Ii-
nea germinal (Piotrowska et al., 2001;
Piotrowska-Nitsche et al., 2005; y ver
esquema B en la figura 5). Sin embar-
go, a pesar de esta tendencia, estos
mismos estudios de linaje ponen de
manifiesto que existe una contribucion
parcial de cualquier blastomera tanto a
la MCI como al trofoectodermo y por lo
tanto son interpretados por muchos au-
tores como una evidencia del modelo de
desarrollo regulativo, sin una predisposi-
cion de las células durante la segmenta-
cion.

La controversia sobre el destino de las
blastémeras iniciales en embriones de
mamiferos ha sido parcialmente zanja-
da por los numerosos y elegantes estu-
dios de linaje celular realizados princi-
palmente por el grupo de Zernika-Goetz
en Londres (para revisiones recientes
vease Zernicka-Goetz 2002 y 2004). En
sus trabajos se muestra que la disposi-
cion de las blastomeras condiciona el
destino final de las células, pero que la
relacion entre el eje animal-vegetal con
el eje embrionario-abembrionario del
blastocisto es mds sutil de lo que se
pensaba (Zernicka-Goetz, 2006). Estos
estudios han sido capaces de estable-
cer que tan pronto como en el estadio
de dos células cada blastomera tiene
una contribucion fijada al futuro blasto-
cisto (Piotrowska et al., 2001).

Asi, la blastormera que se divide meri-
dionalmente va a dar lugar a la mayoria
de la MCI y el trofoectodermo polar
mientras que la otra (ecuatorial) va a dar
lugar al trofoectodermo mural y parte de
las células de la MCI, especialmente
gran parte de las que limitan la cavidad
del blastocisto (Esquema C en la figura
5). Este mapa de destino explica ade-
mds porque algunos autores encuentran
células descendientes de las 2 o 4 pri-
meras blastomeras en ambas estructu-
ras (MCI y trofoectodermo). Por lo tanto
los estudios de linaje presentan una evi-
dencia muy clara a favor del modelo de
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mosaico, estando determinadas las cé-
lulas por su posicion a contribuir a dis-
tintas regiones del blastocisto posible-
mente desde la primera division embrio-
naria (Gardner, 2001).

2c. Polaridad en el cigoto y 6vulo

Si desde la primera division mitdtica
las células tienen un destino prefijado
hay que plantear que el cigoto ha de te-
ner ya un grado importante de polari-
dad que facilite este comportamiento
sistemadtico de las blastémeras y que
posiblemente haya heredado a su vez
de algun tipo de asimetria en el évulo
(Piotrowska et al., 2001). Tanto en el
ovulo como en el cigoto, la posicion del
corpusculo(s) polar(s) ya denota una
polaridad y como se ha mencionado
define el eje animal-vegetal (Gardner
and Davies, 2006). Este eje coincide en
la orientacion del primer plano de divi-
sion (Cooke et al., 2003) y finalmente
con el destino de las células en el blas-
tocisto (Ciemerych et al., 2000). En
confirmacion de esta relacion entre el
eje animal-vegetal y el eje embrionario-
abembrionario del blastocisto, hay que
mencionar que la polaridad descrita en
el blastocisto y la simetria en la MCI
puede ser predicha con anticipacion
por la disposicion del corptsculo polar,
ya que en ratones se ha realizado un
seguimiento experimental del mismo y
su localizacion en la mayoria de los ca-
s0s sirve como marca en uno de los ex-
tremos del disco de la MCI (Gardner,
1997: Ciemerych et al., 2000).

Como ya se ha mencionado en la in-
troduccion, se considera que los mami-
feros no dependen de componentes ci-
toplasmaticos y por lo tanto que el évu-
lo y el cigoto son homogéneos. Sin em-
bargo, es evidente que deben existir di-
ferencias en la membrana plasmatica
(MP) del évulo ya que en condiciones
fisiologicas el espermatozoide no pue-
de penetrar en las cercanias del cor-
pusculo polar. Se ha comprobado que
la zona de MP presenta zonas con una
composicion lipidica que impide los
desplazamientos y que se denominan
islas de rigidez y que los espermatozoi-
des serian incapaces de utilizar como
punto de entrada (Evans et al., 2000;
Johnson, 2001).

Otra caracteristica del évulo y final-
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mente del cigoto es que la disposicion
de la placa metafisica y la extrusion de
los corpusculos polares se realiza sis-
tematicamente en las cercanias de es-
tas islas de rigidez y esta circunstan-
cla implica que han de existir corrien-
tes corticales y entramados de micro-
tubulos espacialmente dispuestos
para que la localizacion del primer y
segundo corpusculo sea la correcta
(Gardner and Davies, 2006). Finalmente
otros componentes del dvulo como las
mitocondrias e incluso la actividad me-
tabdlica podrian también presentar dife-

Polo animal

Corpusculo
-~ polar

Polo vegetal

Figura 6. A: llustracion del polo animal-vegetal de un ovocito humano. B: Fotografias de un ovocito en metafase Il que mantiene células

rencias (Van Berklon, 2004)

Por lo tanto, aungue no es observa-
ble en el interior del gameto y del ci-
goto, ha de existir una polaridad es-
tructural con respecto al futuro eje
animal-vegetal. Por ultimo, llevando la
Situacion al extremo de que la locali-
zacion del corputsculo polar viene de-
terminada por los movimientos que el
nucleo realiza en la fase de vesicula
germinal (Albertini and Barrett, 2004)
¥ que posiblemente estén relaciona-

Polo animal

_ Corpusculo
_—~—" polar

Polo vegetal
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dos con la maduracion ovocitaria y con
las interacciones entre el ovocito y las
células foliculares del ovario (Cecconi
et al., 2004). La presencia de células
que se mantienen mas fuertemente
unidas al polo vegetal después de la
decumulacion podria implicar también
una relacion entre la polaridad ovoci-
taria y el proceso de maduracion en el
ovario (observaciones propias sin pu-
blicar) (Figura 6).

3. Mecanismos que establecen la
polaridad inicial

Con todo lo descrito anteriormente,
puede decirse que existe una polari-
dad embrionaria durante las primeras
fases del desarrollo de los mamiferos y
que esta polaridad puede tener algu-
nos signos ya en el ovulo antes del
proceso de fecundacion. Esta polari-
dad queda confirmada y definida des-
pués de la primera division mitdtica
cuando se forman las dos primeras cé-
lulas, ya que las mismas van a tener
destinos diferentes (Plusa et al., 2005).
Debe existir algun tipo de condiciona-
miento que origine esta diferencia de
comportamiento entre una célula y otra
y, por lo tanto, un meca
nismo que inicie la polaridad.

Las asimetrias que se han descrito
en el ovulo con respecto al CP posible-
mente no justifiquen una asimetria en
el comportamiento de las células hijas
pues como se ha mencionado el pri-
mer plano de division coincide con el
gje animal-vegetal y por lo tanto, otros
mecanismos estan siendo evaluados
actualmente (Gray et al., 2004).

Un mecanismo generalmente esta-
blecido en otros animales para definir
la polaridad es la presencia en gra-
dientes de genes o factores materna-
les en el huevo. Aunque el ndmero de
genes maternales que se descubren
en los mamiferos esta creciendo rapi-

foliculares adheridas en su polo vegetal y de un ovocito en el momento de realizar ICSI. Esquema modificado de Gilbert, 2003

*
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damente (Antczak and Van Blerkom,
1997; Tong et al., 2002; Wallingford
and Habas, 2005), las evidencias de
una distribucion desigual entre las
blastémeras hijas son muy vagas
(Torres-Padilla et al., 2006).
Solamente un trabajo muy reciente y
que necesita ser confirmado implica al
factor maternal Cdx2 como responsa-
ble de la polaridad inicial del embrion
(Deb et al., 2006).

Este factor esta presente en el ovo-
cito y segun los autores se reparte de
manera desigual entre las dos blasto-
meras que se generan a partir del ci-
goto. En dltima instancia esta molé-
cula por mecanismos no descritos en
el trabajo, seria la responsable de
que la segunda division celular no
sea equivalente y se genere la asime-
tria descrita previamente. La posibili-
dad de que exista un gen maternal en
mamiferos con un gradiente en el
ovulo y que es trasladado a la pri-
mera division mitética supondria
una interesante conservacion de
los mecanismos de polaridad em-
brionaria a lo largo de la evolu-
cién e implicaria que las blasto-
meras iniciales no son equivalen-
tes en contenido citoplasmadtico.

La otra posibilidad que parece va
tomando importancia como inicio
de la polaridad es que sea una
consecuencia directa del proceso
de fecundacion. La hipotesis con-
siste en que la polaridad embriona-
ria se establece por el sitio de en-
trada del espermatozoide en el
ovulo (Piotrowska et al., 2002).
Como base experimental a esta te-
oria, se ha comprobado que el lu-
gar de entrada del espermatozoide
marca, junto con el corptisculo po-
lar, la orientacion del plano de las
primeras  divisiones  (Bennett,
1982; Piotrowska and Zernicka-
Goetz, 2001). Ademas, la célula
que hereda el sitio de entrada del
espermatozoide (SEP) distinguible
por la presencia del llamado cono
de fertilizacion, tiene tendencia a
ser la primera que se divide en la
segunda division embrionaria
(Gardner, 2001; Piotrowska and

Zernicka-Goetz, 2001). De hecho
es conocido desde hace tiempo
que la inyecciéon de compuestos or-
ganicos y otros materiales supues-
tamente inertes en oocitos y cigo-
tos de raton afecta a la division ce-
lular, generalmente acelerdndola
(Dyce et al., 1978). Por dultimo,
existen también evidencias que el
SEP marca el borde entre la zona
embrionaria y abembrionaria del
blastocisto (Zernika, 2002) y que la
blastomera que mantiene los restos
del espermatozoide sistematica-
mente termina formando parte de
la MCI (Plusa et al., 2002).

Aunque la relacion entre fecun-
dacion y polaridad es aun especu-
lativa y esta en fase de comproba-
cion experimental cabria mencio-
nar que de nuevo seria un meca-
nismo de desarrollo conservado a
lo largo de la evolucién. De hecho,
en organismos tan diversos como
el gusano C. elegans o los embrio-
nes de anfibios, la polaridad inicial
en el huevo es recolocada median-
te mecanismos de desplazamiento
citoplasmatico con respecto al
punto de entrada del espermato-
zoide (Gerhart, 1991).

4. Significado de la polaridad em-
brionaria

Segun todo lo expuesto anterior-
mente existe una clara no-equiva-
lencia al menos en el destino de las
células desde la primera division
mitotica.

Este hecho parece estar en contra
de la gran capacidad regulativa
que se ha descrito en los embrio-
nes de mamiferos (MclLaren, 1976;
Papaioannou and Ebert, 1986).
Son muchos los estudios ya cldsi-
cos que indican que la eliminacion
y/0 sustitucion de blastomeras en
la etapas iniciales del desarrollo
tiene escasas consecuencias en el
desarrollo embrionario y que el em-
brién es capaz de regular la perdi-
da o sustitucion de esta célula me-
diante robustos mecanismos de
desarrollo que aun estan por acla-
rar (Johnson et al., 2006).
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Sin embargo, experimentos recien-
tes que reevaluan la capacidad re-
gulativa del embrion y la equivalen-
cia de las blastomeras ponen argu-
mentos a favor de la existencia de
una polaridad embrionaria desde
las fases iniciales del desarrollo
(Zernicka-Goetz, 2006). Quimeras
realizadas con células equivalentes
en la localizacion dentro del em-
brion tienen un alto grado de su-
pervivencia e implantacion embrio-
naria, mientras que si se sustituyen
blastomeras no correspondientes
(por ejemplo una célula destinada
a formar trofoectodermo por una
blastomera que daréd la MCI, el re-
sultado es que aunque el embrion
completa la blastulacion y un nd-
mero pueden llegar a implantarse y
nacer, la proporcion de embriones
que fracasan es  mayoritaria
(Tarkowski et al., 2001; Zernicka-
Goetz, 2002). Por motivos obvios, es-
tos experimentos, al igual que los de
marcaje que abogan a la polaridad
embrionaria, no han podido ser corro-
borados en humanos.

Hay que mencionar los experi-
mentos cldsicos realizados en an-
fibios y otros grupos animales
que ponen de manifiesto la capa-
cidad de compensar el desarrollo
que tienen estos embriones a pe-
sar de su clara polaridad previa al
proceso de fecundacion (Vincent
and Gerhart, 1987; Bowerman y
Shelton, 1999). De igual manera
podria ser que los embriones de
mamiferos posean una alta capa-
cidad regulativa y que las diferen-
cias en polaridad establecidas en las
etapas iniciales pueden ser subsana-
das si se interfiere el desarrollo me-
diante manipulacion.

Por lo tanto, el escenario que se pre-
senta es que existe un patron en gran
medida constante de destino para
las blastomeras del embrion de ma-
mifero y que se corresponde en eta-
pas mas avanzadas del desarrollo (e
incluso en el organismo definitivo)
con los ejes de polaridad (Zernicka-
Goetz, 2002: Edwards and Hansis,
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2005). Sin embargo durante el des-
arrollo también existe una cierta plas-
ticidad y el mosaicismo no es tan
invariable como se ha descrito en
otros organismos ya que las célu-
las pueden reestablecer un orden
cuando son alteradas de forma
natural (gemelacion por ejemplo)
o artificial y por lo tanto se man-
tienen pluripotentes (Zernicka-
Goetz, 2006; Stern, 2006).

5. Implicacion en reproduccion
asistida e investigacion

La polaridad embrionaria y ovo-
citaria y los mecanismos que es-
tablecen la misma han de ser te-
nidos en cuenta a la hora de rea-
lizar las técnicas de manipulacion
embrionaria en reproduccion
asistida. Sin ser el tema de este
trabajo, no es dificil imaginar que
de confirmarse esta nueva vision
polarizada del ovocito y el em-
briéon en las fases iniciales del
desarrollo muchos procesos que
se realizan en el laboratorio de
embriologia podrian ser mas rele-
vantes para el desarrollo de lo
que se pensaba en un principio.
Entre estos procesos destacaria-
mos el sitio de microinyeccion es-
permatica (ICSI) (Figura 6) y la
extraccion de blastomeras para la
realizacion del diagnostico genético
preimplantacional (DGP), ya que po-
drian tener unas implicaciones clini-
cas mayores de lo que se habia pen-
sado hasta ahora dependiendo de
la(s) célula(s) elegida(s) para ser ex-
traidas del embrion.

Ademadas, nuevos factores predicti-
vos del éxito del proceso de FIV po-
drian incorporarse al estudio del cigo-
to y de los embriones, como por
efemplo la morfologia y viabilidad de
clertas blastomeras segtin su posi-
cion, la orientacion y velocidad de las
divisiones celulares segun se ajusten
a los modelos descritos, o la defini-
cion del eje embrionario-abembriona-
rio en el blastocisto.Por ultimo, as-
pectos relacionados con la investiga-
cion biomédica como la obtencion de

células madre de embriones no via-
bles tanto a partir de la MCI
(Matalipova et al., 2003) como de
embriones en fase de morula
(Strelchenko et al., 2004), la clona-
cion terapéutica o la transferencia de
citoplasma han de considerar igual-
mente la posibilidad de que los ovo-
citos y embriones de mamiferos pre-
sentan una polaridad y que no todas
las regiones del citoplasma o no to-
das las blastémeras de un embrion
sean equivalentes.

6. Consideraciones finales

Existen evidencias cada vez mas fir-
mes de que el embrion desde su ini-
cio tiene una polaridad que se refleja
en el patron de formacion de células
en cada fase consecutiva del des-
arrollo, de tal forma que blastémeras
particulares producen siempre los
mismos tipos celulares.

Nosotros pensamos que este meca-
nismo predeterminado se ha estable-
cido entre otros posibles patrones de
desarrollo que resultaron ser menos
eficaces aunque viables (situacion
que explica la plasticidad embriona-
ria) y el embrion ha ido utilizando las
pistas que han sido utiles para con-
servar este patron, como es la locali-
zacion del corpusculo polar o el sitio
de entrada del esperma.

Dicho de otro modo, es logico pen-
sar que un mecanismo de formacion
embrionaria si es efectivo se va ir re-
pitiendo durante el desarrollo casi
con precision de relojeria (y no de for-
ma azarosa) y quedara prefijado me-
diante pistas en las células que lo ori-
ginan. Cualquier desviacion de este
mecanismo, sea natural o artificial,
podria ser compensado de forma aun
desconocida por el embrion, pero aun
esta por conocerse las consecuencias
en la implantacion y naturaleza de los
embriones conseguidos.

Hay que aclarar que aunque en
esta trabajo se ha enfatizado sobre
las evidencias de la hipotesis de la
determinacion y la polaridad inicial,
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ambas hipdtesis (mosaicismo y regu-
lacion) no han se ser completamente
excluyentes y los nuevos datos que
se van adquiriendo tienden hacia una
reconciliacion de ambas posibilida-
des. Si que hay que destacar que en
realidad los mamiferos y mas concre-
tamente los humanos, no somos tan
diferentes a la hora de utilizar meca-
nismos para el desarrollo y parece
que las mismas sefiales (genes ma-
ternales, espermatozoide, planos de
division, etc.) van siendo reutilizados
con variaciones a lo largo del desarro-
llo en todos grupos animales.

Finalmente, las implicaciones de
que muy posiblemente nuestro desti-
no esta marcado desde el primer dia
de desarrollo estan aun por determi-
nar.
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CARTA E INVITACION AL IV CONGRESO ASEBIR

Estimados compafieros(as) y amigos(as):

Nos dirigimos a vosotros con dnimo de invitaros a participar en el IV CONGRESC
de nuestra asociacion ASEBIR.

Aunque parece que queda mucho tiempo, es en esta época del afio cuando se hace la
prevision de los eventos cientificos futuros a los que se desea acudir. Es por esto que,
nos encantaria que anotarais en vuestras agendas la fecha del 21 al 23 de Noviembre
de 2007.

Alrededor de un programa cientifico de calidad se articulard la presencia este afo,
por primera vez, de dos grupos de interés: el de Diagnostico Genético
Preimplantacional (DGP), que algunos ya conocéis, y el de Calidad Embrionaria.

Pero lo mds importante es vuestra colaboracion activa, con la presentacion de
comunicaciones y pdsters en los que reflejdis vuestras experiencias, conocimientos y
trabajo diario. Os asequro que esto, junto con las discusiones que se establecen tanto
en la sala como fuera de ella, ademds de la sensacion de formar parte de un colectivo
profesional, merece la pena.

Y como todo no va a ser ciencia, comeremos bien, como se come en esta ciudad,
BILBAO, visitaremos el Museo Guggenheim en una visita guiada privada, bailaremos
etc.

Lo estamos preparando para vosotros, no olvidéis i.e. IV CONGRESO de
ASEBIR, del 21 al 23 de Noviembre en Bilbao.

IOs esperamos!

Dra. Carmen OCHOA Dr. Antonio Gonzalez-Utor
Presidenta del Comité Organizador Presidente de ASEBIR
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FE DE ERRATAS

En el ditimo ndmero de la revista ASEBIR (Junio 2006, vol. 11), en la pagina 46 se hace balance del Il congreso ASEBIR
celebrado en Zaragoza, y se cometio un error al informar sobre el trabajo ganador del Premio EMB.
Pedimos encarecidamente disculpas a los autores implicados y a continuacion publicamos la informacién correcta:

“Durante el 1l Congreso ASEBIR se entregé el Premio EMB a la mejor comunicacion cientifica al trabajo:

ESTUDIO )
ULTRAESTRUCTURAL DEL RETICULO
ENDOPLASMATICO

RUGOSO DE 0VOCITOS Y EMBRIONES HUMANOS
Mondéjar 1., Jiménez-Movilla M. »

Castells MT., Fernandez-Colom PJ.. Romeu A., Avilés M. y Ballesta J.
Departamento de Biologia Celular. Facultad de Medicina,” Universidad de

Murcia, Unidad de Reproduccion Asistida, Hospital Universitario La Fe,
Valencia”

New Trends on the Diagnosis and Management

of Early Pregnancy Failure
-ESHRE Campus-
December 15 — 16, 2006
Poznan, Poland
http://www.eshre.com/emc.asp?pageld=834

Follicle culture, in vitro maturation and cryopreservationfrom
basic research to clinical application
-ESHRE campus-
January 12 - 14, 2007.

Luebeck, Germany
http://www.eshre.com/emc.asp?pageld=812

ISAR oog - 12TH Natﬂnal COn,g'refs on_ﬁssw‘ted Reﬁ{oductlon
ec nology an vances In Inferti |ty anage ent
February 8 - 11, 2007
Bhargava Auditorium, Postgraduate Institute of Medical Education and
Research, Chandigarh, India

www.isar2007.com, www.ivfchandigarh.com

Prevention of endometriosis
-ESHRE Campus-
February 15 —17, 2007
Bordeaux, France
http://www.eshre.com/emc.asp?pageld=833

4th Symposium on Diabetes and Pregnancy
March 29 — 31, 2007
Istanbul, Turkey
http://www.kenes.com/dip07

ASA 32nd Annual Conference
April 18 - 24, 2007
Hyatt Regency Tampa, Florida, USA
www.tamparegency.hyatt.com

Adenomyosis: a Reproductive Disorder
-ESHRE Campus -
April 19 - 20, 2007
Leuven, Belgium
http://www.eshre.com/emc.asp?pageld=839

IFFS Congress
Durban, South Africa
April 30 - May 5, 2007
www.iffs2007.org.za

Assisted Reproduction Technology — a Masters level short course
May 14 - 17, 2007
University of Warwick, Coventry, UK
Organizer contact name: Dr Steve Hicks
Organizer e-mail: s.j.hicks@warwick.ac.uk
http://template.bio.warwick.ac.uk/shortcourses/ivf.pdf

o
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Informacion para los Autores Normas de Publicacion

NORMAS DE PUBLICACION

La revista ASEBIR es una publicacion del ambi-
to de la Biologia de la Reproduccion abierta a consi-
derar cuantos trabajos afines a esta area de conoci-
miento puedan adaptarse a uno de los siguientes
apartados:  Articulos  Originales; Temas de
Actualizacion o Debates. Ademas, la revista ASEBIR
da cabida a la actualidad en sus secciones de
Noticias y Agenda.

La revista ASEBIR se publica semestralmente
por lo que es indispensable que los escritos para las
secciones de Debates, Noticias y Agenda sean en-
viados antes del 30 de Abril para el primer nimero
del afio (Junio) y antes del 15 de Noviembre para el
segundo ntimero del afio (Diciembre).

Los originales deben enviarse a: Secretaria de
ASEBIR, C/ Fernandez Caro 44, Oficina 2. 28027
(Madrid). Se recomienda utilizar sobres que prote-
Jan adecuadamente el contenido informatico.

Manuscritos: Todos los trabajos remitidos debe-
ran ser inéditos y se presentaran en un manuscrito
original y dos copias impresas, a doble espacio en
hojas din A4, asi como también en soporte informa-
tico. Se acompafiaran de una carta de presentacion
en la que se solicite su valoracion y se indique la
seccion donde se desea su publicacion. En esta car-
ta debe constar claramente que el trabajo no ha sido
publicado previamente y que todos los autores es-
tan de acuerdo en su contenido y ceden los dere-
chos de su publicacion a ASEBIR. Para la reproduc-
cion de material ya editado es necesaria la autoriza-
cion expresa de los propietarios del copyright.

Para articulos originales y temas de actualizacion
se sugiere una extension no superior a las trece ho-
Jas din A4 a 30 lineas, con no mas de seis figuras y
seis tablas.

global

En la primera pagina de todos los trabajos se in-
dicara, en el siguiente orden: titulo en castellano; ti-
tulo en inglés; nombre y un apellido de cada uno de
los autores y nombre completo del centro, con la di-
reccion para correspondencia, incluido correo elec-
trénico. En la segunda pédgina se incluird un resumen
Y las palabras clave (ambos en castellano e inglés). La
estructura de los manuscritos preferentemente debe-
ra organizarse en los apartados de Introduccion,
Material 'y Meétodos, Resultados,  Discusion,
Agradecimientos, Bibliografia, Tablas y Grdficas. Las ta-
blas se numeraran con ndmeros romanos y las figuras
con numeros arabigos. Los pies de figura se imprimi-
ran en hoja aparte y cada figura llevara escrito en el
dorso su numeracion.

Las citas bibliograficas deben ser directas, con-
signandose en el texto el nombre del autor o de los
dos autores y el afno (ej.: Smith, 1993 o bién Smith
and Michigan, 1997) y si son mds de dos autores
consignandose el primero seguido de "et al.," (ej.:
Smith et al., 1998). Para agrupar varias citas se enca-
denaran con ";" (Ej: Smith and Michigan, 1997; Smith
etal., 1998).

Las referencias bibliograficas se presentaran en
la seccion de Bibliografia por orden alfabético si-
guiendo las normas del International Committee of
Medical Journal Editors 5th edition (dichas normas
se pueden consultar en JAMA 1997; 277:927-934).
Los nombres de las revistas se abreviaran de acuer-
do con el estilo usado en el Index Medicus (que se
puede consultar en la List of Journals Indexed que
se incluye todos los afios en el numero de enero). A
continuacion se dan un ejemplo de formato de citas
bibliograficas:

A) Articulo de revista con menos de 6 autores:
Lewis SE, Moohan JM, Thompson W. Effects of

Un solo medio...sin necesidad de usar medios secuenciales

DIA |

——>» Blastocito

RARAYFABORATO

pentoxifylline on human sperm movility in normosper-
mic individuals using computer-assisted analysis.
Fertil Steril 1993;59:418-423.

B) Articulo de revista con mas de 6 autores:

Marrama P, Baraghini GF, Carani C, Celani MF,
Giovenco B, Grandi F, et al. Further studies on the ef-
fect of pentoxifylline on sperm count and sperm movi-
lity in patients with idiopathic oligo-asthenozoospermia.
Andrologia 1985;17:612-616.

C) Libro completo:
Colson JH, Armour W.J. Spermatogéne-sis. 2° ed.
Londres: Delmar Publishers; 1996.

D) Capitulo de libro:

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

E) Comunicacién a congreso:

Bengston S, Solheim. Hatching assisted. XX/l Meeting
of European Society of Human Reproduction and
Embriology; 1997 Jun20-23; Roma, ltalia. p. 1561-2.

Para la seccion de debate se aceptaran textos (de
no mas de dos hojas din A4 a 30 lineas, incluidas un
maximo de cinco citas bibliograficas y dos figuras si
las hubiere), que reflejen la opinion de los diferentes
firmantes sobre el tema de discusion que se propon-
dra en el numero de la revista anterior.

Para las secciones de noticias y agenda se acep-
laran escritos que informen de congresos u otros
eventos relacionados con la Biologia de la
Reproduccion o la actividad asociativa de ASEBIR
siempre que identifiquen de manera clara los organi-
zadores de los mismos.

EQUIRQS
RICADEREIA:

( Dl
Dia 2
Dia 3
Dia 4
Dia 5
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