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Instrumentacion

Jara

FECUNDACION IN VITRO

Incubadores de CO2: |

Heracell 150/240

v Volumen recinto interior: 150 / 240 litros

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

v Sistema de alarma del nivel de agua

v Interface RS232

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

Cabinas de flujo laminar para —

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

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

v Gran variedad de accesorios

Centrifugas:

v Capacidad: 4 x400 ml /32 x I15ml /20 x 25 ml/ 12 x 50 ml
v Velocidad méaxima: 6.000 rpm

v FCR max.: 6.842 xg

v Disponible version refrigerada

s .
Multifuge |

Autoclaves:

Systec

v Modelos verticales y horizontales

v Varias capacidades

v Generador de vapor integrado y completamente
independiente de la cdmara de esterilizacion

Autoclaves

Otros equipos relacionados

Conservadores +4°C
Congeladores -85°C
Cryoconservadores -1 50°C

Controltecnica Instrumentacion Cientifica S.L.

28660 Boadilla - Madrid

Fax. 91 729 44 54
ANDALUCIA:

C/ Artesanos, 7 (Prado del Espino)
Tel. 902 431 408

BARCELONA: 93 486 46 60
VALENCIA: 679 20 85 37

LA RIOJA: 64809 27 09

679 21 02 33
618 73 78 48

MURCIA: 686 93 68 31

www,controltecnica.com

Mobiliario
técnico de
laboratorio

Estufas de cultivo /
secado / esterilizacion

SORVALL
Heraeus

CONTROLTECNICA

hinstruments
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MediCult es una empresa especializada en el desarrollo y fabricacion de medios de cultivo para

Técnicas de Reproduccion Asistida. Ofrece productos y medios para la recuperaciéon de ovocitos,

tratamiento del esperma, cultivo de embriones, criopreservacion y Maduracion In Vitro de ovocitos.
MediCult le ofrece calidad de producto, servicio e innovacidn.

@
MediCult Espana S.L. R M e d I ‘ u It
Gran Via Corts Catalanes 184, 7 - 08038 Barcelona - Spain

Tel.: +34 93 394 53 91 - Fax: +34 93 394 53 80 . .
a1 gl Innovation with Care
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CARTA DE BIENVENIDA

Queridas compafieras y compafieros:

En primer lugar quisiera felicitaros por vuestra participacion, por el rigor y calidad de los trabajos pre-
sentados y la voluntad de reunién que habéis mostrado, sin cuyos valores este congreso no hubiera sido
posible.

Este afilo hemos aumentado los dias de reunién, motivado por la capacidad de trabajo de los grupos
de interés que ha hecho necesaria la utilizacién de un espacio dentro del programa cientifico para expo-
neros y comentaros sus conclusiones. También, se ha visto incrementado el nimero de trabajos recibidos,
alcanzando un total de 158.

Hemos conseguido que el comité evaluador del consejo vasco de las profesiones sanitarias conceda 2,2
créditos a nuestro evento, lo cual esperamos sea de utilidad para vuestras carreras profesionales. Ademas,
nuestro congreso ha sido declarado de interés sanitario por el Departamento de Sanidad del Gobierno
Vasco.

También contamos con la traduccion simultanea en aquellas ponencias expuestas en habla inglesa, con
la intencion de que el aprovechamiento de los ponentes extranjeros, asi como la posibilidad de interco-
municacién con ellos, sea maximo y homogéneo entre todos los asistentes.

Fuera del programa cientifico, pero dentro del espacio temporal de nuestro congreso, se han organiza-
do dos interesantes Simpdsium Satélites, prueba fehaciente de la buena y necesaria colaboracién entre la
industria y la ciencia. Momento que aprovecho para agradecer encarecidamente, a los patrocinadores su
colaboracion que también espero se sientan bien atendidos, con el deseo que este congreso cumpla sus
expectativas.

Los comités organizador y cientifico y la secretaria técnica hemos trabajado con ahinco, intentando pro-
porcionaros todas las comodidades y el nivel cientifico esperado, consolidado por aquellos que han sido
nuestros antecesores en la organizacion de las convocatorias pasadas. Solo si conseguimos vuestra satis-
faccién, conseguiremos la nuestra.

Quiero expresar mi agradecimiento a todos aquellos que han colaborado activamente en que este IV
Congreso de ASEBIR, sea una realidad. A los que estan y a los que no estan, pero que fueron una parte
importante en nuestra sociedad, reconocemos su contribucién al alto nivel adquirido por este evento, que
repercute directamente en la propia Asociacion. Esperamos poder contribuir a que siga aumentando.

Estoy encantada de recibiros y ensefiaros Bilbao, mi ciudad, que espero consideréis la vuestra.
Os espero del 21 al 23 de Noviembre en el Palacio Euskalduna de Bilbao

iHasta pronto!

Dra. Carmen Ochoa Dr. Antonio Gonzalez-Utor
Presidenta del Comité Organizador Presidente de ASEBIR
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ORGANIZADDOR

Comité Organizador

IV Congreso Nacional ASEBIR
BILBAO 2007

COMITE DE HONOR

Excma. Sra. Dia. Elena Salgado Méndez *
Ministra de Sanidad y Consumo

Excmo. Sr. D. Juan José Ibarretxe
Lehendakari del Gobierno Vasco

Excmo. Sr. D. Gabriel Inclan
Consejero de Sanidad del Gobierno Vasco

Excmo. Sr. D. Ifaki Azkuna
Alcalde de Bilbao

*Con fecha 26 de marzo, la Excma. Sra. Dfia. Elena Salgado acepté formar parte del Comité de Honor del IV Congreso Nacional ASEBIR. Estamos a
la espera de la aceptacion del Excmo. Sr. D. Bernat Soria, actual titular del Ministerio de Sanidad y Consumo.

COMITE ORGANIZADOR COMITE CIENTIFICO
Presidenta Dra. Victoria Aparicio
Dra. Carmen Ochoa Dra. Begofia Aran

Dra. Itziar Belil
Vocales Dra. Nieves Cremades
Dr. Jon Aizpurua Dra. Maria José de los Santos
Dra. Rosa Argatxa Dr. José Luis de Pablo
Dr. Txema Aritzeta Dr. José Maria Fernandez
Dr. Gorka Barrenetxea Dr. Mark Grossmann i Camps
Dra. Beatriz Corcostegui Dra. Maria Victoria Hurtado de Mendoza
Dra. Antonia Expésito Dra. Rosario Mendoza
Dr. Roberto Lertxundi Dr. Ernesto Veiga

Dra. Carmen Mar
Dr. Txanton Martinez-Astorquiza
Dra. Belén Murillo

SECRETARIA TECNICA

SRUITQIPROCESS

marketing & formacidn

Grupo Process
Telf.: +34 91 377 14 23
E-mail: [Vcongreso@asebir.com

CONGRESO DECLARADO DE INTERES SANITARIO POR EL DEPARTAMENTO DE SANIDAD DEL GOBIERNO VASCO / EUSKO
JAURLARITZA.

EL COMITE DE EVALUACION DEL CONSEJO VASCO DE FORMACION CONTINUADA DE LAS PROFESIONES SANITARIAS HA

ACORDADO CONCEDER 2,2 CREDITOS A LOS CONGRESISTAS ASISTENTES AL IV CONGRESO NACIONAL DE ASEBIR
(N° EXPEDIENTE 332/07).

o
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21 DE NOVIEMBRE (MIERCOLES)

TARDE
- 15:00 - 20:00h.
- 16:00h.

- 17:00 - 20:30h.
- 17:00h.

- 17:00-17:15h.
- 17:15-17:30h.
- 17:30-17:45h.
- 17:45-18:30h.

- 18:30h.

- 18:30-18:45h

- 18:45-19:00h.
- 19:00-19:15h.

- 19:15-19:30h.
- 19:30-20:00h.

- 20:30h.

Apertura de secretaria. Entrega de documentacién y colocacién de pésters

Inauguracién del IV Congreso Nacional de ASEBIR

-Aurresku de Honor

-Inauguracion por parte de autoridades, del Dr. Antonio L. Gonzéalez Utor,
Presidente de ASEBIR y de la Dra. Carmen Ochoa, Presidenta del Comité Organizador

GRUPOS DE INTERES ASEBIR

CALIDAD EMBRIONARIA
Moderador: Dr. Fernando Prados (Madrid)

Clasificacion ASEBIR de la calidad embrionaria. Estado actual.
Dr. J. Tén Morro (I. Bernabeu, Alicante)

Normalizacién de datos de laboratorio de reproducciéon humana
Dra. M. J. de los Santos (IVI, Valencia)

Proyectos de futuro del grupo de interés de calidad embrionaria
Dr. J.Cuadros (Clinica FIV, Madrid)

Mesa redonda

DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL (DGP)
Moderador: Dr.Carles Giménez (Reprogenetics, Barcelona)

.Realidad diagnostica del DGP.

Dra. E. Fernandez (H. Quirdn, Madrid)

Gestién de calidad en los laboratorios de DGP.

Dr. X. Vendrell (Sistemas Gendmicos, Valencia)

Ensayo piloto de un programa de control de calidad externo para FISH en
espermatozoides

Dr. J. P. Ramirez Lépez (CEIFER, Granada)

La nueva ley de reproduccion asistida y sus implicaciones para el DGP
Dra. E. Velilla (I. Marqués, Barcelona)

Mesa redonda

Cocktail Inaugural en el Hall de Exposiciones del Palacio Euskalduna

7
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22 DE NOVIEMBRE (JUEVES)

MANANA

- 08:00 - 14:00h. Apertura de secretaria. Entrega de documentacién y colocacién de pésters
- 09:00h. Apertura mesa electoral ASEBIR

- 08:30 - 09:00h. COMUNICACIONES ORALES: Diagnéstico
Moderadores: Dra. Beatriz Corcostegui (Bilbao) y Dra. Carmen Mar (Bilbao)

- 08:30 a 08:40h. Comunicacién 0-001. Cuando realizar un FISH en “zoides”
C. Roméu, M. Lorés, A. Urries. (C. Quirdn, Zaragoza)

- 08:40 a 08:50h. Comunicacion 0-002. Consecuencias reproductivas en varones portadores de
diferentes alteraciones cromosémicas
F. Bronet, C. Méndez, MC. Martinez, P. Albero, J. Landeras. (IVI, Madrid)

- 08:50 a 09:00h. Comunicacion 0-003. Mejora en la seleccién de donantes de semen
C. Anarte, J. L. de Pablo, S. Ortega, |. Pefialba, M. Martin, A. Tejera, A.
Pacheco (IVI, Bilbao)

-09:00 - 11:30h. | SESION: Investigacién basica en embriologia
Moderadores: Dra. Ana Veiga (Barcelona) y Dra. Maria José de los Santos
(Valencia)

- 09:00 a 09:30h. Sistema opioide y fertilidad masculina
Dr. J. Irazusta, E. Agirregoitia, N. Subiran (Dpto. Fisiologia. F.

Medicina. UPV/EHU, Bizkaia)

- 09:30 a 10:00h. Calidad ovocitaria: Importancia del diagnostico para el pronéstico y la decision
terapéutica
Dr. M. Sousa, R. Sa, N. Cremades, J. Silva, C. Oliveira, A. Barros
(ICBAS-UP, Oporto, Portugal)

- 10:00 a 10:30h. Selection of the best spermatozoa at high magnification: Can we consider
Intracytoplasmic morphologically selected sperm injection (IMSI) as the new
generation of ICSI?

Dr. P. Vanderzwalmen (lI. M. de Reproduction et de I’Endocrinologie,
Bergenz, Austria)

- 10:30 a 11:00h. Pluripotencialidad de las células madre embrionarias
Dr. A. Raya (Centro de Medicina Regenerativa, Barcelona)

- 11:00 a 11:30h. Discusién

-11:30 - 12:00h. Pausa. Café

- 12:00 - 14:00h. COMUNICACIONES ORALES: Investigacién basica
Moderadores: Dr. Jorge Martin Cuadros (Madrid) y Dra. Nieves Cremades (Alicante)

-12:00 a 12:10h. Comunicacion 0-004. Derivaciones de células madre embrionarias humanas:
Experiencia en el Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona.B. Aran,|.
Rodriguez, A. Raya, Y. Mufoz, M. Luna, P. Barri, A. Veiga, J.C. Izpistua. (Centro
de Medicina Regenerativa, Barcelona)

o
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- 12:10 a 12:20h.

- 12:20 a 12:30h.

- 12:30 a 12:40h.

- 12:40 a 12:50h.

- 12:50 a 13:00h.

- 13:00 a 13:10h.

- 13:10 a 13:20h.

- 13:20 a 13:30h.

- 13:30 a 13:40h.

- 13:40 a 13:50h.

- 13:50 a 14:00h.

- 14:00 - 15:00h.
- 15:00 - 16:00h.

Comunicacién 0-005. Comparacion de dos métodos de derivacion de células
madre embrionarias a partir de blastémeros aislados

S. Gonzélez, E. Ibafiez, N. Costa, J. Santald. (F. Biociencias. UAB, Barcelona)
Comunicacién 0-006. El factor de transcripciéon Fork Head (FOXJ2) se expresa
en células de la granulosa humana

P. Sanchez-Aparicio, C. Romero, R. Ramos, B. Hurtado de Mendoza, J. Cuadros,
E. R. Hernadndez. (FIV, Madrid)

Comunicacién 0-007. Efecto de la criopreservacion en ovocitos humanos: anali
sis de los granulos corticales

[. Mondéjar, A. Cobo, J. Marcos, M.T. Zomefio, J. Remohi, J. Zulategui, S.
Pérez, J. Ballesta, M. Avilés. (F. Medicina. UM, Murcia)

Comunicacién 0-008. Expresién y localizacion de las enzimas-degradadoras de
encefalinas en espermatozoides humanos.

N. Subiran, E. Agirregoitia, A. Valdivia, C. Ochoa, J. Gil, J. Irazusta. (UPV/EHU,
Bizkaia)

Comunicacién 0-009. Incidencia de anomalias epigenéticas de los loci H19 y
SNRPN en espermatozoides de individuos que consultan por problemas de ferti
lidad

M. Pladevall, C. Camprubi, M. Grossmann, MC. Pons, J. Blanco. (UAB,
Barcelona)

Comunicacién 0-010. Cambios en la distribucion de lectinas en muestras tera
tozoospérmicas tras la capacitacion

MJ. Gémez Torres, B. Ramos, JL. Girela, M. Avilés, PJ. Fernandez-Colom, J.
Ballesta, A. Romeu, J. De Juan. (F. Ciencias. UA, Alicante)

Comunicacién 0-011. Evaluacién del glicocalix de espermatozoides humanos,
con lectinas marcadas, en muestras astenozoospérmicas tras la capacitacion
MJ. Gémez-Torres, A. Navarro, JL. Girela, A. Montoya, B. Ramos, M. Avilés, PJ.
Fernandez-Colom, J. Ballesta, A. Romeu, J. De Juan. (F. Ciencias. UA, Alicante)
Comunicaciéon 0-012. Efectos del calcio sobre la apoptosis inducida por H202
y progesterona en espermatozoides humanos

G. Lozano, |. Bejarano, A. Ortiz, M.l. Jiménez G, J. F. Garcia, S.D. Paredes,
A.B. Rodriguez, J.A. Pariente (CERHA, Badajoz)

Comunicacién 0-013. FISH en espermatozoides: indicaciones, nimero de cro
mosomas y consejo genético

Z. Sarrate, F. Vidal, J. Blanco, (F. Biociéncies. UAB, Barcelona)

Comunicaciéon 0-014. Expresion del gen de la proteina inhibidora de CDKs
p27kipl en ovocitos y embriones humanos procedentes de FIV

S. Civico, N. Agell, LI. Hernandez, O. Bachs, E. Campo, J. Balasch. (H. Clinic,
Barcelona)

Comunicacién 0-015. Etiologia genética del Fallo Ovarico Prematuro (FOP) y su
relacion con el Sindrome X Fragil

M.l. Tejada, E. Beristain, C. Martinez, N. Puente, N. Viguera, M. Artigas, M.A.
Ramos, B. Prieto, A. Etxanojadregui, S. Gonzéalez, J. Pefia, C. Puyo, D. Andia,
R. Matorral. (H. Cruces, Bizkaia)

Almuerzo

Simp6sium satélite. Maduracién de ovocitos In Vitro. MediCult Espaiia

9
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22 DE NOVIEMBRE (JUEVES)

TARDE
- 15:00 - 19:30h.
- 16:00 - 17:20h.

- 16:00 a 16:30h.
- 16:30 a 17:00h.
- 17:00 a 17:20h.
- 17:20 -17:40h.
- 17:40 -20:00h.

-17:40 a 18:10h.
- 18:10 al8:40h.
- 18:40 a 19:10h.
- 19:10 a 19:40h.
- 19:40 a 20:00h.
- 18:30h.

- 21:00 - 22:30h.
- 22:30h.

Horario de atencién de secretaria

Il SESION: Laboratorio de embriologia
Moderadores: Dra. Rosario Mendoza (Bilbao) y Dra. M? Victoria Hurtado de
Mendoza (Sevilla)

Marcadores no morfolégicos de calidad embrionaria

Dr. M. Van den Bergh (Kantonsspital Baden A.G., Suiza)
Indicadores de calidad en el laboratorio de embriologia
Dr. E. Veiga (IRAGA, Santiago de Compostela)
Discusion.

Pausa (Visita stands y pdsters)

11l SESION: Relacién Clinico-Embriolégica
Moderadores: Dr. Roberto Lertxundi (Bilbao) y Dr. Gorka Barrenetxea (Bilbao)

Tipos de tratamientos de estimulacion ovarica y motivos de seleccion
Dr. |. Fabregues (URA. H. Clinico, Barcelona)

Infertilidad de causa genética

Dr. R. Oliva (URA. H. Clinico, Barcelona)

Métodos contraceptivos y fertilidad posterior

Dr. E. Pérez (H. G. de Requena, Valencia)

Resultados SEF 2004

Dr. J. A.Castilla (H. U. Virgen de las Nieves, Granada)

Discusién

Cierre mesa electoral ASEBIR
Visita privada al Museo Guggenheim

Cena Congresual Gran Hotel Démine Bilbao

23 DE NOVIEMBRE (VIERNES)

MANANA

- 08:00 - 14:00h.
- 08:30 - 09:30h.
- 08:30 a 08:40h.

Horario de atencién de secretaria

COMUNICACIONES ORALES: Ovocitos y Embriones

Moderadores: Dra. Belén Murillo (Bilbao) y Dr. Jorge Ten (Alicante)
Comunicacion 0-016. Resultados del programa de MIV del Institut Universitari
Dexeus

C. Gonzéalez-Llagostera, G. Arroyo, B. Carrasco, F. Martinez, R. Tur, A. Veiga. (I.
U. Dexeus, Barcelona)
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- 08:40 a 08:50h.

- 08:50 a 09:00h.

- 09:00 a 09:10h.

09:10 a 09:20h.

- 09:20 a 09:30h.

- 09:30 - 11:00h.

- 09:30 a 10:00h.

- 10:00 a 10:30h.

- 10:30 a 11:00h.
- 11:00 - 11:30h.
- 11:30 - 13:00h.
- 13:00 - 14:00h.

- 13:00 a 13:10h.

Comunicaciéon 0-017. Analisis con microscopia de luz polarizada de la configu
racion del huso meiético y de la zona pellicida en ovocitos humanos madurados
in vitro

G. Arroyo, F. Martinez, R. Tur, B. Carrasco, |. Belil, M. Boada, B. Coroleu, A.
Veiga. (I. U. Dexeus, Barcelona)

Comunicaciéon 0-018. Elevadas tasas de supervivencia y gestacion en la vitrifi
cacién de ovocitos mediante el método del cryotop

J.F. Zulategui, S. Pérez, C. Albert, M. Meseguer, J.L. Romero, MJ. Escriba, M.J.
de los Santos, A.C. Cobo. (IVI, Valencia)

Comunicacién 0-019. Eficacia de la vitrificacion de embriones: resultados en
CREA tras dos afios de experiencia

E. Ferrer, M. Vila, M. Ferrer, C. Calatayud, M. Ruiz. (CREA, Valencia)
Comunicacién 0-020. Reversion de la multinucleacion blastomérica en embrio
nes con ritmo 6ptimo de divisidén en los primeros estadios del desarrollo embrio
nario

M.C. Pons, I. Solvas, M. Grossmann, I. Vanrell, E. Coloma, X. Julve, J. Nadal.
(C. M. Teknon, Barcelona)

Comunicacién 0-021. Dotacion cromosémica de zigotos mono-pronucleares

J. Mufoz, F. Bronet, |. Cabafies, M. Aragonés, J.A. Garcia-Velasco. (IVI, Madrid)

IV SESION. Aspectos juridicos de los tratamientos de reproduccién asistida
humana
Moderadores: Dr. Manuel Ardoy (Madrid) y Juan Manuel Moreno (Alicante)

Evolucién de la proteccion del embrion en la normativa espafola: de la ley de
reproduccion de 1988 a la clonacion terapéutica

Dr. F. Abellan (Derecho Sanitario Asesores, Madrid)

Directivas del Parlamento Europeo y del Consejo 2004/23/CE y 2006/17/CE,
relativas a las normas y requisitos técnicos para la donacion y distribucién de
células y tejidos humanos y su relacién con las recomendaciones de las socie
dades cientificas Europeas

Dr. V. Jasa, M.A. Baile y A. Calvo (Dpto. Sanidad Gobierno Vasco/Eusko
Jaurlaritza, CAV/Euskadi)

Discusion.

Pausa. Café
ASAMBLEA ASEBIR y presentacién de la nueva Junta Directiva

COMUNICACIONES ORALES: Técnicas de Reproduccién Asistida
Moderadores: Dra. Esperanza Navarro (Bilbao) y Dr. José M? Fidel Fernandez
(Valladolid)

Comunicacién 0-022. ;Existe algun efecto positivo con el Laser Assisted
Hatching (LAH) en ciclos de embriones congelados?

B. Amorocho, D. Lopez, D. Gumbao, P. Albero, L. Fernandez, M. Nicolas, J.
Landeras. (IVI, Murcia)

11
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- 13:10 a 13:20h. Comunicacién 0-023. Efecto de la aspiracion de fragmentos en embriones que
exceden el 10% de fragmentacién sobre las tasas de gestacion e implantacién
de ciclos de fecundacion in vitro
M. Florensa, M. Esbert, M. Riqueros, M. Martin, A. Ballesteros, G. Calderon.
(1VI, Barcelona)

- 13:20 a 13:30h. Comunicacién 0-024. Valoracion de la aplicacién del sistema de clasificacion
ASEBIR en Centro Médico Teknon
[. Vanrell, M C. Pons, M. Grossmann, |. Solvas, E. Coloma, X. Julve, J. Nadal.
(C. M. Teknon, Barcelona)

- 13:30 a 13:40h. Comunicacién 0-025. Hatching asistido con y sin aspiracion de fragmentos:
indicaciones clinicas
S. Camacho, M. R. Luna, L. Lopez-Yafiez, V. Badajoz, M. C. Cafiadas, M. de la
Casa, A. Diaz, |. Galan, J. A. Gragera, R. Bonache, J. Rodriguez, M. Alcaraz, A.
M. Arenaza. (Ginefiv. Madrid)

- 13:40 a 13:50h. Comunicacién 0-026. Utilidad del estudio de fragmentacién del DNA esperma
tico en la indicacion de TESA-ICSI en parejas con fallo repetido de embarazo en
técnicas de reproduccién asistida: resultados preliminares
E. Toro, E. Velilla, S. Fernandez, A. Colomar, A. Rabanal, M. Lopez-Teijén, F.
Garcia, JG. Alvarez. (I. Marqués, Barcelona)

? - 13:50 a 14:00h. Comunicacién 0-027. Evaluacion de los ciclos de ICSI seglin la madurez de los
ovocitos recuperados
C. Alvarez, O. Fuster, R. Taronger, C. Garcia, G. Gonzalez de Merlo. (H. G. U. de
Albacete, Albacete)

- 14:00 - 15:00h. Almuerzo

- 15:00 - 16:00h. Simpésium satélite. Human embryo culture and vitrification. EMB-Vitrolife
23 DE NOVIEMBRE (VIERNES)

TARDE

- 16:00 - 16:30h. AULA VIRTUAL
Moderadores: Dr. Fernando Marina (Barcelona) y Dr. Mark Grossmann
(Barcelona)
Métodos de fijacion de blastomeras tras biopsia embrionaria
Dra. C. Rubio Lluesa (IVI, Valencia)

-16:30-17:30h. COMUNICACIONES ORALES: Diagnostico Genético Preimplantacional
Moderadores: Dr. Txerma. Aristzeta (Bilbao) y Dra. ltziar Belil (Barcelona)

- 16:30 a 16:40h. Comunicacion 0-028. Estrategias diagnoésticas del DGP de enfermedades mono
génicas: ;enfermedades o mutaciones?
X. Vendrell, T. Alberola, R. Bautista, M. Pérez-Alonso. (Sistemas Genémicos,
Valencia)

- 16:40 a 16:50h. Comunicacion 0-029. |dentificacion de factores de buen prondstico asociados
al DGP en parejas con aborto de repeticion
P. Buendia, A. Mercader, L. Rodrigo, E. Mateu, T. Pehlivan, T. Viloria, B. Gadea,
A. Delgado, V. Peinado, M. Milan, F. Bronet, C. Rubio. (IVI, Valencia)

o
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- 16:50 a 17:00h.

-17:00a 17:10h.

-17:10 a 17:20h.

-17:20 a 17:30h.

- 17:30 - 17:45h.
- 17:45 - 18:45h.
-18:45 - 19:00h.
- 19:00 - 19:30h.
- 19:30 - 20:00h.
- 21:00h.

Comunicacion 0-030. Elevada tasa de mosaicismo embrionario tras DGP

A. Colomar. S. Fernandez, M Oter, M. Bermudez, J. Alvarez, M. Lépez-Teijén,
E. Velilla. (I. Marqués, Barcelona)

Comunicacién 0-031. DGP en portadores de translocaciones cromosémicas:
Resultados Globales

M. Parriego, F. Vidal, D. Tufién, M. Boada, V. Coroleu, A. Veiga. (I. U. Dexeus,
Barcelona)

Comunicacién 0-032. DGP en parejas con cariotipo 47, XXY y 47, XYY y/o FISH
de espermatozoides anormal

V. Peinado, L. Rodrigo, E. Mateu, T. Viloria, T. Pehlivan, M. Milan, A. Mercader,
|. Pérez, P. Buendia, A. Delgado, M. Gil-Salom, C. Rubio. (IVI, Valencia)
Comunicacién 0-033. Nuestra experiencia en la amplificacion por desplaza
miento multiple (MDA) como herramienta en el DGP: nueva era

B. Lledd, D. Rodriguez-Arnedo, J. Ten, R. Bernabeu (I. Bernabeu, Alicante)

Pausa (visita stands y pésters)

V SESION: DEBATE

Moderadores: Dr. José Luis de Pablo (Bilbao) y Dra. Begofia Aran (Barcelona)
Diferentes métodos de cultivo embrionario

Dra. Olga Cair6 (CIRH, Barcelona), Dr. Nicolas Prados (1VI, Sevilla)

Exposicién Premio ASEBIR-EMB 2005.

Moderadores: Dra. Carmen Ochoa (Bilbao) y Dr. Antonio L. Gonzalez Utor
(Sevilla)

Estudio ultrastructural y citoquimico del reticulo endoplasmatico de ovocitos
humanos

Dra. I.Mondéjar (Dpto. Biologia Celular. UM, Murcia)

Entrega Premios ASEBIR-EMB 2007
Clausura del IV Congreso Nacional de ASEBIR

Cena de Clausura en los salones de la Sociedad Bilbaina

*



VITRIFICACION

* Congelacion celular ULTRARAPIDA, sin seeding ni rampa
* Menor estrés osmotico = menor dafio celular
* Sin necesidad de equipos especiales

I/ EL MISMO KIT PARA OOCITOS, EMBRIONES Y BLASTOS
CRYOTIPS™: SISTEMA CERRADO DE CONSERVACION DE MUESTRAS
74

VIT KIT-FREEZE:
VITRIFICACION: 7 (2PN) - 17 min (blastos)

VIT KIT-THAW:
DESVITRIFICACION: 15 min

CRYOTIPS™:

sistema herméticamente cerrado de
conservacion de muestras: pajuela termosellada

Publicaci ; :
Kuwayama et al. Highly Efficient Vitrification of Human Oocytes. RBM Online 11:300-308, 2005
Stehlik et al. Vitrification demonstrates significant improvement versus slow freezing of human
blastocysts. RBM Online 11:53-57, 2005

Kuwayama et al. Comparison of open and closed methods for vitrification of human embryos and
the elimination of potential contamination.RBM Online 11: 608-614, 2005

e Consultas: ¢

essee

Pedidos:

IrvineScientific



Irvine Scientific’s Sequential Media System

Oocytes Sperm
Sperm Haithenagcs m:um ( "
. e i, i
Rew(fmw rogenin i~ (2T
1Solate* (@ Separation

», Hyal
DenudeQocyle  # Solution
Sperm Washing Medium Washing

HTF
P-1®
ECM®

Preincubation

PVP with HSA

ooy

Preincubation
HTF, P-1%, ECM*

Vit Kit"-Freeze o
Vit Kit®-Thaw

HTF
Pronuclear Stage P-1*
ECM®
Key:
HTF - Human Tubal Fluid HTF
mHTF - Modified Human Tubal Fluid Embryo Culture @@ p-1*
P-1# - Preimplantation, Stage One to Day 3 ECM*
ECM?® - Early Cleavage Medium® Biopsy M
Also Available: PGDAnalysis #~ Tyrode's Solution Acidified
Protein Supplements - HSA, 555 & DSS
Ol for Embryo Culture Ew“'b‘“ m‘:’
Water for AR.T. Use Embryo Freezing and r Vit Kit®-Freeze
PVP with HSA 5 g e Vit Kit*-Thaw
HyaRronidase Embryo Culture @) MuttiBlast Medium®
If using an isolette, Day 3-5 Blastocyst Freeze
HTF, P-1% or ECM® 51'1 tocyst Thaw
can be used. Blastocyst i Kit*-Freeze
and Thawing Vit Kit*-Thaw
Embryo
Transfer

s @ Tyrode's Solution Acidified
Optional Zona Driling )

IrvineScientific’

O St T 1 B



asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:00 Pagina 14

o
GRUPO INTERES CALIDAD EMBRIONARIA

Ten J. et al., Clasificacion Embrionaria...

14

CLASIFICACION EMBRIONARIA SEGUN LOS CRITERIOS ASEBIR:
RESULTADOS DE SU APLICACION EN LA PRACTICA CLINICA EN
DIFERENTES CENTROS

Jorge Ten, Manuel Ardoy, Gloria Calderén, Jorge Cuadros, M? José de los Santos, Raquel Herrer, M? José Figueroa, Juan Manuel Moreno,
Agueda Ortiz, Fernando Prados, Luz Rodriguez, Josep Santalé y M* José Torellé (Grupo de Interés “Calidad Embrionaria” de ASEBIR).
Correo electrénico: jten@institutobernabeu.com

Introduccién

La interpretacion de la calidad embrionaria por parte de los Embridlogos Clinicos ha generado una
clara falta de consenso que lleva implicita una serie de problemas habituales y no por ello menos
Importantes, como son la imposibilidad de generar estudios multicéntricos con valoraciones comunes
de calidad embrionaria, la interpretacion fiable de informes clinicos de laboratorios ajenos, o la com-
paracion de datos que aparecen en la literatura cientifica. No menos importante es el estudio y la pro-
fundizacién en la clasificacion embrionaria para poder “afinar” en la seleccion de los preembriones y
alcanzar el objetivo sofiado por todos que es el de evitar el embarazo multiple, consiguiendo elevadas
tasas de embarazo con la transferencia de un Unico preembrién.

Con el afan de aportar mayor claridad a este tema tan importante y al mismo tiempo controverti-
do, ASEBIR cre6 en Julio de 2004 una Comision especifica para ello, encaminada a unificar y con-
sensuar todos aquellos parametros de importancia implicados en una correcta y eficaz clasificacion
embrionaria. Para la realizacion de este trabajo, la Comisién se ha apoyado en una exhaustiva revision
bibliografica, en la realizacion de una encuesta multicéntrica basada en dicha revision, asi como en
la propia experiencia de los miembros de la Comision.

El resultado ha sido la elaboracién de una clasificacién embrionaria en categorias (A: preembridn
de éptima calidad, con maxima capacidad de implantacion; B: preembrién de buena calidad, con ele-
vada capacidad de implantacion; C: preembrion regular, con una probabilidad de implantacion media
y D: preembriéon de mala calidad, con una probabilidad de implantacién baja). Esta clasificacion ha
sido recientemente publicada por ASEBIR dentro de sus “Cuadernos de Embriologia Clinica” con el
titulo de “Criterios de Valoracion Morfolégicos de Oocitos, Embriones tempranos y Blastocistos
Humanos” y la cual pretendemos evaluar en este trabajo para confirmar su eficacia y validez tras la
aplicacién en la préactica clinica rutinaria. Una primera aproximacién de la utilidad de esta clasifica-
cién fue comunicada por Torell6 y colaboradores en el Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad celebrado el afio pasado en Zaragoza (Torelld et al., 2006). En ese trabajo se comparaba
una clasificacién propia en score con la clasificacion ASEBIR en transferencias seleccionadas de un
solo embrion. Aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas, el empleo de la clasifica-
cién ASEBIR apunt6 claramente hacia una mejor catalogacion embrionaria.

No obstante, debemos tener en cuenta el dinamismo de este tipo de clasificaciones, las cuales
pueden sufrir cambios debido a la incorporacion o variacion de parametros morfol6gicos. Por tanto, las
actualizaciones y revisiones futuras de este sistema de clasificacién por parte del Grupo de Interés
“Calidad Embrionaria” de ASEBIR se hacen necesarias.



asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:00 Pagina 15

o
GRUPO INTERES CALIDAD EMBRIONARIA

Diciembre 2007 Vol. 12 e N2
15

Material y Métodos

Por cuestiones de falta de tiempo, los datos presentados en este resumen son incompletos, ya que
incorporan los resultados procedentes de 4 centros pertenecientes al Grupo de Interés en Calidad
Embrionaria de ASEBIR. No obstante, la informacién que se presentara en el Congreso pretende ser
mucho mas amplia y con un tratamiento estadistico exhaustivo.

Se trata de un estudio retrospectivo en el que se presentan los resultados derivados del empleo de
la clasificacién ASEBIR sobre las tasas de implantacion en transferencias de 100% versus 0% implan-
tacion en parejas de cualquier edad, nimero de ciclos previos realizados y causa y tiempo de esterili-
dad, las cuales se sometieron a tratamientos FIV-ICSI. Las receptoras de ovocitos quedaron excluidas
de este trabajo. Los centros se enuncian con los nimeros 1 al 4. Se llevaron a cabo tablas de contin-
gencia y pruebas chi-cuadrado para comparar las 4 categorias embrionarias respecto a implantacion
100% y 0% empleando el paquete estadistico SPSS.

Resultados

Las Tablas I-1IV muestran los resultados de los 4 centros, respecto a las frecuencias obtenidas en
los embriones transferidos en cada una de las 4 categorias de la Clasificacion ASEBIR (A, B, Cy D)
referidas a 100% implantacion y no gestacion. Tras el anélisis estadistico pudimos observar que exis-
tian unas diferencias altamente significativas entre las 4 categorias de catalogacién embrionaria en los

4 centros:
TABLAS:
Tabla'i: Centronimere 1 Tabla Ill. Centro nimero 3
CATEGORIA 100% IMPL. % NO GEST. %
CATEGORIA  100% IMPL. % NO GEST. %
B 15 29 49 37 181% B 17 12,3% 123 25,6%
c 5 9,8% a4 21,6% c 10 7,2% 76 15,8%
D 1 29 49 24% D ] 6,5% 67 14%
| Total emb. transf. 51 204 | Total emb. transf 138 480
Tabla II. Centro nimero 2 Tabla IV. Centro nimero 4
CATEGORIA  100% IMPL. % NO GEST. % CATEGORIA 100% IMPL. % NO GEST. %
A 106 50,7% 148 26,8% A 62 54,4% 122 39,7%
B 53 25,4% 113 20,4% B 32 28,1% 46 15%
c 47 22,5% 185 33,5% c 20 17,5% 71 23,1%
D 3 1,4% 107 19,3% D 0 0% 68 22,2
Total emb. transf 209 553 Total emb. transf 114 307

namero 1: P=0,000; numero 2. P=0,000; nimero 3: P=0,000 y numero 4: P=0,000. Incluyendo
todos los datos, el porcentaje de embriones que implantaron en cada categoria fue el siguiente:

A: 35% (300/858); B: 26,8% (117/436); C: 17,9% (82/458) y, finalmente, s6lo 13 embriones de un
total de 304 (4,3%) catalogados como tipo D, consiguieron implantar.
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Discusién

Las observaciones que se realizan sobre un preembrion a lo largo de su desarrollo preimplantacio-
nal nos aportan informacién relevante para su clasificacion y la asignacion de unas probabilidades de
implantaciéon que nos deben servir para tomar decisiones respecto a su transferencia o congelacion.
Como hemos comentado, el sistema evaluado aqui trata de establecer un sistema de gradacion en 4
categorias. No obstante, la decisién sobre qué hacer con un preembriéon de determinada categoria es
una opcién de cada laboratorio en particular.

La comparacion de transferencias de 100% versus 0% implantacién en las diferentes categorias
de clasificacion embrionaria es una forma correcta de ver si nuestro sistema de clasificacion es efi-
caz, y se ajusta o no a las necesidades de nuestro laboratorio o centro de reproduccién. Los resulta-
dos presentados en este resumen muestran una significativa diferencia entre las 4 categorias evalua-
das, mostrando un claro descenso del potencial implantatorio a medida que disminuye la calidad
embrionaria y pasamos de una categoria a otra. Podemos decir, por tanto, que se trata de un buen sis-
tema de catalogacion embrionaria, el cual tiene en cuenta todos aquellos parametros que actualmen-
te se consideran importantes en la valoracion de la morfologia embrionaria (ASEBIR, Cuadernos de
Embriologia Clinica n°2).

Es importante la validacién de este sistema de clasificacion por todos aquellos laboratorios que
quieran utilizarlo, comparandolo con sus propios criterios de clasificacion y contrastando si efectiva-
mente han incrementado su eficacia. El empleo de un sistema comun o estandar de clasificacién como
el presentado aqui, nos permitiria comparar datos de diferentes centros y realizar estudios multicén-
tricos sin tener que plantearnos dudas sobre los criterios usados.

También hay que seguir profundizando en la clasificacion de los preembriones de la manera mas
precisa posible y asi poder evitar en la medida de lo posible el tan temido embarazo multiple. Es inte-
resante la valoracion de otros parametros clinicos muy importantes, como es la tasa de aborto y el por-
centaje de nifio nacido vivo y sano. En este sentido, resultados preliminares muestran como los pre-
embriones catalogados por nuestro sistema de clasificacion como C y D, después de producir su
implantacion, tienen mayor riesgo de abortar.

La constante publicacion de trabajos en los que se tienen en cuenta aspectos morfolégicos inclu-
so a nivel de ovocito, hacen que los sistemas de clasificacién sean dindmicos y puedan sufrir peque-
fios cambios o modificaciones que mejoren y hagan mas eficaces los sistemas de clasificacion. Desde
el Grupo de Interés en Calidad Embrionaria de ASEBIR trabajamos para intentar aportar mas claridad
a este tema tan importante en todo centro de reproduccién asistida.

Bibliografia

Torell6 MJ, Colomar A, Tur R, Aururell R, Veiga A y Barri PN. XXVI Sociedad Espafiola de Fertilidad;
2006; Zaragoza, Espafia.

ASEBIR, “Cuadernos de Embriologia Clinica”. Il Criterios de Valoracion Morfologicos de Oocitos,
Embriones tempranos y Blastocistos Humanos. 2007, Edita ASEBIR.
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DATOS PARA LA NORMALIZACION DE LOS RESULTADOS DEL
LABORATORIO DE REPRODUCCION HUMANA

M? José de los Santos
Comision “Estandarizacion de los Indicadores de Resultados en el Lahoratorio de Reproduccion Asistida”. Correo electrénico: mjdelos-
santos@ivi.es

Coordinadora de la Comision: M? José de los Santos y ponentes de la misma: Manuel Ardoy, José Antonio Castilla y Emilio Gomez. Con
la colahoracion del grupo de Interés de Calidad Embrionaria: presidente del Grupo de Interés Jorge Cuadros; coordinadores: Manuel
Ardoy y Gloria Calderon, y ponentes: Raquel Herrer, M* José Figueroa, Juan Manuel Moreno, Agueda Ortiz, Fernando Prados, Luz
Rodriguez, Josep Santald, M* José de los Santos, Jorge Ten y M* José Torello.

Presentacion

Desde la plataforma de la junta directiva de ASEBIR se crearon distintas comisiones encaminadas a conseguir
consenso en los diferentes aspectos del campo de la embriologia clinica. Es este marco, surgié junto con la
comision de “Definicién de criterios de valoracion morfoldgica y su categorizacion, de oocito a blastocisto”, otra
comisién muy afin denominada “Registro del laboratorio de reproduccion asistida” que posteriormente paso a
denominarse “Estandarizacion de los indicadores de resultados en el laboratorio de reproduccion asistida” a
través de la cual se ha elaborado el presente documento.

Dicha comisién tenia dos objetivos principales, el primero correspondia a la necesidad de normalizacion de los

formatos de presentacion de los resultados de las tareas que se realizan en los laboratorios de andrologia y
embriologia clinica. Este primer objetivo obedecia a la carestia de un lenguaje comun en eventos cientificos o é
situaciones similares. El segundo objetivo pretendia que, una vez establecidos los formatos de presentacion de

los resultados, se eligieran los marcadores o indicadores de calidad que ayudaran a definir la excelencia en la

practica de dicha tareas.

El contenido del presente documento muestra el primer objetivo, a partir de él se mostrara y discutira en el
ambito del congreso algunos de los indicadores que pueden ser considerados como marcadores de calidad en
los laboratorios de reproducciéon humana.

LABORATORIO DE ANDROLOGIA
DATOS REFERENTES AL LABORATORIO

Numero total de inseminaciones
Nimero total de espermatozoides inseminados (en la 17 inseminacion)*
Foérmula: [niumero de espermatozoides (a+b) mill/mL] x volumen inseminado

INSEMINACIONES CON SEMEN DE DONANTE

Numero total de inseminaciones

Numero total de espermatozoides inseminados (en la 1 inseminacién)*
Formula: [numero de espermatozoides (a+b) mill/mL ] x volumen inseminado

PORCENTAJE DE REM

Férmula: [n° total de espermatozoides a+b recuperados/ n° total de espermatozoides a+b iniciales] x100

TEST DE DESCONGELACION

Férmula: [porcentaje de espermatozoides a+b tras descongelacion/ porcentaje de espermatozoides a+b en fres-
co] x100

*NOTA: en centros donde se realicen dos o mas inseminaciones se pondra el numero total de espermatozoides
inseminados en el total de las inseminaciones

DATOS REFERENTES A GESTACION POR INSEMINACION
PORCENTAJE DE PRUEBAS DE EMBARAZO POSITIVAS

o
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Férmula: (n° total de ciclos de inseminacion con bhCG sérica positiva / n°® total de ciclos de inseminacion) x100

PORCENTAJE DE GESTACION CLINICA

Férmula: (n° total de ciclos de inseminacioén con gestaciones con saco / n° total de ciclos de inseminacion) x100
Porcentaje de gestacion Unica. Férmula: (n° total de gestaciones con un Unico saco / n° total de ciclos de inse-
minacién)x100

Porcentaje de gestacion gemelar. Formula: (n° total de gestaciones con dos sacos / n° total de ciclos de insemi-
nacion) x100

Porcentaje de gestacion multifetal. Férmula: (n° total de gestaciones con tres 0 mas sacos / n° total de ciclos
de inseminacién) x100

PORCENTAJE DE ABORTO

Férmula: (n° total de abortos / n° total de gestaciones clinicas) x100

LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA CLINICADATOS REFERENTES A PUNCION FOLICULAR (oocitos)
PORCENTAJE DE CASOS SIN OOCITOS
Férmula: (n° total de punciones sin oocitos /n° total de punciones) x100

MEDIA DEL N° DE 00CITOS OBTENIDOS POR PUNCION

Férmula: n° total de oocitos/n® total de punciones

MEDIA DEL N° DE OOCITOS MIlI POR PUNCION (SOLO CICLOS DE ICSI)
Férmula: n° total oocitos MIIl/ n° total de punciones

PORCENTAJE DE OOCITOS MII (SOLO CICLOS DE ICSI)

Férmula: (n° total de oocitos MIl / n° total de oocitos obtenidos para ICSI) x100

DATOS REFERENTES A FIV CONVENCIONAL

PORCENTAJE DE PUNCIONES DE FIV

Férmula: (n° total de punciones de FIV / n° total punciones) x100

MEDIA OOCITOS INSEMINADOS POR PUNCION

Férmula: n° total oocitos inseminados / n° total punciones FIV

PORCENTAJE DE FECUNDACION

Porcentaje de fecundacién normal. Férmula: [n° total de oocitos fecundados (2CP2PN) / n° total de oocitos inse-
minados] x100

Media del porcentaje de fecundacién normal por puncién. Férmula: (3, porcentaje de fecundacién normal por
puncién / n° total de punciones)

Porcentaje de fecundacion andémala (incluye los poliploides). Férmula: [n° total de oocitos = (2CP2PN) / n° total
de oocitos inseminados] x100

Porcentaje de fecundacion poliploide. Férmula: (n° total de oocitos > 3PN / n° total de oocitos inseminados)
x100

PORCENTAJE DE FALLO TOTAL DE FECUNDACION NORMAL
Férmula: (n° total de punciones con fallo total de fecundaciéon normal / n° total punciones con inseminacion)
x100

PORCENTAJE DE PUNCIONES CON TODOS LOS OOCITOS CON FECUNDACION ANOMALA
Férmula: (n° total de ciclos con sélo fecundacién anémala / n° total punciones con inseminacién) x100

DATOS REFERENTES A ICSI
PORCENTAJE DE PUNCIONES DE ICSI
Férmula: (n° total de punciones de ICSI / n° total punciones) x100

MEDIA DE OOCITOS INYECTADOS POR PUNCION
Férmula: n° total oocitos inyectados por puncién / n° total punciones ICSI

PORCENTAJE DE FECUNDACION
Porcentaje de fecundacion normal. Férmula: [n° total de oocitos fecundados (2CP2PN) / n° total de oocitos
inyectados] x100
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Media del porcentaje de fecundacién normal por puncién. Férmula: (3, porcentaje de fecundacién normal por
puncién de ICSI / n° total de punciones de ICSI)

Porcentaje de fecundaciéon anémala (incluye los poliploides). Férmula: [n° total de oocitos # (2CP2PN) / n° total
de oocitos inyectados] x100

Porcentaje de fecundacion poliploide. Férmula: (n° total de oocitos >3PN / n° total de oocitos inyectados) x100
Porcentaje de fallo total de fecundacién normal. Férmula: (n° total de punciones con fallo total de fecundacion
normal / n° total punciones de ICSI) x100

PORCENTAJE DE PUNCIONES CON TODO FECUNDACION ANOMALA
Férmula: (n° total de punciones con sélo fecundacién anémala / n° total punciones de ICSI) x100

PORCENTAJE DE DEGENERACION
Férmula: (n° total de oocitos degenerados en dO+d1 / n° total de oocitos inyectados) x100
DATOS REFERENTES A FIV-ICSI (mixta)

PORCENTAJE DE PUNCIONES DE FIV-ICSI
Férmula: (n° total de ciclos de FIV-ICSI / n° total punciones) x 100

MEDIA O0OCITOS INSEMINADOS POR PUNCION
Férmula: n° total oocitos inseminados / n° total punciones de FIV-ICSI

PORCENTAJE DE FECUNDACION

Porcentaje de fecundacién normal. Férmula: [n° total de oocitos fecundados (2CP2PN) / n° total de oocitos inse-
minados] x100

Media del porcentaje de fecundacién normal por puncién. Férmula: (3, porcentaje de fecundacién normal por
puncién de FIV-ICSI / n° total de punciones de FIV-ICSI)

Porcentaje de fecundacion andémala (incluye los poliploides). Férmula: [n° total de oocitos = (2CP2PN) / n° total
de oocitos inseminados] x100

Porcentaje de fecundacion poliploide. Férmula: (n° total de oocitos > 3PN / n° total de oocitos inseminados)
x100

PORCENTAJE DE FALLO TOTAL DE FECUNDACION NORMAL
Férmula: (n° total de punciones con fallo total de fecundacién normal / n° total punciones de FIV-ICSI con inse-
minacién) x100

PORCENTAJE DE PUNCIONES CON TODOS LOS OOCITOS CON FECUNDACION ANOMALA
Férmula: (n° total de ciclos con sélo fecundacién anémala / n° total punciones de FIV-ICSI con inseminacién)
x100

MEDIA DE OOCITOS INYECTADOS POR PUNCION
Férmula: n° total oocitos inyectados / n° total punciones de FIV-ICSI

PORCENTAJE DE FECUNDACION

Porcentaje de fecundacién normal. Férmula: [n° total de oocitos fecundados (2CP2PN) / n° total de oocitos
inyectados] x100

Media del porcentaje de fecundacién normal por puncién. Férmula: (3 porcentaje de fecundacién normal / n°
total de punciones de FIV-ICSI)

Porcentaje de fecundacion andémala (incluye los poliploides). Férmula: [n° total de oocitos = (2CP2PN) / n° total
de oocitos inyectados] x100

Porcentaje de fecundacién poliploide. Férmula: (n° total de oocitos > 3PN / n° total de oocitos inyectados) x100
Porcentaje de fallo total de fecundacién normal. Férmula: (n° total de punciones con fallo total de fecundacion
normal / n° total punciones de ICSI) x100

PORCENTAJE DE PUNCIONES CON TODO FECUNDACION ANOMALA
Férmula: (n° total de punciones con sélo fecundacién anémala / n° total punciones de ICSI) x100

PORCENTAJE DE DEGENERACION
Foérmula: (n° total de oocitos degenerados en dO+d1 / n° total de oocitos inyectados) x100
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PORCENTAJE DE FALLO TOTAL DE FECUNDACION NORMAL GLOBAL (EN FIV E ICSI)
Férmula: (n° total de punciones con fallo total de fecundacion (OPN) / n° total punciones de FIV-ICSI) x100

PORCENTAJE DE PUNCIONES CON TODO FECUNDACION ANOMALA (EN FIV E ICSI)
Férmula: (n° total de punciones con sélo fecundacién anémala / n° total punciones de FIV-ICSI) x100

DATOS REFERENTES A EMBRIONES

PORCENTAJE DIVISION TEMPRANA
Férmula: [n° total de oocitos divididos a las 25-27 horas / n° total de zigotos (2CP2PN)] x100

PORCENTAJE BLOQUEO EN PN (o D+1)
Férmula: [n° total de embriones sin signos de divisién celular (44-47 h post inseminacion / n° total zigotos
(2CP2PN)] x100

PORCENTAJE BLOQUEO EN D+2
Férmula: (n° total de embriones en d3 con el mismo nimero de blastémeros en d2 / n° total de embriones en
d2) x100

PORCENTAJE BLOQUEO EN CULTIVO PROLONGADO
Férmula: (n° total de embriones que no han alcanzado el estadio de blastocisto en D+5 y/o D+6 / n°® total de
embriones) x100

DATOS DE CALIDAD EMBRIONARIA (general)

PORCENTAJE DE EMBRIONES DE D+2 O D+3 DE CATEGORIA A
Férmula: (n° total de embriones de categoria A / n° total de embriones) x100

PORCENTAJE DE EMBRIONES DE D+2 O D+3 DE CATEGORIA B
Férmula: (n° total de embriones de categoria B / n° total de embriones) x100

PORCENTAJE DE EMBRIONES DE D+2 O D+3 DE CATEGORIA C
Férmula: (n° total de embriones de categoria C / n° total de embriones) x100

PORCENTAJE DE EMBRIONES DE D+2 O D+3 DE CATEGORIA D
Férmula: (n° total de embriones de categoria D / n° total de embriones) x100

PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS EN D+5 Y/O D+6 DE CATEGORIA A
Férmula: (n° total de blastocistos de categoria A / n° total de embriones) x100

PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS EN D+5 Y/O D+6 DE CATEGORIA B
Férmula: (n° total de blastocistos de categoria B / n° total de embriones) x100

PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS EN D+5 Y/O D+6 DE CATEGORIA C
Férmula: (n° total de blastocistos de categoria C / n° total de embriones) x100

PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS EN D+5 Y/O D+6 DE CATEGORIA D
Férmula: (n° total de blastocistos de categoria D / n°® total de embriones) x100

DATOS REFERENTES A CALIDAD EMBRIONARIA (transferencia)

PORCENTAJE DE EMBRIONES DE D+2 O D+3 DE CATEGORIA A
Férmula: (n° total de embriones de categoria A transferidos / n° total de embriones transferidos) x100

PORCENTAJE DE EMBRIONES DE D+2 O D+3 DE CATEGORIA B
Férmula: (n° total de embriones de categoria B transferidos / n° total de embriones transferidos) x100

PORCENTAJE DE EMBRIONES DE D+2 O D+3 DE CATEGORIA C
Férmula: (n° total de embriones de categoria C transferidos / n° total de embriones transferidos) x100

PORCENTAJE DE EMBRIONES DE D+2 O D+3 DE CATEGORIA D
Férmula: (n° total de embriones de categoria D transferidos/ n° total de embriones transferidos) x100

PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS EN D+5 Y/O D+6 DE CATEGORIA A
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Férmula: (n° total de blastocistos de categoria A transferidos / n° total de blastocistos transferidos) x100

PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS EN D+5 Y/O D+6 DE CATEGORIA B
Férmula: (n° total de blastocistos de categoria B transferidos / n° total de blastocistos transferidos) x100

PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS EN D+5 Y/O D+6 DE CATEGORIA C
Férmula: (n° total de blastocistos de categoria C transferidos / n° total de blastocistos transferidos) x100

PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS EN D+5 Y/O D+6 DE CATEGORIA D
Férmula: (n° total de blastocistos de categoria D transferidos / n° total de blastocistos transferidos) x100

NUMERO MEDIO DE EMBRIONES POR TRANSFERENCIA
Formula: n° total de embriones transferidos / n° total de transferencias embrionarias

PORCENTAJE DE CASOS DE NO TRANSFERENCIA
Férmula: (n° total de punciones sin transferencia /n° total de punciones) x100

DATOS REFERENTES A GESTACION

PORCENTAJE DE PRUEBAS DE EMBARAZO POSITIVAS / PUNCION
Férmula : (n° total de casos con bhCG sérica positiva /n° total de punciones) x100

PORCENTAJE DE PRUEBAS DE EMBARAZO POSITIVAS / TRANSFERENCIA
Férmula : (n° total de casos con bhCG sérica positiva /n° total de transferencias) X100

PORCENTAJE DE GESTACION CLINICA / PUNCION
Férmula : (n° total de gestaciones con saco / n° total de punciones) x100

PORCENTAJE DE GESTACION CLINICA / TRANSFERENCIA

Férmula: (n° total de gestaciones con saco /n° total de transferencias) x100

Porcentaje de gestacién Gnica. Formula: (n° total de gestaciones con un Unico saco / n° total de gestaciones)
x100

Porcentaje de gestacion gemelar. Férmula: (n° total de gestaciones con dos sacos / n° total de gestaciones) x100
Porcentaje de gestacion multifetal. Férmula: (n° total de gestaciones con tres o mas sacos / n° total de gesta-
ciones) x100

Porcentaje de gestacion gemelar monozigética. Férmula: (n° total de gestaciones con mas sacos que embriones
transferidos / n° total de gestaciones) x100

PORCENTAJE DE GESTACION CLINICA / 00CITO
Férmula: (n° total de gestaciones con saco /n° total de oocitos obtenidos por puncién) x100

PORCENTAJE DE ABORTO
Férmula: (n° total de abortos / n° total de gestaciones con saco) x100

PORCENTAJE DE IMPLANTACION
Formula: (n° de sacos observados / n° de embriones transferidos) x100

PORCENTAJE DE RNV / PUNCION
Férmula: (n° total de nifios nacidos/ n° total de punciones) x100

PORCENTAJE DE RNV / TRANSFERENCIA
Formula: (n° total de nifios nacidos / n° total de transferencias) x100

PORCENTAJE DE RNV / OOCITO
Féormula: (n° total de nifios nacidos / n°® total de oocitos) x100

DATOS REFERENTES A LA CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES
PORCENTAJE DE PUNCIONES CON EMBRIONES CONGELADOS
Férmula: (n° total de punciones con algiin embrién congelado /n° total de punciones) x100

PORCENTAJE DE EMBRIONES CONGELADOQOS
Férmula: (n° total de embriones congelados / n° total de embriones obtenidos) x100
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SUPERVIVENCIA (ZIGOTOS)
Férmula: (n° total zigotos intactos / n° total de zigotos descongelados) x100

SUPERVIVENCIA GENERAL (EMBRIONES D2/D3)
Férmula: (n° total embriones con >50% blastémeros intactos / n° total de embriones descongelados) x100

SUPERVIVENCIA ESPECIAL (EMBRIONES D2/D3)
Férmula: (n° total embriones con 100% de los blastémeros intactos / n° total de embriones descongelados) x100

SUPERVIVENCIA (BLASTOCISTOS)
Férmula: (n° total blastocistos con signos de expansion tras 18-20 h post descongelacion / n° total de blasto-
cistos descongelados) x100

PORCENTAJE DE TRANSFERENCIAS
Férmula: (n° total de criotransferencias / n° total de descongelaciones) x100

MEDIA DE EMBRIONES TRANSFERIDOS
Formula: n°® total de embriones transferidos / n° total de transferencias

DATOS REFERENTES A LA GESTACION (criopreservacion)

PORCENTAJE DE PRUEBAS DE EMBARAZO POSITIVAS / DESCONGELACION
Férmula : (n° total de casos con bhCG sérica positiva / n° total de descongelaciones) x100

PORCENTAJE DE PRUEBAS DE EMBARAZO POSITIVAS / CRIOTRANSFERENCIAS
Férmula : (n° total de casos con bhCG sérica positiva / n° total de criotransferencias) x100

PORCENTAJE DE GESTACION CLINICA / DESCONGELACION
Férmula : (n° total de gestaciones con saco / n° total de descongelaciones) x100

PORCENTAJE DE GESTACION CLINICA / CRIOTRANSFERENCIAS

Férmula: (n° total de gestaciones con saco / n° total de criotransferencias) x100

Porcentaje de gestacién Gnica. Férmula: (n° total de gestaciones con un Unico saco / n° total de gestaciones)
x100

Porcentaje de gestacion gemelar. Férmula: (n° total de gestaciones con dos sacos / n° total de gestaciones) x100
Porcentaje de gestacion multifetal. Férmula: (n° total de gestaciones con tres o mas sacos / n° total de gesta-
ciones) x100

Porcentaje de gestacion gemelar monozigética. Férmula: (n° total de gestaciones con mas sacos que embriones
transferidos / n° total de gestaciones) x100

PORCENTAJE DE GESTACION CLINICA / ACUMULADA
Férmula: (n° total de gestaciones con saco en el ciclo en fresco o en el ciclo de congelados / puncién) x100

PORCENTAJE DE ABORTO
Férmula: (n° total abortos clinicos / n° total de gestaciones con saco) x100

PORCENTAJE DE IMPLANTACION
Formula: (n° sacos observados / n° de embriones transferidos) x100

PORCENTAJE DE IMPLANTACION POR EMBRION DESCONGELADO
Férmula: (n° sacos observados / n° de embriones descongelados) x100

PORCENTAJE DE RNV / DESCONGELACION
Férmula: (n° total nifios nacidos / n° total de descongelaciones) x100

PORCENTAJE DE RNV / CRIOTRANSFERENCIA
Formula: (n° total ninos nacidos / n° total de criotransferencias) x100

PORCENTAJE DE RNV/EMBRION DESCONGELADO
Férmula: (n° total nifios nacidos / n° total de embriones descongelados) x100
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DATOS REFERENTES A CRIOPRESERVACION DE 00CITOS

Porcentaje de punciones con oocitos (MIl) congelados. Férmula: (n° total de punciones con oocitos congelados
/ n° total de punciones) x100

Porcentaje oocitos congelados. Férmula: (n° total de oocitos MII congelados / n° total de oocitos obtenidos por
puncién) x100

Supervivencia. Férmula: (n° total oocitos intactos a las dos horas de la descongelacion / n° total de oocitos des-
congelados) x100

NOTA: Datos referentes a la técnica de inseminacién, desarrollo embrionario, y gestacién generados a partir de
las técnicas de congelacién de oocitos, se realizaran utilizando las férmulas descritas en los apartados anterio-
res.

DATOS REFERENTES A ECLOSION ASISTIDA - ELIMINACION DE FRAGMENTOS (EA - EF)

PORCENTAJE DE TRANSFERENCIAS EN LAS QUE SE REALIZA EA - EF
Férmula: (n° total de transferencias con embriones a los que se les realiza EA-EF / n° total de transferencias)
x100

PORCENTAJE EMBRIONES TRATADOS MEDIANTE EA-EF
Formula: (n° total de embriones tratados con EA-EF / n° total de embriones transferidos) x100

PORCENTAJE EMBRIONES INTACTOS TRAS EA - EF

Férmula: (n° total de embriones intactos tras EA - EF / n° total de embriones tratados con EA - EF) x100
NOTA: Datos referentes al desarrollo embrionario, y gestacién generados a partir de las técnicas de EA - EF, se
realizaran utilizando las férmulas descritas en los apartados anteriores.

DATOS REFERENTES A LA MADURACION DE 00CITOS /N VITRO (MIV)

PORCENTAJE DE PUNCIONES CON MIV _
Foérmula: (n° total de punciones MIV / n° total de punciones) x100

PORCENTAJE OOCITOS RECUPERADOS
Férmula: (n° total de oocitos / n° total de foliculos aspirados) x100

PORCENTAJE OOCITOS RECUPERADOS EN VG _ _
Férmula: (n° total de oocitos en VG recuperados el dia de puncion / n° total de oocitos recuperados) x100

PORCENTAJE OOCITOS RECUPERADOS EN Ml , .
Férmula: (n° total de oocitos en MI recuperados el dia de puncién / n° total de oocitos recuperados) x100

PORCENTAJE OOCITOS RECUPERADOS EN MII
Foérmula: (n° total de oocitos en MII / n° total de oocitos recuperados) x100

PORCENTAJE DE MADURACION 24 HORAS . _
Ecl')rm'l\J/IIS: (?Béotal de oocitos que maduran a MIl a las 24 horas / n° total de oocitos recuperados en estadio de
0 X

PORCENTAJE DE MADURACION 48 HORAS . _
Ecl')rmkjnlla;: (?Béotal de oocitos que maduran a MIl a las 48 horas / n° total de oocitos recuperados en estadio de
0 X

NOTA: Datos relacionados con las técnica de inseminacién, desarrollo embrionario, y gestacién generados a
partir de los oocitos obtenidos mediante MIV, se realizaran utilizando las férmulas descritas en los apartados
anteriores.
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PROYECTOS DE FUTURO DEL GRUPO DE INTERES “CALIDAD
EMBRIONARIA”

Jorge Cuadros
Clinica de Medicina de la Reproduccion y Ginecologia FIVMadrid.
Correo electronico: jcuadros@fivmadrid.es

Para el embrio6logo clinico, la seleccion de los embriones con mayor potencial de implantacién para
la transferencia es uno de los objetivos fundamentales para alcanzar tasas de gestacion éptimas. En
la actualidad, la manera usual de realizar esta seleccion es a través de las caracteristicas morfoldgi-
cas de los embriones. Si bien es verdad que existen otras herramientas, como determinar el consumo
metabdlico de los embriones o la deteccién de aneuploidias, estas opciones aun no son de uso rutina-
rio.

Sin embargo, los parametros morfoldgicos que pueden ser analizados en el embrién humano, desde
el zigoto hasta el blastocisto (y aiin antes, en el oocito o el espermatozoide) son muy diversos y su ana-
lisis es tan complejo, que establecer una herramienta de trabajo que permita realizar esta seleccién
de una manera sencilla, rapida y objetiva es muy dificil, tan dificil que no existe en el mundo un sis-
tema de seleccién embrionaria universalmente aceptado. Lo hubo, quizas, durante el tiempo en que
estuvimos utilizando la clasificaciéon de Lucinda Veek de los embriones de grado 1 a grado 5. Sin
embargo, aunque aun solemos recurrir a esta clasificacion de manera coloquial, tenemos claro que el
conocimiento actual del embrién humano nos aleja cada vez mas de la sencillez de dicha clasifica-
cion.

Por estos motivos, en 2004, y ante la necesidad de una herramienta que nos permitiera a los
embridlogos clinicos comunicarnos entre nosotros, asi como comunicar nuestros estudios en congre-
sos y publicaciones, la Junta Directiva de ASEBIR decidié nombrar la Comision de “Definicién de cri-
terios de valoracion morfoldgica y su categorizacion, de oocito a blastocisto”. Manuel Ardoy y Gloria
Calderon fueron los encargados de organizar y coordinar el trabajo de diez embriélogos de centros de
reproduccion asistida de toda Espana.

El trabajo de la comisién finaliz6 con la presentacion en el Congreso de Zaragoza de 2005 de la
ponencia presentada por M? Jose Torelld, “Criterios ASEBIR de valoracién morfolégica de oocitos,
embriones tempranos y blastocistos” donde se presenté el consenso alcanzado por los miembros de la
comisién respecto de las caracteristicas de los embriones que deberian ser tenidas en cuenta para rea-
lizar una seleccion adecuada para la transferencia. Recientemente, este consenso ha sido publicado
en el |l Cuaderno de Embriologia Clinica de ASEBIR vy, aunque la utilidad de esta herramienta debe
aun ser demostrada, algunas de las virtudes que se pueden destacar de este trabajo son las siguien-
tes:

-Es un consenso de minimos. Los embri6logos clinicos pueden echar en falta algunas caracteristicas
que podrian estar utilizando de forma rutinaria en sus laboratorios. Sin embargo, es probable que la
mayoria esté de acuerdo en que los parametros que han sido escogidos son determinantes de la cali-
dad del embrién.
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-Ante la alternativa de disefiar un sistema de categorias o un sistema de puntuacién (score), la
Comisién decidié optar por la primera, ya que, como punto de partida, nos parecié la manera mas
directa de alcanzar el consenso deseado.

-Los parametros han sido elegidos fundamentalmente en base a las referencias bibliograficas, habien-
do consultado inclusive con algunos autores como Thorir Hardarson, Nina Desai y Eric Van Royen. Por
otro lado, ademas de la propia experiencia de los miembros de la comision, para elegir los parametros
de seleccidon adecuados se realizd una encuesta en la que participaron centros de reproduccion asis-
tida de toda Espania.

-Algunos de los criterios que no se ha podido demostrar que sean determinantes de la calidad embrio-
naria, se han incluido como recomendaciones a tener en cuenta para distinguir entre embriones de
calidad similar, como la presencia de células uninucleadas, el inicio de adhesién en D+3 o la presen-
cia de pitting o “moteado”.

Sin embargo, una vez que la comision cumplié el encargo que se le habia hecho, una de las pri-
meras conclusiones a las que llegamos los miembros fue que el trabajo no sélo no habia terminado,
sino que, mas bien, estabamos en el inicio de una tarea que requeriria mucho mas tiempo que el fija-
do para el trabajo de la comision.

Por este motivo, los miembros de la Comision “Definicion de criterios de valoracion morfoldgica y
su categorizacion, de oocito a blastocisto” solicitamos a la Junta Directiva de ASEBIR la constitucion
de un nuevo Grupo de Interés, denominado “Calidad Embrionaria”, con el objetivo de continuar el tra-
bajo iniciado por la Comision y resolver los problemas que pudieran ir surgiendo de la aplicacion de
este nuevo sistema de clasificacién de la calidad embrionaria.

Si bien aun estamos pendientes de estudios que validen la utilidad de esta herramienta, la infor-
macidon que nos ha ido llegando durante el ultimo afio nos hace pensar que el sistema de categoriza-
cién embrionaria de ASEBIR ha tenido una buena acogida. Sin embargo, como era de esperar, han
surgido dudas, tanto en los centros donde ha empezado a aplicarse, como en el seno mismo del grupo
de interés. Esto es, de hecho, lo que justifica la existencia del grupo: intentar que el sistema de cla-
sificacién refleje de la mejor manera posible el potencial de implantacion del embrion, para lo cual
debemos continuar aprendiendo del embridn y de sus caracteristicas morfo-fisiologicas, haciendo los
cambios que fueran necesarios al sistema de categorizacion.

Algunas de las dudas y posibles modificaciones que se podrian hacer al sistema tienen que ver con
las recomendaciones dadas en el || Cuaderno de Embriologia Clinica de ASEBIR y con algunos de los
parametros morfolégicos ya considerados, cuya importancia puede suscitar controversias. También se
pueden revisar los criterios morfolégicos que en la literatura no alcanzan a demostrar su influencia
sobre la calidad embrionaria. Hay que tener en cuenta que para resolver estas dudas también es cru-
cial la informacion que recibamos desde los centros en los que se utilice el sistema, mas aun si es a
través de estudios que evallen su eficacia.
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De estos aspectos que en el futuro podrian ser analizados en el Grupo de Interés “Calidad
Embrionaria” podriamos considerar los siguientes:

-Pardametros morfoldgicos de oocitos y zigotos. De momento, en el sistema de clasificacion embrio-
naria de ASEBIR las caracteristicas de los oocitos y zigotos se encuentran aun en el terreno de las
recomendaciones, debido sobre todo a la falta de informacién en la literatura o a resultados contradic-
torios. Esto justificaria la realizacion de estudios originales.

-Adaptacion del sistema de clasificacion a los embriones descongelados. Importante sobre todo en
la descongelacion de blastocistos.

-Valoracién del inicio de adhesién en D+3. Alun cuando recientemente se esta considerando este
parametro como de buen prondstico si ocurre cuando el embrién tiene 7 0 mas células, su dependen-
cia de protocolos y medios de cultivo hace que hasta el momento sea dificil llegar a conclusiones al
respecto. Deberia ser estudiado de forma prospectiva.

-Valoracion de las células multinucleadas. ElI hecho de que haya algunos nacimientos a partir de
embriones con células multinucleadas podria aconsejar la evaluacidon de la probabilidad de embarazo
a partir de estos embriones, comparandola con la probabilidad de pérdidas tempranas o abortos.
Ademas, se deberia distinguir entre blastdmeras con 3 0 mas nucleos (multinucleadas) y blastémeras
con 2 nucleos (binucleadas), ya que sus probabilidades de generar un nifio sano podrian ser diferen-
tes. De la misma manera, habria que diferenciar entre multinucleacion en D+2 o en D+3.

-no deberiamos descartar la posibilidad de convertir el sistema de categorizacién en un algoritmo
matematico que permita una puntuacién rapida y eficaz. Hasta el momento, los scores existentes son
muy arbitrarios, y convertir un sistema de categorias en un sistema de puntuacién no seria una tarea
facil; pero, de ser posible, facilitaria enormemente la clasificacién embrionaria.

-ademas, se esta considerando difundir este trabajo a nivel europeo, debido a que la falta de una
herramienta reconocida de forma general es un problema que es comuin para todos los embridlogos
clinicos.

Estos son algunos de los objetivos a corto y medio plazo del grupo de interés “Calidad
Embrionaria”, objetivos que deberian ir adecuandose al avance de los conocimientos sobre el embrién
humano.

En su momento, cuando iniciamos el trabajo de la comisidn, nuestra tarea parecia pretenciosa; sin
embargo, ahora que contamos con un consenso basico, quizas el objetivo final planteado de conseguir
“el sistema” que nos permita hablar el mismo idioma ya no sea una posibilidad remota, sino mas bien
un proyecto ambicioso, pero factible.
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REALIDAD DIAGNOSTICA DEL DGP (GRUPO DE INTERES DEL DGP)

Esther Fernandez
Laboratorio de Reproduccion Asistida y Genética Reproductiva, Hospital Quirén Madrid.

Correo electronico: efernandezg.mad@quiron.es

Introduccién

Los avances en las técnicas de fecundacion in vitro (FIV) y genética molecular, con la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1985) y la hibridacién in situ fluorescente (FISH) (Brown
and Evans, 1992), nos han permitido desarrollar la forma mas precoz de Diagnéstico Prenatal (DP),
lo que hoy conocemos como Diagnéstico Genético Preimplantacional (DGP).

Con el DGP, los embriones obtenidos mediante la FIV pueden ser analizados en busca de
alteraciones cromosémicas o enfermedades genéticas graves, seleccionando aquellos embriones sanos
o cromosémicamente normales antes de la transferencia al GUtero materno y por tanto, antes de que se
haya producido la implantacién. El DGP representa para las parejas portadoras de alteraciones genéti-
cas graves, la Unica alternativa a la interrupcién del embarazo después de un DP de feto afecto.

Aunque la idea del DGP no es nueva, (Edwards and Gardner, 1968), sin embargo tendriamos que
esperar mas de dos décadas hasta ver publicado en 1990 el primer embarazo en una pareja portado-
ra de una enfermedad ligada al sexo (Handyside et al., 1990). Esta tecnologia utilizada por primera
vez para seleccionar el sexo del embrion, ha ido ampliando sus indicaciones aplicaAndose en enferme-
dades monogénicas y anomalias cromosémicas estructurales, siendo una técnica consolidada y de
aplicacion rutinaria en muchos de nuestros centros de Reproduccién Asistida.

La aplicacién de esta técnica es especialmente importante en medicina reproductiva, debido a la
frecuente asociacion entre la esterilidad y los factores genéticos. Las anomalias cromosémicas son la
causa mas importante de la esterilidad, la infertilidad y el elevado porcentaje de mortalidad en el pro-
ceso reproductivo humano. Los datos obtenidos en ciclos naturales sugieren que solo la mitad de las
concepciones humanas acaban en nacimiento (Edmonds et al., 1982). En este sentido, esta técnica
se lleva aplicando de forma mayoritaria en una poblacion de pacientes que tienen un riesgo incremen-
tado de crear embriones aneuploides, tales como mujeres con edad materna avanzada (AMA), parejas
con abortos recurrentes (AR) y parejas con fallo recurrente de implantacion (FRI) en los programas de
FIV, pudiendo analizar mediante el screenig genético preimplantacional (PGS) las aneuploidias méas
frecuentes (Munné et al., 1998) y seleccionar los embriones con mayor potencial implantatorio.

Metodologia
La metodologia aplicada en los Laboratorios de FIV para llevar a cabo el DGP, pasa primero por elegir
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el estadio iddéneo para la biopsia embrionaria que dependera del origen de la anomalia (materna o
paterna) y de su naturaleza y por supuesto por la técnica utilizada para llevar a cabo la misma:

1) Biopsia del primer y segundo corpusculo polar (CP), que se puede realizar sin dafiar las tasas de
fertilizacion y division posterior del ovocito. Dado que la mayoria de las aneuploidias humanas se pro-
ducen durante la primera divisién meiotica del ovocito, el anélisis de primer CP nos permitira la iden-
tificacién de la mayoria de los desequilibrios cromosémicos numeéricos de origen materno. Para ello se
realiza un orificio en la zona pelucida (ZP) de forma mecanica utilizando una fina aguja, (Velinsky et
al., 1991) o mediante la técnica del laser, pudiendo entonces aspirar el CP del ovocito con una pipe-
ta de biopsia.

2) La biopsia de uno o dos blastémeros del embrion, que es la técnica mayoritariamente utilizada.
Para ello se deja en cultivo al embridn hasta el dia +3 post inseminacion (6 o mas células). El orifi-
cio de la ZP se puede realizar utilizando tres métodos: el mecénico con una fina aguja, el quimico con
acido de Tyrode y el Laser. El desarrollo embrionario tras la diseccion de la ZP varia dependiendo de
la metodologia utilizada, en un estudio realizado por Chatzimeletiou (2001), en embriones de ratédn,
demuestra que los embriones con la ZP diseccionada cavitan en general mas tarde que los controles,
y su desarrollo a estadio de blastocisto se ve mermado drasticamente cuando se utiliza la solucién
acida de Tyrode en lugar del laser, afectando a la masa celular interna. A través de la abertura de la
/P, se introduce una pipeta de biopsia en el embrién y uno o dos blastémeros son aspirados suave-
mente. Una alternativa menos usada es la extrusion del blastémero a través de la abertura de la ZP
mediante un apreton en la misma. A la hora de realizar la biopsia existen dos tendencias, una a favor
de la biopsia de un blastomero (Cohen et al., 2005) menos perjudicial para el embrién y la otra a favor
de la biopsia de dos blastdomeros, ya que no afecta a la capacidad de desarrollo a estadio de blasto-
cisto del embrion (Ardi et al., 1990; Staessen et al., 2004). En un estudio realizado por Michiels y
colaboradores en 2006, se observa que el analisis de un blastobmero genera menos embriones con
diagnostico que el analisis de dos blastomeros, aunque es estadisticamente significativo, este autor
afirma que el 2% de diferencia encontrado no tiene relevancia clinica.

3) La biopsia del embrién en estadio de blastocisto, dia +5 de cultivo post inseminacion. En este
caso aunque se tienen mas células para el diagnostico, hay que tener en cuenta que solamente un
36% de embriones evolucionan in vitro hasta este estadio y que ademéas contamos con muy poco tiem-
po para dar el resultado del diagndéstico ya que la transferencia embrionaria se realiza en dia +5 o +6.

Analisis de las células obtenidas

El anélisis genético se realiza utilizando la técnica de PCR en el DGP de enfermedades monogéni-
cas (Sermon, 2002), mientras que la técnica de FISH se introdujo para la identificacion de los cro-
mosomas sexuales en la determinacién del sexo embrionario (Griffin et al., 1991; Veiga et al., 1994)
asi como para el estudio de anomalias estructurales (Munné et al., 1998).

o
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PCR. La PCR se utiliza para amplificar la suficiente cantidad de DNA a partir de las células
obtenidas del ovocito y embridn, en el diagndstico de enfermedades monogénicas. La PCR es una téc-
nica muy sensible y necesita condiones de trabajo estrictas para evitar la contaminacion con DNA
exogeno, haciendose necesario utilizar la ICSI como método de inseminacién de los ovocitos. EI meto-
do de lisis celular y posteror amplificacion del DNA de una sola célula sera crucial para la obtencion
de resultados. Se hace necesario el analisis de polimorfismos ligados al gen en cuestion y hay que
tener en cuenta el fendmeno de amplificacion alelo especifica (ADO) que puede alcanzar hasta un
20%, con el fin de evitar errores de diagnostico. Son varias las técnicas que se introdujeron para min-
imizar este problema, como la PCR fluoreceste y el analisis computerizado de los fragmentos asi como
la PCR-multiplex, a esto se incorpora la secuenciacién y minisecuenciacién automatizada y la PCR a
tiempo real que estan mejorando las posibilidades diagnosticas. En cuanto al niumero de blastomeros
para analizar por embridn, esta bien establecido el analisis de dos blastomeros siempre que no com-
prometa la viabilidad del embrion. El error de diagndstico publicado para esta técnica es anécdético,
haciendo dificil su determinacion. Los datos recogidos por el Consorcio europeo de DGP estiman en
un 3% de error de diagnostico en esta técnica (Sermon et al., 2005).

FISH. La FISH es método mas frecuentemente utilizado para el analisis del complemento cro-
mosomico de los blastomeros. Una vez fijado el nucleo de la célula sobre un porta, podremos usar
sondas de DNA marcadas con fluorocromos especificos que nos permitiran poner de maniefiesto los
diferentes cromosomas analizados. EI niumero y tipo de sonda de FISH usada depende de la indi-
cacién, pudiendo utilizar solamente dos (X e Y para seleccion de sexo), asi como sondas especificas
en traslocaciones y de 5-10 diez cromosomas distintos analizados con dos o tres rondas de hibridacion
con una eficacia aceptable, para el screenig genético preimplantacional (PGS). EI numero de
blastdmeros a analizar por embrion varia segun los grupos de 1 a 2. En las series mas largas se ha
descrito un nivel de error de la FISH con el analisis de un solo blastomero del 7%, siendo el 6%
atribuible al mosaicismo. Debido al fendmeno biolégico del mosaicismo el PGS en estadio de 8-célu-
las no serd nunca totalmente fiable. Baart y colaboradores en 2005, en un estudio realizado en
pacientes de FIV <38 afios, observa que el porcentaje de embriones mosaicos en dia +3 es del 57%
y encuentra que la costitucién cromosémica de estos embriones estd sujeta a cambios durante el
desarrollo a estadio de blastocisto. En cuanto al error de diagnédstico de la FISH detectado por el PGD
Consortium (Sermon et al., 2005) no supera el 1%.

Hibridacién Genémica Comparativa (CGH). La CGH es otra manera de identificar alteraciones cro-
mosomicas, en este proceso el DNA preamplificado de una Unica célula se marca con un fluorocromo
por ejemplo el rojo, y se mezcla con otro DNA de una muestra control preamplificado y marcado con
otro fluorocromo, el verde, con el cual se compara. La ventaja de la CGH sobre el FISH es que podemos
analizar todo el complemento cromosémico aunque no podemos detectar poliploidias y translocaciones
equilibradas. Otra desventaja es que este proceso requiere 72 horas, por lo que se utiliza en el CP,
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para el analisis materno. La CGH aplicada en los blastémeros obtenidos en dia +3, requieren la con-
gelacién del embrion y la transferencia en un ciclo posterior. Se sabe que el rango de supervivencia
de estos embriones biopsiados es extremadamente bajo (54%). El tiempo podria acortase si se utiliza
en lugar de la metafase un microarray con secuencias cuidadosamente elegidas de los 24 cromoso-
mas.

Indicaciones

El DGP es una técnica que se esta utilizando en dos grupos de indicaciones. El primer grupo la
indicacién del DGP esta dirigida a parejas portadoras de una enfermedad monogénica o alteraciones
cromosémicas numéricas o estructurales, con riesgo de tener un hijo con una enfermedad genética.
Estas parejas han optado en repetidas ocasiones por terminar su embarazo despues del resultado de
un DP, o bien son estériles por su condicidén genética (ausencia bilateral de vasos deferentes), o han
tenido abortos recurrentes, como ocurre con los portadores de una traslocacion.

En cuanto a los resultados publicados en grandes series tenemos por un lado los datos del PGD
Consortium publicados en 2005, se han realziado 638 ciclos de seleccion de sexo en enfermedades
ligadas al X con una tasa de embarazo por puncion del 19%; 1276 ciclos de enfermedades monogéni-
cas con una tasa de embarazo por puncion del 20% y 1252 ciclos de alteraciones cromosémicas
estructurales con un 15% de embarazo por puncién.

La otra serie publicada por Verlisnky y colaboradores en 2004, agrupa los datos de tres equipos en
los ultimos 12 afios, con 532 ciclos de enfermedades monogénicas y una tasa de embarazo por
trasnferencia del 30,5% y 469 ciclos de alteraciones cromosémicas estructurales con un 34,6% de
embarazo por trasnferencia.

Existen una serie de indicaciones genéticas para el DGP, que nunca habian sido contempladas en
el DP y que debido a las caracteristicas de la técnica pueden ser defendidas desde un punto de vista
ético y son hoy dia objeto de modificacion de leyes, como es el caso de la Ley Espafiola (Ley 14/2006)
sobre Reproduccion Asistida. Enfermedades como el Huntington donde el DGP se aplica en pacientes
presintomaticos, pudiendo aplicarse en aquellos pacientes que no quieren conocer su estatus de por-
tador, abren la puerta a otras enfermedades, como a pacientes con genes de predisposion al cancer
(BRCA1, BRCAZ2, Li-Fraumeni, neurofibromatosis 1 y 2). Otra nueva indicacion en debate del DGP,
implica la seleccién de embriones de acuerdo a su HLA, de manera que los nifios nacidos de estos
ciclos de DGP pueden ser donantes de células madres para su hermano enfermo. El primer caso
descrito por Verlinsky y colaboradores en 2001, se realiz6 en una familia con un nifio afectado por
Anemia de Fanconi, en este caso se seleccionaron embriones no afectos y ademas HLA compatibles.
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El segundo grupo de indicaciones para el DGP, esta formado por aquellas parejas que estan sien-
do tratadas con técnicas de FIV, que presentan un riesgo genético mas bajo y cuyos embriones son
analizados para el screenig de aneuploidias con el fin mejorar sus posibilidades de obtener un embara-
zo. Este DGP de screenig de aneuploidias (PGD-AS) o screenig genético preimplantacional (PGS) se
aplicaria en aquellos casos donde las bajas posibilidades de terminar con exito una FIV, se pueden
atribuir a la presencia de aneuploidias en el embrién, como ocurre en ocasiones con las mujeres may-
ores de 38 afios, con las parejas con abortos recurrentes sin causa genética demostrada o con parejas
con fallo repetido de implantacion en FIV. De hecho este PGS es la técnica mayoritariamente aplica-
da (Sermon et al., 2005), debido posiblemetnte a la relativa facilidad de la metodologia utilizada, si
la comparamos con otras técnicas del DGP y a la gran cantidad de pacientes potenciales. Los datos
publicados por el Consorcio en 2005 hablan de un total de 3126 ciclos con una tasa de embarazo por
puncién del 17%. Mientras que los datos publicados por Verlinsky y colaboradores en 2004 recogen
un total de 3747 ciclos con una tasa de embarazo por transferencia del 23,3%.

Mientras que el DGP esta siendo utilizado con éxito como un método de diagndstico prenatal para
el diagnostico de enfermedades monogénicas y para seleccion de sexo en enfermedades ligadas al cro-
mosoma X. Su éxito en el screenig de aneuploidias debe ser todavia probado.

La citogenética clasica nos muestra que entre el 23 y 80% de los embriones son aneuploides
(Zenzes and Casper, 1992; Pellestor et al., 1994). La FISH esta proporcionando alguna informacion
acerca de los tipos de anomalias cromosémicas y su origen. La mayoria de estas anomalias resultan
de errores en la meiosis materna, los cuales ocurren preferentemente durante la primera divisién meié-
tica. Entre el 15-20% de los ovocitos humanos presentan anomalias cromosémicas debidas tanto a la
no disyuncién de un cromosoma, como a la separacion prematura de croméatides hermanas. En este
sentido el efecto de la edad materna avanzada (>35 afos) en la incidencia de aneuploidias esta cla-
ramente evidenciado en los estudios realizados en ovocito, primer y segundo corpusculo polar, Ilegan-
do a alcanzar hasta el 52% (Planchot, 2003).

Delhanty y colaboradores en 1993 en DGP de seleccién de sexo mediante FISH con sondas de los
cromosomas X e Y, pudieron observar un alto rango de anomalias, tales como monosomia X, y mosai-
cismos de trisomia/triploidia. De la misma manera Munné y colaboradores (1993), pudieron observar
mediante al analisis por FISH de los cromosomas X, Y, 13, 18 y 21, que el 70% de los embriones que
tenian un desarrollo anormal, presentaban al menos alterado un cromosoma de los analizados. En el
afio 2000, Marquez y cols., presentaron los resultados obtenidos en 1255 embriones no viables, mos-
trando un incremento de aneuploidias relacionado con la edad materna (1,4% en mujeres de 20-34
afios; 52,4% en mujeres de 40-47 afos), mientras que la poliploidia y los mosaicismos son indepen-
dientes de la edad y se relacionan con una pobre morfologia embrionaria.
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La alta incidencia de anomalias cromosdmicas encontradas en ovocitos asi como en embriones
humanos (Bartels et al., 1990; Strom et al., 1992), hacen pensar que el PGS es una herramienta
poderosa para descartar los embriones con anomalias cromosdémicas y mejorar en definitiva los resul-
tados de embarazo obtenidos con la FIV en estas pacientes.

El PGS aunque en constante desarrollo tiene sus limitaciones, por una parte el alto grado de mosai-
cismo que presentan los embriones en estadio de division (Staessen et al., 2004; Baart et al., 2004)
y por otra las carencias inherentes a la propia técnica de FISH.

Las principales indicaciones del PGS son la edad materna avanzada (EMA), el aborto recurrente
(AR) y el fallo recurrente de implantacion (FRI) en FIV. Los estudios realizados en este sentido confir-
man la alta incidencia de embriones aneuploides tanto en pacientes con EMA (Munné et al., 1999;
2002), AR (Rubio et al., 2003) y FRI (Gianaroli et al., 1997).

Estudios recientes prospectivos randomizados en cuanto al grupo de EMA, existen dos. EI primero
de ellos publicado por Werlin y colaboradores en 2003 comparan los resultados obtenidos en 7 pacien-
tes con EMA a las que se les realiza PGS con un grupo control de 12 pacientes de EMA sin PGS, y
obtiene tres embarazos en ambos grupos. En 2004 este mismo grupo presentd 6 embarazos (40%) en
un total de 15 pacientes con EMA a las que se les realiza PGS frente a 3 de 13 del grupo control
(23%). El otro estudio publicado por Staessen y colaboradores en 2004, comprende una muestra de
400 pacientes de EMA que fueron randomizadas con y sin PGS, donde se observa un numero eleva-
do de embriones aneuploides en el grupo del PGS (60%) con una media de 2 embriones transferidos
frente a 2,8 en el grupo control, donde se obtiene una tasa de implantacién y de embarazo evolutivo
a las 12 semanas muy similares y no significativas frente al grupo control (17,1% versus 11,5%;
16,5% versus 10,4%).

El PGS en aborto recurrente (AR) aunque algunos centros han reportado las tasas de éxito con esta
técnica hay muy poco publicado en este area y los datos muestran que el 30 al 60% de los embrio-
nes en estas pacientes son aneuploides, y que hay una cierta incidencia de cromosomas implicados
en la aneuploidia como el 16 y el 22 que podrian dar una guia para el uso de la FISH en un futuro.
El hecho de que el 70% de estas pacientes puedan conseguir un embarazo evolutivo sin ningun tipo
de intervencidn, hace que los clinicos reclamen mas evaluaciones antes de utilizar el PGS como tra-
tamiento de estas parejas.

En el grupo de fallo recurrente de implantacion (FRI), en un estudio prospectivo de Gianaroli y
colaboradores en 1999, donde incluye 54 pacientes con historia de tres o mas fallos de FIV, la mitad
realizaron PGS y la otra mitad no, aunque no fue randomizado, los grupos mantenian caracteristicas
comparables, en cada grupo se obtuvo 5 embarazos y las tasa de implantacion no fueron significati-
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vas (17,3% versus 9,5% en el grupo control). Estas pacientes presentaron un 54% de embriones
aneuploides. En pacientes con FRI, se ha demostrado que la FISH s6lo detecta el 69% de las anoma-
lias cromosémicas que la hibridacién gendmica comparativa (CGH) puede detectar en estos embrio-
nes (Wilton et al., 2001).

La idea de que la transferencia preferencial de embriones cromosémicamente normales mejora los
resultados de FIV parece estar todavia por demostrar. Sin embargo el PGS podria mejorar las tasas de
embarazo en un futuro no muy lejano si el analisis del complemento cromosémico del embrién fuera
completo.
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Introduccién

Intentar resolver problemas de infertilidad y evitar la trasmision de enfermedades genéticas a la des-
cendencia son los principios basicos del Diagnostico Genético Preimplantacién (DGP). En la actuali-
dad, la oferta del DGP por parte de los centros de Fecundacion in vitro (FIV) es una realidad genera-
lizada en nuestro pais. La mayoria de los centros de FIV optan por derivar los estudios genéticos a un
laboratorio externo. El laboratorio de DGP externo deber ser un servicio altamente especializado que
requiere un abordaje multidisciplinar donde intervienen enfermeras, embri6logos clinicos, genetistas
clinicos, genetistas moleculares y citogenetistas. La interaccién de este grupo con los expertos en
Reproduccion Asistida es imprescindible para ofrecer a las parejas y a las familias, la mejor opcién
reproductiva en cada momento. Asi ha sido puesto de manifiesto en diferentes informes (Geraedts,
2006; Kaariainen, 2006; Soini et al., 2006).

Actualmente no existe ningun estandar de calidad que se pueda aplicar de forma directa, ni apro-
ximada, a un servicio con las caracteristicas especiales del DGP. La forma de valorar la calidad de un
programa de DGP difiere significativamente de los parametros propuestos en los programas de FlV,
como puede ser la tasa de embarazo, la tasa de aborto o la tasa de implantacion (Alper et al., 2002;
Mayer et al., 2003). En los ultimos afios se han propuesto una serie de directrices con el objeto de
intentar estandarizar y conseguir los maximos niveles de optimizacién, reproducibilidad y control de
los riesgos que requiere el diagnostico genético en células unicas (The Practice Committee of
American Society of Reproduction Medicine and Society for Assisted Reproductive Technology, 2004;
The Preimplantation Genetic Diagnosis International Society, 2004; Thornhill et al., 2004).

El principal objetivo de la implantacion de un Sistema de Gestion de la Calidad (SGC) es evaluar la
efectividad de los procedimientos, identificar y corregir errores, asegurar la sensibilidad y la precision
de los diferentes procesos y supervisar la competencia de los profesionales que trabajan en los dife-
rentes laboratorios. El objetivo del presente trabajo es describir la implantacién, por primera vez en
Espafia, de un SGC en un programa de DGP externo basado en la norma UNE ISO 9001:2000.

;Por qué implantar un SGC en un programa de DGP?

La necesidad de contar con un SGC es una demanda por parte de los clientes que solicitan estos
servicios de diagndstico. Los resultados presentados por la comisidén europea en relacién con el DGP
y la calidad (Corveleyn et al, 2007), en colaboracién con EuroGentest, ESHRE, IPTS y EPALAN,
demuestra que el 98% de los centros consultados consideran importante 0 muy importante contar con
un SGC en DGP. No obstante, unicamente un tercio cuentan con algin SGC o estédn en proceso de
implantacion.

La implantacion de un SGC en general, y en un programa de DGP en particular, estd encaminado
a la consecucion de unos objetivos generales basados en la mejora continua. Los pilares fundamenta-
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les para la implantacién del programa de gestion de la calidad en DGP han sido los mismos que para
la aplicacion a otras areas:

Satisfacer la demanda de los clientes de contar con unos servicios de diagnéstico garantizados
Mantener un proceso diagnéstico complejo bajo control La mejora continua de nuestro proceso.

En el ambito sanitario existen una serie de objetivos particulares referidos de forma explicita al
grado de satisfaccion del paciente como beneficiario tltimo del proceso (Pastor et al., 2006). Por lo
tanto, ademas de los criterios expuestos hemos de tener en cuenta ofrecer al paciente la mejor opcion
diagnostica y la mayor, y mejor, informacion relativa al proceso de DGP.

;Como definir la calidad en un programa de DGP?

Actualmente no existe una informacioén clara y completa en relacién con la practica del DGP en
Europa. La informacién mas exhaustiva es la que recogen los registros de la ESHRE basados en las
diferentes aplicaciones y los resultados, en relacion con las indicaciones clinicas. No obstante, no se
dispone de informacién relativa a los sistemas control de la calidad en los programas de DGP, y no
existen programas de control de calidad externos orientados de forma especifica al DGP.

Desde el punto de vista de la regulacion, no existe una legislacién europea comun. Cada pais regu-
la estas practicas de una forma mas o menos especifica y, en algunos casos no existe regulacién expre-
sa. Ademas, las grandes diferencias existentes ha generado un flujo importante de pacientes entre los
diferentes paises (Corveleyn et al, 2007).

En este escenario, resulta muy complejo determinar cuales son las acciones necesarias para asegu-
rar la calidad en los procesos de DGP. No obstante, como hemos dicho, algunas sociedades cientifi-
cas han publicado unas directrices que pueden orientar en la practica diaria. En algunos casos no
pasan de un mero manual de buenas practicas de laboratorio y, en otros, pueden servir de base a la
hora de implantar un SGC.

En nuestra opinién, un servicio de DGP basado en la calidad se deberia basar en un programa con
alta capacidad diagnéstica, con la maxima optimizacién y reproducibilidad de los ensayos y con un
sistema de control basado en la validacion antes del proceso diagnostico en células embrionarias, ya
que la principal limitacién de los ensayos de DGP es la imposibilidad de repeticiéon de los estudios.
Ademas, todo este esquema deberia estar avalado por controles de calidad externos.

iQué es la certificacion?

En general, en todos los laboratorios se trabaja en base a unos criterios de buena practica de labo-
ratorio. En ocasiones existe un manual escrito de los protocolos o procedimientos que se llevan a cabo
y en otras no. No obstante, la certificacion incorpora un elemento diferenciador y es la verificacion,
por parte de una entidad reconocida como independiente, del cumplimiento de una serie de requisi-
tos definidos en normas o especificaciones técnicas.

En nuestro caso la entidad certificadora ha sido AENOR, que concede una marca de conformidad
con normas. Con la obtencién del sello de calidad se da a entender que el sistema de gestion de la
calidad de nuestro laboratorio ha sido objeto de las auditorias y controles establecidos en el sistema
de certificacion y que AENOR ha obtenido la adecuada confianza en su conformidad con la Norma
UNE-EN ISO 9001. Adicionalmente AENOR entrega junto con el certificado de Registro de Empresa,
el certificado IQNet que facilita el reconocimiento internacional del certificado de AENOR.

o
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;Cémo se implanta un SGC en un servicio de DGP?

En primer lugar es necesario aclarar que nuestro programa de DGP es un programa de DGP exter-
no. Esto significa que parte de los procedimientos implicados en el esquema de trabajo ocurren fuera
de nuestros laboratorios y bajo la supervision y control de profesionales ajenos a nuestro servicio.

El primer paso hacia la certificacion es la voluntad de la Direccién de la organizacién de contar con
un servicio certificado. Esto requiere, en muchos casos, la inversion en recursos humanos y materia-
les necesarios. En nuestro caso la certificacion se prepar6 desde el inicio del servicio. En este contex-
to las etapas fueros:

Evaluacion de las necesidades

Identificacion de los procesos

Documentacion de los procesos

Establecimiento de los pardmetros de control Auditorias internas

Control de las desviaciones

Evaluacion de las necesidades
La evaluacion de las necesidades es un paso critico en la implantacion de un SGC en un laborato-
rio. Las necesidades son tanto de personal como de equipos y materiales necesarios.

Las necesidades de personal.

Se basan en el establecimiento de un organigrama en el que figuran los puestos de las personas
responsables de los diferentes procesos. Cada puesto queda situado de una forma organizada y jerar-
quica de forma que quede claro quien reporta a quien y cual es el grado de formacién y capacitacion
necesarias para desempefiar el puesto. Toda la informaciéon queda reflejada en un documento de ficha
de puesto.

Las necesidades técnicas.

La evaluacion de las necesidades técnicas permite prever la preparacidén de diferentes equipos y
espacios implicados en los diferentes procesos. Para ello, siguiendo recomendaciones internacionales
y requisitos generales de la norma ISO/IEC 17025:2005, se ha realizado la separacién fisica de areas
criticas, consiguiendo la creacion de laboratorios especiales para cada proceso: codificacion de mues-
tras, extraccion de DNA, manipulacién celular, pre-PCR, PCR, post-PCR secuenciacién, FISH.

Identificacion de los procesos
El SGC basado en la norma ISO 9001:2000 es un sistema de gestién basado en procesos. Existen

tres tipos diferentes de procesos: Procesos estratégicos, procesos clave y procesos soporte.

Nos centraremos en la descripcion de los procesos clave. Los procesos estratégicos dependen inte-
gramente de la Direccidén y van mas encaminados a la toma de decisiones estratégicas, como puede
ser la oportunidad comercial, la interaccién con los clientes, etc. Los procesos de soporte ayudan al
cumplimiento de la norma de forma paralela u horizontal a los procesos clave como son la politica de
compras, evaluacién de proveedores, gestién de recursos humanos, control de equipos y red comer-
cial.
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En cuanto a los procesos clave son aquellos que tienen lugar desde que entra la muestra hasta que
se emite el informe de resultados. EI primer paso es elaborar un diagrama de flujo que nos permitira
localizar de forma secuencial los diferentes procedimientos, interrelacionarlos y establecer los puntos

de control necesarios (Figuras 1y 2)

% Progromocie
cicke DGF
! = Rupier i --_rwunhmn-u

Figura 2. Diagrama de flujo del procedimiento de DGP-molecular

Figura 1. Diagrama de flujo del procedimiento de DGP-FISH

Documentacidon de los procesos
calidad. La elaboracion de este manual es una de las partes mas arduas de todo el proceso de certi-

Los procedimientos que aparecen en el diagrama de flujo tienen que ir descritos en el manual de
ficacién. Desde el punto de vista de la documentacién establecemos una estructura documental que

nos sirva en nuestro proceso. En nuestro caso:
Proceso de DGP

Procedimientos
(descripcion general)

Protocolos de ensayo
(descripcién minuciosa)

Instruccion técnica

Registro de laboratorio



asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:00 Pagina 40

Vendrell X., Gestion de la Calidad
40

Establecimiento de los parametros de control

En esta parte es muy importante tener claro qué requisitos exige la normay qué requisitos técnicos
introducimos nosotros en base a nuestros conocimientos, directrices o recomendaciones técnicas. En
este sentido, nos hemos basado en parte en las directrices publicadas por el PGD Consortium de la
ESHRE (Thornhill et al., 2004). En este punto tenemos que tener muy claro: ;Qué queremos medir y
registrar? ;Dénde se guardan los registros? ;Qué sistema de medicién vamos a utilizar? y ;Quién cum-
plimenta los registros?

Es muy importante destacar que un programa de DGP externo requiere la implicaciéon de la unidad
de Genética clinica, la Unidad de FIV y los laboratorios de anélisis. Resulta imprescindible la existen-
cia de una comunicacion fluida y continuada entre estos tres elementos y deben actuar bajo un estric-
to control de calidad.

A continuacién, exponemos de forma esquematica los parametros minimos de control en los dife-
rentes procesos:

Consideraciones generales.

Existen una serie de procesos de soporte que tienen lugar de manera continua y organizada. Estos
procesos son: el control de equipos, control de reactivos, control de accesos a las diferentes estancias,
control de limpieza, control de compras, control de proveedores, control y evaluacién del personal que
realiza cada funcion, etc. Todos estos procesos estan descritos en el procedimiento general y en ins-
trucciones técnicas especificas.

Solicitud de DGP. Antes de iniciar el caso de DGP cumplimos una serie de consideraciones:
Revisar la indicacién clinica del caso junto con la clinica solicitante

Recopilar informacién genética del caso

Realizar estudios genéticos de diagnostico (si procede)

Ofrecer una informacion completa a la pareja/familia o clinica solicitante

Ofrecer un consejo genético reproductivo

Asegurarse de la firma del consentimiento informado especifico para la indicacidén en concreto
Asegurarse de la firma de la solicitud de estudio especifico.

DGP-FISH. Los controles de calidad se centran fundamentalmente en las sondas de ADN y el pro
cedimiento de FISH:

Sondas de ADN:
Criterios claros de interpretacion de las sefiales de hibridacion: intensidad, especificidad y ruido
de fondo
Control de todas las sondas que se adquieren antes de su primer uso (% hibridacién, especifi
cidad)
Validacion de ensayos en linfocitos de portadores de anomalias estructurales: especificidad,
hibridacién cruzada, visualizacién de puntos de corte.
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Procedimiento de FISH:
Calibracién y control de temperaturas y tiempos de hibridacion y lavados
Control de tiempos de caducidad de reactivos, sondas, soluciones en stock, soluciones en uso
Uso de contratincion adecuada
Control de equipos (hibridadores automaticos, microscopios, software).
Uso de filtros individuales para cada fluoréforo y valoracion individual de las sefiales
Dos observadores independientes
Conservacién de las muestras después de los estudios DGP-PCR.
Especificaciones generales especiales:
Todas las soluciones utilizadas deben tener la especificaciéon “para uso en biologia molecular”
Esterilizacion por UV de las soluciones y mixes de las PCRs
Preparacion de reactivos en alicuotas estériles de un solo uso
Utilizar fungible libre de DNA y DNAsas
Testar los oligonucle6tidos y comprobar que estan libres de DNA humano contaminante
Uso de indumentaria adecuada (guantes de cirugia sin talco y doble guante, cubre-cabezas,
mascarilla).
Separacion fisica de espacios:
laboratorios de pre-PCR, PCR y post-PCR
Equipos de uso exclusivo para DGP: cabinas de flujo laminar especificas para cada paso, pipe
tas automaticas, termocicladores, centrifugas, neveras, congeladores, etc.
Interpretacion de los resultados por dos personas capacitadas e independientes.
Validacion de ensayo:
Realizar estudios de validacion en todos los casos con células Unicas: identificacion y control
de ADO, valoracion de la eficacia de amplificacion.
Controles de la PCR:
Uso, en todos los casos, de marcadores microsatélites informativos ademas del locus o la muta-
cién concreta
Uso de controles positivos y negativos
Uso de un blanco lavado por cada blastémero
Adicion de ADN de los manipuladores que intervienen en el proceso.

Informes de resultados.

La elaboracién de informes de resultados es uno de los aspectos en los que hemos centrado nues-
tro maximo interés. Nuestro modelo se basa en las directrices publicadas por la European Molecular
Genetics Quality Network (EMQN) (Payne 2001) y la Swiss Society of Medical Genetics (Best Practice
guidelines on reporting in molecular genetic diagnosis laboratorios in Switzerland, www.ssgm.ch). Las
principales caracteristicas se basan en que el informe deber ser claro, conciso, preciso, inequivoco y
facil de interpretar.
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Seguimiento.
Es muy importante realizar un seguimiento de los casos después de la transferencia embrionaria

con el objeto de registrar una serie de variables que nos van a servir para controlar los indicadores de
calidad del proceso. El seguimiento postransfer también nos permite la realizacién y el registro del
diagnéstico genético prenatal en caso de embarazo.

Participacion en rondas interlaboratorio.

Es muy importante poder comparar nuestros procedimientos con estandares de calidad de una orga-
nizacion externa, cualificada y reconocida. La participacion en rondas voluntarias interlaboratorio nos
da una medida de nuestro nivel de calidad y nos permite cumplir con uno de los principios de la horma
qgue es la mejora continua.

Actualmente existe una limitacion en este sentido en el campo del DGP ya que no existe ninguna ronda
de control de calidad externa interlaboratorio especialmente dirigida al DGP. No obstante, desde el
punto de vista molecular, participamos en todos los esquemas de la EMQN. Esto nos ayuda a:
Mantener un estandar elevado en el diagndstico genético molecular

Introducir mejoras en el disefio de informes de resultados

Mejorar en el manejo de casos complejos

Tener acceso de directrices y documentos de buenas practicas en diagnéstico molecular e implantar
mejoras en nuestros procedimientos

Mantener contacto con otros laboratorios y grupos de expertos para actualizar conocimientos.

Auditorias internas

La realizacion de auditorias internas es un requisito de la norma. La auditoria interna tiene como
finalidad comprobar la implantacién del SGC. Se llevan a cado por la Directora de Calidad y participa
el Responsable del departamento. La frecuencia de realizacién es anual y La Directora de Calidad da
los programas con antelacion suficiente comunicando a las personas implicadas cual es el objeto y el
alcance de la auditoria. Al finalizar, la auditora realiza un informe de auditoria al que se adjunta los
Informes de Acciones Correctivas derivadas de la auditoria. EI auditor comenta el informe con el audi-
tado y éste firma el informe de auditoria y las acciones correctivas. El informe se distribuye al audita-
do, Directora de Calidad y Direccion.

Control de desviaciones

Si se detecta algun tipo de discrepancia entre los requisitos que marca la norma y los diferentes
procesos se imponen determinadas acciones encaminadas a corregir estos posibles desajustes. Una
vez comprobado que han sido subsanados se procede a la documentacion de los cambios y a la audi-
toria externa.

Conclusiones

El DGP esta experimentando un proceso de consolidacién como una forma precoz de diagnéstico
genético. Actualmente la regulacién tanto a nivel legislativo como de gestion de la calidad esta toda-
via en sus principios. En estos momentos estamos asistiendo a la creacion de los primeros grupos de
trabajo y redes especificas dirigidas a la gestion y control de calidad de los estudios genéticos. La
implantacién de un sistema de gestion de la calidad en un laboratorio de DGP en este contexto resul-
ta de extrema utilidad a la hora de intentar estandarizar, validar y controlar procesos tan complejos
como los que estan implicados en el DGP.
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ENSAYO PILOTO DE UN PROGRAMA DE CONTROL DE CALIDAD
EXTERNO PARA FISH EN ESPERMATOZOIDES

Juan Pahlo Ramirez
CEIFER (Centro de Estudio e Investigacion de la Fertilidad). Granada. Correo electronico: info@ceifer.com

Introduccién

En los Gltimos afios ha irrumpido con fuerza dentro del Laboratorio la “Asignatura de la Calidad”.
Términos como Sistemas de Calidad, Controles de Calidad, Indicadores de Calidad han pasado de ser
desconocidos y temidos a ser del todo cotidianos en nuestro trabajo diario.

La forma mas coherente de centrar todos nuestros esfuerzos en el campo de la Calidad es a través
de los llamados “Sistemas de Calidad”, que van a presidir y enmarcar todo nuestro sistema de traba-
jo. Estos Sistemas de Calidad estan comenzando a ser ya en muchos casos de caracter obligatorio. Asi,
el reciente Real Decreto 1301/2006 que establece las normas de calidad y seguridad en donacién de
células, dice en el Articulo 16: “Los establecimientos de tejidos deberan desarrollar y mantener actua-
lizado un sistema de calidad y de gestién de calidad integrado en las directrices y estrategias del esta-
blecimiento de tejidos”.

Dentro de los Sistemas de Calidad, el estandar internacional para el laboratorio es la ISO 15189.
En el punto 5.6.4 dice “los laboratorio deben participar en comparaciones interlaboratorios, como las
organizadas por Controles de Calidad externos. Los laboratorios deben analizar sus resultados y tomar
las medidas correctivas cuando no sean los adecuados”.

Incluso aquellos Centros o Laboratorios no acreditados por esta exigente norma y si por la mas
general 1SO 9001:2000 deben de controlar todos los procesos que realizan y participar en Controles
de Calidad externos en caso de que existan.

En el ambito del laboratorio de reproduccién a nivel nacional existen dos programas de Control de
Calidad Externo. EL primero corresponde al Control de Calidad Externo de Analisis de Semen, que
empezd su andadura en 1998, participando actualmente méas de 150 laboratorios. Consiste en el
envio de suspensiones de espermatozoides (para medida de concentracion espermatica), DVD con ima-
genes para evaluar movilidad y portas con extensiones de espermatozoides fijados para evaluaciéon de
morfologfa y vitalidad espermética (Alvarez et al., 2005; Castilla et al., 2005). El segundo programa,
destinado al laboratorio de FIV (Control de Calidad Externo del Laboratorio de Reproduccién), cuenta
con la participacién de unos 30 laboratorios, y consiste en el envié de material para evaluar su embrio-
toxicidad, y de DVD con iméagenes de embriones (Castilla, 2003).
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Por otra parte la Guia de Buenas Practicas de Diagndstico Genético Preimplantacional de la
ESHRE, recomienda en su apartado V la participacion tanto en Controles de Calidad internos como
Externos. Ademas si no existieran, recomienda su creacién.

Por todo esto, nos propusimos desarrollar e implantar un programa de Control de Calidad Externo
de FISH en espermatozoides y tal como hicimos en los dos casos anteriores hemos procedido a la rea-
lizacién de una experiencia piloto, que nos puede permitir evaluar la viabilidad de este proyecto.

Material y Métodos

En el ensayo piloto consistio en la evaluacion mediante FISH de dos muestras de semen congela-
das (2 pajuelas 0,5 mL). Las muestras de semen procedian de candidatos a donantes de semen con
un screening negativo para enfermedades infecciosas transmisibles (VIH, Lues, Hepatitis B y C) Las
muestras se mandaron a los centros participantes en contenedores especificos, para transporte en
nitrégeno liquido (Voyageur 2, Air liquide).

La difusion del ensayo piloto se realizé de la siguiente manera. En primer lugar se presenté en la
Jornada previa al |1l congreso de ASEBIR en Zaragoza (1995) en el marco de la Reunién del grupo de
trabajo de DGP de ASEBIR. A continuacion se realizé un mailing a todos los socios de ASEBIR invi-
tando a estos a participar de forma gratuita.

Se recomendaba realizara cada muestra una FISH triple (cromosomas X, Yy 18) y una FISH dual
(cromosomas 13y 21).
Resultados

TABLAS

Tabla I. Muestra 1- FISH triple

Genotipo Centro 1 Centro 2 Centro 3
Haploide X 49,04 % 48,83 % 48.72 %
Haploide Y 50,32 % 50,05 % 51.12%
Hiperploidia XY 0,23 % 0,19 % 0,00 %
Disomia XX 0,00 % 0,00 % 0,00 %
Disomia YY 0,18 % 0,19% 0,00 %
Disomia 18 0,05 % 0,00 % 0,00 %
Diploide 46, XY 0,09 % 0,28 % 0,00 %
Diploide 46, XX 0,09 % 0,09 % 0,00 %
Diploide 46, YY 0,00 % 0,00 % 0,00 %
Nulisomias sexuales No evaluado 0,28 % 0.16 %
Nulisomia 18 No evaluado 0,09 % 0,00 %
Otras 0,00 % 0,00 % No evaluado

*
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Tabla II. Muestra 1- FISH dual

Genotipo Centro 1 Centro 2 Centro 3
Haploide 99,41 % 99,01 % 99,85 %
Disomia 13 0,10 % 0,10 % 0,10 %
Disomia 21 0,10 % 0,30 % 0,05 %
Nulisomia 13 No evaluado 0,10 % 0,00 %
Nulisomia 21 No evaluado 0,10 % 0,00 %
Diploide 0,39 % 0,40 % 0,00 %
Otras 0,00 % 0,00 % 0,00 %

Tabla III. Muestra 2- FISH triple

Genotipo Centro 1 Centro 2 Centro 3
Haploide X 50,66 % 51,83 % 72,23 %
Haploide Y 48,81 % 47,71% 27,67 %
Hiperploidia XY 0,24 % 0,09 % 0,00 %
Disomia XX 0,00 % 0,00 % 0,00 %
Disomia YY 0,19 % 0,00 % 0,00 %
Disomia 18 0,00 % 0,00 % 0,10 %
Diploide 46, XY 0,10 % 0,27 % 0,00 %
Diploide 46, XX 0,00 % 0,00 % 0,00 %
Diploide 46, YY 0,00 % 0,00 % 0,00 %
Nulisomias sexuales No evaluado 0,09 % 0,00 %
Nulisomia 18 No evaluado 0,00 % 0,00 %
Otras 0,00 % 0,00 % No evaluado

Tabla IV. Muestra 2- FISH dual

Genotipo Centro 1 Centro 2 Centro 3
Haploide 99,85 % 99,12 % 99,85 %
Disomia 13 0,00 % 0,00 % 0,10 %
Disomia 21 0,10% 0,19 % 0,05 %
Nulisomia 13 No evaluado 0,29 % 0,00 %
Nulisomia 21 No evaluado 0,19 % 0,00 %
Diploide 0,05 % 0,19 % 0,00 %
Otras 0,00 % 0,00 % 0,00 %
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Como resultado del mailing, se mostraron interesados en participar un total de 14 Centros.
Posteriormente fueron sélo 6 Centros los que decidieron continuar en el estudio. A estos Centros, se
les envid las muestras, habiendo recibido por ahora (julio 2007) resultados de 3 Centros.

Los datos figuran en las Tablas I, I, [l 'y IV.

Discusién

Debido al numero de resultados recibidos por ahora es muy dificil realizar su comparacion basan-
donos en un analisis estadistico de los datos. Si podemos describir que existe bastante similitud en
los resultados de los Centros 1 y 2 y una mayor discrepancia en los del Centro 3.

Por otra parte es evidente que el interés despertado en un principio por nuestra experiencia piloto
no se ha concretado posteriormente, por lo que por el momento vemos inviable el establecimiento de
un Programa de Control de Calidad Externo en FISH.
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LA NUEVA LEY DE REPRODUCCION ASISTIDA Y SUS
IMPLICACIONES PARA EL DGP

Esther Velilla
Instituto Marqués sl, Centro de Medicina Embrionaria sl. Correo electrénico: Esther.velilla@institutomarques.com

Este articulo pretende realizar un analisis del apartado que regula el Diagnéstico Genético
Preimplantacional de la nueva ley de reproduccion asistida (Ley 14/2006, de 26 de Mayo).

A modo introductorio, el Diagnéstico Genético Preimplantacional (DGP) es un técnica de anélisis de
los embriones antes de su implantacion en el Gtero materno que permite descartar aquellos embrio-
nes portadores de alguna anomalia genética o cromosémica. Se empez6 a desarrollar en los afios 90
y se aplicd en sus inicios para seleccionar embriones afectados de enfermedades hereditarias ligadas
al sexo. A finales de los 90 esta tecnologia ha sufrido una creciente aplicacién en centros de repro-
duccion asistida. EI DGPI se aplica basicamente en dos poblaciones diferenciadas: la poblacién que
consulta en centros de esterilidad y las parejas portadoras de enfermedades hereditarias.

Para la realizaciéon de un DGPI es necesario realizar la extracciéon de un blastémero en los embrio-
nes en dia tres de desarrollo para su posterior analisis genético o estudio cromosémico. EI embridn es
mantenido en condiciones de cultivo in vitro hasta la obtencién del resultado del DGP, entre 12 y 24h
dependiendo del tipo de analisis genético que se requiera.

El articulo 12 de la nueva ley empieza diciendo que “Los centros debidamente autorizados podran
practicar técnicas de diagndstico genético preimplantacional”. La autorizacién sanitaria de los centros
esta regulada en el Capitulo V.

La ley especifica en qué casos se puede realizar un diagnéstico genético preimplantacional para:

La deteccidn de enfermedades hereditarias graves, de aparicion precoz y no susceptible a tratamien-
to curativo postnatal con arreglo a los conocimientos cientificos actuales, con objeto de llevar a cabo
la seleccién embrionaria de los preembriones no efectos para su transferencia.

Bajo este apartado se contempla la deteccion de embriones portadores de alguna enfermedad mono-
génica de aparicion precoz. La ley anterior (Ley 35/1988) no realizaba esta diferenciacion entre enfer-
medades de aparicién precoz y tardia sino que estaban contempladas de una misma forma. La ley
actual simplemente intenta regular el DGP para enfermedades hereditarias de apariciéon tardia, no
limitando su aplicacion sino controlandola ya que precisa de previa autorizacién por parte de la
Comision Nacional de Reproduccién Humana Asistida (CNRHA) tal y como se regula en el apartado 2.

A) la deteccion de otras alteraciones que puedan comprometer la viabilidad del preembrién.

Bajo este apartado, esta incluido el DGP para la deteccién de anomalias cromosémicas. Estos estu-
dios se basan en la aplicaciéon de técnicas de hibridacion in situ fluorescente y se centran en detec-
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tar anomalias cromosémicas numéricas o estructurales en los embriones. En los dltimos afos la apli-
cacién de esta tecnologia en el campo de la reproducciéon humana ha sufrido un incremento impor-
tante siendo la técnica de DGP mas indicada. Empezé por aplicarse en paciente portadores de algu-
na enfermedad hereditaria ligada al sexo y actualmente se esta aplicando en pacientes que consultan
por esterilidad y/o infertilidad. Es bien conocida la repercusion de una anomalia cromosémica en la
viabilidad del embrién y su aplicacién es de gran interés en la medicina reproductiva ya que aproxi-
madamente el 90% de los embriones con anomalias cromosémicas se bloquean en algin momento de
su desarrollo embrionario; estos embriones pueden no implantarse o cursar como abortos espontane-
0s. Sélo un pequefio porcentaje de ellos (10%) son compatibles con la vida dando lugar a nifios afec-
tados de alguna patologia (Sindrome de Down, Sindrome de Turner, Klinefelter, etc). En los centros de
reproduccion asistida se concentran la mayoria de pacientes con riesgo cromosdémico ya que consul-
tan por largos periodos de esterilidad o abortos recurrentes.

Juntamente con este apartado la ley especifica que “La aplicacion de las técnicas de diagndstico
genético preimplantacional en estos casos debera comunicarse a la autoridad sanitaria correspondien-
te, que informara de ella a la comision Nacional de Reproduccion Humana Asistida.”

En este se regula que todos aquellos casos de DGPI realizados en un centro de reproduccién asis-
tida independientemente de la técnica utilizada deberan comunicarse a la autoridad sanitaria corres-
pondiente pero no regula el tipo de informacion (nombre de la pareja, tipo de estudio, indicacion médi-
ca o no, etc). En Catalufia este apartado queda resuelto a través del registro individualizado de
Reproduccion Humana Asistida de Catalufia (FIVCAT) donde se recogen los datos individualizados para
cada ciclo de tratamiento con la finalidad de controlar y evaluar la efectividad de las técnicas y pro-
porcionar informacion epidemiolédgica de interés.

El segundo apartado del articulo 12 dice que “La aplicacion de las técnicas de diagnodstico gené-
tico preimplantacional para cualquier otra finalidad que no comprenda el apartado anterior, o cuando
se pretendan practicar en combinacion con la deteccion de los antigenos de histocompatibilidad de
los preembriones in vitro con fines terapéuticos para terceros, requerira de la autorizacion expresa,
caso a caso de la autoridad sanitaria correspondiente, previo informe favorable de la Comision
Nacional de Reproduccion Humana Asistida, que debera evaluar las caracteristicas clinicas, terapéu-
ticas y sociales de cada caso.”

La nueva ley pretende establecer un mayor control sobre aquellas enfermedades susceptibles a
DGP y no exentas de polémica. Este apartado hace referencia basicamente a las enfermedades gené-
ticas de expresion tardia y/o con cierto grado de penetrancia y a los casos de aplicacién del DGP para
fines terapéuticos a terceros. En el primero de los casos se trata de enfermedades como puede ser la
corea de Huntington con una expresion entorno a los 40 afios de edad y sin posible tratamiento cura-
tivo o la Neurofibromatosis que es una enfermedad de expresion muy variable y también sin tratamien-
to curativo que puede presentar desde una sintomatologia muy leve que no compromete la vida de la
persona que la sufre a una afectacion de diferentes 6rganos. En estos y en la aplicacion del DGP con
fines terapéuticos la nueva ley da poder a la CNRHA para estudiar, evaluar cada caso para su aproba-
cién pudiéndose adaptar a los avances cientificos, a las necesidades sociales actuales y a la realidad
del momento. Dejando aparte las consideraciones éticas relacionadas con la razén del embarazo y con
los embriones libres de la enfermedad genética que seran descartados por el simple hecho de no pre-
sentar los antigenos de histocompatibilidad del hermano, hay unos condicionamientos técnicos que
hacen que las probabilidades de éxito sean muy bajas. En el caso donde ambos miembros de la pare-
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ja son portadores de una enfermedad genética autosémica recesiva como podria ser la Anemia de
Fanconi, se estima que 3 de cada 16 embriones aproximadamente no expresaran la enfermedad (seran
no portadores o portadores no afectados) e histocompatibles con un hermano enfermo. En el caso que
se requiera DGP para la deteccion de embriones histocompatibles como por ejemplo en los casos de
leucemia, se estima que 1 de cada 4 embriones seran histocompatibles.

A la baja eficiencia se le tiene que afadir que la gran mayoria de parejas que acuden con esta
necesidad la mujer presenta una edad reproductivamente avanzada (mayor de 37 afios) y por tanto con
una menor reserva ovarica y con un riesgo importante de presentar embriones portadores de alguna
anomalia cromosdémica con lo que esto implica. Técnicamente hoy en dia no puede realizarse el estu-
dio genético y cromosdémico en una unica célula. Ademéas debemos disponer de embriones de buena
calidad morfoldgica para su desarrollo in vitro'y posterior embarazo.

El articulo 26 de la ley especifica como infraccion la seleccidon de sexo. Segun encuestas realiza-
das a diferentes colectivos la seleccion de sexo para el equilibrio familiar en sociedades desarrolladas
podria ser contemplada, pero debemos tener siempre presente que la ley es muy clara y tajante en
este apartado considerandola infracciéon muy grave.

La Legislacién Espafiola es una de las legislaciones mas liberales de Europa; muchos centros espa-
fioles reciben pacientes de otros paises en los que esta prohibido el diagnostico genético preimplan-
tacional, por ejemplo ltalia, Alemania, Suiza, Austria, etc.

Los avances de la ciencia aplicables a la medicina suponen en general una gran satisfaccion para
meédicos y pacientes. Aunque la legislacion siempre va por detras de los avances de la sociedad, esta
nueva ley esta elaborada de manera que podra en un futuro siempre bajo la regulacién de la CNRHA
avanzar a medida que avanza la ciencia y la sociedad.
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SISTEMA OPIOIDE Y FERTILIDAD MASCULINA

Jon Irazusta*, Ekaitz Agirregoitia y Nerea Subiran
Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina y Odontologia. Universidad del Pais Vasco / Euskal Herriko Unibertsitatea. Leioa,
Bizkaia. Correo electronico: jon.irazusta@ehu.es

Introduccién

Los péptidos opioides son substancias enddgenas, con caracteristicas farmacologicas similares a
los derivados del opio 6 opiaceos (morfina, heroina, codeina, etc), entre las que se encuentran las
encefalinas, las endorfinas y las dinorfinas. La accion de los opioides ocurre tras la unioén a tres
tipos diferentes de receptores de membrana (5, k y n) y la finalizaciéon del mensaje de los opioides
se produce por la accion de peptidasas que los degradan produciendo fragmentos inactivos (Hersh,
1982; Roques et al., 1993).

Su funcién mejor conocida es la analgesia interna, pero también tienen un papel relevante, ade-
mas de en otros sistemas, en la reproduccién (Fabri et al, 1989). En este sentido, hace cierto tiempo
se sabe que la administracion habitual de opiaceos provoca anormalidades seminales en los hombres
(Ragni et al., 1988) y amenorrea en las mujeres (Santen et al., 1975). Los péptidos opioides tienen
un efecto similar inhibiendo la liberacién de gonadotropinas tanto en el hipotdlamo como en la hip6-
fisis (Kalra et al., 1988). Ademas los opioides estan presentes en diversas estructuras reproductivas
tales como las células de Leydig, el epididimo y la préstata (Gerendai et al., 1991). También en el
semen existen concentraciones muy elevadas de algunos péptidos opioides (Davidson et al, 1989; Kew
et al., 1990). De hecho, las encefalinas tienen una concentracién en el liquido seminal del orden de
10 veces mayor que en el suero sanguineo (Fusijawa, 1996). Ademas la actividad de enzimas degra-
dadoras de opioides es mucho mayor que en la mayoria de tejidos y érganos (Fernandez et al., 2002).

Estudios funcionales realizados incubando espermatozoides en medios con concentraciones varia-
bles de agonistas han demostrado que los opioides producen una alteracién de la movilidad esperma-
tica, tal como ocurria en adictos a drogas opiaceas. Los resultados han sido contradictorios, ya que se
han descrito tanto incrementos como decrementos dependiendo de la concentracion y el péptido uti-
lizado (Foresta et al., 1985; Fusijawa et al., 1996). Recientemente, se ha descrito la existencia del
receptor m -opioide en espermatozoides de caballo (Albrizio et al., 2005). Sin embargo, no existen evi-
dencias de receptores opioides en células espermaticas humanas. Por ello, el objetivo de este estudio
es la descripcion del sistema opioide en semen humano, tanto la expresién y localizacion de los tres
receptores (8, x y u), como de sus principales enzimas degradadoras (aminopeptidasa N y endopepti-
dasa neutra 24.11). Ademas con el fin de aclarar el efecto del sistema opioide sobre la movilidad,
analizaremos la accion de agonistas y antagonistas opioides e inhibidores de su degradacion sobre el
porcentaje de espermatozoides moviles progresivos rapidos (tipo A).

o
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Material y Métodos

Obtencién de la muestra
El semen humano fue obtenido de donantes sanos mediante masturbacién, después de 3 dias de

abstinencia. Todos los donantes fueron normozoospérmicos siguiendo los parametros de la OMS
(1999). Los ensayos tuvieron la aprobacién de los Comités de Etica del Hospital de Cruces y de la
Universidad del Pais Vasco. Todos los participantes firmaron un consentimiento informado mostrando
su acuerdo con la utilizacion de sus muestras para la investigacion.

Tras la eyaculacion, las muestras se recogieron en recipientes estériles y se dejaron durante 30
minutos a 37°C, para que se licuaran. En cada muestra, se midié el volumen seminal, la concentra-
cién de espermatozoides y la motilidad.

Antes del inmunoblot y la inmunofluorescencia, los espermatozoides fueron aislados mediante un
gradiente discontinuo de percoll (40%-80%) seguido de un swim-up con el fin de recuperar los esper-
matozoides mdviles, sin contaminacion de leucocitos u otras células. Todos los procedimientos se lle-
varon a cabo utilizando medios no-capacitantes (omitiendo bicarbonato y CO,). Para ello, las muestras
seminales fueron colocadas en la parte superior de la capa de 40% y centrifugadas a 800g durante
20 minutos. Las pastillas obtenidas se resuspendieron en tampon fosfato salino y se centrifugaron otra
vez durante el mismo tiempo. A los espermatozoides se les dejo “nadar hacia arriba” en medio Tyrode
no capacitante (TNC) modificado (Flesch et al., 2000).

Obtencién de las fracciones seminales

Para la obtencién de las fracciones seminales, se centrifug6 el semen fresco a 600g durante 10
minutos. El sobrenadante, que contenia el fluido seminal y los prostasomas, fue centrifugado a 1000g
durante 15 minutos, para eliminar restos celulares y espermatozoides residuales. Se descartaron las
pastillas resultantes y el sobrenadante fue centrifugado a 100.000g durante 2 horas. El sobrenadan-
te resultante de este proceso fue re-centrigufado al mismo tiempo y velocidad, obteniéndose el fluido
seminal libre de prostasomas del nuevo sobrenadante. Las pastillas de la centrifugacidn previa fueron
lavadas y resuspendidas con tampodn tris salino, siendo esta ultima la fraccion prostasomal (Fernandez
et al., 2002).

Preparacién de las membranas espermaticas

Las membranas de los espermatozoides fueron preparadas por métodos habituales (Luconi et al.,
1998), modificando el buffer de lisis (tampo6n fosfato salino (PBS) y 1% Triton-X100 (v/v) y cocktel
de inhibidores de proteasas, para la deteccion de receptores).
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SDS/PAGE e inmunoblot
Las membranas fueron resuspendidas en buffer de lisis y los extractos de proteinas diluidos con

un tampdn que contiene mercaptoetanol (5% v/v) y hervidos durante 5 minutos. Las proteinas (20-
40mg) fueron cargadas en geles de resolucion del 10% y separadas por SDS/PAGE unidimensional.
Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF utilizando un sistema de transferencia
electroforético. Las membranas fueron tratadas y desarrolladas tal como se describid con anterioridad
(Aquila et al., 2004). Las diluciones de los anticuerpos policlonales de conejo utilizados fueron: anti-
receptor -opioide (1:2500), anti- receptor k-opioide (1:300) y anti-receptor p-opioide (1:2500), anti-
aminopeptidasa N (1:500), anti-endopeptidasa neutra 24.11 (1:500). La deteccion de las bandas de
proteinas fue llevada acabo utilizando un sistema de quimioluminiscencia.

Inmunofluorescencia

Los espermatozoides, aislados tal como hemos descrito con anterioridad, se resuspendieron en PBS
y colocadas en cubreobjetos con poli- L-lisina. Las muestras fueron fijadas con 3% paraformaldehido
durante 10 minutos. Después de ser lavadas en tampdn fosfato salino, las células fueron bloqueadas
durante 30 minutos en PBS/ 10% (v/v) con suero fetal bovino. Para el marcaje por inmunofluorescen-
cia indirecta de los receptores y las peptidasas, las muestras fueron incubadas durante toda la noche
a 4°C con anticuerpos anti-receptor 6-opioide (1:800), anti-receptor k-opioide (1:50), anti-receptor p-
opioide (1:800), anti-aminopeptidasa N (1:300) y anti-endopeptidasa neutra 24.11 (1:300). Las
muestras fueron lavadas en PBS tres veces, incubadas con un anticuerpo secundario de cabra Alexa
Fluor 488 durante dos horas en oscuridad, vueltas a lavar tres veces y ensambladas con Fluoromount
G. Finalmente los espermatozoides fueron observados por microscopia confocal. En la detecciéon de
peptidasas, se realizaron controles negativos incluyendo una fraccién de inmonuglobulina de conejo
en vez del anticuerpo primario.

Incubaciones con agonistas y antagonistas opioides

Se incubaron los espermatozoides extraidos tal como describimos con anterioridad en los siguien-
tes medios: medio control, medio Unicamente con agonista, medio control con antagonista y medio
con agonista + antagonista. Los agonistas utilizados fueron DPDPE para 6 ,U 50488 para « y morfina
para my los antagonistas naltrindol para &, nor-binaltorfimina para & y naloxona para p.

Las concentraciones finales de cada uno de los elementos eran:

-0,1 mM, I mMy 10 mM de agonista

- 100 mM para el control con antagonista

- Las concentraciones anteriores de agonista y 10 veces mas de concentracion de antagonista en

cada caso

Incubaciones con inhbidores de las peptidasas

En este caso, se utilizaron muestras seminales frescas. Las muestras se diluyeron a una concen-
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tracién de 50-80 x 10° con medio TNC y se dividieron en alicuotas de 0,5 ml. Una de las alicuotas
fue incubada con leuhistina (100 mM), inhibidor especifico de la aminopeptidas N o con tirofan (150
mM) inhibidor de la endopeptidasa neutra. La segunda alicuota fue incubada en presencia de los
mismo inhibidores, junto al agonista opioide naloxona (10 mM). La tercera se incub6 Unicamente con
antagonista y la ultima en ausencia de antagonista e inhibidor.

Anélisis de la movilidad
Los ensayos de movilidad fueron realizados con un sistema computerizado de analisis espermati-

coalas 0, 2y 4 horas después de la adiccion de inhibidores, agonistas ¢ antagonistas al medio. Los
parametros y la definicidon de los espermatozoides analizados fueron los establecidos por el fabricante.
Para medir la concentracion y la movilidad, las alicuotas de muestras seminales fueron colocadas en
una camara Mackler pre-calentada (37°C). De cada alicuota, se analizé un minimo de 100 esperma-
tozoides de al menos dos gotas de cada muestra. Se consideraron espermatozoides tipo A a los pro-
gresivos rapidos con velocidad 35 pm/s.

Resultados
Expresion de receptores y peptidasas de opioides

Tal como se observa en las figuras 1y 2, los experimentos de inmunoblot demostraron la presen-
cia de los tres tipos de receptores opioides y de la aminopetidasa N en la membrana de los esperma-
tozoides. Los prostasomas contenian las dos peptidasas: endoeptidasa neutra 24.11 y aminopeptida-
sa N. Esta ultima se hallaba presente también en el fluido seminal. Las bandas obtenidas para cada
tipo de proteina eran muy similares a las obtenidas en los tejidos controles positivos (corteza cerebral
y rifion).

Sp Cx

kDa

35

Figura 1. Anélisis mediante western blot de los receptores d (A), k (B) y m (C) en membranas de espermatozoides y corteza cerebral humana.
El peso molecular se indica a la izquierda.

Localizacioén de receptores y peptidasas de opioides

Los estudios inmunocitoquimicos revelan que el receptor d-opioide esta presente en la membrana
plasmatica en la parte frontal de la cabeza del espermatozoide (sobre la region acrosomal), en la pieza
media y uniformemente distribuido a lo largo del flagelo (Fig. 3A y B). El receptor k-opioide se encon-
tré en la membrana plasméatica de la cabeza del espermatozoide, en la regién media y en el flagelo



asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:01 Pagina 55

Diciembre 2007 Vol. 12 e N°2
bb

A B
kD K Sp P Ls kD K Sp P Ls
330 130 |
: ' — S
7 | '
80
60 B
50

40

Figura 2. Analisis mediante western blot de la aminopeptidasa N (A) y de la endopeptidasa neutra 24.11 (B) en las fracciones de espermato-
zoides, prostasomas, fluido seminal y membranas renales humanas El peso molecular se indica a la izquierda.

(3C y D). Cuando se permeabiliz6 la membrana plasmatica, se encontré6 un marcaje mas intenso
en el cuello del espermatozoide. Finalmente el marcaje del receptor m-opioide se observd en la mem-
brana plasmética de la cabeza del espermatozoide con mas intensidad en la zona ecuatorial/post-acro-
somica, en parte de la pieza media y en el flagelo (3E y F). Cuando se omitié el anticuerpo primario
no se encontré ningln marcaje (3G y H).

La aminopeptidasa N esta presente en la membrana plasmética en la regidén ecuatorial post-acro-
somica de la cabeza, justo encima del cuello y uniformemente a lo largo de la cola (Fig. 4A'y E). En
aproximadamente el 25% de las células, se encontr6 marcaje en la parte frontal de la cabeza del
espermatozoide. En relacion al marcaje de la endopeptidasa neutra (Fig. 4By F), solo se detect6 sobre
el cuello en aproximadamente la cuarta parte de los espermatozoides. No encontramos diferencias
entre células no permeabilizadas (Fig. 4E y F) y permeabilizadas (Fig. 4A y B). No se encontrd unién
inespecifica en presencia de suero de conejo pre-inmune (Fig. 4C y G), ni cuando no se afiadi6é anti-

cuerpo primario (Fig. 2D y H).

Figura 3. Analisis mediante inmunofluorescencia los receptores O (A 'y Figura 4. Analisis mediante inmunofluorescencia de la amino-
E), K ByF)y L (CyG) en espermatozoides humanos en condiciones peptidasa N (A y E) and neutral endopeptidase 24.11 (B y F)
en espermatozoides humanos en condiciones no permeabili-

no permeabilizantes (A, B, C y D) y permeabhilizantes (E, F, G, y H). Se zantes (A, B, C y D) y permeabilizantes (E, F, G, y H). Se rea-

realizaron también controles negativos sin anticuerpo primario (Dy H). lizaron también controles negativos tratados con suero de

EI DNA de los controles se marco con Hoechst 33342. Barra de escala, conejo preinmune (C y G) y sin anticuerpo primario (D y H). El

10 pm DNA de los controles se marco con Hoechst 33342. Barra de
escala, 10 pum.
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Estudios de movilidad

La incubacion de los espermatozoides con el agonista d-opioide DPDPE no produce modificaciones
en el porcentaje de espermatozoides tipo A. Sin embargo, el nantrindol, antagonista d opioide, produ-
ce un descenso de este tipo de espermatozoides de casi un 90% desde su adiccion al medio
(P<0,0005). Al contrario, tanto los agonistas como los antagonistas de receptores k no producen modi-
ficaciones significativas en el niumero de espermatozoides tipo A. El agonista m morfina a una con-
centracion de 0.1 mM provoca un descenso de nimero de espermatozoides moviles tipo A de un 50%
respecto al control (P<0,001) a partir de las dos horas de incubacion. Esta inhibicion es revertida por
el antagonista naloxona (P<0,001). Concentraciones mayores de morfina no producen modificaciones
significativas de la movilidad.

El porcentaje de espermatozoides tipo A decrece un 15% menos tras cuatro horas de incubacion, en
las muestras seminales incubadas con el inhibidor de la aminopeptidasa N que en muestras control
(P<0,00b5). EI efecto del inhibidor es completamente revertido por el antagonista opioide naloxona
(P<0,001)

La adiccion del inhibidor de la endopeptidasa neutra tiorfan al medio también reducia en un 16%
el descenso de espermatozoides moviles tipo A provocado por el tiempo después de 2 horas de incu-
bacién (P<0,01) y en un 18% tras 4 horas (P<0,01). EI efecto del tiorfan es revertido por la naloxo-
na a las 4 horas (P<0,005). Sin embargo, no se observé una reversion significativa a las 2 horas. La
adiccion de naloxona sola no alterd la movilidad espermatica.

Discusién

En este trabajo, se demuestra por primera vez la existencia de los tres tipos de receptores opioides
y de enzimas degradadoras de opioides en semen humano. Estudios de inmunoblot demuestran la pre-
sencia de los receptores d-, k- y m- opioides y de la aminopeptidasa N en las membranas del esper-
matozoide. Ademas las enzimas degradadoras de péptidos opioides también se encuentran presentes
en otros componentes del semen. La aminopeptidasa N también esta en los prostasomas y en el liqui-
do seminal. Sin embargo, el anticuerpo contra la endopeptidasa neutra 24.11 s6lo obtiene marcaje en
prostasomas. En cualquier caso, la presencia predominante de las peptidasas en los prostasomas nos
indica que puedan tener algo que ver con la movilidad, ya que estos organulos extracelulares tienen
una funcién relevante in vivo en el mantenimiento del movimiento de los espermatozoides (Ronquist
and Brody, 1985).

El hecho de que, al igual que en cerebro, los diferentes componentes del sistema opioide se
encuentren presentes en el espermatozoide apoya la idea de que existe cierta similitud entre los
espermatozoides y las neuronas (Meizel, 2004), ya que cada vez se conocen mas sistemas de trans-
mision de sefiales que se encuentran presentes en ambos tipos celulares (Siems et al., 2003;
Macarrone et al., 2004).
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Los estudios de inmunocitoquimica nos muestran una distribucidén heterogénea en el espermato-
zoide de los tres tipos de receptores, a pesar de que los tres comparten su presencia en el flagelo del
espermatozoide. La aminopeptidasa N también se encuentra presente en el cuello y en la regién ecua-
torial/post acrosomal. En unas pocas células, también se ve inmunomarcaje de este enzima sobre la
cabeza del espermatozoide. En lo que respecta a la endopeptidasa neutra, se encuentra Unicamente
en el cuello de aproximadamente la cuarta parte de los espermatozoides. Esta distribucién tan locali-
zada de la NEP puede ser la causa de que el inmunoblot o estudios previos en los que se media acti-
vidad enzimatica (Fernandez et al., 2002, Irazusta et al., 2004) no hayan sido capaces de detectarla
en espermatozoide.

La funcion y estructura del espermatozoide se encuentra altamente polarizada por ello las rutas
metabdlicas y de sefializacion se compartimentalizan en las regiones donde se necesitan (Aquila et al.,
2004; Solakidi et al., 2005). La presencia de tanto receptores como enzimas responsables de su
degradacion en el flagelo del espermatozoide también nos sugieren una funcién de los opioides en la
movilidad (Turner et al., 2006). Por otro lado, la presencia del receptor m-opioide y de la aminopep-
tidasa N en la region ecuatorial post-acrosomal parece implicar a este enzima en el proceso de fer-
tilizacioén, ya que este segmento tiene un papel crucial en la fusién entre el espermatozoide y el ovo-
cito (Calamita et al., 2001).

El hecho de que la distribucion de cada receptor o enzima no sea igual en todas las células nos
indica que éstas pueden estar en diferente estado funcional, ya que en procesos como la capacitacion
ocurre una reorganizacién de las proteinas de membrana (Harrison et al., 2005)

Tal como se ha indicado con anterioridad, la alteracién de la movilidad es uno de los efectos de
los péptidos opioides en el espermatozoide, aunque la accion de estos parece depender de la concen-
tracion y del tipo de ligando utilizado. Trabajos recientes, en espermatozoides de caballo, también
observan resultados contrapuestos sobre la motilidad dependiendo de la dosis de antagonista opioide
utilizada (Albrizio et al., 2005). Nuestro estudio utilizando ligandos mas especificos para cada tipo de
receptor confirma y aclara en parte los estudios previos sobre el tema, ya que se observan descensos
en la movilidad causados por concentraciones bajas de morfina (agonista m) tras cuatro horas de incu-
bacién, que son revertidos por el antagonista naloxona. Este hecho estd de acuerdo con los efectos
causados por la morfina en los adictos (Ragni et al., 1988), y por dosis altas de encefalinas (Sastry
et al. 1991), cuyo receptor de preferencia es el d pero que se une al receptor m a concentraciones
altas.

Por otra parte, el antagonista del receptor d naltrindol, produce un descenso brusco del nimero de
receptores moviles progresivos nada mas afadirse al medio. Esto explicaria los trabajos que indican
gue una concentracion minima de encefalinas es necesaria para mantener la movilidad (Fusijawa et
al. 1996). Los resultados obtenidos con tiorfan y leuhistina, inhibidores de los enzimas degradadores



asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:01 Pagina 58

58

P ONENZ CIAS S E S

Irazusta J. et al., Sistema Opoide...

de encefalinas endopeptidasa neutra y aminopeptidas N respectivamente, también se muestran de
acuerdo con esta ultima hipoétesis, ya que su adiccion al medio provoca que tras cuatro horas de incu-
bacidn no se produzca el descenso de movilidad que se produce en los controles. Probablemente por-
que la inhibicién de las peptidasas consigue mantener a las encefalinas en valores adecuados para
mantener la movilidad. El efecto opioide de este mantenimiento de la movilidad se demuestra porque
es revertido por un antagonista de estos péptidos.

El tiorfan, inhibidor de la endopeptidasa neutra, también modera el descenso de la movilidad tras
dos horas de incubacion. Sin embargo, al no ser revertido por naloxona, en este caso el efecto no pare-
ce opioide. Este efecto puede ser debido a la accién de otros sistemas peptidicos tales como las taki-
ninas que provocan incrementos de la movilidad con tiempos mas cortos de incubacién que los opioi-
des y que pueden ser degradadas también por la endopeptidasa neutra 24.11 (Ravina et al., 2007).

Todos estos resultados nos abren un campo nuevo de investigacion tanto en el tratamiento como
en el diagndstico de la infertilidad masculina. En este aspecto resultaria interesante analizar la rela-
cién entre los niveles de los diferentes componentes del sistema opioide (peptidos, receptores y pep-
tidasas) y la capacidad fertilizante de diferentes sémenes en técnicas de reproduccion asistida. Por
otro lado, seria interesante observar si los péptidos opioides que estan implicados en los mecanismos
de estrés en SNC e hipofisis (Charmandari et al., 2005), pueden tener alguna relacién en el descen-
so en la calidad de semen que se produce en situaciones de estrés psicolégico (Schneid-Kofman and
Sheiner, 2005) actuando directamente en el espermatozoide.
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OOCYTE MORPHOLOGICAL QUALITY. IMPORTANCE FOR DIAGNO-
SIS, PROGNOSIS AND THERAPEUTICAL DECISIONS

Rosalia Sé,1 Nieves (:remades,2 Joaquina Silva,3 Cristiano 0Iiveira,3 Alberto Barros3:4 and Mario Sousa!-4

"Lab Cell Biology, ICBAS, 3University of Porto, Portugal; 2Department of Obstetrics and4 Gynecology, IVF Unit, Academic Hospital of
Alicante, Alicante, Spain; Centre for Reproductive Genetics A.Barros, Porto, Portugal; Department of Genetics, Faculty of Medicine,
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The morphological quality of the human oocyte is an ever present problem during in vitro fertiliza-
tion (IVF) treatments. It is of surmount importance to separate clinical cases with a few abnormal
oocytes from those showing all oocytes attained by an abnormality. Similarly, it is of fundamental
importance to separate cases with mixed anomalies from those showing a single type of abnormality.
Sometimes they might be related with the type of the protocol used for ovarian controlled hyperstim-
ulation, whereas other times they probably depend exclusively on the genetic capacity of the ovarian
reserve.

Abnormal oocyte morphology is currently a strict indication for intracytoplasmic sperm injection
(ICSI), abnormal zona pellucida is also an indication for ICSI| and assisted hatching (AH), and for cases
with all oocytes affected by gross abnormalities or in cases with female chromosomal aberrations,
either associated or not with oocyte dysmorphy, preimplantation genetic diagnosis (PGD) should also
be performed.

Some of the oocyte abnormalities are immediately found at follicle inspection after ovarian follicle
aspiration. These include empty follicles (absence of the oocyte), a fractured zona pellucida (with a
nude or destroyed oocyte), degenerated oocytes (dark vacuolated or lysed ooplasm) and immature
oocytes, either at prophase | (GV) or metaphase | (MI) of meiosis. For empty follicles and degenerat-
ed oocytes we suggest a change in the ovarian stimulation protocol. In the case of degenerated oocytes,
we just have one successful birth after 3 attempts in a woman whose large majority of the aspirated
follicles rendered degenerated oocytes, independently of the ovarian stimulation protocol. For cases
with immature oocytes, at the second IVF attempt the lab should have special media prepared in
advance for oocyte in vitro maturation. If this fails, the clinician should proceed for another type of
stimulation, directed to the generation and aspiration of small antral follicles at the GV stage.

A correct classification of the morphology of the mature metaphase |l (MIl) oocyte is crucial for
development of research protocols directed to study the impact of abnormal MII oocytes in the IVF out-
comes. The following items should be strictly followed by order: zona pellucida (ZP), perivitelline space
(PVS), first polar body (1PB) and oocyte. After that, other functional characteristics should be later
observed during the ICSI procedure.
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Zona pellucida (ZP). It may be regular or irregular in outline; thin, thick or mixed; round or oval;
with or without internal septa. These defects are related to oocyte abnormal smooth endoplasmic retic-
ulum (SER) structure and function. The abnormal SER may secrete lower (thin ZP) or higher (thick ZP)
amounts of ZP precursors into the PVS, or secrete abnormal ZP precursors then causing denser, frac-
tured or septated ZP. We have just found 3 cases with all oocytes showing the same type of abnormal-
ity. In these cases, the ZP was irregular, with outer projections, dense and thick. In all cases no preg-
nancy was ever achieved. Ultrastructural analysis then revealed oocyte abnormal higher levels of SER
secretion of ZP precursors into the PVS.

Perivitelline space (PVS). It may be enlarged or decreased in width, and it may contain debris. The
width of the PVS is directly correlated with the correspondent 1PB size, oocyte size, ZP thickness or
presence of debris. Debris has distinct origins, and may arise from 1PB fragmentation, abnormal
oocyte SER secretion, ooplasm fragmentation, ZP debris or follicular cell (FC) debris. We have found
just a few cases with all oocytes showing the same type of abnormality. In some of these cases the
oocyte shedded cytoplasmic fragments or exocytated giant lipofuscin material from secondary lyso-
somes into the PVS. In other cases, there was an abnormal higher level of SER secretion of ZP pre-
cursors into the PVS. In all cases no pregnancy was ever achieved.

First polar body (1PB). It may be regular or irregular in outline; of normal, decreased or increased
size; and intact (single), divided or fragmented. The size of the 1PB has been correlated with aneu-
ploidy. We have performed a prospective analysis on the impact in the clinical outcome of MII oocytes
showing intactness, division or fragmentation of the 1PB. Elective embryo transfer of either kind of
1PB at the origin showed no significant differences in term pregnancies.

Oocyte. It may be regular or irregular in outline; of normal, decreased or increased size; it may be
single or double; it may contain different types of inclusions; and it may be fragmented or degenerat-
ed. Surface irregularities and fragmentation are associated with degenerating oocytes. Abnormal sizes
are frequently associated with aneuploidies. Inclusions may correspond to normal or abnormal
organelles, with cell organelle abnormalities varying in severity.

The ultrastructure of the normal MII oocyte shows that the metaphase |l plate is bellow the 1PB
in a region that might be defined as the upper 1/3 of the oocyte volume. The MII oocyte has a smooth
surface, multiple and short microvilli. Beneath the oolemma there are 1-2 rows of small dense corti-
cal vesicles (CV), except immediately above the metaphase Il spindle. Between CV there is a circum-
ferential bundle of microfilaments and numerous very small SER vesicles. Bellow the CV layer, the
oocyte cortex contains numerous mitochondria and three types of SER, small SER vesicles (with 1-2
attached mitochondria), large SER vesicles (with several attached mitochondria) and round large
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aggregates of SER tubules. In the inner ooplasm, there is a predominance of small SER vesicles, sev-
eral large SER vesicles, a few secondary lysosomes with dense contents (lipofuscin bodies), and rare
rough endoplasmic reticulum cisternae and small lipid droplets.

CV are exocytated into the PVS when the oocyte fuses with the spermatozoon, or after cytoplasmic
aspiration during ICSI. Exocytosis is thus caused by a naturally or artificially induced increase in free
cytoplasmic Ca’ levels. The very small SER vesicles assist in this event, as they contain calcium bind-
ing proteins. The surface actin filament bundle is thereafter employed in the oocyte cortex contrac-
tion, which is responsible for sperm entry during IVF. The contents of CV contain numerous extracel-
lular matrix proteins and enzymes. Once in the PVS, some enzymes attach to the internal ZP region
and link ZP glycoproteins with disulfide bonds, rendering it denser and impenetrable by other sperm.
Other enzymes diffuse to the ZP surface and digest sperm ZP receptors. Other enzymes remain in the
PVS and digest the oocyte membrane surface receptor for sperm binding and fusion. On the contrary,
extracellular matrix proteins coat the oocyte membrane outer surface to protect the embryo during
development. Exocytosis of CV is named the cortical reaction, and is a main mechanism for the pro-
tection against polyspermia.

After sperm fusion (IVF) or ooplasm artificial activation (ICSI), SER tubule aggregates liberate a
cytoplasmic component of unknown composition that participates in oocyte activation, and then dis-
aggregate, disappearing definitively from the 1-cell embryo. Oocyte activation designates all changes
experienced by the oocyte after gamete fusion. It includes the cortical reaction, the cortical wave of
contraction, the opening of membrane channels for nutrient absorption, meiosis resumption, metabol-
ic activation of the main physiological pathways, the induction of translation of the stored mRNAs and
the activation of gamete DNA transcription. During oocyte activation, free mitochondria and the small
and large SER vesicles migrate towards the cell center, accompanying the migration of pronuclei, and
there remain in the perinuclear region. The single exception to this is the maintenance of those mito-
chondria and SER vesicles in the regions of contact between blastomeres. Migration of organelles from
the cell cortex to the inner cytoplasm is responsible for the observed pale peripheric region in human
zygotes.

Refractile bodies of MII oocytes correspond to normal lipofuscin secondary lysosomes. In very rare
instances, we found two cases with giant lipofuscin secondary lysosomes, with later exocytosis of the
lipofuscin materials into the PVS. In these cases no pregnancy was ever achieved. Central (more fre-
quent) and excentric, small and large (more frequent), regions of increased granularity and densifica-
tion correspond to abnormal vacuolization of the inner cytoplasm and contain an increased number of
free (without mitochondria) small SER vesicles. They suggest an intrinsic abnormal structure and func-
tion of the SER similar to a state of accelerated oocyte ageing. Very large vesicles correspond to abnor-
mal SER vacuoles. If contents are normal, they appear as smooth round areas. If contents are replaced

*
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by water and then become under tension, they tend to be larger and morphologically appear as pro-
truding bright clear regions in the ooplasm. We have just a few cases showing all oocytes filled with
large and very large vacuoles. In all these cases no pregnancy was ever achieved. Recent ultrastruc-
tural studies from our group revealed that very large SER vesicles are an intrinsic component of GV
oocytes. Thus, SER vacuoles in MII oocytes correspond to an abnormal development of that compo-
nent, whose severity compromises the normal response at ICSI or the developmental potential of the
embryo.

ICSI. Several functional oocyte aspects should be strictly evaluated during microinjection in the fol-
lowing order: resistance of the ZP to the penetrating injection micropipette, resistance of the oocyte
membrane (oolemma) to the penetrating injection micropipette, width of the aspirated oocyte volume
and viscosity of the ooplasm during retraction of the injection micropipette. A severe decrease in the
resistance of the ZP to penetration reveals an abnormal ZP structure. It should thus be expected a
compromised oocyte SER function. In the few cases where oocytes exhibitted this type of defect, we
also found a decreased resistance of the oolemma, followed by deficient sealing and ooplasmic shed-
ding into the PVS, eventually causing oocyte degeneration. Deficient resistance of the oocyte mem-
brane should raise suspicion of a deficient actin filament bundle structure, which is frequently linked
to the above described consequences. The width of the aspirated oocyte volume directly relates to the
resistance of the oocyte internal cytoskeleton. We divide the oocyte cytoskeleton resistance into 4 lev-
els, with distances measured from the center of the oocyte up to the outer level of the aspirated vol-
ume of the ooplasm inside the microinjection pipette, after breaking that resistance: from the cell cen-
ter to the oolemma, from the cell center to the outer border of the ZP, from the cell center to 2x the
thickness of the ZP, and from the cell center to >2x the thickness of the ZP. In practice, the longer
the volume aspirated, the worser the prognosis for embryo development. In a few cases we observed
that all oocytes exhibited an increased viscosity of the ooplasm during retraction of the injection
micropipette. This is characterized by gluing of sperm and ooplasm to the injection micropipette tip,
sometimes with extrusion of the male gamete and shedding of ooplasm contents into the PVS. This
might be overcome by repeating ooplasm aspiration, by rotating the injection micropipette during
retraction, and by compressing the ZP against the oolemma until it completely seals. Nevertheless,
these oocytes frequently degenerate. Increased viscosity might represent the other side of decreased
oolemma resistance, being probably associated with a defective actin filament bundle structure simi-
lar to that induced by cytochalasin B to render it viscous for enabling oocyte enucleation.
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Introduction

There is an increasing awareness in the field of assisted reproductive technology (ART) of the need
to reduce the incidence of multiple pregnancies by transferring a single embryo (SET). Consequently,
embryologists are faced with the challenging task of selecting the best embryo from the cohort with a
high chance to continue to develop and implant.

Even though this subject is still a matter of debate, it is now more and more accepted that prolon-
ging embryo culture to day 5 may be a better strategy to correctly identify and select from a cohort
those embryos with an overall higher potential to implant. (Papanikolaou et al., 2006; Zech et al.,
2006).

The key to the success for eSET is being able to obtain viable blastocysts on Day b, and we must be
aware that selection of inadequate gametes may compromise embryonic development, resulting in fai-
led implantation.

Selection of the best spermatozoon It is now well recognized that the ability to improve the selection
of the best spermatozoa prior to ICSI may affect positively embryo development and pregnancy outco-
mes. Several promising sperm selection techniques have been reported. Ainsworth et al. (2005) deve-
loped an electrophoretic sperm isolation technique for selecting functional spermatozoa free from sig-
nificant DNA damage. On the basis of functional criteria, Huszar et al. (2007) reported that sperma-
tozoa that bind to hyaluronic acid are mature, have reduced frequency of chromosomal disomy and
diploidy and are similar to those of the zona pellucida in conventional fertilization.Intracytoplasmic
morphologically selected sperm injection (IMSI)

Inadequate knowledge of the importance of various types of sperm defects (that are not detected
during conventional ICSI at a magnification 200 to 400X), may have a negative impact on the outco-
me of IVF. With the introduction of motile-sperm organelle-morphology examination (MSOME), it is
now possible to examine the fine nuclear morphology of motile spermatozoa, in real time, at a magni-
fication of up to 12,500X.

Recent publications have demonstrated that selection of spermatozoa at high magnification is posi-
tively associated with pregnancy rates after day 3 embryo transfers for couples with previous failures
of implantation. (Bartoov et al., 2003) and for patients with elevated degree of DNA fragmented sper-
matozoa (Hazout et al., 2003). However, in some semen samples, it is almost impossible to find a nor-
mal spermatozoon. Berkovitz et al. (2006) reported on low fertilization rates and a low percentage of
top quality embryos on day 3 after IMSI with spermatozoa exhibiting a large panel of nucleus malfor-
mations in terms of shape, size and presence of vacuole. In a recent paper, Berkovitz et al. (2006)
analysed more specifically the impact of the presence of nuclear vacuoles in the head of spermatozoa
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on embryo development and concluded that a positive effect on the rate of good quality embryos on
day 3 is not fully apparent after a strict selection for only normal spermatozoa at high magnification.
They could show that the presence of a defect at the level of the nucleus, such as nuclear vacuoles,
reduces the IR and PR and furthermore was associated with higher rates of early abortion, even though
there was no apparent decrease in the embryo quality on day 3.

Material and methods
We have introduced IMSI into the IVF activities in our laboratory and two studies were undertaken

Study 1: The first study was designed to determine whether the existence of vacuoles in the nuclei of
spermatozoa (which can not be detected with conventional ICSI at 200 or 400X magnification), was
associated with the ability of the embryos to develop to the blastocyst stage. Spermatozoa were selec-
ted under a Nomarski interferential Leica AM 6000 inverted microscope, equipped with a variable
zoom lens. The most normal looking spermatozoon was selected at magnification up to 12,500X and
a photo was taken for further classification before injection. The spermatozoa were graded in 4 groups
(Figure 1) according to the presence or size of the vacuoles: Grade I, no vacuole; Grade I, maximum
of two small vacuoles (< 4% head surface); Grade |11, at least one large vacuole; Grade |V, large vacuo-
le and abnormal head shapes or other abnormalities.

Figure 1. Sperm classification grades used for IMSI. See text for details,

The injected oocytes were cultured until day 5 in Global medium (LifeGlobal) and the development
of the embryos was correlated according to the different sperm categories.

Study 2: Currently, ICSI is performed after morphological selection of spermatozoa at 200X to 400X
magnification using Hoffman modulation contrast. With such magnification, spermatozoa carrying
defects of the head (i.e.: enlarged head, elongated head, tapered head, macrocephale, microcephale,
amorphous), the neck (broken neck, cytoplasmic droplets) or the tail (broken tail, multiple tails) can
be detected, and thus are not selected for injection if there is a morphologically normal spermatozo-
on in the preparation. Because vacuoles can not be detected during ICSI at 400X magnification, the
question is whether IMSI could be a better strategy to select spermatozoa at a magnification of 6,000X
to 12,500X. In order to evaluate whether IMSI could result in improved blastocyst formation and preg-
nancy rates compared to traditional ICSI, a prospective study, using sibling oocytes was undertaken to
compare the outcome after selection of spermatozoa using the conventional ICSI procedure or after
IMSI.
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Results

Study 1: Of a total of 307 selected spermatozoa, only 5% were completely free of any abnormalities.
The majority of the spermatozoa presented small (Grade Il, 61,5%) or large (Grade Ill, 28%) nuclear
vacuoles alone. On Day b5, the blastocyst formation was related to the classification grade of injected
spermatozoa: in Grade | and Grade Il (73,3% and 45,0%) embryos reached the blastocyst stage out
of which 46,7% and 25,4% respectively were classified as good quality blastocysts. Conversely, after
IMSI with compromised sperm, only 9,3% (Grade Il1) and 0.4% (Grade IV) of embryos developed to
the blastocyst stage, and 3,5% and 0,1% of those were of good quality.

Study 2: This study included 26 couples with at least 2 previous failures of implantation after ICSI.
A total of 384 sibling oocytes (26 oocyte retrievals) were divided and allocated randomly between ICSI
(203) or IMSI (181). In the IMSI group, only 6.0% of the selected spermatozoa were completely free
of abnormalities, whereas the majority of the spermatozoa presented small (Grade |l 56%) or large
(Grade Il 43%) nuclear vacuoles alone, or were associated with other abnormalities (Grade IV 9%).
On Day b, IMSI resulted in a significantly higher proportion of blastocysts (IMSI| 38% versus ICSI 20%
P< 0,001) and good quality blastocysts, (IMSI 16% versus ICSI 6% P< 0,01) The majority of the
transfers (n =19) that resulted in 9 ongoing pregnancies (47%) were performed with embryos that ori-
ginated only from the IMSI group. Four pregnancies were obtained after transfer of a combination of
embryos from the IMSI and ICSI groups.

Discussion

Our results show that the proportion of embryos developing to the blastocyst stage is directly corre-
lated with specific morphological head malformations, such as vacuoles. Because vacuoles exert a
negative effect on embryo development, it is now time to investigate their origin and under what cir-
cumstances the frequency of such vacuoles increases. In this way, a treatment may be offered, or a
strategy could be established, to reduce their appearance. These observations agree with the results
of previous studies that point to possible early and late paternal effects, both of which could affect
early embryonic development. We suggest that a correlation exist between the presence of irregular
nuclei with vacuoles and damage to the integrity of spermatozoa such as defects in sperm chromatin
packaging.

The usefulness of the IMSI technique is demonstrated in the sibling oocytes injection study compa-
ring conventional ICSI with IMSI, in that selection of a good spermatozoon can be missed by the nor-
mal selection prior to ICSI. Therefore is it reasonable to consider IMSI as the next generation techni-
que that will replace ICSI. Our results demonstrate that IMSI is beneficial to patients having repea-
ted implantation failure. It remains to be determined whether IMSI would be beneficial to all patients.

It is now well admitted that compared to an early paternal effect, a late one may affect the compe-
tence of embryos to developed to the blastocyst stage.In order to bring valuable arguments on the
importance of selection of spermatozoa without large nuclear vacuoles we have to find answers to seve-
ral pending questions. The origin and the factors that induce the formation of vacuoles and why vacuo-
les affect negatively the outcome of embryo development and pregnancies remain to be elucidated.It
Is well recognize that several reasons such as, abortive apoptosis during meiosis |, or faulty chromatin
remodelling during spermiogenesis and finally oxidative stress, may cause sperm DNA fragmentation
that correlates with embryo development to the blastocyst stage and with pregnancy outcome.
According to) the integrity of the sperm chromatin may play the most important role, particularly in
ICSI, where most of the natural selection mechanisms are bypassed.
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An open question is if selection and injection of spermatozoa without vacuoles correlates to injection
of spermatozoa devoid of DNA damage. Just like the low IR reported after transfer of embryos which
resulted from fertilization of oocytes with spermatozoa having high DNA fragmentation indice, the
same could be true for spermatozoa with nuclear vacuoles. Can we assume that an association betwe-
en DNA damage and presence of nuclear vacuoles exists? To find answers to such questions is very
important as we know the negative influence of DNA fragmentation not only on pregnancy outcome but
also on the next generation.Some studies are in favour of a correlation between chromatin defects and
the presence of vacuoles. A significant negative relationship between the size of the nuclear vacuoles
and chromatin stability assessed by sperm chromatin structure assay was reported by showed that the
chromatin material of sperm from patients with early pregnancy loss was either compact or partially
compact and had irregular nuclear border with larger vacuoles, suggesting that the presence of vacuo-
les may reflect molecular defects responsible for abnormal chromatin remodelling during sperm matu-
ration.We may suggest that spermatozoa with vacuoles indicate incidence of nuclear abnormalities lea-
ding to anomalies of sperm chromatin packaging, impairment in chromatin decondensation and
incomplete nuclear remodelling during the process of spermatogenesis that will affect the outcome
embryo development and pregnancies.

Since no statistical significant difference in embryo quality is observe up to day 3 reinforces the idea
that no association with sperm DNA damage has been found for the early paternal effect. The late
paternal effect is associated with an increased incidence of sperm DNA fragmentation .

The importance of establishment of a new spermocytogramme, using the IMSI criteria, will allow us
to define a threshold for evaluation of the developmental potential of a single spermatozoon. Moreover,
analysis of the sperm according this new classification could provide information on the technique to
be used, conventional ICSI or IMSI, and to allow us to decide which patients may benefit from IMSI
at the first attempt. In conclusion, research in the field of gamete selection is mandatory in order to
increase the rate of good embryos that will develop to the blastocyst for eSET
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EMBRIONARIAS

Angel Raya
ICREA Research Profesor. Center for Regenerative Mediceine in Barcelona. Correo electronico: araya@cmrh.eu

Las células madre embrionarias (ES) son lineas celulares permanentes derivadas de pre-embriones
en las que se combinan las capacidades de auto-renovacion ilimitada y pluripotencia a la vez que man-
tienen un cariotipo normal. Gran parte de nuestro conocimiento actual sobre los mecanismos que regu-
lan la pluripotencia de las células ES procede del estudio de lineas celulares de raton, en las que se

ha identificado una serie de requerimientos extrinsecos e intrinsecos para la misma.

A pesar de compartir elementos de un mddulo intrinseco de stemness, los mecanismos molecula-
res que regulan la pluripotencia y auto-renovacién de las células ES de raton y humanas parecen dife-
rir. Por otra parte, las bases celulares que determinan la pluripotencia de las células ES de raton o
humanas no han sido investigadas con detalle hasta el momento. Es este estudio mostramos que la
auto-renovacién de células ES indiferenciadas depende, al menos en parte, de su capacidad para
revertir la diferenciacion inicial de progenitores comprometidos. También proporcionamos evidencia
experimental sobre las interacciones moleculares especificas entre determinantes intrinsecos y extrin-
secos de pluripotencia y los mecanismos de retroalimentacion que se establecen entre los mismos y
gue son responsables de este proceso. En conjunto, nuestros resultados contribuyen a clarificar los
mecanismos moleculares que regulan el mantenimiento de la pluripotencia de las células ES y propor-

cionan una puerta de entrada para definir las bases celulares de la misma.
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NON-MORPHOLOGICAL MARKERS FOR EMBRYO SELECTION

Marc Van den Bergh
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Embryo quality assessment based on morphological criteria is most probably the oldest and the
most commonly practised method for embryo evaluation. All methods and scorings systems are based
on the number of blastomeres, their shape and regularity and the presence of anucleated cytoplasmic
fragments. Later it was suggested that those models should include the presence of multinucleated
blastomeres. Several authors have demonstrated already in the early ages of ART the relationship
between the multiple pregnancy rates and the number of morphological good embryos (Puissant et al.,
1987, Staessen et al., 1992; Shulman et al., 1993; Van Royen et al., 1999; Pelnick et al., 1998).
Morphological Embryo Scoring methods have been reviewed and it is clear that most fail to reflect
chromosomal or metabolic competence (Baczkowski et al., 2004). Refinements of embryo scoring sys-
tems including zygote scoring system were proposed (De Placido et al., 2002) and early morphologi-
cal characteristics are still used to evaluate the developmental potential of the embryo (Sjablom et al.,
2006; Scott et al., 2007). It is amazing that while morphological criteria are still used, there are no
attempts to standardise the description of the commonly used morphological criteria and this in spite
of the fact that everyone agrees that there is large underestimation of the percentage on fragmenta-
tion and large variations in embryo scoring between observers (Stanger, 2006). It is however possible
to come concordant morphological embryo evaluation (Arce et al., 2006). If morphological parameters
for embryo scoring are considered as poor diagnostic and predictive tools it has at least to be admit-
ted that it is partially caused by the lack of standardisation.

Do embryologists dispose of better methodology to estimate what should be coined as “compe-
tence” and not quality? Practical and critical parameters to evaluate embryo competence should com-
ply with the following requirements: non-invasive, fast, non-expensive, reproducible, standardised,
specific and sensitive. Analysis by R.0.C. curves seems therefore the only appropriate methodology for
data analysis, a seldom reported approach. Leaving morphological criteria behind the next thing one
can easily look at is “kinetics” and early cleavage for embryo competence evaluation which has been
review and commented upon (Fancsovits et al., 2006). The bottom line is faster pronuclear breakdown
results in faster cleaving embryos with better morphology and higher implantation rates, but the dif-
ferentiation of faster cleaving embryos is only possible when observations are done at the right time,
not too early and not too late.
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Some authors stated that the way an embryo behaves in culture might be totally different from the
way it behaves in it's natural environment the fallopian tubes and the uterus, analysis of substances
taken up from culture medium by the embryo may eventually not reflect its natural metabolism but
could reveal how much the embryo is stressed. Literature about early mammalian embryo metabolism
Is abundant, however, there are fewer data concerning human embryo metabolism and its possible
practical application. Due to its key position in between several major metabolic pathways glucose has
been the molecule for metabolic assessments. Glucose, pyruvate and lactate so often called the “Holy
Trinity” in energy metabolism have been the subject of some of our own work in which we attempted
to use the glycolytic activity at the blastocyst stage to select the competent blastocyst(s) to transfer.
Our data confirmed the early work of Gott (Gott et al., 1990) and it is obvious to us that the blasto-
cyst with a low glycolytic activity belongs to the population with the highest implantation rate. However
our practical daily experience revealed that the methodology was labour intensive, time consuming and
not adapted for the routine |VF-laboratory. Similar studies on amino acid depletion/appearance in the
culture media have emphasised the words of Henry Leese “The metabolicly quiet embryo is the
healthy/competent embryo” (Houghton et al., 2003).

Among specific substances secreted by the embryo during in vitro culture, s-HLA-g has been a sub-
ject of interest during the last years, but criticisms have been so strong that even the term artefact was
used and at least one paper reported no detection of S-HLA-g at all (Van Lierop et al., 2002). Some
other substances like serum and follicular leptin and embryonic-PAF have been mentioned but have
not attracted further attention (Anifandis et al., 2005; Roudebush et al, 2002). The quest for specif-
ic markers for the assessment of embryo competence is still ongoing. Recently respirometry was pro-
posed as a method to assess the quality of the embryo and correlations with sex, developmental stage,
gene expression, morphology and metabolism were explored (Lopes et al., 2007; Lopes et al. 2007/b,
Lopes et al. 2007c). New microscopic techniques such as confocal microscopy and fluorescence res-
onance energy transfer (FRET) microscopy may allow us to better understand the time course of inter-
action between molecules and the distribution of important cell organelles, however to be applicable
in the clinic the techniques must be totally harmless for the embryos (Sturmey et al., 2006; Ross et
al., 2006).

It is more than likely that efficient embryo competence assessment is only possible by a clever
combination of markers which must fulfil the following criteria : non-invasive, applicable after zygote
to embryo transition, specific and sensitive, user friendly, low cost or in other words they should cor-
respond to the KISS principle, Keep It Short and Simple.
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INDICADORES DE CALIDAD EN EL LABORATORIO DE FIV
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Introduccién

Cualquier laboratorio de Fecundacién in vitro (FIV) que se precie debe verificar que sus resultados
se mantienen constantes y en niveles que le permitan competir con las mejores clinicas del mundo.
La monitorizacion continua de los resultados, le permitird conocer si es necesario revisar sus protoco-
los de trabajo, modificarlos, implementar unos nuevos o incluso incorporar nueva tecnologia disponi-
ble en el mercado tecnolégico.

Para ello se requiere el uso de indicadores de calidad, cuya medida determinara cuanto de bien se
estan haciendo los distintos procesos. Ademas, estos indicadores deberian estandarizarse entre los dis-
tintos centros para poder compararnos con los demas. Esto implica que un centro y otro deben medir
lo mismo para que luego el calculo de los indicadores sea el mismo.

El uso de los indicadores de calidad evitara que en nuestros laboratorios se presenten situaciones
de resultados pobres o incluso nulos. Normalmente, a este tipo de eventos se suele llegar como resul-
tado de una concatenacioén de varios factores aparentemente banales por si mismos, pero que combi-
nados son devastadores. Por tanto, el uso de dichos indicadores se incluye dentro del Manejo de
Riesgos, permitiéndonos asi reducir la frecuencia de eventos criticos, eventos que en algunas ocasio-
nes al ser la concatenacion de varios, son muy dificiles de superar (Reason, 1994).

De la misma forma, los indicadores de procesos o de calidad, son cruciales durante el desarrollo y
el mantenimiento de un sistema de calidad en un laboratorio de FIV.

En el laboratorio de FIV podemos controlar todo aquello que podamos medir. Ahora bien, no es
cuestion de medir por medir, y cuanto mas mejor, sino que los indicadores que usemos deben reflejar
los distintos procesos y areas del laboratorio. Ademas, no s6lo deben ser indicadores de puertas aden-
tro, sino que deben reflejar la eficiencia total del programa, el coste-eficacia del mismo y la forma de
proceder de cara al paciente, a los integrantes del equipo y a la sociedad. Asi, cada centro debera ele-
gir que indicadores son los mejores en funcién de que areas o procesos se hayan propuesto controlar
0 mejorar.

El objetivo del presente trabajo sera exponer que indicadores podemos utilizar dentro del laborato-
rio de FIV para que luego cada uno de los laboratorios elija entre ellos aquellos que reflejen mejor las
areas a controlar dentro del Sistema de Calidad que tengan implantado.
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El organismo americano “The Joint Commision on Accreditation of Health Care Organizations
(JCAHO)” (JCAHO, 1991), describe el desarrollo de un Programa de Mejora de la Calidad Total para
un Sistema de Salud como un proceso de 10 pasos. Concretamente el cuarto paso hace referencia a
la identificacién de indicadores de calidad y el quinto al establecimiento de los rangos de normalidad
de los mismos. Es en estos dos aspectos en los que voy a centrar en trabajo para cumplir con el obje-
tivo del mismo.

Identificacién de indicadores de calidad dentro del laboratorio de FIV

En el laboratorio de FIV se precisaran tantos indicadores de calidad como aspectos del mismo se
precise monitorizar para que el servicio prestado a los pacientes sea un servicio de calidad (Wiemer et
al., 2001). Los aspectos a monitorizar engloban tanto fases especificas como globales del proceso de
FIV, asi como la satisfaccion de los propios pacientes.
Los indicadores de calidad deben cumplir (Mayer et al., 2003):
ser relevantes de los aspectos a identificar;
deben estar relacionados con los procesos y los resultados;
deben medir eventos especificos o aspectos del tratamiento que reflejen la calidad del servicio;
lo ideal es que sean objetivos, dado que son mas faciles de medir y cuantificar.

A la hora de identificar los indicadores de calidad también es importante consultar al resto del
equipo que no pertenezca al laboratorio, dado que pueden percibir aspectos que no son evidentes
desde dentro del laboratorio.

Los indicadores seleccionados también nos sirven para evaluar la habilidad de cada operario del
laboratorio por separado. Un ejemplo claro de aspectos especificos son la tasa de fecundacion (2PN)
en la técnica de ICSI, asi como la tasa de ovocitos degenerados tras la aplicacion de la misma; y de
aspectos globales serian la tasa de embarazo y la tasa de implantacion. El seguimiento de las habili-
dades del personal del laboratorio nos sirve para valorar la necesidad de desarrollar planes de accion
que impliquen formacion del personal (ademas de los planes de formacion generales) o actividades de
formacién continuada.

De la misma forma los indicadores de calidad nos sirven para evaluar el equipamiento que forma
parte del laboratorio o bien para valorar nuevos equipos que se plantee su incorporacion al laborato-
rio. Asi, a la hora de adquirir por ejemplo un nuevo incubador de cultivo, se debe valorar la tasa de
fecundacidn, la tasa de division embrionaria y la tasa de embarazo. De la evaluacion del equipamien-
to surgiran planes de accion que impliquen el ajuste del mantenimiento del equipamiento o bien la
renovacion del mismo.
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También nos sirven los indicadores de calidad para evaluar a nuestros proveedores de material
especifico del proceso de FIV. Por ejemplo se debe hacer el seguimiento de los distintos lotes de
medios de cultivo evaluando cambios en la tasa de fecundacion, tasa de divisién, grado medio embrio-
nario, nimero medio de blastomeras, y tasa de embarazo. Todo ello nos permitira evaluar la cadena
de frio, las necesidades de mejora en la conservacion de los medios y hasta si es necesario realizar un
cambio de proveedor de los medios de cultivo si esto implica una mejora de la calidad.

Ademas de los indicadores de calidad propiamente clinicos, se deben incorporar indicadores que
cubran el resto de aspectos de Manejo de la Calidad Total como la seguridad (informes de accidentes,
informes de incidentes, formularios de identificacion de muestras, indice de infeccidn de pacientes),
la comunicaciéon (tasa de errores administrativos en los Informes Clinicos, retraso en la emision de
informes, falta de identificacion de muestras), y la satisfaccion de los pacientes (encuestas de satis-
faccién).

A la hora de finalmente decidir que indicadores elegimos para nuestro laboratorio, debemos tener
presente que no por usar mas indicadores nuestro Programa de FIV va a ser mejor que otro, sino que
lo importante es saber que aspectos queremos controlar y si el indicador que usemos para ello es el
adecuado. Por ello, antes de intentar utilizar todos los indicadores potenciales, se debe decidir que
numero de ellos serd manejable para cada laboratorio priorizando aquellos que mejor reflejen la infor-
macion que queremos obtener, cubriendo el mayor abanico de actividades a controlar como sea posi-
ble.

Una vez hecha la seleccion de indicadores, esta no debe ser estatica, sino que periédicamente
deben ser revisados para descartar unos, mantener otros, e incorporar otros prometedores si fuera
necesario. Para ello, sera necesario establecer una periodicidad en la medida de los indicadores de
calidad, en la evaluacién de la informacidén que proporcionen y en la revision de los mismos.

Tabla resumen de indicadores de calidad: a desarrollar durante la exposicidon del trabajo en el 1V
Congreso Nacional de ASEBIR 2007.

Establecimiento de rangos de normalidad para los indicadores de calidad

Para cada indicador de calidad incorporado al laboratorio de FIV dentro del Programa de Manejo
de la Calidad Total, se deben establecer los rangos de normalidad adecuados. Estos rangos establecen
los niveles criticos de actuaciéon para cada indicador dentro del sistema de calidad del laboratorio
(Mayer et al., 2003).

Los valores de los rangos de normalidad se pueden expresar en formato positivo o negativo. Por
ejemplo, se considera que la tasa de division embrionaria desde 2PN debe ser por lo menos del 95%
(formato positivo); o menos del 5% de los embriones deberian bloquearse en su desarrollo en D+1 (for-
mato negativo). Ahora bien, lo que se debe es establecer un consenso para expresar en la medida de
lo posible, los niveles criticos de los indicadores siempre en el mismo formato para evitar errores tanto
en el registro de las medidas como en la interpretaciéon de las mismas.
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Dado que los protocolos de trabajo no son idénticos de un laboratorio de FIV a otro, los rangos de
normalidad para muchos indicadores pueden también variar entre laboratorios. Un ejemplo claro seria
el establecimiento de los criterios utilizados por el laboratorio para decidir que embriones sobrantes
son subsidiarios de congelaciéon. Unos laboratorios establecen politicas muy restrictivas congelando
Unicamente embriones de alta calidad y otros congelan todos los embriones sobrantes independiente-
mente de la calidad que tengan. Dado que la calidad se ha demostrado que influye en la superviven-
cia embrionaria post descongelacion (Cohen el al., 1986), el rango de normalidad de la tasa de super-
vivencia embrionaria entre estas distintas politicas de congelacion embrionaria, también sera distinto.

Otros indicadores de calidad en cambio tendran rangos de normalidad idénticos para todos los
laboratorios. Es el caso de aquellos indicadores que miden fallos criticos del laboratorio, como la tasa
de inseminaciones realizadas con semen erréneo, la tasa de transferencia de embriones de otra pare-
ja, la tasa de inseminacién de ovocitos por ICSI con semen erréneo, o la tasa de utilizacion de varias
muestras de semen de banco para una Unica paciente y en un mismo ciclo de tratamiento. Todos estos
indicadores deben tener un valor de normalidad cero para cualquier laboratorio.

Por todo ello, el establecimiento de los rangos de normalidad para cada indicador resulta dificil
pero es critico ya que en funciéon de si somos mas 0 menos exigentes, puede ocurrir que un indicador
detecte un problema cuando no existe 0 que no sea capaz de detectar un problema cuando realmen-
te si existe.

Una vez establecidos los rangos de normalidad, se debe tener presente que pueden existir facto-
res clinicos que pueden influir sobre determinados indicadores sin que el hecho de que no estén den-
tro del rango de normalidad revele un problema real dentro del laboratorio. Realmente el estableci-
miento de los rangos de normalidad para determinados indicadores de calidad, va a estar influencia-
do de forma dindmica por la poblacion de referencia que esté tratando el Centro de Reproduccién en
cada momento y de los protocolos clinicos que se estén aplicando a la misma. Un ejemplo claro es la
calidad embrionaria, la cual se puede ver claramente influenciada por la calidad de los gametos pro-
porcionados al laboratorio, por la técnica aplicada para su fecundacioén, asi como si se les realiza a los
embriones Diagnostico Genético Preimplantacional (DGP) o no, lo que influira en clasificar a los
embriones transferidos en funciéon de su normalidad genética y no en funcién de su calidad embrio-
naria.

Ademas, se debe tener presente el nimero de procesos que realiza cada laboratorio, ya que un
laboratorio que realice pocos procesos si estratifica los datos (por edad y por tipo de proceso) la vali-
dez estadistica puede fallar. De la misma forma, la estratificacion de la poblacion tratada no sélo debe
considerar datos demograficos o etiolégicos de las pacientes que reciben el tratamiento, sino también
el numero de embriones transferidos. Por ello, a la hora de comparar la calidad del servicio prestado
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entre distintos centros, se debe utilizar el indicador de tasa de implantacion por embrién transferido.
Esto hace que debamos instruir a nuestras pacientes a como interpretar los resultados una vez que
estos son de acceso publico (http://www.hfea.gov.uk/docs/how-to-read.pdf).

Documentacién

Una vez definidos los indicadores de calidad en funcién de los aspectos a controlar en el labora-
torio de FIV, y establecidos los rangos de normalidad, debemos recoger y organizar las medidas de los
mismos. Una vez que tenemos los datos debemos evaluarlos por si es necesario establecer un plan de
accién para posteriormente valorar su eficacia, documentando el evento e informandolo.

La herramienta mas utilizada para documentar las medidas de los indicadores de calidad es la gra-
fica de control de calidad o grafica de Shewhart (Mortimer and Mortimer, 2005). En dicha utilidad
definimos las unidades de medida, la periodicidad de la medida y los limites de los rangos de medi-
da. Una vez que tenemos varias medidas, podemos establecer la media, los limites de aviso (media +
2DS), y los limites de la medida (media + 3DS). Estos ultimos nunca pueden superar los establecidos
previamente como los rangos de normalidad para el indicador de calidad. La grafica obtenida sera util
para evaluar la dispersion (alta frecuencia de ambos numeros, los bajos y los altos), la tendencia (movi-
miento progresivo de los valores reportados desde una medida anterior), y la variacién (cambio repen-
tino de la medida determinada).

Cuanto mas organizado este el laboratorio, cuanto mas robustos sean sus métodos, cuanto mejor
sean las condiciones ambientales, cuanto mas formado este el personal, o cuantos mas pacientes
maneje por cada unidad de tiempo establecida para la medida del indicador, existira una reduccién
en la variabilidad inherente del indicador. Por ello, cada cierto tiempo sera necesario valorar si se pre-
cisa recalcular los rangos de normalidad establecidos para el indicador pero siempre que se observe
una mejora sistematica de la media.

Una vez que se establezca la rutina de monitorizar un panel establecido de indicadores de calidad,
el laboratorio estara en condiciones de responder a la pregunta eterna cuando los resultados no son
los esperados “;Qué esta funcionando mal en el laboratorio?”. Si todos los indicadores del laboratorio
de FIV estan dentro de los rangos establecidos, se puede concluir que todo funciona correctamente y
que la causa habra que buscarla en factores externos al laboratorio, ya sean clinicos o en la mayor
fuente de variacion entre los resultados de los tratamientos, la propia poblacién tratada. De hecho, un
laboratorio que disponga de un correcto panel de indicadores de calidad, sera capaz de detectar cual-
quier problema temporal, incluso antes de que se vea reflejado en los indicadores globales de rendi-
miento del Programa de FIV.
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Hay que tener presente que dificilmente detectaremos problemas si se realizan <5 punciones foli-
culares/mes, ya que seria muy dificil determinar el origen de un problema. Ahora bien, con una acti-
vidad elevada se pueden evaluar los indicadores del laboratorio cada 1 o0 2 meses, siendo lo ideal cal-
cular medias para los analisis estadisticos cada 20 ciclos.

Los rangos de normalidad deben ser determinados y listados en todos los formularios y gréaficas.
Todas las lecturas deben ser firmadas por un supervisor o director (normalmente el Director del
Laboratorio) y las acciones correctivas deben documentarse. En caso de detectar una opcién de mejo-
ra, se creara un Plan de Accidn, y se pondran los medios para implementarlo.

Es importante revisar los posibles problemas regularmente, por lo que los datos deben recogerse y
analizarse de forma continua.

Las conclusiones, recomendaciones, acciones y seguimientos, deben quedar reflejados en un
Informe, el cual sera presentado al Director del Centro de Reproduccion Humana Asistida, y una vez
aprobado por el Director, lo ideal es presentarlo a todo el Equipo (clinicos, enfermeras, laboratorio, y
administracion).
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Introduccién

Desde el principio de la fecundacion in vitro (FIV), la estimulacion ovéarica ha sido una parte fun-
damental de las técnicas de reproduccién asistida. El objetivo de la estimulacion ovérica ha sido, con-
seguir un desarrollo folicular multiple, que permita obtener un mayor niamero de ovocitos maduros y
con ello mejorar las posibilidades de gestacién (Oehninger and Hodgen, 1990; Fauser and Devroey,
2003). Este objetivo, se consigue interfiriendo en los mecanismos fisiolégicos que determinan la
seleccion del foliculo dominante en la paciente normoovuladora, por ello, debe distinguirse de mane-
ra clara entre induccién de la ovulacién, cuyo objetivo serd lograr un desarrollo monofolicular en la
paciente anovuladora y, la estimulacién de la ovulacién, donde lo fundamental va a ser desarrollar mul-
tiples foliculos, que permitan aumentar la rentabilidad de las técnicas de reproduccion asistida (TRA),
en base a poder seleccionar embriones de calidad para ser transferidos a la cavidad uterina.

Bases fisiolégicas

El disefio de una estimulacién ovarica efectiva con gonadotrofinas requiere el conocimiento de los
conceptos basicos sobre la dinamica folicular y sobre los papeles respectivos que la FSH y la LH des-
empefian en la regulacion del crecimiento y desarrollo de un foliculo Unico en el ciclo ovarico natural.

En el momento del nacimiento, los ovarios humanos contienen alrededor de 2 millones de folicu-
los detenidos en el estadio primordial de su desarrollo. A lo largo de la infancia, la adolescencia y la
etapa adulta, es decir, a lo largo de toda la vida de la mujer, estos foliculos primordiales van desarro-
llandose de manera que se produce una progresiva deplecion de la reserva folicular. En el ser huma-
no, la magnitud de la deplecion de la reserva de foliculos primordiales depende de la edad, y es maxi-
ma durante la segunda mitad del desarrollo fetal intrauterino, pasandose de los 7-8 millones de célu-
las germinales existentes en el quinto mes de gestacion, al millén de foliculos primordiales, que tiene
la nifia al nacer. La vida reproductora se inicia con alrededor de 400000 foliculos en la menarquia, y
se propone que, posteriormente, la pérdida folicular es de alrededor de unos 1000 foliculos por mes,
si bien la deplecion folicular se acelera con la edad, y especialmente a partir de los 35 afios (Gougeon,
1993).

Periédicamente, pero de forma regular y continua, algunos de los foliculos primordiales quiescen-
tes son estimulados por factores intraovaricos o desconocidos (en forma de una accién directamente
estimulante o de cese de una accién inhibidora) para entrar en crecimiento, mientras que el resto de
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foliculos permanecera en estado de quiescencia durante meses o0 afios. Se desconoce cual es el meca-
nismo de inicio del desarrollo folicular, pero lo que si se sabe es que las gonadotrofinas no son nece-
sarias y que la capacidad de respuesta folicular a la FSH s6lo se adquiere cuando estan formadas las
células de la granulosa.

Papel de la FSH. EI crecimiento folicular antral en los seres humanos depende de la accién téni-
ca de la FSH hasta que se alcanzan diametros de unos 5 mm. Los foliculos que alcanzan éste diame-
tro estan en un estadio precursor y en disposicion de entrar en la fase final de maduracion, siempre y
cuando exista la estimulacién adecuada de FSH. Antes de la pubertad, cualquier foliculo que sobre-
viva hasta ésta fase de desarrollo acabara atresiandose. Por el contrario, una vez iniciados los ciclos
sexuales, los niveles de FSH circulantes al comienzo de cada ciclo menstrual constituyen un estimu-
lo suficiente para prevenir la atresia e iniciar asi la maduracion preovulatoria.

Una vez se inicia la involucién del cuerpo |Uteo y se produce una disminucion en la produccién de
estrogenos, progesterona e inhibina, en el ciclo menstrual humano los niveles de FSH circulantes se
elevan al final de la fase lutea. Esta denominada elevacion interciclo de la FSH esta intimamente sin-
cronizada con la ovulacion, y los niveles de FSH comienzan a incrementarse 12 dias tras el pico pre-
cedente de LH (Hall, 2000). EI proceso de rescate, es decir, evitacion de la atresia, de una cohorte
de foliculos por esta elevacién interciclo de la FSH se conoce como proceso o fase de reclutamiento
folicular. La cohorte de foliculos reclutados esta formada por un grupo de foliculos que se encuentran
en un estadio comparable de desarrollo. Habitualmente sélo uno de estos foliculos resultara seleccio-
nado para alcanzar la dominancia durante la fase folicular avanzada. Este parece ser el foliculo en el
que las células de la granulosa responden mejor a la FSH y por tanto seria el primero capaz de sinte-
tizar estrogenos. El resto de foliculos, debido al descenso de la FSH que se produce después involu-
cionarian hacia la atresia.

De lo citado anteriormente, aparecen dos conceptos que van a ser fundamentales a la hora de plan-
tear una estimulacién ovérica. Por una parte, el concepto de “umbral de FSH” (FSH threshold), que
seria aquel nivel plasmatico de FSH capaz de iniciar el reclutamiento folicular, y el de “ventana de
FSH” (FSH window), que se refiere al nimero de dias que los niveles de FSH se mantienen por enci-
ma del umbral citado.

Papel de la LH. La exposicién ténica a la LH promueve la capacidad de respuesta folicular a la
FSH durante el reclutamiento y la seleccion folicular. Sera fundamental para la sintesis de androge-
nos a nivel de la teca del foliculo seleccionado, que sirvan de sustrato para sintetizar estrogenos en
las células de la granulosa y asi permitir un descenso en los niveles plasmaticos de FSH, que llevaran
a la atresia a los foliculos no seleccionados para la dominancia. La LH es fundamental en la segunda
mitad de la fase folicular para la maduracién, tanto folicular como ovocitaria. No obstante, los folicu-
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los expuestos a niveles excesivamente altos de LH en la fase folicular avanzada entran en atresia o se
luteinizan prematuramente (Hillier, 1993). Por lo tanto, los foliculos en desarrollo parecen tener unas
necesidades determinadas de LH por encima de las cuales el desarrollo normal cesa. Este también es
un aspecto fundamental a tener en cuenta en las diferentes pautas de estimulacién ovarica, es lo que
se conoce como el “techo de la LH” (LH ceiling).
Teniendo en cuenta todo lo anterior, cuando se trata de plantear una pauta de estimulacién ovari
ca para un ciclo de FIV debemos alcanzar los siguientes objetivos:
1°) Inhibir el incremento interciclo de la FSH, que resulta fundamental en el reclutamiento y
seleccioén folicular.
2°) Mantener un bloqueo hipofisario durante la estimulacion gonadotréfica para evitar picos
enddégenos de LH que provoquen una luteinizacion prematura de los foliculos.
3°) Superar el valor “umbral” y ampliar el periodo de “ventana” de FSH para conseguir un des
arrollo multifolicular.
4°) Mantener los niveles de LH durante la estimulacién ovérica en unos margenes aceptables y
gue no superen niveles plasmaticos que podrian ser deletéreos para el desarrollo folicular.

Inhibicién del incremento interciclo de la FSH y bloqueo hipofisario durante la estimulacién

En el aflo 1971 fue aislado y se determiné la estructura del GnRH (Schally et al., 1971). Es un
decapéptido secretado por el hipotalamo y que liberado de forma intermitente estimula la sintesis y
secrecion de FSH y LH hipofisarias. Reemplazando uno o dos aminoacidos de su estructura se obtu-
vieron los anélogos agonistas de la GnRH, descubriéndose posteriormente que, administrados de
manera continua provocaban inicialmente un incremento de los niveles plasmaticos de FSH y LH
(efecto flare up), pero posteriormente se conseguia un estado de desensibilizacion hipofisaria debido
a la ocupaciéon masiva e internalizacion de los receptores hipofisarios de la GnRH (Guillemin et al.,
1971).

Otras modificaciones en la estructura de la GnRH han permitido disponer en los Ultimos afios de
los analogos antagonistas de la GnRH. Si bien las primeras generaciones de estos farmacos no pudie-
ron utilizarse en clinica por sus efectos secundarios, la tercera generacion de los mismos se esta uti-
lizando con buenos resultados. Los antagonistas, a diferencia de los agonistas producen un bloqueo
inmediato de los receptores de la GnRH, provocando una inhibicion rapida y reversible en la libera-
cién de gonadotropinas (Fauser and Devroey, 2005). Primero con los analogos agonistas y ahora tam-
bién con los antagonistas se ha conseguido reducir de manera casi completa la presencia de luteini-
zaciones prematuras y con ello el gran nimero de cancelaciones que por éste motivo tenian lugar en
los primeros afos de la FIV (Healy and Rogers, 1986).

Los analogos agonistas de la GnRH (nafarelina, triptorelina y leuprolide) se pueden utilizar con dos
pautas diferentes: 1) Protocolo largo, que consiste en iniciar el analogo en fase IGtea media del ciclo
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precedente al de la estimulacion ovarica, manteniéndolo hasta la administracion de HCG. Esta pauta
consiste en administrar el analogo durante unas dos semanas y de esta manera se inicia la estimula-
cién con gonadotrofinas una vez se ha conseguido la quiescencia folicular (inhibiciéon del incremento
interciclo de la FSH). También es posible iniciar esta pauta en el primer dia del ciclo, sin embargo a
efectos de planificacion y comodidad se prefiere el inicio en fase |utea. 2°) Protocolo corto, que con-
siste en iniciar el analogo en fase menstrual e iniciar el tratamiento con gonadotrofinas inmediatamen-
te después, aprovechando el flare-up en la liberacién de gonadotrofinas.

Un metaanalisis que compara ambos protocolos de utilizacion de analogos agonistas demostrd que
el protocolo largo permite obtener un mayor nimero de ovocitos y también de gestaciones, aunque es
necesario un mayor nimero de unidades de gonadotrofinas (Daya, 2000).

Los analogos antagonistas se utilizan con el objetivo fundamental de realizar pautas de estimula-
cién mas cortas, ya que se administran cuando la estimulacién gonadotréfica ya se ha iniciado y el
unico objetivo es impedir los picos de LH responsables antafio de las luteinizaciones prematuras. Se
dispone en la actualidad del ganirelix y del cetrotide y se pueden utilizar en regimen de pauta Unica
(3 mg de cetrotide) en el 8° 6 9° dia de la estimulacién con gonadotrofinas (Olivennes et al., 1998),
o bien, la pauta de dosis multiples de 0,25 mg iniciadas en el 6° dia de estimulaciéon manteniéndose
hasta el dia de la HCG (Ganirelix Dose-Finding Study Group, 1998). Hay dos variedades de utilizacién
de los antagonistas en dosis multiple: la que inicia de manera fija el analogo en el 6° dia de estimu-
lacion y la que demora su utilizacion cuando aparece al menos un foliculo de 14 mm. Cuando se han
comparado ambas pautas no se han objetivado diferencias significativas en los resultados obtenidos,

salvo que en el protocolo flexible se utilizan menos dias de tratamiento con antagonistas.

En un metaanalisis que analiza los resultados de cinco estudios randomizados que comparan los
analogos agonistas versus antagonistas se concluye que el nimero de ovocitos es menor con antago-
nistas, pero no hay diferencias en el porcentaje de ovocitos maduros, fertilizados ni de embriones de
buena calidad, sin embargo hay un 5% menos de tasa de gestacidén con antagonistas (Al Inani and
Aboulghar, 2002).

En un exhaustivo metaanalisis en el que se analizan un gran nimero de estudios se concluye que
la probabilidad de conseguir un hijo vivo tras una estimulaciéon ovarica para FIV no depende del tipo
de analogo utilizado para la supresion hipofisaria (Kolibianakis et al., 2006).

Superacién del valor “umbral” y del periodo “ventana” de FSH
Como se ha comentado anteriormente los conceptos de “umbra
ser fundamentales cuando se plantea una estimulacién ovarica para un ciclo de FIV (Brown, 1978;

y de “ventana” de la FSH van a
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Fauser and Van Heusden, 1997). En 1978 Brown establecié que un determinado nivel de FSH al final
de la fase lutea era capaz de conseguir el reclutamiento de un namero variable de foliculos (entre 10
y 20), de entre 2 y 5 mm de diametro. La seleccion y dominancia de uno de ellos es debida, por una
parte a una mayor sensibilidad de sus células de la granulosa a la FSH y, por otra a que la sintesis de
estradiol en este foliculo sera responsable, mediante un feed-back negativo a nivel hipofisario de una
disminucién en la liberacion de FSH, que provocara la atresia del resto de foliculos reclutados. Este
periodo en el que se mantiene elevado el nivel de FSH se ha denominado periodo de “ventana”.

Los resultados obtenidos de estudios en humanos han demostrado que el desarrollo folicular esta
mas relacionado con el tiempo de exposicién a la FSH (ventana) que con la dosis (umbral) y que el
reclutamiento folicular multiple es proporcional al acimulo de FSH en suero independientemente de
los niveles plasmaticos conseguidos con dosis iniciales elevadas (Fauser and Donderwinkel, 1993;
Fauser, 1994).

Las gonadotrofinas constituyen los principales agentes para la estimulacién ovarica en un ciclo de
FIV. La administracién diaria de éstos preparados se ha mostrado eficaz en la obtencién de un creci-
miento folicular multiple y por consiguiente de la obtenciéon de un numero adecuado de ovocitos
maduros. En la actualidad su utilizacion debe ser combinada con los analogos agonistas o antagonis- $
tas de la GnRH. Las preparaciones inicialmente utilizadas eran de hMG (conteniendo actividad FSH y
LH), aparecieron después los preparados con FSH urinaria (purificada y altamente purificada) y en la
actualidad se dispone de FSH y LH recombinantes.

Las dosis iniciales varian entre 100 y 300 Ul/d y son ajustadas en funcion de la respuesta indivi-
dual de las pacientes. No se ha demostrado que dosis mas altas sean mas eficaces incluso en pacien-
tes de mas edad, cosa que parece légica ya que superar el “umbral“ y “ventana” de FSH estara siem-
pre limitado por aspectos propios de la reserva folicular de la paciente y con el tratamiento gonado-
tréfico s6lo actuaremos a nivel de un grupo de foliculos que han llegado al final del ciclo ovarico (reclu-
tables) cuyo nimero dependera del pool de foliculos primordiales preexistentes (Macklon, 2006).

Multiples estudios han comparado la eficacia de los diferentes preparados de gonadotrofinas y tam-
bién metaanalisis posteriores han intentado resumir los resultados. En un metaanalisis que compara
la tasa de embarazo por ciclo iniciado utilizando FSH recombinante, FSH urinaria y hMG se concluye
gue no hay evidencia suficiente para establecer que la rFSH, es superior a los preparados de origen
urinario en términos de embarazo (Al Inane et al., 2003). Todos los metaanalisis publicados quedan
resumidos en la figura 1. No obstante, parece que los preparados con rFSH presentan una tolerancia
mejor (Albano et al., 1996) y su uso reduce el riesgo tedrico de transmision de priones (Shaked et al.,
2001).
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Fig 1: Resumen de los meta-analisis que comparan diferentes gonadotrofinas en la estimulacion de la ovulacion para FIV-TE

Mantenimiento de los niveles plasméaticos adecuados de LH

Se acepta actualmente que los niveles plasmaticos de LH durante la estimulacién ovarica en un
ciclo de FIV deben mantenerse dentro de unos margenes que cuando no se alcanzan o se superan pue-
den resultar trascendentes en la evolucion del ciclo (Shoham, 2002).

En los ultimos afios se ha establecido un gran debate sobre la conveniencia o no de utilizar prepa-
rados con actividad LH en los ciclos de FIV. Se ha publicado que una excesiva supresion en las con-
centraciones de LH podria resultar nocivo, tanto en términos de posibilidad de gestacion como de la
evolutividad de las mismas (Westergaard et al., 2000; Fleming et al., 2000). Asi mismo, parece que
niveles inferiores a 0,5 UI/L en fase folicular media podrian acompafarse de peores resultados. Otros
estudios, han demostrado que los niveles plasmaticos de LH durante la estimulacién no influyen en
los resultados de la FIV (Pefarrubia et al., 2003; Merviel et al., 2004) y solamente el nivel de supre-
sion hipofisaria, sobre todo con preparados depot podria acompafarse de niveles mas bajos de LH,
cuando so6lo se utilizan preparados de FSH, lo que aumentaria la duracién del ciclo pero no influiria
en los resultados (Balasch et al., 2003).

También se ha sugerido que en pacientes de mas de 35 afios seria necesaria la adicién de LH,
(Marrs et al., 2004) sin embargo ha habido estudios que no lo han demostrado y ademas en los que
se ha visto que la sobredosificacion de LH puede resultar nocivo (Fabregues et al., 2006).

El nivel de supresion de los niveles de LH se hace més evidente en los ciclos con antagonistas de
la GnRH, sin embargo tampoco aqui se ha demostrado la eficacia de la suplementacién con prepara-
dos con actividad LH.

Seleccibn de las pautas de tratamiento

Las estrategias terapéuticas utilizadas en FIV-TE deben producir embriones con excelentes tasas
de implantacién, al mismo tiempo que reducir al maximo las complicaciones médicas relacionadas
con el procedimiento. Para este efecto es de vital importancia individualizar los protocolos de estimu-

o
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lacién de la ovulacién en funcion de factores como la edad cronolégica, la reserva ovarica y el estado
endocrinolégico de la paciente.

Antes de iniciar una pauta de estimulacién debemos catalogar a las pacientes como normo, hiper
0 bajas respondedoras. Si bien, las opciones terapéuticas pueden ser variadas hay cierto consenso a
la hora de elegirlas.

Existen multiples test basales y dinamicos que nos van a informar del estado de la reserva ovérica
de la paciente. La determinacion de FSH basal (junto con la LH y el estradiol) y el recuento de foli-
culos antrales representan las pruebas con mayor poder predictivo en cuanto a respuesta, mientras que
la edad sigue siendo el pardmetro de mayor valor en cuanto a la posibilidad de gestacion (Hendricks
et al., 2005).

Si problemética resulta la posibilidad de una baja respuesta a la estimulacién con gonadotrofinas,
mas lo es la hiperrespuesta. Se sabe desde hace tiempo que las pacientes con SOP representan un
grupo de riesgo a la estimulacion gonadotréfica ya que, a menudo su respuesta es explosiva y el ries-
go de hiperestimulacion es importante.

Normorespondedoras: Cuando la valoracién clinica, endocrinolédgica y ecografica de la paciente nos

orientan hacia una respuesta “normal”, la pauta mas utilizada por comodidad y resultados es la que
asocia a un analogo agonista de la GnRh, en protocolo largo y la FSH. El analogo se iniciara en fase
|Utea media y se mantendra hasta el dia de la administracion de HCG. La dosis de FSH podra ser fija,
0 bien en pauta de step down utilizando dosis ente 150 y 450 Ul, que se podran modificar en fun-
cién de la respuesta de la paciente. Los antagonistas también se pueden utilizar, aunque no han mejo-
rado los resultados obtenidos con la anterior pauta. Su ventaja fundamental seria el acortamiento del
ciclo y el menor consumo de gonadotrofinas.

Bajas respondedoras: Son pacientes que no responden suficientemente a la estimulacién hormo-

nal convencional. En general, los marcadores de respuesta ovarica estan alterados, pero en ocasiones
la baja respuesta es inesperada y el diagndstico se establece tras un primer intento de estimulacién
fallido.

La incidencia varia entre un 9y un 24 % de los ciclos y esto es debido a la ausencia de un crite-
rio uniforme de diagndéstico (Scout, 1996; Tarlatzis et al., 2003). Se considera que un desarrollo foli-
cular minimamente adecuado nos debe garantizar cuatro ovocitos para conseguir una media de dos
embriones disponibles para transferir (Bancsi et al., 2002; Klinkert et al., 2004).

No hay en la actualidad un protocolo €e ideal para la estimulacion de estas pacientes. Todos los
trabajos publicados presentan problemas metodolégicos importantes ya que, los criterios de inclusién
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son heterogéneos y el nimero de pacientes insuficiente.

En lineas generales, los resultados son mejores en las mujeres tratadas con analogos de la GnRh
en protocolo largo més gonadotrofinas, por lo tanto, la primera estrategia consistira en aumentar la
dosis de gonadotrofinas y disminuir la dosis del analogo. A pesar de que los anéalogos antagonistas en
algunos estudios han demostrado una menor tasa de cancelacién y mayor nimero de ovocitos obteni-
dos, no hay evidencia suficiente como para considerarlos de eleccién en éstas pacientes.

Hiperrespondedoras: Es en éstas pacientes donde resulta especialmente necesario la prediccion en

la respuesta ovarica. Aunque se han descrito estrategias a aplicar durante el ciclo de estimulacion para
evitar cancelaciones (coasting, criopreservacion embrionaria), debemos considerar éstas medidas
como excepcionales y el hecho que debamos aplicarlas con frecuencia indica una mala valoracién pre-
via de las pacientes.

Un hecho ampliamente aceptado en las pacientes con presunta alta respuesta a la estimulacién
con gonadotrofinas es la necesidad de utilizar dosis mas bajas (100-150 Ul) y también parece ser que
la FSH sera de eleccion. En cuanto a la utilizacién de analogos de la GnRH, parece que los antago-
nistas permiten una estimulacion mas moderada. En un metaanalisis en que se han comparado los
analogos agonistas (protocolo largo) versus antagonistas parece que el riesgo de hiperestimulacion ova-
rica es menor, sobre todo porque en estos casos se podra utilizar el antagonista como descarga ovula-
toria en lugar de la hCG. No obstante son necesarios mas estudios randomizados y con un mayor nume-
ro de pacientes para sacar conclusiones mas solidas (Griesinger et al., 2006).
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Introduccién

La infertilidad se define como la incapacidad para tener descendencia a término pero no necesa-
riamente implica la incapacidad para concebir. Para designar |la incapacidad para concebir se utiliza
el término esterilidad. Como ejemplos, un varén azoospérmico es estéril, mientras que una mujer que
se queda embarazada pero que aborta espontaneamente a los 2 meses es infértil, pero no estéril.
Actualmente con los avances de las técnicas de reproduccién asistida es posible tratar a la mayoria de
pacientes con infertilidad o esterilidad, con lo que la incapacidad para concebir o para tener descen-
dencia a término se convierte en relativa. Por ello existe una tendencia a utilizar el término de subfer-
tilidad para aquellos individuos que espontaneamente no consiguen tener descendencia. La subferti-
lidad es un problema que afecta aproximadamente a un 15-20% de la poblaciéon en edad reproducti-
va (1 de cada 5-7 parejas). EI nimero de causas de infertilidad / esterilidad / subfertilidad es relati-
vamente elevado. Se estima que aproximadamente en un 40% de los casos de infertilidad es debida
a un factor masculino, un 40% es debida a un factor femenino y en un 20% es debida a un factor
conjunto (Oliva and Ballesca, 1999). Este capitulo se pretende revisar los principales factores genéti-
cos de infertilidad, esterilidad o subfertilidad asi como las principales alternativas de diagndstico
genético disponibles, para terminar mencionando algunas de las estrategias actuales de investigacion.

Tipos de alteraciones genéticas y metodologias disponibles para su deteccién

Las alteraciones génicas pueden clasificarse, atendiendo a su aparicion en las familias, en muta-
ciones o alteraciones cromosdmicas transmisibles a través de generaciones o bien corresponder a
mutaciones aparecidas de novo en la linea germinal de uno de los progenitores del paciente (Tabla ).
Adicionalmente recientemente se esta empezando a documentar en los varones infértiles la existencia
de alteraciones adquiridas en los gametos consistentes en una pérdida generalizada de la integridad
gendémica en la linea germinal (Tabla I).

Las alteraciones génicas también pueden clasificarse atendiendo a su magnitud en 1.- mutaciones
gendémicas, aquéllas que implican la ganancia o la pérdida de todo un cromosoma entero o de varios
cromosomas, 2.- mutaciones cromosdmicas, aquéllas que afectan a una parte de uno o de varios cro-
mosomas, o bien que implican un reordenamiento o traslocacién, y 3.- mutaciones génicas, aquéllas
que afectan a una sola base del DNA o bien a un nimero relativamente pequefio de bases o de genes
(Oliva et al., 2004). Esta clasificacion es arbitraria ya que cualquier mutaciéon en un gen es a su vez
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una mutacion del cromosoma o del genoma. No obstante esta clasificacion es util a efectos de comu-
nicacién y es utilizada en la literatura. Las mutaciones genémicas y cromosémicas pueden detectarse
mediante un cariotipo, mientras que las mutaciones génicas requieren técnicas de analisis genético
molecular (Figura 1).

Procedimiento habitual para la realizacion de un
estudio genético

e

Tabla I. Ejemplos de causas genéticas de esterilidad / infertilidad

Mutaciones genéticas, genémicas o cromosémicas heredadas:

Estudios citogeneticos
(cariotipo, FISH)

¥

5 rml de sangre venosa
anticoagulada con heparina
(estable hasta 24 horas a

Estudios moleculares
(microdeleciones T, FQ,
protaminas, gen receptor
androgenos, ...}

\

5-15 ml de sangre venosa
anticoagulada con EDTA

Varén:  Mutaciones CFTR
Traslocaciones cromosémicas balanceadas (ej.: t(13:14))
Mujer:  Mutaciones del gen de la 21-hidroxilasa
Traslocaciones cromosémicas balanceadas (ej.: t(13:14))

Mutaciones genéticas, genémicas o cromosémicas de novo (riesgo transmision):

temperatura ambiente) (estable hasta 24 horas a Varén:  Microdeleciones del cromosoma Y
temperatura ambiente, 2 dias a Sindrome de Klinefelter
Cultivo en el laboratorio #ymricsiaton s RHC) Mui H
ujer:  Sindrome de Turner
+ T Lesion adquirida del material genético (con riesgo para futuras generaciones?):
Preparacién de metafases Varén:  Alteraciones de la integridad del DNA
v su fijacidn al portaobjetos
Amplificacidn por PCE con
sligonucledtidos especificos
“ )! H {E1} Varias alternativas
WHwn £ s
O T T i Secuenciacion
e T ' ) Anilisis directo
+ por electroforesis

Figura 1. Principales alternativas en los estudios genéticos de pacientes infértiles, estériles o subfértiles.

Otro aspecto importante a considerar es la penetrancia de las alteraciones génicas. La penetrancia
de una alteracidon génica concreta se define como la proporcidén de individuos que presentando esta
alteracién expresan el fenotipo. En los casos en los que la penetrancia es del 100% (o prdxima) se
habla de penetrancia completa o de que la alteracion genética es causa del fenotipo (infertilidad /este-
rilidad / subfertilidad). En los casos en los que la penetrancia es del orden del 10 al 70% se conside-
ra como penetrancia incompleta y se refiere a que la alteracidén génica es un factor de riesgo del feno-
tipo (infertilidad / esterilidad / subfertilidad). En la tabla Il se indican las principales causas y facto-
res de riesgo genético de infertilidad en el varén.

Esterilidad, infertilidad y subfertilidad en el var6n

Las tres principales causas de esterilidad en el varén azoospérmico son 1.- microdeleciones del
cromosoma Y, 2.- presencia del sindrome de Klinefelter (47, XXY; Figura 2), y 3.- presencia de agene-
sia de conductos deferentes debida a mutaciones en el gen de la fibrosis quistica. Estas 3 causas
explican la aparicion del fenotipo en aproximadamente el 40% de los pacientes azoospérmicos y son
causas diagnosticables. Por lo tanto ante un paciente azoospérmico esta indicado practicar un cario-
tipo, un estudio de microdeleciones del cromosoma Y, y un estudio mutacional del gen de la fibrosis
quistica (Ballesca and Oliva, 1999).
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Entre las causas frecuentes de infertilidad destacan las traslocaciones balanceadas. Este tipo de
alteraciones cromosémicas suelen provocar infertilidad debido a la presencia de gametos desequilibra-
dos que ocasionan la aparicién de abortos de repeticion en la mujer y debido a una disminucién de la
calidad seminal (Fraccaro et al., 1973). A parte de estas causas frecuentes se han descrito diversas
mutaciones infrecuentes en diversos genes que también son causa de esterilidad o infertilidad en el
varon (de la Chapelle, 1981; Berta et al., 1990; Margarit et al., 1998, 2000).

Pero la gran mayoria de pacientes infértiles no son azoospérmicos, sino que presentan alteraciones
variables en su seminograma (oligospermia, astenozoospermia, teratozoospermia) o incluso no pre-
sentan alteracién alguna (normozoospermia). Se sospecha que una elevada proporcién de este tipo de
pacientes presenta alteraciones génicas del tipo de factor de riesgo. De hecho se conocen ya 26 genes
0 alteraciones génicas de los que existe evidencia de que se comportan como factor de riesgo de infer-
tilidad en el varén (Krausz and Gianchi, 2007). De todos ellos el factor de riesgo mas bien contrasta-
do es la presencia de las microdeleciones parciales del cromosoma Y denominadas gr/gr (Repping et
al., 2003; de Llanos et al., 2005; Ferlin et al., 2005; Lynch et al., 2005).

Microdeleciones del cromosoma “Y” y gen DAZ
Una de las primeras evidencias de que el cromosoma Y contiene genes importantes para la esper- $
matogénesis provino de la identificacion de varones infértiles con presencia de deleciones terminales
del brazo largo del cromosoma Y (Tiepolo and Zufardi, 1976). Sobre |la base de estos resultados, estos
autores propusieron la existencia de un factor de azoospermia (AZF) en Yq.

Mas recientemente con las técnicas de aislamiento de genes se consigui6 identificar un gen (DAZ;
Deleted in Azoospermia) cuya delecién se ha demostrado ser la responsable de la azoospermia en estos
pacientes con microdeleciones en el cromosoma Y (Reijo et al., 1985). Actualmente se sabe que un
8-10 % de los pacientes azoospérmicos y un 1-2% de los pacientes oligospérmicos presenta micro-
deleciones del cromosoma Y responsables de su fenotipo (Reijo et al., 1985; Oliva et al., 1998; Krausz
and Giachini, 2007).

Es posible detectar la presencia de microdeleciones de Yq a través de PCR con oligonucleétidos
especificos del gen DAZ, o de otros genes o regiones (Figura 3). Los pacientes azoospérmicos o oligos-
pérmicos severos con microdelecion del cromosoma Y son estériles, pero actualmente a través de la
técnica de ICSI (inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide) es posible que tengan descenden-
cia. Si su descendencia es masculina, heredaran la misma microdelecién del padre, pero si es feme-
nina no heredara la microdelecion. Por lo tanto la deteccion de microdeleciones del cromosoma Y es
diagnostica en este tipo de pacientes y permitir asesorar genéticamente a las parejas.
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A
NORMAL MICRODELECTOR
— = -»>
= - ] +_
PCR> ~~ PCR = . s . .
\ { Figura 3. Deteccioén de microdeleciones en el cromosoma Y.
- l A: Principio de la técnica a través de co-amplificacion por PCR con
+

oligonucledtidos especificos de secuencias del cromsoma Y.
B: Ejemplo de pacientes azoospérmicos consecutivos estudiodos en
el laboratorio en donde se detecta la ausencia de amplificacion del

marcador sY254 en uno de los pacientes.

Adicionalmente la deteccion de microdeleciones del cromosoma Y también posee un valor pronos-
tico en los pacientes azoospérmicos. Se conoce que la presencia de microdelciones de la region AZFc
posee un buen prondstico pues es muy probable encontrar espermatozoides en una biopsia testicular
que abrira la posibilidad de realizar un tratamiento por ICSI. En cambio las microleciones en la region
AZFay b poseen un mal prondstico en cuanto a recuperar espermatozoides en la biopsia testicular con
lo que puede desaconsejarse proceder a esta técnica en este tipo de pacientes.

Sindrome de Klinefelter

Hasta un 10% de los individuos azoospérmicos presenta alteraciones citogenéticas, siendo el sin-
drome de Klinefelter la alteracién mas frecuente. El sindrome de Klinefelter es debido a un exceso de
cromosomas X en el varén (Figura 2). La mayoria de los pacientes con el sindrome de Klinefelter son
azoospérmicos, pero algunos son oligospérmicos. A través de la técnica de ICSI es posible conseguir
que algunos pacientes con este sindrome tengan hijos.
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Agenesia de conductos deferentes y mutaciones en el gen de la fibrosis quistica
La principal causa de agenesia de conductos deferentes es la presencia de una mutacién grave del
gen CFTR en uno de los alelos asociada a una mutacion leve (Casals et al.,1995; Larriba et al., 2005).
La combinacién de estas dos mutaciones (una grave en un alelo y otra leve en el otro alelo) es insufi-
ciente para resultar en la aparicion de fibrosis quistica como enfermedad tipica pulmonar o con afec-

tacion exocrina grave, pero es suficiente para ocasionar alteraciones durante el desarrollo conducen-
tes a la agenesia de los conductos deferentes.

Los varones con este tipo de alteracion presentan una azoospermia obstructiva. A través de pun-
cién en la parte proximal del deferente es posible recuperar espermatozoides con los que es posible
tratar a estos pacientes mediante ICSI. En este caso resulta importante estudiar previamente a ambos
miembros de la pareja para detectar o descartar la presencia de mutaciones del gen CFTR. Si ambos
miembros fuesen portadores de mutaciones en este gen, sus posibles descendientes tendrian por lo
menos un 25% de probabilidades de presentar fibrosis quistica tipica.
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Traslocaciones equilibradas.

La presencia de una traslocacion equilibrada no implica ningun problema fisico o médico para su
portador al no faltar ni sobrar material genético. El unico problema que tienen los varones portadores
de una traslocacién equilibrada es que durante la meiosis se pueden formar gametos desequilibrados.
La mayoria de este tipo de gametos con dotacién desequilibrada dan lugar a embriones no viables. Las
parejas de los pacientes infértiles refieren haber tenido diversos abortos. Si la dotacion es muy des-
equilibrada pueden incluso producirse embarazos subclinicos.

En los varones, la presencia de traslocaciones equilibradas también da lugar a oligospermia. El
riesgo reproductivo de las traslocaciones equilibradas es que pueden dar lugar a embriones viables con
un desequilibrio y por lo tanto con malformaciones o alteraciones graves. Que un desequilibrio pueda
0 no ser viable depende del tamafio de los segmentos cromosdémicos implicados (a mayor tamafio mas
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inviable) y del tipo de cromosoma. Por ejemplo, en la traslocacion 13:14 (Fraccaro et al., 1973) los
embriones con desequilibrio cromosémico son inviables. En cambio, también como ejemplo, ante una
traslocacién equilibrada que implique el brazo largo del cromosoma 21 existira un riesgo importante
de recién nacidos con sindrome de Down por traslocacion. En cualquier caso ante la deteccién de una
traslocacién equilibrada esta indicado siempre realizar un diagnostico prenatal en caso de embarazo.

Causas infrecuentes de infertilidad en el varén

Una de las primeras alteraciones genéticas descubiertas responsables de infertilidad en el varén
fueron las traslocaciones del gen SRY al cromosoma X responsables de varones XX (de la Chapelle,
1981; Berta et al., 1990; Margarit et al.,1998, 2000). Si bien se trata de ejemplos paradigmaticos,
la frecuencia de este tipo de alteraciones es muy baja (alrededor de 1 de cada 10.000 recién naci-
dos). Posteriormente se han indicado mutaciones de genes codificantes para proteinas implicadas en
la regulacion endocrina responsables de infertilidad en algunos pacientes (Mengual et al., 2003a;
Krausz and Giachini, 2007). También se han descrito mutaciones en los genes de las protaminas como
proteinas mayoritarias del nucleo de los espermatozoides (Oliva, 2006). Un listado completo de las
causas genéticas infrecuentes de infertilidad esta disponible en el catalogo de alteraciones génicas
OMIM (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ sites/ entrez?db=0MIM).

Microdeleciones parciales gr/gr como factor de riesgo frecuente de infertilidad en el varon

De entre todos los factores conocidos de riesgo genético de infertilidad en el varén el méas contras-
tado en estudios independientes es la presencia de la microdelecidon parcial del cromosoma Y conoci-
da como gr/gr (Repping et al., 2003; de Llanos et al., 2005; Krausz and Giachini, 2007; Tabla II).

Tabla Il. Causas y factores de riesgo genético de infertilidad en el varén.

Causas (mutaciones de elevada penetrancia):
Mutaciones CFTR
Traslocaciones cromosémicas balanceadas (ej.: t(13:14))
Microdeleciones del cromosoma Y: AZFa, AZFb, AZFc
Sindrome de Klinefelter
Factores de riesgo (polimorfismos de baja penetrancia):
De la secuencia del cromosoma Y
Microdeleciones parciales del cromosoma Y: gr/gr
Haplogrupos del cromosoma Y
Haplogrupos del DNA mitocondrial
Genes implicados en la regulacién endocrina:
Receptor de andrégenos (AR)
Receptor de la FSH (FSHR)
Receptor de estrogenos (ESR1 y 2)
Aromatasa CYP19
NRIP (nuclear receptor interacting protein)
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Genes con funciones especificas en la espermatogénesis:
DAZ-L (deleted in azoospermia like)
Protamina 1 y protamina 2
Proteinas de transiscion 1y 2
Peptidasa especifica de unicuitina 26 (USP26)
Helicasa testicular regulada por gonadotropinas (GRTH)
Elemento modulador a la respuesta al AMP ciclico (CREM)
Activador de CREM en el testiculo (ACT )
Oncogen KIT y ligando del oncogen KIT (KITG)

Genes responsables de funciones celulares basicas:
Gamma polimerasa mitocondrial (POLG)
Metilen-tetrahidrofolato reductasa reductasa (MTHFR)
Glutation-5-transferasa (GSTM1)
PHGPx (Phospholipid hidroperoxide glutation peroxidase)
BRCAZ2 (cancer de mama 2)
Metionin sintasa (MS) y metionin sintasa reductasa (MTRR)
Apolipoproteina B

Esta microdelecion gr/gr elimina 2 de las 4 copias del gen DAZ presentes en la region AZFc del
cromosoma Y. La disminucion de dosis génica presente en los pacientes con la microdelecion gr/gr
supone un factor de riesgo importante de oligospermia y de infertilidad. Dado que representa un fac-
tor de riesgo genético transmisible para oligospermia se recomienda su estudio a los pacientes en tra-
tamientos de reproduccion asistida (Krausz and Giachini, 2007).

Esterilidad, infertilidad y subfertilidad en la mujer.

Las principales causas genéticas conocidas de esterilidad en la mujer son el sindrome de Turner,
el déficit de 21-hidroxilasa en algunos casos y las traslocaciones equilibradas. La mayoria de abortos
espontaneos siguen teniendo una causa desconocida ya que en la mayoria de los casos ambos miem-
bros de la pareja presentan un cariotipo normal y no se detectan antecedentes familiares que puedan
relacionarse. La elevada proporcion de anomalias cromosdémicas en abortos espontaneos sugiere que
los errores cromosémicos durante la gametogénesis son una causa importante de infertilidad.

Sindrome de Turner

La principal causa cromosdémica de esterilidad en la mujer es el sindrome de Turner (45,X; Ford et
al., 1959; Figura 2). Algunas mujeres (1-2%) con sindrome de Turner han conseguido tener hijos, pero
se cree que la mayoria de estas son mosaicos con lineas gonadales normales.

Déficit de 21-hidroxilasa

El déficit de 21-hidroxilasa se asocia a alteraciones de la regla y por lo tanto una de las causas de
infertilidad. En la mujer ademas asocia hirsutismo y otras alteraciones (ver Tabla Ill). Las alteraciones
del gen de la 21-hidroxilasa abarcan desde mutaciones que destruyen la funcion del gen hasta muta-
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ciones leves que so6lo disminuyen la funcién del gen (White et al., 1986; Oriola et al., 1997; Oriola
and Pavia, 1997; Tabla Ill). La identificacién de un déficit de 21-hidroxilasa ante una mujer con infer-
tilidad es importante no s6lo como objetivo diagndstico, sino también por las perspectivas de consejo
genético que aporta. Una mujer afecta es también portadora obligada por lo que, dependiendo de si
el marido es portador, su descendencia puede resultar afecta. Los principales riesgos derivados de la
combinaciéon de dos mutaciones graves son el fallecimiento por alteraciones hidroelectroliticas en
cualquier sexo y la virilizacion genital en el sexo femenino. No obstante conociendo el genotipo es
posible prevenir la aparicion de la clinica a través de tratamiento farmacolégico preventivo (Oliva et
al., 2004). El tratamiento con dexametasona durante el embarazo que previene el desarrollo de virili-
zacion genital en fetos de sexo femenino.

Tabla Ill. Subtipos y principales caracteristicas clinicas en la hiperplasia suprarrenal congénita

No clasica o tardia (actividad enzimatica 21-hidroxilasa: 10-70%)

Sexo femenino: Trastornos menstruales, acne, hirsutismo, Infertilidad.

Sexo masculino: Puede pasar desapercibida.

Cléasica virilitzante simple (actividad enzimética 21-hidroxilasa : 3-10%).

Sexo femenino: Trastornos menstruales, acné, hirsutismo, masculinizaciéon de los genitales
(clitoromegalia).

Sexo masculino: Virilizacién precoz.

Clasica con pérdida salina: Actividad enzimatica 21-hidroxilasa :

0-3%.Sexo femenino: Trastornos menstruales, acne, hirsutismo, masculinizacién de los genitales.
Sexo masculino: Virilizacién precoz y pérdida salina.

Traslocaciones equilibradas

Al igual que en los varones la presencia de una traslocacion equilibrada no implica ningin proble-
ma fisico o médico para su portadora al no faltar ni sobrar material genético. EI problema que presen-
tan las mujeres portadoras de una traslocaciéon equilibrada es que durante la meiosis se forman game-
tos desequilibrados. Dependiendo del tamafio de desequilibrio y del cromosoma al que afectan se
generan embriones no viables y abortos de repeticion o embriones viables con un desequilibrio y por
lo tanto malformaciones o alteraciones graves. Por ejemplo, la presencia de una traslocaciéon 13:14
equilibrada en la mujer resulta en embriones no viables. Esta traslocacion es también la mas frecuen-
te mujeres infértiles con abortos de repeticién. Ante la deteccién de una traslocacién equilibrada se
tiene que indicar realizar un diagndstico prenatal en caso de embarazo dado el riesgo de embriones
viables con desequilibrio cromosémico.

Investigacién de las causas genéticas de infertilidad, esterilidad o subfertilidad

Los métodos de analisis genético de ligamiento aplicables en potencia a la mayoria de enfermeda-
des hereditarias no resultan apropiados en el caso de la infertilidad ya que de forma natural el feno-
tipo no se transmite a la descendencia de los afectos. Por lo tanto en las familias existe s6lo uno o
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pocos miembros afectos. Las alternativas son el estudio mutacional de genes candidatos o los estu-

dios de asociacion poblacional utilizando casos (pacientes infértiles) y controles (individuos fértiles).
A través de esta estrategia existen ya evidencia de posible implicacién como factor de riesgo de infer-
tilidad en el varén en 23 genes candidatos (Tabla Il; Krausz and Giachini, 2007).

En nuestro Grupo de Genética Humana hemos adoptado recientemente un nuevo enfoque encami-
nado a identificar genes candidatos y causas genéticas de infertilidad en el varén explotando la dis-
ponibilidad de herramientas de proteémica ((Figura 5). Nuestra hipotesis es que defectos en la com-
posicion proteica de los gametos presentes en semen son potencialmente responsables de una propor-
cién importante de casos de infertilidad masculina que cursan con oligozoospermia, astenozoospermia
0 normozoospermia. En el pasado ya se habia demostrado que alteraciones en el contenido de las pro-
taminas, proteinas mayoritarias del nucleo del espermatozoide, estaban presentes en una proporcion
considerable de pacientes (de Yebra el al 1993; Mengual et al., 2003b; Torregrosa et al., 2006). Pero
quedaba por determinar si alteraciones similares podrian encontrarse en proteinas menos abundantes
presentes en el espermatozoide. Actualmente la utilizacion de técnicas de electroforesis bidimensio-
nal de proteinas, seguido de su aislamiento y analisis mediante espectrometria de masas permite iden-
tificar las proteinas potencialmente diferenciales presente en pacientes infértiles, a parte de contri-
buir a cubrir el vacio de conocimiento existente relativo a las proteinas presentes en espermatozoides
humanos. Una vez identificada las proteinas diferencialmente expresadas es posible proceder a
secuenciar los genes correspondientes en busqueda de posible alteraciones o bien generar anticuer-
pos en vistas a su immunolocalizacién y a su estudio en la espermatogénesis.

En una fase inicial de este proyecto conseguimos identificar las 98 proteinas mas abundantes del
espermatozoide humano (Martinez-Heredia et al., 2006). Muchas de esta proteinas nunca se habia
descrito que formase parte del espermatozoide. Entre las proteinas identificadas de funciéon conocida
ha resultado una sorpresa encontrar diversos factores de transcripcién. Este hallazgo abre permite
plantear la hipotesis se su posible funcion. El espermatozoide siempre se habia descrito con la Unica
funcién de transmitir el genoma paterno a la descendencia (Oliva and Dixon, 1991; Oliva, 2006). Con

o
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la identificacion de factores de transcripcion en el espermatozoide maduro se plantea la posibilidad
de que ejerzan una posible funcion epigenética en las fases iniciales del desarrollo embrionario.

Actualmente estamos ya en una fase de identificar proteinas diferencialmente expresadas en
pacientes infértiles en relacion con controles (Figura 5). Esta linea de investigacion ha dado lugar a la
identificacién de diversas proteinas implicadas en una disminucién de la integridad germinal, de alte-
raciones de la relacion de protaminas y de proteinas con expresion alterada en pacientes astenozoos-
pérmicos (de Mateo et al., 2007; Martinez-Heredia et al., 2007). Es previsible que este enfoque apor-
te pistas importantes para descubrir nuevas causas de infertilidad dado que la identificacion de estas
proteinas candidatas abre las puertas al estudio de los genes candidatos correspondientes en estudios
de asociacion casos - controles.
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METODOS ANTICONCEPTIVOS Y FERTILIDAD POSTERIOR

Ezequiel F. Pérez Campos
Servicio de Ginecologia del Hospital General de Requena, Valencia. Correo electrénico: eperezc@sego.es

Los métodos anticonceptivos tienen como objetivo el permitir el libre ejercicio de la actividad
humana de la sexualidad separada del hecho de la procreacién. Pretenden, por tanto, que las muje-
res y sus parejas puedan decidir libremente el momento de la procreacion. Y, consecuentemente, ade-
mas de su eficacia, seguridad y comodidad de uso, deberan analizar también entre sus propiedades
la posibilidad de la fertilidad posterior, la posible pérdida o retraso en el restablecimiento de la misma
0, en su caso, la pérdida definitiva de dicha fertilidad.

Cuando intentamos establecer la influencia de los distintos métodos anticonceptivos en la fertili-
dad posterior, encontramos varias dificultades (Doval and Martinez, 2007)

Conocer las condiciones de fertilidad previas a su uso
Aislar la influencia de cada método, si se ha usado mas de uno

El tiempo hasta embarazo (THE) sélo puede ser medido en caso de embarazos planificados y los estu-
dios de cohortes resultan dificultosos por la gran cantidad de variables que pueden interferir

La edad de la mujer es un factor determinante de la fertilidad

Sabemos mas recientemente, que la edad del hombre también puede influir; tras el ajuste por otros
factores; la probabilidad de se precisen mas de 12 meses en conseguir un embarazo en una pareja
van desde un 8% cuando el varén tiene menos de 25 afios, hasta el 15% si tiene mas de 35 afos
(Ford et al., 2000).

Otros factores del estilo de vida relacionados con el descenso de la fertilidad son el peso de la
mujer, consumo de tabaco por ella o la pareja, consumo de alcohol por la pareja, paridad, patron mens-
trual, ejercicio fisico extremo, exceso de cafeina, drogas, turnos en el trabajo y jornadas laborales pro-
longadas, tanto en la mujer como en el hombre (Hassan and Killick, 2004)

Entre las multiples clasificaciones que de los métodos anticonceptivos podemos realizar, se
encuentra aquella en la que se dividen en reversibles o irreversibles, en funcién de la posibilidad o no
de recuperacion de la fertilidad al cesar su uso. Los métodos irreversibles son los que no permiten la
recuperacion de la fertilidad posterior o lo permiten con mecanismos complejos.

Entre los métodos considerados como no reversibles se encuentran las distintas técnicas de blo-
queo tubarico y la vasectomia. Si bien, en la mayoria de los casos se puede intentar la reversibilidad
con técnicas quirdrgicas de restablecimiento de la integridad de la luz de la trompa o del conducto
deferente.
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El Unico método que no reconoce sistema de reversibilidad es el bloqueo tubérico trans-histeros-
copico con el dispositivo Essure que queda anclado en la porcién intrauterina de la trompa provocan-
do una intensa reaccion fibrosa local que, hasta la fecha, no reconoce la reversibilidad y en la que
tampoco estan aconsejadas las técnicas de reproduccion asistida, Ultima opcién en caso de no conse-
guir el funcionalismo de la trompa o el deferente afectado por una técnica quirurgica.

Los métodos que seccionan trompa o deferente, pueden revertirse con una nueva intervencién
sobre dichos conductos mediante técnicas de macro o de microcirugia (Lertxundi, 2000). En el caso
de la vasectomia, el éxito serd mayor a mas precocidad de la reintervencion y a menos agresividad de
la técnica inicial. Cuanto mayor sea la cantidad de conducto deferente resecada, mas comprometido
esta el éxito posterior de la vaso-vasostomia o re-anastomosis. Igualmente, los intentos de recanaliza-
cién pasados 10 afios desde la intervencién inicial, se acompafian de resultados muy pobres. La tasa
de éxitos de la vaso-vasostomia se encuentra en un 80% de eyaculados positivos y un 60% de gesta-
ciones; si éstas no se producen en los 2-3 primeros meses, las posibilidades de éxito se reducen dras-
ticamente (Lertxundi, 2000).

Los intentos de aspiracién de semen del epididimo mediante criocirugia, extraccidn/aspiracion del
semen del testiculo y posterior ICSI| pueden proporcionar una tasa de embarazo entre el 19,5y 22,5%.
Dado el coste de este tratamiento y sus posibles complicaciones, algunos autores consideran que
deben restringirse a los fracasos en la repermeabilizacién (Jequier, 1998). La mejor prevencion con-
siste en un adecuado asesoramiento previo y en aconsejar la criopreservacion espermatica antes de la
vasectomia (Doval and Martinez, 2007)

En cuanto al bloqueo de las trompas, ademas de lo sefialado para el sistema Essure, existen una
serie de técnicas, hoy en desuso por su menor eficacia y complejidad técnica (anillos de Noon, clips
de Hulka, etc.) que permitian la reversibilidad al retirar el dispositivo que blogqueaba transitoriamente
la trompa, por via laparoscépica. Como sucede con la esterilizacion masculina, también es mayor cada
vez el nimero de mujeres que solicitan reversibilidad de su ligadura tubérica para gestar de nuevo.
Las técnicas de microcirugia permiten obtener tasas de gestacion relativamente satisfactorias tras la
recanalizacion, aunque el problema es el aumento en la tasa de embarazo tubéarico. También la mayor
0 menor porcién de trompa eliminada o electrocoagulada sera determinante en el éxito de la recana-
lizacién (Doval and Martinez, 2007). Con técnicas de microcirugia en laparotomia o laparoscopia se
consigue una tasa de embarazo de 83,3% a los 18 meses y una tasa de embarazo ectépico de 3,2%
(Yoon et al., 1999).

En presencia de factores de esterilidad asociados, que siempre deben valorarse y estudiarse, como
la disminucidn de la reserva ovarica o el factor masculino, se debiera aconsejar la fertilizacion in vitro
(FIV). Cuando no haya factores de esterilidad asociados, la mujer tenga menos de 41 afios y se domi-
ne la técnica quirdrgica adecuadamente, se puede intentar la re-permeabilizacién de las trompas
(Coroleu, 2001)
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Todos los demas métodos anticonceptivos, se consideran como reversibles y la recuperacién de la
fertilidad serd mas o menos rapida y total tras su suspensién:

1.- Métodos naturales: evidentemente, los métodos que Unicamente modifican las condiciones
naturales del coito para evitar que este sea fecundante, permitiran la reversibilidad y fertilidad en
cuanto se modifiquen las condiciones del control. Entre estos métodos estan los de la abstinencia
periddica (Ogino-Knauss, temperatura basal, moco cervical o Billings y sintotérmico) y el coito inte-
rrumpido. En ellos la fertilidad de la mujer no esta interrumpida sino que se modifican las condicio-
nes para evitar que el coito se realice en los momentos fértiles o se interrumpe la llegada de esperma-
tozoides al cérvix uterino.

También como natural se considera el método de la lactancia-amenorrea (MELA), de mayor efica-
cia que los anteriores bajo unas estrictas condiciones de uso, y que permitird igualmente el restable-
cimiento de la fertilidad con la recuperacidon de la ovulacion entre dos y seis semanas tras la suspen-
sion de la lactancia. Incluso, cuando la lactancia se alarga mas de seis meses, si ho es completa o se
presentan sangrados, existen muchas posibilidades de fallo del método por recuperacién espontanea
de la fertilidad.

2.- Métodos de barrera: en el caso del preservativo masculino o femenino, el diafragma, las espon-
jas vaginales o capuchones cervicales, asi como con las sustancias espermicidas, tampoco existe una
modificacion de las condiciones de fertilidad de la mujer, sino la instauraciéon de una barrera artificial
entre 6vulo y espermatozoides. Basta la supresion de esta barrera para que las condiciones previas de
fertilidad, o las que correspondan simplemente por otras caracteristicas del varén o la mujer (edad,
condiciones de patologia, etc.) sean restablecidas.

3.- Los métodos hormonales combinados (AHC) (pildora, inyectable, anillo o parche dérmico), per-
miten, en lineas generales, el restablecimiento de la fertilidad previa o la que corresponda por la edad
de la mujer tras su suspensién. La recuperacion de la fertilidad se produce, ademas en un breve plazo.

Hemos de decir que los datos disponibles respecto a la pildora son abrumadoramente mas abun-
dantes que sobre las otras vias de administracién, aunque la superposicién de su mecanismo de accion
y resto de caracteristicas, nos permiten interpolar los resultados, que vienen, ademas, siendo corrobo-
rados por nuevos datos de la literatura.

Es muy importante sefialar que la disminucién de la fertilidad observada después de largos perio-
dos de utilizacién de la pildora tiene que ver en muchos casos con dificultades preexistentes no tes-
tadas por utilizacion precoz de la pildora para evitar embarazos en mujeres nuligestas y, desde luego,
con la disminucion fisioldgica de la fertilidad que lleva aparejada la edad, como bien sabemos por el
uso y el diferente éxito de las técnicas de reproduccidén asistida en funcion de la edad de las mujeres.

En estudios iniciales, se observd un retraso de 3-6 meses en la concepcion tras uso de la pildora.
Un gran estudio prospectivo de la Asociacion de Planificacion Familiar de Oxford indic6 que el uso
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prolongado de AHO puede retrasar mas la concepcidon entre las mujeres mayores que entre las mas
jovenes (Vessey et al., 1986). Otros estudios redundan en los mismos hallazgos relacionados con la
edad. Los preparados usados en dichos estudios contenian mas de 35 mcg de etinilestradiol, prepa-
rados ya en desuso por la disminucién de las dosis hormonales en las pildoras actuales. Los estudios
mas recientes son igualmente tranquilizadores al respecto (Farrow et al., 2002).

Hassan en 2004 (Hassan and Killick, 2004) sefialan un THE tres meses mas largo en usuarias de
AHC orales e inyectables frente a usuarias de preservativo, si bien este efecto era mas notable en muje-
res de mayor edad, con sobrepeso o trastornos menstruales, es decir, con funcién ovarica comprome-
tida. Los mismos autores sefialan que el efecto es transitorio y despreciable.

En cuanto a la posibilidad de aparicion del sindrome de amenorrea post-pildora, éste no parece
relacionarse con ninglin componente concreto, ni con el tiempo de toma ni con la dosis y puede ser
presentado tanto por las mujeres con amenorrea previa como por las bien regladas. Su incidencia es
menor del 1% (Doval and Martinez, 2007).

No se ha encontrado relacién causal entre uso de AHC y aparicion de adenomas hipofisarios
(Pituitary Adenomas Study Group, 1983). Las pacientes que usaron AHC para corregir trastornos
menstruales tenian mas posibilidades de presentar adenomas que las usuarias s6lo por anticoncep-
cién, indicando la posible presencia de un adenoma previo no diagnosticado.

Se ha observado una reduccién de la tasa de aborto espontédneo entre antiguas usuarias de AHO
mayores de 30 afos; la explicacidén puede ser la proteccién frente al aborto por aneuploidia en muje-
res que han preservado el nimero de foliculos por el anovulatorio (Ford and Macormac, 1995).

En AHC inyectable, la fertilidad se restaura al mes siguiente y el retorno a la fertilidad es superpo-
nible al DIU (Bahamondes et al., 1997).

También los nuevos métodos de administracién estacional o continuada permiten un rapido regre-
so a la fertilidad y a la ovulacién. En el caso de la pildora de administracién continuada préoxima a
comercializarse en Espafa (20 mg de etinilestradiol y 90 mg de levonorgestrel), el retorno de la ovu-
lacién es en una media de 15,6 dias y el 100% de los casos han ovulado en un mes (Archer et al.,
2006). La menstruacién se presenta en 30 dias en un 38%, en 60 en un 92,5% y el 99% ha mens-
truado en el plazo de 90 dias (Davis et al., 2005).

4.- En cuanto a los métodos hormonales con sélo gestageno (inyectables de acetato de medroxi-
progesterona depot —~AMPD-, pildora de s6lo gestageno —PSG-, e implantes subcutaneos), todos per-
miten una recuperacion de la fertilidad posterior aunque con plazos variables. Si en el caso de la PSG
y los implantes, los niveles hormonales exégenos disminuyen drasticamente en pocas horas y se res-
tablece el ciclo ovulatorio con rapidez, en el caso del AMPD, la recuperacién de la ovulacion, la mens-
truacion y la fertilidad puede verse retrasada a veces hasta seis meses o un afio. Por esa razén no es
el método aconsejable cuando se desee un rapido regreso a una situacién de fertilidad. Tras la ultima



asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:01 Pagina 110

Pérez E.F., Métodos anticonceptivos...

110

inyeccion, la ovulacion se suele recuperar a los 200 dias. La regla tarda unos 5,8 meses como media
y la gestacidn se retrasa entre 3y 21 meses (media, 9,3 meses) EI tiempo para recuperar la fertilidad
no aumenta con el tiempo de uso (Kora and Wirkar, 1975).

Los implantes subdérmicos de gestagenos (etonogestrel o levonorgestrel -LNG-) presentan, tras su
extraccion, una rapida desaparicion de niveles sanguineos de hormona, indetectables a los pocos dias
de la extraccién por lo que la recuperacion de la fertilidad se considera inmediata. Se ha detectado,
con niveles hormonales en sangre y seguimiento ecogréafico, la ovulacion a la tercera semana de la
extraccién. El embarazo se ha publicado en el 60% de usuarias a los seis meses de la extraccidén y en
el 80% al afio (Darney, 2000)

5.- Dispositivos intrauterinos (DIU): los hay actualmente de dos tipos, ambos con gran eficacia y
seguridad, siempre que no exista riesgo de infecciones de transmision sexual, en cuyo caso no estan
recomendados.

Tanto los liberadores de iones de cobre como los liberadores de levonorgestrel (éstos ultimos com-
binan la anticoncepcién intrauterina con la del gestageno) permiten una rapido regreso a la fertilidad.

En el caso de los DIUs de cobre, la ovulacion no se ha visto modificada y ha sido otro su mecanis-
mo de acciodn a través de la interferencia en la capacitacion espermatica o la maduracién endometrial.
Cuando desaparece el elemento causante de dichas acciones, se recuperan las condiciones de fertili-
dad pre-existentes.

En el caso del sistema liberador de LNG, el espesamiento del moco cervical y la posible anovula-
cidén que aparece en un 25% de los casos, se recupera igualmente en breve plazo tras la retirada del
dispositivo.

La salpingitis aguda predispone a la mujer a padecer esterilidad, principalmente por obstruccién
de las trompas de Falopio. Los primeros estudios con usuarias de DIU mostraron un aumento de la
esterilidad, aunque no se controlaba detalles tan trascendentes como el nimero de parejas sexuales,
que es un factor de riesgo para salpingitis y esterilidad subsecuente, motivada por las ITS y no por el
DIU (Wilson, 1989). Igualmente, el riesgo de enfermedad inflamatoria pélvica asociado a insercién de
DIU se limita al primer mes tras el procedimiento (OMS, 1992).

El uso actual de un DIU moderno comporta poco riesgo de EIP para las mujeres con bajo riesgo de
ITS. Por tanto, ni el DIU de cobre ni el liberador de LNG influyen en la fertilidad posterior, ni lo hace
la duracidon de su uso (Doval and Martinez, 2007).

La polémica sobre el uso de DIU en mujeres nuliparas presenta numerosas evidencias de que no
se asocia a un mayor riesgo de infertilidad posterior (Conferencia de consenso de la SEC, 2000); el
uso del DIU no se asoci6é a un mayor riesgo de obstruccion tubarica en mujeres nuliparas; la presen-
cia de anticuerpos frente a la Chlamydia, por el contrario, si (Hubacher, 2001).

En cuanto a las mujeres con embarazo ectépico y DIU, globalmente la fertilidad fue significativa-
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mente mayor. La recurrencia de ectopico en portadoras de DIU es rara y la tasa de embarazo intra-ute-
rino es similar a las de no usuarias de DIU (Bernoux et al., 2000).

Podemos por tanto concluir que los métodos anticonceptivos modernos de los que las parejas pue-
den disponer para el desarrollo de una sexualidad libre y para aumentar su nivel de salud, presentan,
en lineas generales, una muy buena situacion en cuanto a la posible recuperacion de la fertilidad,
salvo en aquellos que en su planteamiento ya cuentan con su caracter de métodos definitivos o el
AMPD, que puede resultar mas lento en el proceso de restablecimiento de la fertilidad. Los DIUs no
deben usarse en mujeres con riesgo incrementado de ITS y EIP, para evitar problemas de fertilidad
posterior. De esta forma, fertilidad deseada y anticoncepcion demandada establecen un binomio con
escasas interferencias y buenas relaciones.
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REGISTRO DE TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA DE LA
SOCIEDAD ESPANOLA DE FERTILIDAD: ANO 2004

José A. Castilla, Yolanda Cabello, Javier Marqueta, Juana Hernandez, Buenaventura Coroleu
Registro TRA, Sociedad Espaiiola de Fertilidad. Correo electronico: josea.castilla.sspa@juntadeandalucia.es

Introduccién

Dentro de los objetivos de la SEF se encuentra, “el seguimiento en Espafia de la utilizacién de las téc-
nicas de reproduccién asistida (TRA)”. Con este propésito, en el afilo 1993 comienza a funcionar el
Registro de TRA SEF, con la intencién de proporcionar una informacion global de las TRA, que permitiera
conocer el nimero de tratamientos realizados y sus caracteristicas demograficas y médicas. Permitiendo
una continua actualizacion de los protocolos de diagnostico y tratamiento, y proporcionando a los usuarios
una informacion veraz y actualizada de las actividades clinicas en los diferentes centros.

Sus resultados son publicados desde el afio 1993 y hasta el afio 1998 en el Boletin de la SEF, y a partir
de ese afio hasta la actualidad en la Revista Iberoamericana de Fertilidad (acceso a todos los informes
anuales en http://nuevo.sefertilidad.com/charts/centros old.php).

El Registro TRA SEF particip6 en la creacion del European IVF Monitoring Consortium (EIM) en 1997,
responsable del Registro Europeo de TRA (acceso a todos los informes anuales en
http://www.eshre.com/emc.asp?pageld=496), ademas de participar en el registro mundial de TRA, en sus
inicios denominado /Internacional Working Group for Registers on Assisted Reproduction (IWGROAR), y
desde 2001 denominado como International Committee for Monitoring Assisted Reproductive Technology
(ICMART).

Organizacién del Registro TRA SEF

El Registro TRA SEF se compone de un coordinador y 4 vocales, actualmente 2 de ellos embriblogos.
Cada afio se distribuye entre los Socios de la SEF el formulario del registro y se solicita su participacién
de manera voluntaria. Desde el afio 2002 el registro SEF se realiza de forma electrénica a través de una
empresa de consulting.

Una vez finalizado el periodo de recogida de datos estos son procesados y analizados estadisticamen-
te de forma anénima y se elabora un informe con formato de revista que es repartida a todos los centros
y servicios que realizan reproduccién asistida y son también expuestos con caracter publico en la pagina
Web de la SEF. Los resultados son presentados en el congreso bianual de la SEF, y en el de otras
Sociedades Cientificas afines (Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproducciéon, ASEBIR)
Las técnicas de reproduccion asistida objeto del Registro TRA SEF:

Inseminacién Artificial Conyugal (IAC)
Inseminacion Artificial con Semen de Donante (IAD)
Fecundacion in vitro (FIV)
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Microinseminacién espermatica (ICSI)
Crioconservacion embrionaria

Donacién de ovocitos

Diagnostico genético preimplantacional (DGP)
Parejas con enfermedades infecciosas transmisibles

Las variables principales analizadas abarcan diferentes aspectos:
Nivel de Actividad
Parametros clinicos: Edad media de las mujeres, Causa de la esterilidad y Pauta de tratamiento
Eficacia: Tasa de embarazo
Calidad: Numero de embriones transferidos
Seguridad y riesgos: Embarazos multiples, complicaciones (Sindrome de hiperestimulacién, etc)

Evolucién del nimero de centros participantes y actividad registrada

Desde sus comienzos el Registro TRA SEF ha tenido un caréacter voluntario. No obstante, el nimero de
centros participantes ha ido aumentando desde 8 centros en el afio 1993 hasta 116 en el 2004 (Fig. 1).
Este ultimo dato supone el 64% de todos los centros acreditados en nuestro pais para TRA.
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A lo largo de su existencia el registro TRA SEF ha contabilizado 261.595 ciclos de TRA. Los ciclos de
TRA registrados han ido creciendo a lo largo de los afios, tanto para ciclos de Inseminacién artificial con-
yugal y de donante, como de FIV/ICSI, Donacién de ovocitos, y DGP. En el afio 2004 se registraron 27.481
ciclos de FIV/ICSI, 5.242 criotransferencias, 4.801 recepcion de ovocitos y 1.362 ciclos de DGP. Que hace
un total de 38.886 ciclos de FIV/ICSI y técnicas afines (Fig. 2). De IAC 24.329 ciclos y de |IAD 4.862
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El porcentaje de criotransferencias respecto al numero de ciclos FIV/ICSI realizado es superior en el
registro europeo que en el espafol (26% versus 19%), lo que sugiere diferencias en los criterios de crio-
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conservacion de embriones. En comparacion con el registro europeo de todas las técnicas afines a FIV/ICSI
en Espafia se realiza un mayor porcentaje de donacién de ovocitos y DGP, lo que supone que casi uno de
cada dos ciclos de donacién de ovocitos y de DGP registrados en Europa se realiza en Espafia.

Se han registrado 442 ciclos de inseminacion artificial y 210 ciclos de FIV/ICSI en parejas serodiscor-
dantes. En estos ultimos la técnica mas utilizada de inseminacion fue la ICSI en un 96,7% de los casos.

Parametros clinicos

El porcentaje de pacientes <35 afios tratadas con FIV/ICSI fue 54,6% en 2004 frente al 50,9% vy
50,8% en 2002 y 2003 respectivamente. Un incremento similar se observa en la edad de mujeres recep-
toras de ovocitos. La indicacién mas frecuente de FIV/ICSI fue el factor masculino en 2004 (36,2%) fren-
te al 30,7 y 30,8 en 2002 y 2003 respectivamente. Este incremento se produjo a costa de una reduccion
de indicaciones por factor femenino/tubérico.

El porcentaje de ciclos con antagonistas ha seguido incrementandose alcanzando ya el 34,5% de todos
los ciclos de FIV/ICSI. Igualmente, la utilizaciéon de ICSI sigue aumentando llegando al 71,8% en los ciclos
de FIV/ICSI realizados. Una tendencia similar se observa en el registro europeo pero no tan acentuada ya
que en dicho registro el 59% de los ciclos fueron de ICSI en 2004.

Accesibilidad: con las limitaciones de un registro voluntario, hemos estimado que en Espafia se reali-
zaron 884 ciclos de FIV/ICSI y técnicas afines por millon de habitantes. Y los nacidos por estas técnicas
en 2004 representaron el 1,6% de todos los recién nacidos en Espafia en 2004.

Eficacia: Tasa de embarazo

La tasa de embarazo por transferencia ha seguido la tendencia alcista de los Ultimos afios llegando a
un 40% en FIV, 36,7% en ICSI, 27,5% en criotransferencias y un 51,9% en donacién de ovocitos. Todas
ellas muy superiores a la media europea de 2004. Sin embargo llama la atencién que el porcentaje de
embarazos por ciclo y puncion siga disminuyendo desde 2002. Esto puede relacionarse con el incremen-
to en la edad de las pacientes atendidas. Estas cifras sitian a Espafia en los puestos de cabeza del regis-
tro europeo en tasas de embarazo.

Calidad de TRA

La evolucidon en el niumero de embriones transferidos entre los afios 1998 y 2004 demuestra que se
ha producido un descenso continuo en las transferencias de mas de 3 embriones, éste descenso se ha sua-
vizado en los dos ultimos afios. Las transferencias de 3 embriones en 2004 han caido hasta situarse en
valores inferiores a los del afio 2000. Este descenso se ha visto compensado con la subida de las transfe-
rencias de 2 embriones, que ha ido aumentando claramente desde 1998. La transferencia de un solo
embrion ha ido aumentando paulatinamente aunque lentamente (Fig. 3).
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Fig 3. Evolucion de la politica del niimero de embriones a transferir
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Este cambio en la politica de transferencia ha hecho que el nimero de embriones transferidos por cada
embarazo sea similar en el registro europeo que en el espafiol (7 embriones transferidos/embarazo), hecho
qgue en el afo 1999 era 7,8 en el registro europeo frente a 10,2 en el registro espafiol.

Seguridad de TRA

En la evolucidon de la multiplicidad de los partos se observa un aumento de los partos Unicos, a la vez
que los partos multiples experimentan una leve disminucién en todas sus modalidades, dobles, triples,
cuadruples o mas (Fig. 4). Reflejo del cambio de politica en la transferencia embrionaria comentado ante-
riormente. A pesar de esta reduccién en parto multiples, los porcentajes de embarazo multiple del regis-
tro espafiol son superiores a la media europea (26,9% versus 22,7%) en 2004. El porcentaje de Sindrome
de hiperestimulacién fue similar en el registro europeo que en espafiol (0,9% versus 0,7%)
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Inseminacioén Artificial

De los 29 paises que participan en el registro europeo solo 19 aportan datos sobre |IA, siendo Espafia
uno de ellos. Como ya se coment6 en Espafia en 2004 se realizaron de IAC 24.329 ciclos y de IAD 4.862
ciclos. La tasa de embarazos global (14,9% versus 13,2%) fue superior en todos los rangos de edad a la
media del registro europeo. La tasa de embarazo multiple fue en IAC del 13,6% y en IAD 14%, lo que
supone una tasa de embarazo multiple en IA del 13,7% frente al 12% del registro europeo. Como vemos
la tasa de embarazo multiple tras IA fue la mitad que tras IVF/ICSI (13,7% versus 26,9%)

Conclusiones

El registro TRA SEF se va consolidando afio tras afio gracias al incremento en la participacién volun-
taria de los centros de reproduccién asistida, lo que sitla a Espafia en el grupo de cabeza de paises de
Europa con mayor numero de ciclos de TRA registrados. Gracias al registro TRA SEF se pudo comprobar
que Espafia presentaba a finales de la década pasada un elevado nimero de embarazos multiples por TRA,
lo que permiti6 cambiar la politica de transferencia de embriones, y constatar mediante el registro TRA
SEF la eficacia de este cambio.

Entre los nuevos retos que se presentan al Registro TRA SEF se encuentra el aumentar el porcentaje
de participacién, el registro del llamado “turismo reproductivo”, el registro y seguimiento de los partos y
recién nacidos por TRA y la colaboracién con las autoridades sanitarias para el desarrollo del registro de
actividad previsto en la legislacién vigente.
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EVOLUCION DE LA PROTECCION DEL EMBRION EN LA NORMATIVA
ESPANOLA: DE LA LEY DE REPRODUCCION DE 1988 A LA
CLONACION TERAPEUTICA

Fernando Abellan
Derecho Sanitario Asesores. Correo electronico: fernando.abellan@derechosanitarioasesores.com

Introduccién

En estas lineas se pretende llevar a cabo un analisis sobre el estatuto juridico del embrién, tanto
in vitro como implantado en el Gtero, teniendo como punto de Ilegada del estudio la ley de 2006 sobre
técnicas de reproduccién humana asistidal y la ley de investigacién biomédica de 200711, Para ello,
deseo partir de la situacion anterior a las normas citadas, concretamente en la que se derivaba de la
originaria ley de reproducciéon de 1988 y de su reforma posterior operada en 2003. De esta manera,
podremos apreciar como ha evolucionado en Espafa la consideracion legal del embridon humano en los
ultimos afios.

A la postre, la respuesta de los textos legales a preguntas del tipo ;qué intervenciones diagnésticas
o terapéuticas pueden realizarse sobre el embrion?, ;qué Iimites existen a la generacién de embrio-
nes?, ;qué destinos posibles se ofrecen a los progenitores respecto de los embriones sobrantes conge-
lados?, ;cuando puede destruirse sin mas un embrién?, son las que verdaderamente definiran la con-
sideracidén que en cada momento tiene el Derecho sobre esta realidad biolégica tan controvertida.

Una primera medida de proteccién genérica, que se mantiene desde el inicio de la regulacion de
las técnicas de reproduccion asistida, la encontramos en la distincién que realiza el mundo del
Derecho entre los términos preembrién y embrion. El primero se refiere al embridén preimplantatorio y
consiste en el embrion in vitro constituido por el grupo de células resultantes de la division progresi-
va del ovocito desde que es fecundado hasta catorce (14) dias mas tardelll. EI segundo se correspon-
de con el embrién postimplantatorio y abarcaria la fase de desarrollo embrionario desde el momento
en que el ovocito fecundado se encuentra en el Gtero de una mujer hasta que se produce el inicio de
la organogénesis!V.

Asi, cuando se habla de preembién las normas permiten mas actuaciones que cuando nos referi-
mos al embridén propiamente dicho. En efecto, por ejemplo, de acuerdo con la legislacion vigente al
preembrién se le puede donar a otras parejas o donar para la investigacién, e incluso descongelar sin
mas. Por el contrario, al tratar del embridn el escenario que se plantea descarta las posibilidades ante-
riores y tan so6lo se contemplan hostilidades para el mismo en situaciones excepcionales como la
reduccion embrionaria en caso de necesidad terapéutica, o el aborto legal si el estadio es mas avan-
zado y siempre dentro de los supuestos permitidos en el Cédigo Penal (aborto terapéutico, ético y
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eugenésico, respectivamente)V.

No obstante lo anterior, en este trabajo no utilizaremos esta terminologia de preembriéon-embrioén,
sino que se utilizara el término embrién para ambos supuestos, salvo cuando haya de matizarse sepa-
radamente la situacion «in vitro» y la posterior a la anidacion.

En cualquier caso, y como criterio valorativo de partida, la propuesta seria la de reconocer que el
nivel de proteccion del embridn sera mas importante cuando las normas favorezcan mas claramente
su destino reproductivo y limiten su generacién de acuerdo con el proyecto familiar de la pareja o
mujer de la que procedan. Por el contrario, el nivel de protecciéon serd menor cuando se puedan gene-
rar sin control o se permita decidir directamente sobre opciones que conlleven su inevitable destruc-
cién, bien directamente bien por emplearse en la investigacién.

2. La proteccién del embrién bajo la ley de reproduccién de 1988 (1988-2003)

La ley de reproduccion asistida de 1988Vi, una de las mas permisivas de su época en el ambito
europeo, tuvo una vigencia muy prolongada en el tiempo (18 afios), lo que es un indicio de que el
marco juridico que establecié fue lo suficientemente amplio y flexible para aguantar durante largo
tiempo los avances de la ciencia y las demandas sociales relacionadas con la medicina reproductiva.

Ademas, la ley de 1988 fue supervisada, y validada en su practica totalidad, nada menos que por
el Tribunal Constitucional, con motivo del recurso de inconstitucionalidad que contra la misma se for-
mulo en su dia. Las consideraciones de este tribunal son muy relevantes también en el asunto que nos
ocupa y de ellas trataremos mas adelante.

Hay que comenzar diciendo que en uno de sus primeros articulos, la ley de 1988 proclamaba de
forma taxativa la prohibicion de fecundar 6vulos humanos con cualquier fin distinto a la procreacion
humanaVil, Al mismo tiempo, no aceptaba ninguna intervencion sobre el embrién in vitro con fines
diagnosticos que no fuera dirigida a valorar su viabilidad o la deteccion de enfermedades hereditarias,
con el fin de tratarlas si fuera posible, o de desaconsejar su transferencia si no existia tratamiento; y
en el caso del embridn en el Utero y del feto, sélo podia ser legitima si tenia por objeto el bienestar
del nasciturusViil y el favorecimiento de su desarrollo, todo ello bajo una serie de condiciones legale-
siX, Y, por ultimo, no se permitia tampoco la investigacion con embriones congelados sobrantes de las
técnicas de reproduccién asistida, salvo que fueran no viables biolégicamente.

Por lo que se refiere a |la posibilidad de destruccidn o descongelacion de estos embriones sobran-
tes, s6lo se contemplaba indirectamente como consecuencia de la superacion del plazo maximo de
conservacion, fijado entonces en cinco afios, pero no como una opcion libre a favor de los progenito-
res o de los centros, sino como salida en principio inevitable para unos embriones que ya no podian
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destinarse a la reproduccién, al existir dudas sobre los efectos de la congelacion mas alla de los cita-
dos cinco afiosX. A pesar de ello, sabemos que muchos centros se resistieron a descongelar después
de transcurrido ese tiempo, lo que dio lugar al almacenamiento de un gran niumero de embriones con-
gelados sin un destino claro.

De hecho, la Unica alternativa de decision para las parejas respecto de sus embriones sobrantes
viables era la de utilizarlos para su propio proyecto reproductivo, o la de donarlos altruistamente a otras
parejas que lo necesitaran también con fines de reproduccionX!.

En resumen, el legislador de 1988, abogd a ultranza por el destino reproductivo de los embriones
viables, sin dotar a los progenitores de otras opciones distintas que les permitieran decidir el destino
de aquéllos; asi como por autorizar Unicamente intervenciones diagnosticas o terapéuticas en benefi-
cio del propio embridn viable; y sin contemplar en ningln caso la descongelacion o destruccion como
una posibilidad elegible.

3. La doctrina del Tribunal Constitucional sobre la proteccién del embrién (1996-1999)

La doctrina del Tribunal Constitucional sobre la materia emana fundamentalmente, como ya se ha
dicho mas arriba, de la impugnacién que se realizd en su dia de la derogada ley de reproduccién asis-
tida de 1988X“, pero también de la ley de embriones del mismo afioXiii,

Se ha comentado igualmente que en la ley de 1988 se consideraba legal la intervencion en el
embridon dentro del dtero y en el feto, con fines diagndsticos, siempre que la misma tuviera por obje-
to el bienestar del nasciturus (aqui el embrién implantado y el feto humanos) y el favorecimiento de
su desarrollo, “o estuviera amparada Iegalmente”XiV.

Pues bien, este precepto figurd precisamente entre los impugnados con ocasion del recurso inter-
puesto en su dia contra la citada ley, por cuanto los recurrentes invocaron que abria la puerta a otras
agresiones contra el embrién que pudieran decidirse en el futuro (a través de nuevos instrumentos nor-
mativos). Para evitar esa posibilidad, el Tribunal matiz6é que, si bien habia que descartar su inconsti-
tucionalidad completa, la mencién a la posibilidad de considerar legitima la intervencion con fines
diagnodsticos en el embrion dentro del Utero y en el feto cuando se encontrara “amparada legalmen-
te”, solo era constitucional en la medida en que este Ultimo inciso se considerara como una remision
a la regulacion de los supuestos de aborto no punible recogidos en el Cédigo PenalXV.

En otras palabras, lo que quiso decir el Tribunal es que habia de tratarse de una intervencion diag-
néstica dirigida a constatar la existencia de graves taras fisicas o psiquicas en el embrion o feto, de
cara a una eventual interrupcion voluntaria del embarazo (como es sabido, la indicacion eugenésica
constituye uno de los supuestos de aborto despenalizado). De esta manera, el Tribunal Constitucional
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cortaba cualquier otra interpretacién que pudiera esgrimirse en el futuro para reducir la proteccion del
embrién y condicionar su vida.

Los recurrentes contra la mencionada ley de reproduccién de 1988 atacaron también los precep-
tos de la misma que hacian referencia a la investigacion y experimentacidén con embriones, sobre la
base de considerar que en la citada normativa, que a su juicio permitia intervenciones que no obede-
cian a una finalidad estrictamente diagndstico-terapéutica, se omitia una regulacién positiva del esta-
tuto del embriony, con ello, se subordinaba la vida y el desarrollo del fruto de la concepcion a lo deci-
dido en cada caso por médicos u 6rganos administrativos, lo que suponia negarle al embrién la pro-
teccién constitucionalmente obligada durante toda la gestaciénXVi.

Pero lo cierto es que el Tribunal Constitucional discrepd también del citado motivo de impugnacion,
entendiendo que al resultar evidente que la ley en ningln caso permitia la experimentacion con
embriones viablesXV“, como tampoco mas investigacion sobre ellos que la de caracter diagndstico o
de finalidad terapéutica o de prevencidon, debian considerarse suficientemente cubiertas para los
embriones las exigencias de proteccion juridico—constitucional que para dichas realidades biolégicas
se derivan del reconocimiento del derecho a la vidaXVili, Como se dira mas adelante, esta situacion ha
cambiado con la ley de reproduccion de 2006 que si permite la investigacién con los embriones via-
bles congelados, con lo que se plantea en nuestros dias el interrogante sobre la constitucionalidad de
dicha medida.

Por otro lado, es importante recordar que nuestro Tribunal, en 1985 y con ocasién de su Sentencia
sobre el recurso de inconstitucionalidad presentado contra la ley de despenalizacion parcial de la inte-
rrupcion voluntaria del embarazo, rechazé que el nasciturus fuera titular del derecho fundamental a la
vida proclamado en el articulo 15 de la Constitucion Espafiola, decision que fue confirmada posterior-
mente en las sentencias que resolvieron los citados recursos contra la ley de reproduccion y contra la
ley de embriones, en las que el Tribunal negd la condicién de persona, en su dimension juridica, al
embrién in vitroXiX,

Ahora bien, lo anterior no significa en modo alguno que el nasciturusy el embridn in vitro sean con-
siderados en el ordenamiento juridico espafiol como meros objetos de derecho, y por ello susceptibles
de apropiacién, pues gozan también de proteccidn constitucional, ya que, como dijo el Tribunal, “los
preceptos constitucionales relativos a los derechos fundamentales y libertades publicas pueden no
agotar su contenido en el reconocimiento de los mismos, sino que, mas alla de ello, pueden contener
exigencias dirigidas al legislador en su labor de continua configuracién del ordenamiento juridico, ya
sea en forma de las Ilamadas garantias institucionales, ya sea en forma de principios rectores de con-
tornos mas amplios, ya sea en forma de bienes juridicos constitucionalmente protegidos”*X,
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Es decir, para el Tribunal Constitucional el embrién debe considerarse un bien juridicamente pro-
tegido, por efecto indirecto de los mismos derechos fundamentales atribuibles a las personas nacidas,
aunque es el legislador al que corresponde en cada momento determinar el alcance de dicha protec-
cion, por ejemplo, a través de la regulacion de las técnicas de reproduccién asistida y otras normas
que se refieren a la realidad embrionaria.

A partir de lo manifestado, el Tribunal Constitucional dejé claro igualmente que los embriones in
vitro no gozan de una proteccidn equiparable a la de los ya transferidos al utero maternoXXi, con lo que
se abond en la practica a una concepcion gradualista del nivel de proteccién que merece la realidad
embrionaria en funcion de la situacion de desarrollo biolégico en la que se halle en cada momento.
En cierta medida, esta situacion se observa en los textos legales a través de la ya comentada distin-
cion entre el preembridon y el embridn.

A modo de colofén, de la doctrina del citado Tribunal puede extraerse que las normas constitucio-
nales protegen al embrion, aunque no le reconozcan como titular en sentido estricto del derecho a la
vida, que si corresponde plenamente a la persona nacida; y que el legislador ha de dictar normas que
concreten esa proteccién, como por ejemplo las que se contienen, con mayor o menor acierto, en la
regulacion de las técnicas de reproduccion asistida.

4., La proteccién del embrién a partir de la reforma de 2003 (2003-2006)

Con el objetivo de dar salida al elevado numero de embriones congelados en los bancos de los cen-
tros sin un destino determinado, bien por desentendimiento de los progenitores, bien por las limita-
ciones legales respecto del plazo de congelacion, se dicté en 2003 una ley de reforma parcial de la
ley de reproduccién de 19881 conocida como la “ley Pastor de la reproduccién”*Xiii.

Dentro de esta modificacion legal se establecié que en lo sucesivo, salvo en casos patoldégicos
excepcionalesXXiV, ya no podrian generarse embriones sobrantes, para lo que se fijé como regla gene-
ral una limitacién de un maximo de tres fecundaciones de ovocitos que pudieran ser transferidos a la
mujer en el mismo ciclo. Sélo en los citados casos excepcionales, el plazo de conservacidén de los
embriones que se congelaran podia prolongarse hasta el final de la edad fértil de la mujer, siempre y
cuando se suscribiera por los progenitores un compromiso de responsabilidad sobre los propios
embriones que garantizara un destino reproductivo como Unica alternativa*XV.

Lo cierto es que la mencionada restriccidén del nimero de fecundaciones por ciclo resulté una medi-
da fijada de espaldas a la realidad clinica, ya que para poder conseguir tres embriones viables es nece-
sario habitualmente fecundar mas de tres ovocitos. Sin embargo, hay que reconocer que otros aspec-
tos de esta reforma de 2003 si tuvieron importancia en pro de la protecciéon del embrién, como fue el
establecimiento por primera vez en la ley de una prohibicién de transferir mas de tres embriones a una
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mujer por cada ciclo, al objeto de evitar la gestacion multiple y la practica de la reducciéon embriona-
FigXXVi

En esta misma linea de proteccién del embrién, la ley de 2003 incluyé la obligacidén consistente
en que, antes de iniciar un tratamiento de reproduccién asistida, era necesario comprobar que la pare-
ja, 0 la mujer en su caso, no tuvieran embriones conservados en algun otro centro, impidiendo la gene-
racion de unos nuevos hasta que no se utilizaran los CongeladosXXV“. Es importante resaltar que esta
prevision no existe en la legislacion vigente de 2006, lo que supone en la practica una desproteccion
evidente de los congelados.

De todas formas, debe significarse que al tiempo que se incorporaron entonces las citadas medi-
das protectoras del embrién, la ley de 2003 estableci6 respecto de aquellos embriones que estuvie-
ran congelados con anterioridad a su entrada en vigorXXVi“, qgue las parejas progenitoras, o la mujer en
su caso, podian determinar su destino de acuerdo con cuatro alternativas de posible eleccion direc-
ta*XiX. e| mantenimiento de su criopreservacién hasta que les fueran transferidos, la donacién a otras
parejas con fines reproductivos, la donacién para la investigacion o, incluso, su descongelacién sin
otros fines, lo que equivalia a su destruccion.

Sorprendid entonces a algunos que para estos casos no se hubiera hecho una jerarquizacion de las
opciones primando el favor vitae de los embriones, o lo que es lo mismo, apostando por intentar pri-
mero asegurar un destino reproductivo del embrién por delante de otras alternativas que conllevan su
inevitable destruccién.

Pero el hecho cierto es que, asi como para los embriones que se generaran a partir de la reforma
de 2003, el legislador fij6 un régimen garantista (por el que se limitaba su creacién mas alla de los
necesarios para un ciclo), reforzando el nivel de proteccion establecido en la ley de 1988, paradéjica-
mente, para los que ya estaban congelados en 2003 la desproteccion resultd notable, ya que podian
ser destruidos sin mas a voluntad de las parejas.

5. La proteccién del embrién en la vigente ley de reproduccién de 2006

El nivel de proteccidon del embridn en la ley de reproduccion de 2006, se deriva de las posibilida-
des de actuacién sobre el embridn a través, por ejemplo, del diagndstico genético preimplantatorio (en
adelante DGP), y de los destinos posibles que pueden decidir los progenitores o los centros, con espe-
cial relevancia de la opcion de destruccién o descongelacién. A continuacidon analizamos la regulacion
en estos aspectos.

5.1. Las actuaciones diagndsticas y terapéuticas sobre el embriom*X
En la ley de reproducciéon de 2006 se prevé con relacion al DGP la autorizacion directa de la téc-
nica en dos casos, en los que bastara simplemente con comunicar su realizaciéon a la autoridad sani-
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taria correspondiente, que habrd de informar a su vez a la Comisiéon Nacional de Reproduccién
Humana Asistida®Xi. a) la deteccién de enfermedades hereditarias graves, de aparicion precoz y no
susceptibles de tratamiento curativo postnatal con arreglo a los conocimientos cientificos actuales,
con objeto de llevar a cabo la seleccion embrionaria de los no afectos para su transferencia; b) la
deteccion de otras alteraciones que puedan comprometer la viabilidad del embrién (cromosopatias
fundamentalmente)¥XXii_

Hay que recordar que, conforme se establece en la ley, la Comisién Nacional de Reproduccién
Humana Asistida es el 6rgano colegiado, de caracter permanente y consultivo, dirigido a asesorar y
orientar sobre la utilizacion de las técnicas, a contribuir a la actualizacién y difusién de los conoci-
mientos cientificos y técnicos en esta materia, asi como a la elaboracion de criterios funcionales y
estructurales de los centros y servicios donde aquéllas se realizanXiii Aunque se contempla también
la existencia de comisiones homdlogas que se constituyan en las Comunidades Auténomas, se remar-
ca, no obstante, su naturaleza de comisiones de soporte y referencia de la Comisién Nacional, con
quien han de colaborar en el ejercicio de sus funciones®*XiV.

Asimismo, la ley de 2006 no cierra la puerta a otras situaciones en las que pueda efectuarse la
seleccion de embriones mediante DGP, si bien las condiciona a la aprobacion expresa, caso a caso, de
la autoridad sanitaria correspondiente, previo informe preceptivo favorable de la citada Comisién
Nacional, que debera evaluar las caracteristicas clinicas, terapéuticas y sociales de cada caso**XV,

Por altimo, incorpora también la autorizacion del DGP extensivo o con finalidad terapéutica para
terceros, estableciendo que la aplicacion de las técnicas de DGP, combinadas con la determinacién
de antigenos de histocompatibilidad de los embriones in vitro con fines terapéuticos para terceros,
requerira igualmente de la autorizacion expresa, caso a caso, de la autoridad sanitaria correspondien-
te, previo informe preceptivo favorable de la Comision Nacional de Reproduccion Humana
Asistida®xVi,

Hasta la aparicion de esta ley de 2006, que supone la primera regulacién del DGP extensivo en
Espafia, existia un debate sobre si el marco juridico de 1988 impedia o no esta practica, conocida
también como del “bebé salvador”, lo que condujo a algunas parejas que no deseaban o no podian
esperar a que se produjera un pronunciamiento de la Administracién sanitaria a salir fuera del pais
para poder llevarla a cabo. No obstante, hay también alglin caso de realizacién de la técnica dentro
de nuestras fronteras aprovechando el vacio legalPXVii,

A nadie escapa que el DGP extensivo, o con fines terapéuticos para tercero, puede constituir una
evidente cosificacion del embrion, sobre todo en aquellos casos en los que la pareja progenitora no
desea realmente tener un huevo hijo como tal, sino s6lo como un medio para curar al que ya tienen.
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Por otro lado, la ley de reproduccion de 2006, adelantandose en el tiempo a la realidad clinica,
regula también las técnicas terapéuticas en el embridn, al establecer que cualquier intervencién con
fines terapéuticos sobre el embrién vivo in vitro sélo podra tener la finalidad de tratar una enfermedad
o impedir su transmision, con garantias razonables y contrastadasXXXVi“, debiéndose cumplir ademas
los siguientes requisitosXXXiX: a) que la pareja o, en su caso, la mujer sola haya sido debidamente infor-
mada sobre los procedimientos, pruebas diagndésticas, posibilidades y riesgos de la terapia propuesta
y las haya aceptado previamente; b) que se trate de patologias con un diagndéstico preciso, de pronds-
tico grave o muy grave, y que ofrezcan posibilidades razonables de mejoria o curacién; c) que no se
modifiquen los caracteres hereditarios no patolégicos ni se busque la seleccion de los individuos o de
la raza; d) que se realice en centros sanitarios autorizados y por equipos cualificados y dotados de los
medios necesarios, conforme se determine mediante real decreto. Para estos supuestos, la ley dispo-
ne que se requerira autorizacién de la Autoridad sanitaria correspondiente, previo informe favorable de
la Comision Nacional de Reproduccién Humana AsistidaX!.

En definitiva, se observa a través de esta regulacion que las posibilidades de seleccionar embrio-
nes a través del DGP se han ampliado notablemente, y que ha surgido un supuesto nuevo como es el
de que dicha seleccion se Ileve a cabo pensando en un tercero enfermo, lo que plantea el debate ético
comentado sobre la instrumentalizacion del embridn.

5.2. Las opciones sobre el destino de los embriones

La ley de 2006 confiere a las parejas (0 mujer sola) una serie de opciones sobre los embriones
sobrantes de las técnicas de fecundacion in vitro, que se hallan criopreservados en los bancos de los
centrosXi: su utilizacién por la propia mujer o su conyuge, la donacién con fines reproductivos, la
donacién con fines de investigacion y el cese de su conservacion sin otra utilizacion.

Conviene resaltar en este punto que de las posibilidades anteriores, las tres primeras se presentan
como elegibles de forma directa por los interesados, sin ningun tipo de jerarquizacion o condicionan-
te previo. Sélo la opcion de destruccidn exige el cumplimiento de un cierto plazo de tiempo como se
vera mas abajo.

La norma prevé, ademas, un mecanismo de renovacién o modificacidén del consentimiento, consis-
tente en que los centros, cada dos afios como minimo, habran de dirigirse a la pareja o mujer sola para
dicho cometido, bajo la advertencia de que si durante dos renovaciones consecutivas resulta imposi-
ble obtener de la mujer o de la pareja la firma del consentimiento correspondiente, los embriones
pasaran a disposicion de los centros que podran destinarlos, conforme a su criterio, a cualquiera de
los fines anteriores, manteniendo la confidencialidad y anonimato de los progenitores y la gratuidad y
ausencia de 4nimo de lucroX/ii,
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A continuacion interesa realizar ciertas consideraciones respecto de algunas de estas opciones, en
concreto sobre las relativas a la utilizacién por la mujer o su conyuge, la donacion para la investiga-
cion, o la posibilidad de decidir la descongelacion.

5.2.1. Sobre la opcidn de cesidn para su utilizacidn por la mujer o su cényuge

Por lo que se refiere a la cesion de los embriones para su utilizacién “por la propia mujer”x”“, ha
de entenderse que si es para su reproduccion, solo caben dos situaciones: la primera que estemos ante
un caso de separacion o divorcio de la pareja 'y que, a pesar de ello, se acuerde entre ambos progeni-
tores que se los trasfiera la mujer, pero l6gicamente sin que pueda aceptarse la liberacion de las obli-
gaciones paternofiliales del varén (el embrion se habria originado constante la pareja) que seréa el padre
legal en todo caso. El segundo escenario seria el supuesto de la fecundacidén post mortem, en los tér-
minos previstos en la ley, donde se dispone que, en caso de fallecimiento del varon, la mujer puede
utilizar el material reproductor a titulo personal dentro de los doce (12) meses siguientes al falleci-
mientoX!1V, Aqui por “material reproductor” habria que entender tanto el semen como los embriones.

Cabria, sin embargo, contemplar también la posibilidad de que la cesion a la mujer, para el caso
de separacion, divorcio o fallecimiento, fuera para decidir otros fines distintos a la reproduccién, como
son la investigacion o la descongelacion, en ambos casos dentro de los limites legales que se comen-
tardan mas abajo.

Y por lo que respecta a la cesién de los embriones para la utilizacion por “su conyuge”, considero
que el legislador s6lo ha podido referirse al conyuge femenino y no al masculino. Es decir, que el pre-
cepto se circunscribe a los casos de matrimonios de mujeres (lesbianas), en los que, también en caso
de separacién o divorcio, o incluso post mortem, podria darse un supuesto analogo al comentado del
matrimonio heterosexual.

Hay que tener en cuenta que si por “cényuge” aceptaramos en este caso también al varoén, topari-
amos con la prohibiciéon de no respetar el anonimato de los donantes (habria donacién para la mujer
receptora del embridén) y con la prohibicion del Utero de anuiIeerV, en el supuesto de que el varon
quisiera tener el hijo exclusivamente a titulo personal.

5.2.2. Sobre la donacién para la investigacién

En el caso de la donacién para la investigacion, la ley es rigurosa al establecer que se cuente con
el consentimiento escrito de la pareja o, en su caso, de la mujer sola, previa explicacién pormenoriza-
da de los fines que se persiguen con la investigaciéon y sus implicaciones, y ello salvo en el caso de
ausencia de renovacion del consentimiento conforme a lo comentado en el epigrafe V.2 (en cuyo
supuesto sera el centro el que decida)XIVi.

También es preciso que la investigacion se lleve a cabo con base en un proyecto debidamente pre-
sentado y autorizado por las autoridades sanitarias competentes, previo informe favorable de la
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Comisién Nacional de Reproduccion Humana Asistida, o del comité correspondiente si se trata de
investigacion relacionada con la utilizacién de lineas celulares a partir de células troncales embriona-
riasXIVi, Se exige igualmente que el embridn no se haya desarrollado in vitro mas alla de catorce (14)
dias después de la fecundacion del ovocito, descontando el tiempo que pueda haber estado criopre-
servadoXVii,

En cuanto a la posibilidad de destinar directamente los embriones sobrantes de la fecundacién in
vitro (FIV) a la investigacion, sin llegar a congelarlos previamente, hay que tener presente la inciden-
cia de las siguientes normas: la prohibiciéon contenida en el Cddigo Penal de fecundar évulos huma-
nos sin una finalidad procreativaX”X; la prohibicion (infraccidn grave) de que se generen mas embrio-
nes que los necesarios, conforme a criterios clinicos y en cada ciclo reproductivo, para garantizar en
limites razonables el éxito reproductivo en cada supuesto'; la obligacion de garantizar una proteccion
adecuada del embrién y la prohibicion expresa de crear embriones con fines de experimentacion, pro-
clamadas por el Convenio sobre Derechos Humanos y Biomedicina (Convenio de Oviedo)“; y, por ulti-
mo, la consideracion del embridon como un bien juridico protegido a tenor de la doctrina del Tribunal
Constitucional (Sentencias de 1996 y 1999 ya comentadas).

Pues bien, a mi juicio, el elenco de disposiciones legales referidas impide que, con ocasién de una
FIV, se puedan generar embriones sobrantes que no tengan originariamente, y de forma exclusiva, un
destino reproductivo. Por esta razdn, creo totalmente contrario a la ley el planteamiento que pudiera
hacerse a una pareja, que antes de la técnica hubiera manifestado su deseo de no congelar sus embrio-
nes sobrantes, de que estos Ultimos van a poder ser destruidos o destinados directamente a la inves-
tigacion. A mi modo de ver, en este supuesto se estarian originando embriones a sabiendas de que no
van a tener un destino reproductivo, lo que en la practica constituiria una trasgresion abierta de las
normas indicadas, y entre ellas la mas grave del Cddigo Penal.

A modo de conclusidn, y respetando las discrepancias que me consta existen de otros colegas, con-
sidero que en los procesos de fecundacién in vitro no se puede dar lugar, intencionadamente, a
embriones sobrantes que no vayan a ser congelados y que no tengan a priori un fin reproductivo. Sera
solo, posteriormente, a la vista del resultado del ciclo de la pareja, cuando ésta pueda replantearse la
situacion y optar por destinar sus embriones congelados a la investigacion, o, cumplido el plazo maxi-
mo de congelacion, cuando pueda decidir legalmente su destruccion, como se comenta en el epigra-
fe siguiente.

5.2.3. Sobre la opcidn de descongelacidén o destrucciénm

La cuestion de la destruccién de los embriones congelados fue objeto de analisis por el Tribunal
Europeo de Derechos Humanos, con ocasién de su Sentencia del caso Evans, de 7 de marzo de
2006'”', donde se reconocié la correccién de la ley britanica que condicionaba el mantenimiento de
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la congelacién de los embriones a la vigencia en todo momento del consentimiento de la pareja, admi-
tiendo el derecho de cualquiera de los conyuges a retirar su autorizacion y, de esa forma, a conseguir
su destruccion.

La citada regulacion britanica, seguida también por otros paises como Holanda o Dinamarca, y asu-
mida igualmente por la jurisprudencia norteamericana (caso Davis versus Davis”V, caso Kass versus
Kass'V, entre otros), no es, sin embargo, coincidente con la que rige en nuestro pais a raiz de la pro-
mulgacién de la ley sobre técnicas de reproduccion humana asistida de 2006, que ha abogado por
una mayor proteccion del embridn frente a la posibilidad de destruccion.

De esta forma, en la ley espafiola se dice que los preembriones sobrantes de la aplicacion de las
técnicas de fecundacion in vitro que no sean transferidos a la mujer en un ciclo reproductivo podran
ser criopreservados en los bancos autorizados para ello. También que la crioconservacion de los ovo-
citos, del tejido ovarico y de los preembriones sobrantes se podra prolongar hasta el momento en que
se considere por los responsables médicos, con el dictamen favorable de especialistas independientes
y ajenos al centro correspondiente, que la receptora no redne los requisitos clinicamente adecuados
para la practica de la técnica de reproduccién asistidalVi.

Ahora bien, el hecho de que en el citado precepto se utilicen las expresiones “podran ser criocon-
servados” y que la congelacion “podra prolongarse” hasta determinado momento, refiriéndose a los
embriones sobrantes, no puede ser entendido de forma aislada, sin tener en cuenta lo que se aclara
mas adelante respecto a la posibilidad concreta de destruccion. En efecto, la ley mencionada estable-
ce entre los fines que pueden darse a los preembriones crioconservados, los de su utilizacién por la
propia mujer o su conyuge, la donacién a otras parejas con fines reproductivos, la donacién con fines
de investigacion, y el cese de su conservacidn sin otra utilizacién, lo que conlleva en la practica su
destruccion!Vii. Pero el precepto legal aludido condiciona esta ultima decisién a que, previamente, se
haya agotado el plazo maximo de conservacion establecido en la ley sin que se haya optado por algu-
no de los destinos anteriores. El plazo maximo a que se refiere la norma es el referido anteriormente
vinculado a la persistencia de las condiciones clinicas adecuadas de la receptora.

En consecuencia, hasta que no llegue ese momento no debe pues accederse por un centro de repro-
duccioén a la eventual peticion de la pareja (o de la mujer sola) relativa a la destruccidén de sus embrio-
nes congelados, ya que hay una prohibicién legal de hacerlo. A mi modo de ver, esta limitacién en
cuanto a la destruccidon de los embriones congelados ha de ser légicamente aplicable también a los
que todavia no lo han sido, ya que resultaria un sinsentido que el legislador hubiera pretendido esta-
blecerla para el embrién congelado y desproteger completamente al que no lo ha llegado a estar toda-
via porque se acaba de generar in vitro. Y ello a pesar del citado “podran ser crioconservados” que
dice la ley, que entiendo supone una redaccion poco afortunada del precepto, que se subsana con una
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interpretacidn sistemética o integral del resto del articulado.

Cuestion distinta es si la pareja dejara de renovar su consentimiento sobre sus embriones congela-
dos durante dos ocasiones consecutivas de las que le hubiera requerido el centro en tal sentido. En
ese supuesto, este ultimo si podria decidir su destruccidn u otros destinos de los contemplados en la
norma, tal y como se ha comentado anteriormente!Viil,

Asi pues, nos encontramos con que las coordenadas generales de tedrica proteccion de la realidad
embrionaria in vitro en el marco juridico espafiol priorizan claramente las opciones reproductivas y de
investigacion frente a la opcion de destruccién. Ahora bien, por lo que se refiere a la investigacion con
embriones congelados, que la ley de 2006 sobre reproduccidn asistida admite como un destino elegi-
ble directamente por los progenitores, cabe recordar, como ya planteamos mas arriba, que su consti-
tucionalidad puede generar dudas en la actualidad. La razén de ello es que, como se ha dicho, cuan-
do el Tribunal Constitucional la acept6 refiriéndose a la regulacion previa de 1988, lo hizo sobre la
base de que entonces Unicamente se admitia respecto de embriones no viables, incapaces de desarro-
llarse hasta dar lugar a un ser humanoliX. Sin embargo, la vigente ley de 2006 acepta la investigacion
también respecto de los embriones viables, con lo que la rebaja en el nivel de proteccién de estos Ulti-
mos, en relacién con el establecido por el marco normativo previo, resulta evidente en estos momen-
tos.

6. El embrién en la ley 14/2007 de investigacién biomédica. La clonacién terapéutica

La ley de investigacion biomédica de 2OO7|X, contempla cuatro situaciones distintas en relacion a
los embriones. En primer lugar, la investigacion con embriones humanos que hayan perdido su capa-
cidad de desarrollo bioldgico, asi como con embriones (y fetos) muertos, respecto de los que se per-
mite su donacidn con fines de investigacion biomédica u otros fines diagnosticos, terapéuticos, farma-
coldgicos, clinicos o quirﬂrgicos'Xi. En segundo lugar, la norma se refiere a las intervenciones sobre el
embrion (o el feto) vivo en el dtero, limitdndola a un propdsito diagndstico o terapéutico en su propio
interésXii. En tercer lugar, se alude a la investigacion con preembriones (y ovocitos) sobrantes de las
técnicas de reproduccion asistida, o de sus estructuras bioldgicas, con fines relacionados con la obten-
cion, desarrollo y utilizacién de lineas celulares (u otros fines no vinculados a las técnicas de repro-
duccién)'Xi“. Y, en cuarto lugar, la ley prevé la investigacion en la obtencién de células troncales
humanas con fines terapéuticos o de investigacién, a partir de los denominados “embriones somati-
cos”, constituidos por la activacion de ovocitos mediante transferencia nuclear/XiV.

Para todos los casos de donacion de ovocitos, preembriones y embriones se precisa el otorgamien-
to de consentimiento expreso y por escrito de los progenitores a las investigaciones concretas que se
vayan a realizar; y, ademas, entre otros requisitos, que se respeten los principios éticos generales en
esta materia, que exista un proyecto de investigacién autorizado por la autoridad estatal o autonémi-
ca competente, previo informe de la Comisién de Garantias para la Donacion y Utilizacién de Células
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y Tejidos Humanos/XV.

En lo que respecta a los citados embriones somaticos, como se ha dicho se prevé en la ley la auto-
rizacién para todo el territorio espafiol de la denominada clonacion terapéutica (ya lo habia sido en
AndaluciaVi)., Asi, se establece que “se permite la utilizacion de cualquier técnica de obtencion de
células troncales humanas con fines terapéuticos o de investigacion, que no comporte la creacién de
un preembrién o de un embrién exclusivamente con ese fin, en los términos definidos en esta ley,
incluida la activacién de ovocitos mediante transferencia nuclear' Vil

Si se observa, la redaccién de este precepto de la ley parte de un postulado ciertamente discuti-
ble, como es el de descartar que el resultado de “la activaciéon de ovocitos mediante transferencia
nuclear” sea un embridon propiamente dicho. Y ello se hace asi por necesidad formal absoluta, ya que,
en otro caso, toparia de bruces su legalidad con lo establecido en el citado Convenio sobre Derechos
Humanos y Biomedicina, de 1997, ratificado por Espafia, en donde se proclama la prohibicion de
constituir embriones humanos con fines de experimentacién'XV“i, y previsiblemente también con lo
establecido en nuestro Codigo Penal a proposito de la creacion de embriones sin finalidad reproduc-
tivalXix,

A este propdsito, no parece consistente la postura de quienes sostienen que, en relacion con los $
embriones, debe distinguirse entre los términos investigaciéon (lo que permite la ley mediante la acti-
vacion de ovocitos) y experimentacion (lo que prohibe el Convenio), ya que la misma no tiene proyec-
cién en la practica profesional cotidiana. Incluso, de la valoracion semantica de ambos, podria con-
cluirse que la expresion investigacion se considera de caracter mas amplio y englobaria tanto la obser-
vacion sin manipulaciéon como la experimentacion, entendida esta Gltima como investigacidon manipu-
lativa que introduce modificaciones en el sistema naturallXX.

Por otro lado, hay que significar también que hay autores/XXi que, acogiéndose fundamentalmente
a una interpretacion literal de los preceptos en juego, defienden la licitud de haber incorporado la clo-
nacién terapéutica dentro de la ley de investigacion biomédica, sobre |la base de que la generacion de
esa realidad biolégica, definida por algunos con términos como “embriéon somatico” o “nuclévolo”, se
produce por mecanismos distintos a la fecundaciéon con gametos. No obstante, frente a dicha postu-
ra, cabria arglir que lo cierto es que aquella realidad, bajo la denominacién que queramos darla, cons-
tituye una vida humana en potencia desde una perspectiva biolégica, hasta el punto de que si se trans-
firiera al Utero materno podria dar lugar a un ser humano (que ademas seria un clon genético), como
reconocen muchos de los bidlogos que trabajan en el campo de la reproduccién humana.

A partir de lo anterior, la cuestién que se plantea respecto de la clonacién terapéutica es la de si
hemos de dar méas peso en la valoracién juridica de este tema a los aspectos formales o procedimen-
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tales (como se produce) o a los aspectos de fondo (cuél es el resultado real de la técnica), inclinan-
dose este autor por lo segundo, como por otro lado ha sido también el criterio asumido por el Consejo
General del Poder Judicial en un informe emitido a finales de 2006XXii. De esta manera, la realidad
biolégica resultante de la clonacién terapéutica seria en el fondo un embrién humano, y como tal
habria de ser objeto de proteccion juridica. Ello obligaria a considerar la imposibilidad de generarlo
deliberadamente para un destino distinto al reproductivo, contrariamente a lo que se prevé en la men-
cionada ley de investigacion biomédica.

7. Conclusiones

7.1. La derogada ley de reproduccion asistida de 1988 establecia un marco de proteccion del
embridon mucho mas intenso que la actual ley de 2006, en cuanto que las posibilidades de decision
de los progenitores sobre sus embriones sobrantes congelados se reducian a la utilizacién para su pro-
pia reproduccion o a la donacién a otras parejas que los necesitaran también con un fin reproductivo.
No se permitia la investigacion con los embriones biolégicamente viables (salvo en su propio benefi-
cio) ni tampoco optar por su destruccién (lo que sélo podia ocurrir por superacion del plazo maximo
de congelacién entonces vigente).

7.2. La reforma de la citada ley, operada en 2003, mas alla de carecer en algunos aspectos de una
vision realista sobre la situacion clinica de las técnicas (con la limitacion del niamero de fecundacio-
nes se suponia que no iban a generase mas embriones sobrantes) contenia medidas de reforzamiento
notable de la proteccién del embrion junto con otras claramente desfavorables para la realidad embrio-
naria. Entre las primeras, destacan la limitacion legal de tres transferencias por ciclo, asi como el esta-
blecimiento de un compromiso de responsabilidad de los progenitores sobre sus embriones sobrantes
que les asegurara un destino reproductivo. Y entre las segundas, la posibilidad para las parejas de
decidir directamente, sin mayor cortapisa, la destruccion de sus embriones congelados con anteriori

dad a la entrada en vigor de la reforma.

7.3. La ley de reproduccion de 2006 parte de una consideracién de la realidad embrionaria in vitro
mucho mas laxa que la existente en la regulacién anterior. EI nivel de proteccidén que establece es cla-
ramente mas bajo, lo que supone de hecho una reduccién de la consideracion o dignidad que se venia
reconociendo al embridon humano hasta entonces. Prueba de ello es que contempla abiertamente la
posibilidad de que las parejas destinen sus embriones viables a la investigacion basica y que ha hecho
desaparecer la obligacion de aquéllas de agotar los embriones congelados antes de generar otros para
intentar un nuevo ciclo. Quizd su mayor consideracion en este terreno ha sido la de condicionar la
opcién de destruccion a la finalizacion de un plazo vinculado a las condiciones clinicas de la mujer,
si bien no puede olvidarse que la opcién de investigacion (que si se acepta como eleccién directa)
equivale también a la destruccion del embridn.

7.4. La regulacion de 2006, sobre todo en lo tocante a las posibilidades de investigar con embrio-
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nes viables y de decidir la destruccion de los mismos, plantea el interrogante de su constitucionali-
dad, en la medida en que cuando el Tribunal Constitucional analiz6 tiempo atras la correccion de la
proteccién de la realidad embrionaria en relacion con la posibilidad de investigacién que contenia la
ley de 1988, puso el énfasis en que esta ultima no permitia investigar con embriones viables, lo que
entonces consider6 una cuestion fundamental para declarar conforme la citada legislacion con las obli-
gaciones constitucionales de proteccion al embrién.

7.5. La ley de investigacién biomédica de 2007, al contemplar la creacion de unas realidades bio-
l6gicas de caracter embrionario (mediante la denominada clonacion terapéutica), directamente dirigi-
das a la experimentacion, puede conllevar una trivializacion

Penal, el Convenio sobre Derechos Humanos y Biomedicina y la doctrina del Tribunal Constitucional
anteriormente referida.

Madrid, 15 de julio de 2007
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DIRECTIVAS DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO
2004/23/CE Y 2006/17/CE, RELATIVAS A LAS NORMAS Y
REQUISITOS TECNICOS PARA LA DONACION Y DISTRIBUCION DE
CELULAS Y TEJIDOS HUMANOS Y SU RELACION CON LAS
EFECNOTI\IIIFEQADIS-\CIONES EUROPEAS DE LAS SOCIEDADES

NVicente Jasa; M.A. Baile y A. Calvo

Servicio de Ordenacion y Acreditacion Sanitaria, Direccion de Planificacion y Ordenacion Sanitaria. Departamento de Sanidad. Gobierno

Vasco. Vitoria-Gasteiz. Correo electronico: vjasa@ej-gv.es

Introduccién

Desde 1988, afio en que se publica la primera ley de reproduccién asistida, en los sucesivos des-
arrollos normativos posteriores de la misma y en la Ultima ley de 2006, no se le ha dedicado mucho
espacio a los estandares requeridos para la practica de la reproduccion asistida. Al contrario de lo que
ocurre en otras actividades clinicas en donde la normativa vigente claramente establece como debe
organizarse y los controles minimos que deben realizarse, por ejemplo en un banco de sangre, no ha
ocurrido lo mismo para un laboratorio de andrologia, de fertilizacion in vitro (FIV), de biopsia embrio-
naria o en un banco de embriones, 6vulos o tejido ovarico o testicular. En los Gltimos afios podemos
estar ante un punto de inflexién vas de su uso, surge la necesidad de disponer de un marco unifica-
do a fin de garantizar unas normas elevadas de calidad y seguridad en cuanto a la obtencién, evalua-
cién, procesamiento, almacenamiento y distribuciéon de tejidos y células en toda la Comunidad
Europea y de facilitar los intercambios para los pacientes que reciben cada afio terapias con tejidos.
Asi se elaboran y publican la Directiva 2004/23/CE, relativa al establecimiento de normas de calidad
y de seguridad para la donacién, la obtencién, la evaluacién, el procesamiento, la preservacion, el
almacenamiento y la distribucién de células y tejidos y la Directiva 2006/17/CE relativa a determina-
dos requisitos técnicos para la donacidn, la obtencién, y la evaluacion de células y tejidos humanos.
Ambas Directivas se incorporan al derecho interno mediante el Real Decreto 1302/2006, de 10 de
noviembre, por el que se establecen las normas de calidad y de seguridad para la donacién, la obten-
cién, la evaluacion, el procesamiento, la preservacién, el almacenamiento y la distribucion de células
y tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinacion y funcionamiento para su uso en huma-
nos (BOE n° 270, de 11 de noviembre de 2006). Con posterioridad se publica la Directiva
2006/86/CE, de 24 de octubre por la que se aplica la Directiva 2004/23/CE del Parlamento Europeo
y del Consejo en lo que se refiere a los requisitos de trazabilidad, la notificacion de las reacciones y
los efectos adversos graves y determinados requisitos técnicos para la codificacién, el procesamiento,
la preservacion, el almacenamiento y la distribucion de células y tejidos. En la misma se sefiala como
fecha a mas tardar para su puesta en vigor en los Estados miembros la del 1 de septiembre de 2007.
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2. Metodologia

Busqueda bibliografica de la literatura existente sobre el tema.
Seleccion y sintesis de aquellos articulos donde se reflejan los aspectos ético-legales en relacion a la
reproduccioén asistida.
Consulta a expertos en el area: Direcciéon de Régimen Juridico del Departamento de Sanidad y Centro
Vasco de Transfusion y Tejidos Humanos.
Presentacion de la nueva normativa de células y tejidos humanos a los servicios de RHA, y valoracién
de la situacién actual.
Elaboracion de cuestionario de evaluacién de los servicios de reproduccién humana asistida.

3. Directivas Europeas sobre transplantes de células y tejidos.

Cada vez es mas frecuente la circulacién o el intercambio de tejidos y células entre diferentes esta-
dos, a través de un espacio europeo abierto y sin fronteras. En este sentido, para garantizar la maxi-
ma calidad y seguridad de los tejidos y células destinados a la aplicacién humana, y dado las diferen-
cias existentes entre Estados miembros en la regulacion de actividades, se hace necesario contar con
normas basicas que sean operativas en toda la Unién Europea.

El tratado de Amsterdam de la Unién Europea, en su articulo 152, otorga capacidad a la
Comunidad Europea para establecer estandares de calidad y seguridad para la utilizacion de sangre y
derivados, érganos, tejidos y otras sustancias de origen humano.

El procedimiento de elaboracion de las Directivas esta todavia en revision.

En la actualidad se realiza siguiendo estos pasos:

Un Comité de Reglamentacién, formado por expertos de los Estados miembros, elaboran el docu
mento técnico a partir de un borrador que sale del Departamento correspondiente. En estos temas
es el Departamento de Salud Publica y Proteccion de los Consumidores. Cada Estado miembro
nombra a su representante.

El Comité de Autoridades Competentes da el visto bueno al documento definitivo y posteriormente
cada autoridad competente organiza la transposicién e informa de los avances o los datos a sumi
nistrar periédicamente, asi como de los procedimientos de inspeccion para asegurar su cumpli
miento y resultados.

El Departamento Juridico de la Unién Europea escribe el texto definitivo en las diferentes lenguas
oficiales.

Los Estados miembros evaltan el documento.

La Comisién Europea (el 6rgano de gestién correspondiente en temas de salud) aprueba el texto
definitivo que va a ser adoptado en el Consejo de Ministros de la Unién Europea.

Con el procedimiento actual, la participacién de expertos esta supeditada a las decisiones de cada
uno de los Estados miembros a la hora de elegir a sus representantes en el Comité de Reglamentacién
y a la influencia de expertos y sociedades cientificas en los Departamentos Europeos.

3.1 Directiva 2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 31 de marzo de 2004.
La Directiva 2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 31 de marzo de 2004 relativa
al establecimiento de normas de calidad y de seguridad para la donacién, la obtencion, la evaluacién,
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el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucion de células y tejidos humanos
que entrd en vigor el 8 de abril de 2004.

La propuesta de Directiva fue adoptada por la Comision Europea en junio del 2001 y consecuen-
temente presentada al Consejo y al Parlamento Europeo para su estudio y aprobacion a través del pro-
cedimiento de Codecision. El complejo procedimiento de Codecision consiste, en esencia, en que las
dos instituciones comunitarias con capacidad legislativa, Parlamento y Consejo, aprueben y acuerden
el texto presentado por la Comisidén. En diciembre del 2003, mas de un afio y medio después, se
alcanzd un acuerdo politico que permitid la adopcidn de este texto legislativo.

Su objetivo era establecer unos criterios uniformes para todos los Estados miembros de la UE para
la importacién /exportacién de determinados tejidos, la disponibilidad de tejidos donados y evitar erro-
res procedentes de los sistemas de codificacion y de clasificacion y de esta forma promover el mayor
nivel de proteccion posible para asegurar la salud publica en lo que respecta a la calidad y la seguri-
dad de los tejidos y las células para su uso en humanos.

En el considerando 7 se especifica que la Directiva debe aplicarse a los tejidos y células, incluidas
las células progenitoras hematopoyéticas de sangre periférica, del cordon umbilical (sangre) y de la
médula 6sea, a las células reproductivas (6vulos, espermatozoides), a las células y tejidos fetales y a
las células troncales adultas y embrionarias. De esta manera quedan incluidas determinadas activida-
des de los Centros y Unidades de Reproduccién Humana Asistida en la normativa europea y en sus
posteriores desarrollos y trasposiciones.

En el considerando 12, la Directiva permite adoptar a los estados miembros sus propias decisiones
sobre el uso o no de cualquier tejido especifico de células humanas. Las diferencias religiosas y cul-
turales entre los diversos Estados miembros, ademas del respeto a su idiosincrasia y soberania en estos
aspectos quedan reflejadas en el considerando. No obstante se sefiala que si se autoriza en un Estado
miembro un uso especifico de cualquier tipo de células, incluidas las células germinales y las células
progenitoras embrionarias, la presente Directiva exigira la aplicacién de todas las disposiciones nece-
sarias para proteger la salud publica, dados los riesgos especificos de estas células, sobre la base del
conocimiento cientifico y de su naturaleza especifica, y garantizara el respeto de los derechos funda-
mentales. Ademas, queda explicitamente recogido que esta Directiva no debe interferir en las dispo-
siciones de los Estados miembros en las que se define el término juridico de persona o individuo.

En el considerando 18 se especifica que a priori, los programas de aplicacion de tejidos y células
deben basarse en el principio de la voluntariedad de las donaciones y la no renumeracion, en el ano-
nimato del donante y el receptor, el altruismo y la solidaridad.

Respecto al anonimato el considerando 29 dice que como principio general no debe revelarse la
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identidad del receptor o receptores al donante o a su familia, ni viceversa, sin perjuicio de la legisla-
cion vigente en algunos estados miembros sobre las condiciones de revelacion, que autoriza en casos
excepcionales, en particular en caso de donacion de gametos, la revelacion de la identidad de los
donantes.

El considerando 22 se refiere a los derechos fundamentales reflejados en la Carta de los Derechos
Fundamentales de la Union Europeay tiene en cuenta como corresponde el convenio para la protec-
cién de los derechos humanos y la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la bio-
logia y la medicina, Convenio relativo a los derechos humanos y biomedicina. Ni la carta ni el conve-
nio prevén explicitamente la armonizacion ni impiden que los estados miembros introduzcan en su
legislacion requisitos mas estrictos.

A destacar ademas, en el contenido de esta Directiva, el establecimiento e introduccion de temas
como el de trazabilidad, la notificacion de los efectos y reacciones adversas, la gestion de calidad y el
marco legal y las areas en las que se han de establecer requisitos técnicos. Temas que en otras acti-
vidades sanitarias, fundamentalmente trasplantes y hemoterapia, y en algunos Estados miembros, tie-
nen una mayor tradicion e implantacion, pero que en otros pudieron resultar mas novedosos. Asi, en
el articulo 8 recoge que los Estados miembros garantizaran la trazabilidad del donante al receptor y
viceversa, de todas las células y tejidos obtenidos, tratados, almacenados o distribuidos en su territo-
rio. Esta trazabilidad también se aplicara a todos los datos pertinentes sobre los productos y materia-
les que entren en contacto con dichos tejidos. Los establecimientos de tejidos deberan conservar los
datos necesarios para garantizar su trazabilidad en todas las fases. Los datos se conservaran un mini-
mo de 30 afios después del uso clinico, los datos se podran almacenar de forma electrénica.

El articulo 14 hace referencia a la proteccion de datos y a la confidencialidad, asi los Estados
miembros tomaran todas las medidas necesarias para garantizar que todos los datos, incluidos los de
caracter genético, recogidos en el ambito de aplicacién de la presente Directiva a los que tengan acce-
so terceros, se hayan convertido en anénimos a fin de que el donante y el receptor no sean identifica-
bles.

El articulo 9 estipula que los Estados miembros tomaran todas las medidas necesarias para garan-
tizar que todas las importaciones y exportaciones de tejidos y células sean efectuadas por estableci-
mientos y centros acreditados.

De acuerdo al articulo 19, los establecimientos de tejidos velaran porque todas las donaciones de
células y tejidos humanos sean sometidas a pruebas de laboratorio, conforme a los requisitos estable-
cidos en el articulo 28 (e): pruebas de laboratorio requeridas para donantes y la seleccién y acepta-
cién de las células cumplen los requisitos establecidos en el articulo 28 (f): procedimientos de obten-
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cién de células y tejidos y recepcioén en el establecimiento de tejidos.
En el anexo se recoge la informacidén que se ha de facilitar sobre la donacion tanto de donantes
vivos como de donantes fallecidos.

3.2. Directiva 2006/17/CE de la Comisién de 8 de febrero de 2006.

Aplica la Directiva 2004/23/CE en lo relativo a determinados requisitos técnicos para la donacion,
la obtencién y la evaluacion de células y tejidos humanos y que entr6 en vigor el 1 de noviembre de
2006.

La Directiva presenta definiciones de las células reproductoras, donacién por la pareja, uso direc-
to y criterios técnicos para la seleccién del donante. Recoge las pruebas necesarias para la seleccién
del donante y establece los criterios de seleccion y analisis de laboratorio a que deben someterse los
donantes de células reproductoras (Anexo I11).

3.3. Directiva 2006/86/CE de la Comisién de 24 de octubre de 2006.

Aplica la Directiva 2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo en lo que se refiere a los
requisitos de trazabilidad, la notificacién de las reacciones y los efectos adversos graves y determina-
dos requisitos técnicos para la codificacién, el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y
la distribucion de células y tejidos.

Esta Directiva regula la calidad y seguridad de las células y los tejidos humanos durante la codifi-
cacion, procesamiento, preservacién, almacenamiento y distribucién al centro sanitario en el que se
aplicaran al cuerpo humano. Con tal fin, se establecen requisitos especificos de trazabilidad y un pro-
cedimiento comunitario para la notificacion de las reacciones y efectos adversos graves.

En su articulo 6.2, notificacién de efectos adversos graves, dice que si se trata de un caso de repro-
duccion asistida, se considerara un efecto adverso grave cualquier tipo de identificaciéon incorrecta o
confusién de gametos o embriones. Todas las personas, organizaciones de obtencién u organizaciones
responsables de la aplicacion en seres humanos que realicen reproduccién asistida comunicaran estos
incidentes a los establecimientos que suministren los tejidos para la consiguiente investigacién y noti-
ficacion a la autoridad competente. Ademas, recoge los requisitos para la acreditacién, designacion,
autorizacion, o aprobacién de los establecimientos de tejidos, y los requisitos para autorizacion de
métodos de preparacién de tejidos y células en los establecimientos de tejidos.

4, Real Decreto 1301/2006, de 10 de noviembre.

Se establecen las normas de calidad y seguridad para la donacién, la obtencién, la evaluacién, el
procesamiento, la preservacién, el almacenamiento y la distribucion de células de tejidos humanos y
se aprueban las normas de coordinacién y funcionamiento para su uso en humanos.

Mediante este Real Decreto se incorporan a nuestro ordenamiento juridico los contenidos de las
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Directivas Europeas 2004/23/CE y 2006/17/CE, por lo tanto se incluyen los aspectos anteriormente
sefialados de sendas Directivas y otros de la Directiva 2006/86/CE. En su disposicion transitoria
segunda establece un plazo de adaptacion a las normativas de los paises de 12 meses desde su entra-
da en vigor al dia siguiente de su publicacién, es decir hasta el 12 de noviembre de 2007.

En la elaboracion de este Real Decreto se ha tenido en cuenta la Ley 30/1979, de 27 de octubre,
sobre extraccién y trasplante de 6rganos, las referencias a la utilizacion terapéutica de los tejidos
humanos de la Ley 29/2006, de 26 de julio, de garantias y uso racional de los medicamentos y pro-
ductos sanitarios y la ya mencionada Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre técnicas de reproduccion
humana asistida, en lo que se refiere a la regulacién de las células reproductoras. Por Gltimo, desde
el punto de vista organizativo, también se han tenido en cuenta las previsiones del Real Decreto
2070/1999, de 30 de diciembre, por el que se regulan las actividades de obtencion y utilizacién cli-
nica de drganos humanos y la coordinacion territorial en materia de donacién y trasplante de 6rganos
y tejidos.

El Real Decreto regula las actividades relacionadas con la utilizacién de células y tejidos humanos
y los productos elaborados derivados de ellos, cuando estan destinados a ser aplicados en el ser huma-
no.

Las actividades reguladas incluyen su donacién, obtencién, evaluacién, procesamiento, preserva-
cién, almacenamiento, distribucién, aplicacion e investigacion clinica. Este Real Decreto se aplicara
a las células reproductoras en todo lo no previsto en la Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre técnicas
de reproduccién humana asistida, y en su normativa de desarrollo.

Se especifica claramente que los programas de extraccion y utilizacion de tejidos y células deben
basarse en los principios de voluntariedad, anonimato entre donante y receptor, altruismo, gratuidad
y solidaridad.

En él se recogen estandares de calidad que deben seguirse en todos los procesos (desde la dona-
cién, procesamiento y almacenado hasta la distribucién de los tejidos y células para uso clinico), inclu-
yendo los criterios de seleccidon y evaluacion del donante, las condiciones necesarias para la obtencién
de tejidos, los requisitos para su procesamiento, las condiciones de almacenaje, empaquetado, regis-
tro, etiquetado y transporte, asi como la documentacion que debe acompafar al tejido o grupo celu-
lar y los requisitos para su distribucion.

Estos requisitos se aplicaran a todos los tejidos y células humanas, entre las que se encuentran las
células progenitoras hematopoyéticas de sangre periférica, cordon umbilical o médula dsea; las célu-
las reproductoras (gametos y embriones); las células y tejidos fetales y las células troncales adultas y
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embrionarias cuando su finalidad sea el uso terapéutico o la aplicacion clinica en humanos. No se
incluye la sangre y hemoderivados (salvo los progenitores hematopoyéticos) ni los érganos humanos,
objeto de otras regulaciones.

Los centros deberan desarrollar y mantener actualizado un sistema de calidad y de gestion de cali-
dad, que incluya como minimo a) Manuales de procedimientos operativos de las actividades autoriza-
das y de los procesos criticos. b) Manuales de formacién y referencia, c) Formularios de transmision
de la informacion, d) Datos relativos al origen y el destino de los grupos celulares o tejidos, €)
Informacion sobre la trazabilidad de las células o tejidos, f) Sistema de deteccion y comunicacién de
efectos y reacciones adversos.

Se prevé también un sistema de recogida y custodia de la informacion relativa a sus actividades
que asegure la trazabilidad de todas las células y tejidos procesados que en el caso de que el sistema
tenga formato electrénico, debe asegurarse la existencia de copias de seguridad, y un Sistema de bio-
vigilancia que permitira notificar, registrar y transmitir informacion sobre los efectos y reacciones
adversas graves que puedan haber influido o pudieran influir en la calidad y seguridad de las células
y tejidos y que puedan atribuirse a los procesos de obtencion, evaluacién, procesamiento, almacena-
miento y distribucidon de las células y tejidos, asi como toda reaccién adversa grave observada duran-
te 0 a raiz de la aplicacion clinica de las células y/o tejidos, y que pudiera estar relacionada con su
calidad y seguridad.

Desde el Ministerio de Sanidad y Consumo se esta tratando de implantar un sistema de biovigilan-
cia (trasplantevigilancia) cuyo programa informatico se probara en las Comunidades Autonomas de
Galicia y del Pais Vasco, en el que se pretende recoger todas las declaraciones que se realicen prove-
nientes tanto de actividades clinicas de implante de tejidos como de actividades de reproduccion
humana asistida.

5. Experiencia en la Comunidad Auténoma del Pais Vasco

En la Comunidad Auténoma del Pais Vasco (CAPV), a lo largo de 2005 a 2007 se ha desarrollado
un programa de visitas por los centros y servicios de Reproduccion Humana Asistida autorizados, dos
por Centro o Unidad, con los objetivos de:

Presentacion de la Directiva Europea.

Revision de funcionamiento de los Centros y Unidades.

Determinacién de las areas y puntos de mejora para adoptar las novedades que se recogian en la
normativa.

De cada visita se envi6 un informe en donde se recogian las areas de mejora detectadas. En la visi-
ta siguiente se comprobaban los mecanismos puestos en marcha por el Centro para la consecucién de
las mejoras sefialadas.
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Como conclusién cabe sefalar que en todos los centros y unidades se partia de una situacién acepta-
ble en cuanto al cumplimiento de las novedades presentadas si bien, en todos ellos y con distintos
grados y en diferentes parcelas, se han identificado importantes areas de mejora. Los principales y
mas comunes temas en los que se han sefialado las mejoras son:

Gestion de Calidad: completar registros y protocolos, asi como la gestion y control de los mismos.
Medidas de seguridad y confidencialidad en la informacion: mejorar y completar las existentes.
Serotecas: Archivo de sueros de donantes alogénicos o potencialmente alogénicos durante dos afios
a partir de la Gltima transferencia.

A sefalar la disposicion favorable y el esfuerzo de todos los Centros y Unidades en introducir las
correcciones necesarias para alcanzar los requisitos normativos. En eso estamos.
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Anexo |. Sintesis de las Recomendaciones de la Sociedad Europea de Fertilidad y Embriologia.

RECOMENDACION SINTESIS RECOMENDACION

Practicas de rutina

Exploracion mediante: HC individual, familiar y reproductiva.

Ofrecer consejo y pruebas genéticas apropiadas.

Remitir al genetista si se sospecha causa genética.

Derecho a la informacion sobre las técnicas de RHA y presentacion de resultados de reproduccion del centro.
Respetar la autonomia de las parejas y tener en cuenta el interés del nifio.

Seleccion del donante

Conocer la historia reproductiva familiar y de donantes masculinos y femeninos y realizar las pruebas genéticas

necesarias.

No excluir donantes heterocigbticos para enfermedades autonémicas recesivas. Ofrecer consejo genético a los
donantes seleccionados.

Diagnéstico Genético Pre-implantacional DGP

En familias con enfermedades hereditarias, el DGP como alternativa disponible.

Parejas con alto riesgo genético deberian ser vistos por genetista clinico o por consejero genético y valorar
DGP

DGP se realizara si las parejas acepten conocer el resultado y las implicaciones del mismo.

Cribaje genético pre-implantacional

Hay evidencia de que el cribaje genético puede llevar a incremento potencial de tasa de embarazo y reduccién
de tasa de aborto mediante deteccién de anomalias cromosdémicas numéricas.

Necesidad de ECR para valorar utilidad de la alternativa y definir indicaciones potenciales.

Si se propone el cribaje genético, deberia informarse sobre indicaciones y beneficios del procedimiento. El
consejo se realizaria por profesionales de RHA entrenados.

Investigacion y desarrollo
Se recomienda que las nuevas técnicas y/o procedimientos se introduzcan como proyectos de investigacion cli-

nica (realizacién de un protocolo, aprobacién por CEIC, informacion a las parejas de que la técnica no esta com-
pletamente validada).

Se recomienda la realizacion de estudios prospectivos multicéntricos y estudios de cohorte para evaluar los efec-
tos a largo plazo y los posibles efectos transgeneracionales.

Surge conflicto entre: necesidad de investigar en seguridad y necesidad de minimizar la investigacién en
embriones.

Se hace necesaria la investigacidén en aspectos ético-legales, sociales y psicolégicos.

Organizacion de los servicios

Asegurar la calidad de los servicios: unificando protocolos y pruebas de laboratorio y estableciendo estandares
de calidad.

Capacitacion de los profesionales implicados y de equipos multidisciplinarios

Aunque las técnicas de RHA se consideran, en muchos paises, de prioridad baja, hay situaciones en las que
deberia ser consideradas de alta prioridad, como la infertilidad en parejas jévenes o situaciones médicas que
requieren DGP.

Desarrollo de redes (network) entre centros que realizan DGP especialmente, para enfermedades raras.

Los documentos de Cl se redactaran en un lenguaje comprensible y en soporte adecuado.
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DEBATE: DIFERENTES METODOS DE CULTIVO EMBRIONARIO

Olga Cair6 Doncos
Centro de Infertilidad y Reproduccion Humana (CIRH). Clinica Corachan. Barcelona. Correo electronico: laboratorio@cirh.es

Introduccién

Desde el nacimiento de la Reproduccion Asistida el esfuerzo de todos los laboratorios se ha cen-
trado en la obtencién del mejor embrién viable para conseguir el nacimiento de un nifio sano.

Para alcanzar este objetivo se han ido desarrollando diferentes métodos y sistemas de cultivo que
favorezcan el buen desarrollo de los embriones y que nos permitan una seleccién mas precisa del
embrion con la mayor capacidad implantatoria.

A lo largo de la historia los distintos medios de cultivo, su composicién, y los sistemas para culti-
var embriones han ido evolucionando gracias al mayor conocimiento de la fisiologia del tracto genital
femenino, del embrién y al modelo animal aplicado a los humanos.

Esta ponencia pretende presentar algunos de estos diferentes sistemas - con sus pros y sus con-
tras, sus ventajas y desventajas - para mantener en cultivo los embriones que obtenemos en el labo-
ratorio. EI objetivo es contrastar el cultivo corto hasta dia 3 versus el largo hasta blastocisto, el culti-
vo agrupado de embriones en condiciones de baja concentracién de oxigeno frente al monocultivo en
condiciones atmosféricas. También queremos referirnos a los cultivos secuenciales o con medio Unico,
el uso de suero materno o albumina pura, los medios comerciales frente a la utilizacion de medios
hechos en el mismo laboratorio y, finalmente, intentaremos mirar hacia el futuro y presentar las posi-
bilidades de nuevos sistemas de cultivo tales como la maduracién in vitro de ovocitos.

Desarrollo

Cultivo Corto

A menudo en el laboratorio nos planteamos qué tipo de cultivo es el mas adecuado para nuestros
pacientes; un cultivo hasta el dia 2 6 3 o bien dejar los embriones hasta el dia 5/6 esperando que
alguno de ellos alcance el estadio de blastocisto y poder asi realizar una mejor seleccion embrionaria.

En mi opiniédn, el cultivo largo puede ser adecuado para aquellas pacientes que tienen al menos
tres buenos embriones (8 células iguales, ausencia de fragmentacién...) en dia 3 ya que asi podemos
seleccionar el mas evolutivo y posiblemente realizar una buena transferencia de embrién Gnico. Por
tanto evitariamos asi embarazos multiples. En cualquier caso, transfiriendo en dia 3 ya estamos selec-
cionando embriones evolutivos y podemos evaluar suficientes caracteristicas de estos, tales como el
patron pronuclear, el nimero de células, la fragmentacion, la multinucleacion, la simetria, etc, que
pueden darnos pistas bastantes claras de qué embrién o embriones transferir (Rienzi et al., 2002;
Scott et al., 2007)
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Evidentemente no aconsejaria el cultivo largo de una manera sistematica. En primer lugar, hay que
tener en cuenta el hecho del efecto deletéreo del cultivo in vitro sobre los embriones. Es posible que
muchos embriones con capacidad implantatoria no Ileguen a blastocisto y por tanto no tengan posibi-
lidad de dar lugar a un embarazo manteniéndolos in vitro, cuando si serian capaces de hacerlo de
haber sido transferidos en un estadio mas temprano. Se ha demostrado que pacientes que no tienen
embriones de 8-células en dia 3 y que se han llevado hasta dia 5 dan un 0% de tasa de embarazo en
contraste con la transferencia, en estos casos, en dia 3 que da una tasa de embarazo clinico del
33.3% (Racowsky et al., 2000). In vitro el embrién es mas lento que in vivo y algunos de ellos pue-
den detener su desarrollo.

De hecho solamente un 41,9% de embriones con 7-9-células en dia 3 dan buenos blastocistos,
siendo este porcentaje del 13,8% y del 27,5% cuando los embriones tienen menos 7 células o mas
de 9 respectivamente. Embriones con méas de un 15% de fragmentacion Unicamente dan un 16,5%
de buenos blastocistos y con menos de un 15% de fragmentacién dan buenos blastos en un 33,3%
de los casos (Alikani et al., 2000). Por tanto se demuestra que problemas en la division embrionaria
que no afectan o afectan poco en un cultivo corto si afectan al embrién después de un cultivo largo.
Es evidente, pues, que el Utero es el mejor incubador.

También hay estudios que demuestran alteraciones en la metilacién del DNA de los embriones cul-
tivados in vitro. Estas alteraciones son mas importantes a mas tiempo mantengamos los embriones en
cultivo (Rinaudo, 2006).

Por tanto transfiriendo en el dia 3 hay menos cancelaciones de transferencias y los embriones se
cultivan en el lugar mas fisiolégico posible. Cuando no obtenemos embriones para transferir en el dia
5 no podemos asegurar que estos embriones no evolucionen por causas intrinsecas a ellos mismos o
por efecto del medio de cultivo.

También quiero remarcar que aparte de ser un sistema de cultivo mas simple y facil de llevar a
cabo en cualquier tipo de laboratorio, cuando se dispone de pocos incubadores es vital evitar un nime-
ro excesivo de aperturas para observaciones y cambios de medio, con lo que es mejor adelantar el dia
de la transferencia. Asi también se minimizan los efectos adversos que los VOCs y otras sustancias
puedan tener sobre los medios de cultivo y el aceite que los cubre.

Revisando la extensa bibliografia que existe sobre este tema encontramos estudios para todos los
gustos. Muchos de ellos afirman que se obtienen mejores tasas de embarazo e implantacion transfi-
riendo en dia 5 que en dia 3: Milki et al. (2000) compara el dia 5 versus el dia 3 y muestra una tasa
de embarazo del 68% versus el 46% respectivamente y unas tasas de implantacién del 47% versus
el 20% respectivamente. La tasa de embarazo multiple no presenta diferencia significativa.
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Papanicolau et al. (2005) también presenta tasas significativamente mejores cuando transfiere en dia
5 que en dia 3. En estos estudios se seleccionan pacientes que al menos tengan 4 embriones de buena
calidad.

Otros autores presentan estudios con tasas de embarazo similares al transferir en dia +3 que en
dia +5 (Racowsky et al., 2000; Baladan et al., 2001; Blake et al., 2004). Tampoco encuentran dife-
rencias significativas en cuanto a la tasa de embarazo multiple. Otros incluso encuentran tasas de
embarazo superiores cuando transfieren en dia 3 que en dia 5, siendo estas tasas del 77% y 52%
cuando se tienen en cuenta las tasas acumulativas de ciclos con transferencias en fresco y en conge-
lado (Levron et al., 2002).

En un primer ciclo de FIV la tasa de embarazo no presenta diferencias significativas.

Este ultimo trabajo nos lleva a pensar en el tema de la congelacién y descongelacién de embrio-
nes y blastocistos. La técnica de congelacidn lenta estéd plenamente implantada en todos los labora-
torios obteniéndose tasas de embarazo muy aceptables cuando congelamos embriones en dia 2 o 3.
Es bien sabido por todos que esto no es asi en todos los laboratorios, cuando congelamos blastocis-
tos. Hay varios grupos que presentan buenas tasas de embarazo con blastocistos descongelados, el
problema es que se cancelan muchas transferencias y en muchos casos después de una transferencia
en dia 5 no hay embriones sobrantes para transferir en ciclos posteriores.

La vitrificacion parece ser el futuro para la congelacién de blastocistos, pero esta técnica todavia
no esta plenamente implantada en todos los laboratorios. Existen diferentes sistemas de vitrificacion,
diferentes medios y distintos tipos de pajuelas. Cada laboratorio debe buscar el sistema que mejor le
funcione y antes de ofrecer de manera sistematica el cultivo largo asegurarse de tener un buen pro-
grama de congelacion para los blastocistos sobrantes. Asi, al calcular y comparar las tasas de emba-
razo entre las transferencias con embriones tempranos o las transferencias de blastocistos, aunque las
Ultimas sean en ocasiones superiores, se debe tener en cuenta la tasa de embarazo acumulada cuan-
do transferimos embriones tempranos en fresco y en congelado, ya que posiblemente se igualen o,
actualmente, sean superiores.

En cuanto a la tasa de implantacién, esta s6lo es comparable cuando transferimos el mismo nime-
ro de embriones, ya que a medida que aumentamos el nimero de embriones que transferimos tam-
bién aumenta la posibilidad de escoger cada vez embriones de peor calidad, asumiendo que el prime-
ro que escogemos siempre es el mejor, y por tanto la tasa de implantacion siempre es inferior en el
grupo de pacientes que tiene mas embriones transferidos. Este factor siempre esta presente en este
tipo de estudios (Kolibianakis, 2004).
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Teniendo en cuenta todo lo dicho hasta ahora y también los resultados obtenidos por varios auto-
res (Kolobianakis et al., 2004; Levron et al., 2002; Emiliani et al., 2003) podemos concluir que aun-
que la transferencia de blastocisto nos ofrece ciertos beneficios, no presenta un gran aumento en la
tasa de embarazo evolutivo respecto la transferencia de embriones tempranos sobretodo si tenemos en
cuenta que existe la posibilidad significativa de tener que cancelar la transferencia y la baja proba-
bilidad de crioconservacion.

Monocultivo y cultivo en concentraciéon de oxigeno atmosférico

Podemos mantener los embriones en el incubador en placas con volumenes pequefios de medio
de cultivo o bien en volumenes grandes. Los embriones podemos cultivarlos individualmente o bien
de manera agrupada.

Este tema ha sido bastamente estudiado en veterinaria y los conocimientos adquiridos en este
campo se han utilizado en la fecundacion in vitro en humanos.

Es sabido que los embriones de mamifero alcanzan mayores tasas de formacién de blastocistos
cuando los cultivamos agrupados que si o hacemos en grupos de pocos embriones o individualmen-
te. Fujita et al., (2006) cultivaron embriones bovinos individualmente o en grupos de 2 a 5 embrio-
nes con una densidad constante de 5 pl de medio por embrién. Después de 7 dias de cultivo obser-
varon que la tasa de embriones que alcanzaban el estadio de blastocisto era significativamente supe-
rior cuando cultivaban mas de tres embriones que cuando lo hacian individualmente o en grupos de
dos.

De todas formas el tamafio, las caracteristicas y las necesidades de los ovocitos y +es-embriones
humanos son diferentes. Existen numerosos trabajos en los que se comparan diferentes volumenes de
medio de cultivo para lograr una mayor proporcion de blastocistos, otros en los que se estudia la
influencia del cultivo agrupado o individual sobre la tasa de formacién de blastocistos y la de emba-
razo e implantacion. Muchos de estos articulos son sobre embriones de ratén, bovinos..., algunos sobre
los efectos de las distintas variaciones de cultivo en los embriones humanos en dia 2 y en dia 5, pero
ninguno de ellos consigue dar unos resultados convincentes.

Lane y Gardner (1992) y Gadner et al., (1997) publican las ventajas de los microcultivos en los
embriones de ratén. El cultivo agrupado de embriones humanos es estudiado por Moessner y Dodson
(1995) y Almagor et al. (1996). En términos de un aumento considerable del desarrollo embrionario
el primer trabajo, mientras que el segundo da un aumento en las tasas de embarazo. Pero los resulta-
dos que presentan estos trabajos no son del todo claros cuando tratamos de aplicar el modelo animal
(Lane and Gardner, 1992, Gardner et al., 1997) al ser humano y cuando al leerlo descubrimos que
uno se refiere Unicamente al desarrollo embrionario, pero no dice nada de tasa de embarazo (Moessner
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and Dodson, 1995) y otro da buenos resultados de embarazo pero sélo vagamente hace mencion de
la morfologia embrionaria (AlImagor). Ademas, sélo mantienen el cultivo un maximo de 48 h post-inse-
minacion.

Parece que la causa de los beneficios del cultivo agrupado se encuentra en los factores autocri-
nos y paracrinos secretados por los embriones que ejercen un efecto de ayuda de unos hacia los otros.
Cuando estos factores se excretan en volimenes pequefios de medio de cultivo se evita el efecto dilu-
cién (Paria and Dey, 1990; O'Neill, 1998).

Por otro lado, hay autores que sugieren que no existe diferencia significativa cuando cultivamos en
grupo o de manera individual. Spyropoulou et al. (1999) cultivan embriones tempranos individual-
mente 0 en grupos de 3 a b embriones en microgotas de 20 pl y no encuentra diferencia significati-
va en tasas de embarazo, implantacion ni desarrollo embrionario.

Rijnders y Jansen en 1999 tampoco encuentran diferencia significativa en la tasa de desarrollo
embrionario hasta el dia 5, en embriones humanos cultivados individualmente en 5 pl de medio o0 160
bl o en grupo (de 8 a 12 embriones) en 5 pl de medio por embrion o en 160 pl. De todas formas
encuentran que el grupo de embriones cultivados individualmente y en poco medio de cultivo es el
que alcanza la mayor tasa de formacion de blastocistos (45%). Este sistema presenta una ventaja adi-
cional y por tanto es el que mas me convence: cultivando los embriones de manera individual sabe-
mos siempre de donde procede cada uno de ellos, como era el ovocito, la valoracion de la fertilidad,
las caracteristicas de cada embrion el dia 2, 3, la cinética, etc. De esta manera, podemos hacer una
mejor seleccién del embrién con mayor capacidad implantatoria.

Si los agrupamos no podemos valorar toda la historia del embriéon que vamos a transferir, sino sola-
mente las caracteristicas embrionarias en el momento que hacemos la seleccién para transferir.

En cuanto a la influencia de los factores de crecimiento, Rijnders cree que el volumen de b5ul no
es lo suficientemente pequefio para que no se diluyan e influyan, o en todo caso el efecto es insigni-
ficante. Otra razdn, para no detectar su efecto positivo, es que estos factores influyan en estadios muy
tempranos. Spyropoulou sostiene que tal vez los factores autocrinos secretados por un embrion en 20
Ul son ya suficientes para activar su desarrollo y que, en este volumen, mas dosis de factores produ-
cidos por mas embriones no tendrian ningln efecto. Otra consideracién que podemos hacer sobre este
tema es el efecto negativo que puedan tener sustancias secretadas por aquellos embriones que no se
estan desarrollando correctamente. Se ha demostrado el efecto deletéreo de ovocitos no fertilizados
sobre embriones en divisién (Salahuddin et al., 1995).
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En cuanto a los cultivos bajos en concentracion de oxigeno (5%) o bien en la concentracion atmos-
férica (20%) bien es cierto que hay numerosos estudios que demuestran las ventajas y beneficios de
los primeros. Basicamente porque parece que se disminuyen las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y el grado de fragmentacion de los embriones. Se ha demostrado en varias especies de mamiferos que
el cultivo bajo en oxigeno favorece la formacion y desarrollo de los blastocistos (Karangenc et al.,
2004). Estos estudios estan basados en la presién de oxigeno existente en el oviducto y el Gtero de
los mamiferos. Pero ;por qué la mayoria de laboratorios mantenemos nuestros incubadores a la pre-
sion atmosférica?

En primer lugar los estudios comparativos en embriones tempranos no presentan ninguna diferen-
cia significativa.

Dumoulin et al., en 1999, presenta un estudio en el que compara las tasas de fertilidad, desarro-
llo embrionario, y embarazo de embriones humanos cultivados en un 5% y un 20% de oxigeno hasta
el dia 3 de cultivo, no encontrando ninguna diferencia para ninguno de los pardametros. Donde si
encuentra diferencia, a favor del cultivo al 5% de oxigeno, es en una mayor tasa de formacioén de blas-
tocistos normales cuando deja en cultivo embriones sobrantes hasta dia 5-6. Esta diferencia, sin
embargo, no se refleja en las tasas de embarazo ni implantacion con lo que supone que este efecto $
beneficioso del cultivo bajo de oxigeno no es lo suficientemente importante o bien no tiene un gran
efecto en estadios tempranos y Unicamente en estadios mas tardios. Asi tal vez si se podria aplicar
para cultivos prolongados.

En segundo lugar, en este mismo estudio también se presenta la posibilidad de que mantener
ovocitos y embriones humanos en un cultivo bajo de oxigeno podria llevar a un peligro de hipoxia
(Byatt-Smith et al., 1991). El autor sostiene que mientras los ovocitos de ratén con un radio de 40
micras pueden satisfacer tranquilamente sus necesidades de oxigeno con una concentracion del 5%,
los ovocitos humanos, con un radio > 60 micras se encuentran en el limite de sus necesidades de oxi-
geno. Esto es consistente con el hecho de que el radio maximo que limita el acceso de oxigeno al cen-
tro de la célula de mamifero es de 60 micras. Otra de las razones por las que el ovocito y el embridn
humano podrian estar en peligro de hipoxia es por el caracter estatico de los cultivos, ya que los ovo-
citos y embriones, in vivo, estan en un constante movimiento en el interior del oviducto y el Utero gra-
cias al movimiento ciliar y muscular, lo que permite un acceso uniforme de todas las partes del
embrion al oxigeno. De todas formas Dumoulin no encuentra tal problema en su estudio.

En tercer lugar tenemos un estudio mas cercano, tanto en el tiempo como geograficamente, reali-
zado por Gonzalez-Utor et al., 2005 en el que compara tasa de fertilidad, embarazo, implantacion,
divisién temprana y morfologia de embriones en dia 2 y 3, entre dos incubadores al 5% y 21% de pre-
sion de oxigeno respectivamente. No encuentra ninguna diferencia significativa. Al contrario, el incu-
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bador que estd a 5% tiene un tiempo de estabilizacidn, después de las aperturas, 7 veces mayor que
el otro con lo que esto implica de gasto en balas de nitrégeno.

Asi, parece que no se obtienen demasiados beneficios de mantener los embriones en cultivos bajos
de oxigeno, al menos en los cultivos cortos, mas bien presenta una serie de costes para el laboratorio.

Cultivos secuenciales
Actualmente existen muchas casas comerciales que ofrecen diferentes medios de cultivo.

Basicamente las dos tendencias que podemos encontrar son los medios que tratan de imitar a la natu-
raleza proporcionando al embridn los nutrientes necesarios en cada etapa de su desarrollo y aquellos
que permiten escoger al embrion aquello que necesita en cada momento y son el resultado de la esti-
macidon concentracion — respuesta hasta encontrar una respuesta 6ptima. Los primeros, que estan
basados en la concentracidén de una sustancia segun su presencia en el ambiente natural del embrioén,
son los medios secuenciales y son dos medios diferentes: uno hasta dia 3 y otro desde dia 3 hasta 5
6 6. Los segundos son los medios Unicos y como su nombre indica es un unico medio desde el dia 1
hasta el dia 5 6 6.

Los medios secuenciales se disefiaron para permitir el cultivo largo hasta dia 5 con garantias de
obtener un buen numero de blastocistos viables. La idea era sustituir los cocultivos por un sistema
mas simple y al alcance de todos los laboratorios pero sin comprometer los enormes beneficios que
proporcionaban los cocultivos. Los cultivos secuenciales aportan nutrientes, vitaminas, oligoelemen-
tos y permiten estandarizar la técnica.

A lo largo de su desarrollo in vivo el embrion pasa por distintas etapas y sus necesidades metabo-
licas van variando. Durante estas etapas el embridn va recorriendo distintas partes del tracto reproduc-
tor femenino. Asi, estudiando la composicién de los fluidos del oviducto y del atero humano se des-
arrollaron los medios secuenciales (Gardner et al., 1996; Gardner, 1998; Ménézo, 1998). Durante y
después de la fecundacidn, los liquidos que envuelven al ovocito y al embridn son ricos en piruvato y
lactato, pero no en glucosa. En estas primeras etapas de desarrollo el embriéon consume piruvato y
lactato. Después de la activacion del genoma embrionario (8-células / compactacion) el embridn nece-
sita como fuente de energia principal la glucosa, justo en este momento entra en el Utero materno. Asi
la concentracién de glucosa en los medios para embriones tempranos es baja, siendo alta la de lacta-
to y piruvato. Los medios para las etapas mas tardias son ricos en glucosa, contienen también piruva-
to y son pobres en lactato.

Gardner et al. (2002) ha sido el autor que mas ha estudiado las necesidades nutricionales de los
embriones y las distintas composiciones de los fluidos del tracto genital femenino por donde tiene su
recorrido el embrion.
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Asi los medios secuenciales son basicamente dos medios distintos, donde el primero se utiliza
desde la fecundacion hasta el dia 3 y que contiene bajas concentraciones de glucosa, aminoacidos
(AA) no esenciales y EDTA que favorece la proliferacion celular. Y un segundo medio que aumenta la
concentracion de glucosa y disminuye la de lactato, manteniéndose mas o menos constante la de piru-
vato y con AA esenciales y no esenciales. Este segundo medio no contiene EDTA, ya que parece inhi-
bir la formacién y diferenciacion de blastocistos (Gardner et al., 2000). De esta manera se pretende
potenciar el desarrollo hasta blastocisto.

La extensa bibliografia existente sobre los cultivos hasta blastocisto se refiere en su mayor parte a
la utilizacion de medios secuenciales. Al desarrollo de estos medios debemos el poder mantener nues-
tros embriones en cultivo hasta el dia 5 6 6 obteniendo un buen porcentaje de blastocistos.

Recientemente se han presentado unos resultados comparando las tasas de formacién de embrio-
nes y blastocistos con la serie GllI de Vitrolife y la serie G5. Con la primera obtenemos una tasa de
embriones con 8-células del 37,8 % y con la segunda del 43,2% (P<0,05). Con la serie Ill se alcan-
zaban unas tasas de formacion de blastocistos del 37,2% y con la nueva serie 5 del 40%. Aqui no se
obtiene diferencia significativa por el bajo nimero de casos estudiados. Este tipo de medios estan en
un constante avance y desarrollo (Baladan et al., 2007).

De todas formas hay que decir que hay varios estudios donde se muestra que con medios Unicos
podemos también obtener buenas tasas de blastocistos, implantacién y embarazo, comparables a las
obtenidas con el uso de medios secuenciales (Macklon et al., 2002). Sepulveda et al., en 2006, no
encuentra diferencias significativas cuando compara Global, de LifeGlobal, con medios secuenciales
de Irvine. Presenta tasas de embriones en 8-células en dia 3 de un 37,9% y un porcentaje de forma-
cidon de blastocistos en dia b del 42,7%.

Por tanto esta claro que los dos tipos de medios son eficaces para cultivar nuestros embriones in
vitro y cada laboratorio debe elegir aquellos medios que le proporcionen las mejores tasas de desarro-

llo, mejor morfologia embrionaria y mayor tasa de embarazo evolutivo.

Suplementacién de los medios con HSA (human serum albumin)

Los ovocitos y embriones humanos necesitan de un aporte de proteinas para su desarrollo. Estas
proteinas se las podemos proporcionar suplementando los medios de cultivo con suero materno o bien
con albumina pura (HSA) o recombinante. La albumina es fuente natural de aminoacidos y es muy
abundante en el tracto genital femenino. La albumina absorbe toxinas, es un regulador de la presion
osmoética y actia también como buffer.

El suero materno nos aporta unas tasas de embarazo e implantacion importantes, pero presenta
una serie de inconvenientes: es necesario extraer sangre de las pacientes antes de las punciones y
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procesar esta sangre para la obtencién del suero inactivado. Esto aumenta considerablemente el tra-
bajo del laboratorio y requiere una preparacion de medios individualizada para cada paciente. Existe
también la posibilidad de transmitir ciertas enfermedades y la contaminacion biolégica. Su uso no esta
indicado en casos de enfermedades inmunolégicas y en esterilidad de origen desconocido.

El uso de HSA facilita enormemente el trabajo, permite una facil preparacion de medios de culti-
vo, pero sobre todo proporciona una seguridad en cuanto a control de calidad y transmisién de enfer-
medades. La HSA comercial esta sometida a todo tipo de anélisis y test: hepatitis B, C, HIV, osmola-
ridad, pH, endotoxinas, test de esterilidad con membrana de filtracion, MEA (Mouse Embryo Assay),
etc.

Si en lugar de utilizar HSA utilizamos albumina recombinante, evitamos al 100% cualquier posi-
ble contaminacién por algin agente infeccioso, incluso con priones, por su caracter biosintético.
Ademas, al ser un producto de alta pureza, garantiza la no variabilidad entre lotes.

Por otro lado Ali et al., en 2000, demostrdé que era posible capacitar semen, fertilizar ovocitos,
tanto por FIV como ICSI, y obtener embriones (al menos hasta dia 2) en medios con ausencia total de
proteinas. De esta manera, y sustituyendo la hialuronidasa, de origen animal, por papaina, de origen
vegetal, conseguia obtener embriones viables (50% tasa embarazo) evitando cualquier riesgo de trans-
mision de enfermedades infecciosas.

Por tanto aunque la suplementacién de los medios con suero materno nos proporciona unas exce-
lentes tasas de embarazo debemos valorar el riesgo de transmisién de enfermedades, el posible efec-
to adverso del suero en determinadas pacientes y la menor comodidad en cuanto al trabajo del labo-
ratorio.

Medios Comerciales

Siguiendo un poco con el tema anterior, también podemos plantearnos si comprar medios de cul-
tivo comerciales o bien prepararlos en nuestro propio centro. Es posible que si nos lo hacemos nos-
otros mismos tengamos una seguridad del grado de frescura de estos medios pero todo el proceso de
elaboracién requiere disponer de una infraestructura y un personal que no es posible en todos los labo-
ratorios. Hay que valorar si merece la pena todo el esfuerzo en tiempo y personal con los beneficios
que puede aportar la fabricacion casera de medios, respecto a la facilidad, comodidad y seguridad de
los medios comerciales.

Los diferentes fabricantes de medios de cultivo, consideran que es esencial proporcionar un pro-
ducto de alta calidad para asegurar unos resultados 6ptimos. La gran competencia entre ellos asegu-
ra esta calidad para los consumidores. Muchos de estos fabricantes estéan acreditados con Certificados
de Calidad en el proceso de fabricacion, manufactura y testado final de sus productos, asi como en
los materiales utilizados y el empaquetado del producto final. MediCult posee los Certificados ISO
9001:2000 e 1SO 13485:2003 al igual que Vitrolife. Ademas todos los procesos cumplen los prin-
cipios del GMP (Good Manufacturing Practice) y la fabricacidon se realiza en Clean Rooms.

Las materias primas utilizadas en la fabricacion de los medios son testadas antes de su utilizacion
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y las fuentes de proteinas tienen el grado de calidad requerido para la industria farmacéutica.
El agua utilizada cumple con todos los requerimientos para el agua purificada en la actual farma-
copea europea.

Se valida la estabilidad el producto, en condiciones de uso, hasta la fecha de caducidad.
Los productos se empaquetan en cajas aislantes y a prueba de golpes, con elementos que asegu-
ran en todo momento la cadena de frio.

Todos los productos se sirven con su correspondiente Certificado de Analisis.

El producto final es sometido a un estricto control de calidad realizandose las siguientes pruebas:
pH, osmolaridad, MEA, Hybritest, test de Endotoxinas LAL, test de esterilidad (todos los productos
estan esterilizados por filtracion), test de supervivencia espermatica, test de inmovilizacién esperma-
tica, etc.

Ademas de toda la seguridad y comodidad que proporcionan los medios de cultivo comerciales,
actualmente se fabrican bajo pedido de tal forma que se garantiza la frescura de los medios y los
stocks de las fabricas son muy bajos y se renuevan constantemente.

En cuanto a los resultados a lo que calidad embrionaria y tasas de gestacion se refiere, son total-
mente comparables a la utilizacion de medios caseros.

Futuro

Decir como sera la Reproduccién Asistida, desde el punto de vista del laboratorio, en el futuro no
es facil. Los avances en este campo son relativamente lentos. Posiblemente el futuro esté en la apli-
cacion de una manera mas sistematica del Diagndstico Genético Preimplantacional, apoyando el cul-
tivo de los embriones, con medios realmente eficaces, capaces de suministrar todo lo que en verdad
necesita el embridn y sin aportar sustancias nocivas para ellos. La vitrificacion se consolidara como la
técnica de congelacion mas rapida y eficaz cuando esté a punto el sistema que nos garantice una muy
buena supervivencia de los embriones y una buena tasa de implantacién y embarazo, teniendo a los
embriones protegidos frente a las posibles contaminaciones del nitrégeno liquido.

En cuanto al futuro de los sistemas de cultivo embrionario no quiero terminar sin hacer mencion
de la maduracién in vitro de ovocitos. Esta técnica permite madurar ovocitos inmaduros en el labora-
torio de manera relativamente sencilla. Aproximadamente un 50% de los ovocitos recuperados madu-
ran in vitro. La tasa de embarazo se sitla entre un 20 y un 30%.

Las ventajas de esta técnica estan en que no hay estimulacion ovérica, no hay riesgo de hiperesti-
mulacion, la monitorizacién es mas sencilla y el coste es mas bajo que el de la FIV convencional. Se
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aplica principalmente en casos de ovarios poliquisticos y cuando hay antecedentes previos de SHO.
También puede ser una alternativa para aquellas mujeres que no quieren someterse a una estimula-
cién ovarica. Las desventajas son que las tasas de implantacion y embarazo son menores y en cambio
las de aborto son mayores. Ademas se obtiene un menor nimero de embriones para congelar. En el
tema de la maduracion in vitro de ovocitos todavia hay un camino por recorrer, que permita obtener
en el laboratorio mayor niumero de ovocitos maduros, y por tanto un mayor nimero de embriones via-
bles.

Conclusién

Después de todo lo dicho hasta ahora y todo lo que podemos leer en articulos, escuchar en los
Congresos y charlas, creo que cuando nos planteamos en el laboratorio que sistemas queremos utili-
zar para mantener en cultivo a “nuestros” embriones, debemos buscar todos aquellos que, proporcio-
nandonos comodidad, seguridad y facilitandonos el trabajo, nos permitan mejorar dia a dia la calidad
de los embriones generados y asi aumentar nuestras tasas de embarazo afio tras afio. La clave para
conseguir todo esto se encuentra en una mejora continua de los medios de cultivo, en la evolucion de
los tipos de placas que vamos a utilizar, unos futuros incubadores que nos permitan observar el des-
arrollo de los embriones sin casi necesidad de abrirlos y unos practicos, pero estrictos, controles de
calidad dentro del laboratorio.
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DEBATE: DIFERENTES METODOS DE CULTIVO EMBRIONARIO

Nicolas Prados
Equipo IVI Sevilla. Sevilla. Correo electrénico: nprados@ivi.es

Aunque llevamos mas de 20 afios cultivando embriones humanos in vitro, todavia no estan esta-
blecidas unas condiciones 6ptimas y universales para su cultivo. EI embrién humano ha demostrado
una gran vitalidad y es capaz de crecer con éxito en medios de diferente composicion y en distintas
condiciones de cultivo. En esta sesion resaltaremos sdlo algunos de los muchos aspectos que varian
hoy dia entre los distintos laboratorios de embriologia clinica del mundo.

El momento de la transferencia

Se han transferido con éxito desde cigotos (e incluso los gametos) hasta blastocistos completamen-
te eclosionados. La transferencia en la etapa de blastocisto implica cultivar in vitro los embriones
hasta el dia 5 0 6" de desarrollo (cultivo largo). Aunque existe una tendencia hacia la transferencia de
un unico blastocisto todavia no es la técnica mas utilizada y habitualmente los embriones se trans-
fieren en el 2° 0 3" dia de desarrollo (cultivo corto).

Las ventajas de la transferencia de blastocisto segin sus defensores serian principalmente
(Gardner, 2006): identificar mejor el potencial embrionario tras su activacién genémica; sincronizar el
estadio del embrién con el del lugar al que son transferidos minimizando la exposicién al ambiente
hiperestimulado y las contracciones uterinas; obtener tasas de implantacién mas altas y mejorar los
resultados clinicos, y obtener embriones que tienen mayor supervivencia a la criopreservacion.

Es cierto que en la altima revision de la Cochrane de 2005 afirma que no existen suficientes indi-
cios para afirmar que el cultivo largo ofreciese mejores resultados gestacionales, pero los diferentes
estudios no eran equivalentes en las comparaciones (Blake et al., 2005). Los ultimos trabajos publi-
cados parecen que pueden cambiar estas conclusiones. El enfoque del cultivo largo debe ser la bus-
queda del mejor embrion y la tendencia a valorar el resultado final positivo de un ciclo de reproduc-
cién asistida es el nacimiento de un nifio sano. En el reciente trabajo randomizado del grupo de
Devroey la probabilidad de tener un nifio sano en casa por inicio de estimulacion era un 50% mayor
(56% frente a 38%) tras la transferencia de un blastocisto (Papanikolaou et al., 2006).

Son estudios como éste, prospectivos randomizados dentro de la misma poblacién los que van a
dilucidar si realmente se obtiene un beneficio real con el cultivo largo.
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Es posible que los dos factores que mas nos inquieten sean cada vez de menor impacto. Las tasas
de implantacién con blastocistos parecen que en las mismas condiciones son mas altas y las tasas de
formacién de blastocistos no son bajas en estos casos, con lo que parece que el laboratorio no es tan
deletéreo para el embrion y podria ser tan buen incubador como el Utero. El segundo factor es la con-
gelacién de los blastocistos. Existen ya grupos que tanto con la congelacion lenta (Veeck et al., 2004)
como con la vitrificacion (Stehlik et al., 2005), estan consiguiendo resultados interesantes y mejores
que con embriones de dia 3.

El cultivo largo es complicado y como toda técnica no es aplicable a todas las parejas y cada labo-
ratorio tiene que ponerla a punto. El interés en el cultivo largo esta aumentando ademas con la tran-
sicidn a la transferencia del embrién Unico. Si creemos realmente en que un embarazo multiple no es
un éxito y que es evitable, debemos optimizar el cultivo largo, pues es el que nos permite continuar
seleccionando el mejor embridn. Tendremos por tanto que optimizar las condiciones de cultivo largo;
probablemente (salvo excepciones) todas las pacientes menores de 37 afios con buena respuesta y
especialmente en un primer ciclo seran candidatas a la transferencia de un Unico blastocisto.
Condiciones de cultivo

El cultivo in vitro de embriones y su transferencia se hace en numerosos mamiferos de forma tanto
rutinaria como experimental y muchos de sus aspectos se tratan de extrapolar al cultivo in vitro de
embriones humanos. Por ejemplo, se esta proponiendo por parte de algunos autores el cultivo bajo ten-
siones bajas de oxigeno, mas parecidas a las fisiologicas. Estas condiciones mejoran no sélo el des-
arrollo de los embriones sino la maduracién in vitro de ovocitos o el aislamiento de células madres
embrionarias.

El hecho de que los embriones humanos y de ratén puedan crecer a concentraciones atmosféricas
de oxigeno no significa que sea la condicidn Optima para su crecimiento. La concentracion de oxige-
no en las trompas de los mamiferos oscila entre el 2 y el 8% siendo siempre menor en el Utero (entre
1y b5%). Por un lado esta el ejemplo practico de que en especies mas sensibles es necesario cultivar
los embriones in vitro en atmdsferas por debajo del 10%. Por otro lado estudios en raton demuestran
como el metabolismo en tensiones atmosféricas de oxigeno es mucho mas estresante para las mito-
condrias y de hecho la glucosa se consume menos y se produce glicdlisis anaerdbica. Aunque morfo-
l6gicamente no hay grandes diferencias entre los blastocistos en uno u otro medio el metabolismo del
embridn es aparentemente mas correcto a bajas tensiones de oxigeno (Dumoulin et al., 1999; Petersen
et al., 2005). No parece haber diferencias durante el cultivo corto (Bahceci et al., 2005) o son peque-
fias (Kea et al., 2007).

Es complejo y costoso cultivar a tensiones bajas de oxigeno. Hace falta gastar volimenes altos de
nitrogeno para desplazar el oxigeno del incubador o usar mezcla de gases en incubadores de muy poco
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volumen. El cultivo clasico en incubadores de gran volumen lleva aparejadas una serie de inconvenien-
tes que pueden hacer ineficaz el cultivo a baja tensidén de oxigeno (Fujiwara et al., 2007). Una terce-
ra via seria aumentar la concentracion de antioxidantes en el medio si el efecto pernicioso del oxige-
no fuera Unicamente un aumento de especies reactivas de oxigeno (Burton et al., 2003). Algunos
medios comerciales estan comenzando a incluirlos.

Podemos concluir que a corto plazo no sera una técnica habitual, pero tendremos que tenerlo en
cuenta si queremos seguir optimizando el laboratorio (Agarwal et al., 2006).

También se ha propuesto el cultivo agrupado para favorecer la accion paracrina de moléculas excre-
tadas por los embriones. El cambio de cultivar de pocillo a microgota fue tanto por comodidad y eco-
nomia como la observacion de que los embriones agrupados o en volumenes pequefios crecian mejor.
Existen autores que afirman que podemos obtener beneficios extra cultivando embriones agrupados
ademas de cultivar en volumen pequefio y existen casas comerciales que lo recomiendan para sus
medios. Este agrupamiento sélo tiene sentido en el cultivo largo cuando tras un primer descarte de
embriones no viables en dia 3, podemos agruparlos puesto que el principal punto de corte sera la cali-
dad en el quinto dia de desarrollo. Aunque sea habitual en la reproduccién animal, realmente no exis-
ten estudios prospectivos randomizados en clinica humana que apoyen o descarten esta técnica pero
tampoco hay razones para no realizarlos.

Medios de cultivo

Existen numerosas casas comerciales que ofrecen medios de distinta composicion. Hay laborato-
rios que fabrican sus propios medios de cultivo. Hasta ahora ningin medio ha destacado claramente
sobre los demas. Debido a la imposibilidad de hacer experimentos con un material tan valioso como
es el embrién humano se deben hacer extrapolaciones a partir de la experiencia de la reproduccion
asistida animal, pero nunca debemos olvidar que el embrion humano esta a su vez adaptado a un
ambiente distinto al de los modelos empleados.

Tras los primeros medios que se usaron, que no eran muy fisiolégicos (EBSS) o eran muy simples
(HTF), se han ido desarrollando medios comerciales mas o menos complejos que han tratado de adap-
tarse a las tres fases de necesidades metabdlicas que nos encontramos en el laboratorio: espermato-
zoides y células del complejo ovocito-cumulo (presencia de glucosa), el embrién desde el estadio de
cigoto hasta el 3®" dia (presencia de piruvato, lactato) y desde el 3° en adelante (glucosa junto a una
mayor presencia de aminoacidos, vitaminas y otra serie de metabolitos). Los distintos medios comer-
ciales presentan variaciones de composicion dentro de estas lineas generales.

Dentro de la versatilidad del embrion humano hay autores que afirman que es posible dejar elegir
al embrion y mantenerlo durante todo su cultivo (desde el cigoto hasta el blastocisto) en el mismo
medio y que el embrién es capaz de tomar y excretar lo que necesita en cada momento (Biggers et al.,



asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:01 Pagina 159

PONENCIAS

Diciembre 2007 Vol. 12 e N°2
159

2005). Esta es la base del medio K-SOM que ha derivado también en una linea de medios comercia-
les para cultivo in vitro humano. Segun estos autores, una de las ventajas de este medio es que evita
un cambio brusco en la composicién del medio que presentan los medios secuenciales: justo cuando
el embridn esta activando su genoma y se estd adaptando al medio se traspasa bruscamente a otro de
una composicién distinta.

Una hipétesis interesante que se ha propuesto es la de que el metabolismo del embrién humano
deberia mantenerse bajo (Eles, 2002). Si el medio de cultivo es demasiado rico el embridn crecera
aceleradamente adaptandose a ese ambiente y activando una serie de cascadas génicas que van a
afectar negativamente su desarrollo. En esta hipdtesis ademas se insiste en que el raton no es un buen
modelo ya que tiene el ovocito tiene un volumen menor con menos reservas y activa antes su metabo-
lismo y su genoma. Muchos de las innovaciones y caracteristicas de los medios se extrapolan actual-
mente de la experiencia con embriones de raton. Se debe buscar un medio que se parezca lo mas posi-
ble al ambiente relativamente pobre de la trompa humana y ser cautos en cuanto a la experiencia en
otras especies.

Uno de los ejemplos mas claros de la versatilidad del embrion humano y su diferencia a otros
modelos animales es que todavia se usa con éxito un medio tan simple como es el HTF suplementa- $
do con suero materno. Este medio, al igual que el resto, debe suplementarse con albumina sérica
(HSA). La albumina tiene una serie de utilidades, practicas (para el manejo del embrién) y de cultivo
(tampdon osmético y detoxificacién). La albumina se puede utilizar comercialmente purificada o recom-
binante o incluida en el suero materno de la paciente. Hay autores que sostienen que no se debe usar
el suero materno ya que contiene muchos factores (lipidos, proteinas, hormonas, vitaminas) que no
controlamos y que podrian ser téxicos, que el embridn nunca se ve expuesto al suero como tal ya que
es un producto artificial de laboratorio tras la coagulacion del plasma y que en rumiantes, por ejem-
plo, el suero provoca graves enfermedades en el desarrollo de los fetos (Gardner and Lane, 2000). Si
bien esto es cierto, la albumina comercial se purifica a partir de una serie de precipitaciones con sol-
ventes y sales posiblemente embriotdxicos y su forma final tiene estabilizadores que no han sido bien
estudiados todavia si tienen un efecto o no. También cabe decir que cualquier medio comercial es
igualmente poco fisioloégico pues todavia desconocemos la composicidn exacta en las trompas y que a
diferencia de los embriones de rumiantes ya han nacido muchos nifios sanos a partir de estos medios.
Probablemente el uso del suero materno se vea descartado completamente con el tiempo debido a una
necesidad de controlar y homogenizar las condiciones de cultivo de todos los embriones.

Control de calidad

Una de los aspectos mas importantes dentro del laboratorio y que poco a poco se esta afianzando
es el desarrollo de un control de calidad integral del laboratorio de embriologia clinica (Keck, 2003;
Mortimer and Mortimer, 2005). Esto afecta no sélo a los productos comerciales que se adquieren para
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su uso en el laboratorio, sino también a todos los aparatos y protocolos que se usan, ademas de lo que
se prepare de forma interna para su uso en el laboratorio.

Los elementos que se preparan de forma casera (medios, pipetas, material de vidrio, etc.) deben
prepararse segun las normas clinicas habituales con control de esterilidad y pirégenos. Especificos de
embriologia son las pruebas de supervivencia espermatica y el cultivo de blastocisto de raton. Este
ultimo es muy susceptible a la estirpe utilizada (Gardner et al., 2005).

Ademas al igual que las casas comerciales tiene sus certificados de calidad, el laboratorio de FIV
también debe aspirar a tenerlo. Debe existir un grupo control o centinela sobre el que analizar y revi-
sar cada cierto tiempo los resultados de gestacion, implantacién y recién nacido Unico y sano de los
distintos aspectos del laboratorio. Todos los protocolos de trabajo deben estar por escrito, extensamen-
te y con las posibles contingencias planteadas. Debe existir una base de datos que almacene toda la
informacion de manera que sea facilmente accesible y auditable. Los aparatos deben estar revisados
y verificados o calibrados si fuera necesario, y esta informacion recogida junto a su trazabilidad y las
instrucciones necesarias. El personal debe reciclarse continuamente y controlar que se evaltan los
embriones de la misma manera, etc.

El desarrollo de un programa de calidad puede mejorar los resultados del laboratorio mucho mas
que la introduccion de una nueva técnica o un nuevo equipamiento. En realidad estamos evitando los
momentos en los que inconscientemente hariamos algo inadecuado (por acciéon o por omisién) que
afectaria al cultivo de los embriones.

Probablemente dentro de diez afios la forma de cultivar los embriones, el medio de cultivo y el
mismo laboratorio habrd cambiado tanto como desde hace diez afios hasta ahora.

Tal vez se desarrollen medios complejisimos que incluyan factores de crecimiento e incubadores y
sistemas de dosificacion continua de medio en microplaca que permitan un sistema de cambio de
medio gradual.

Probablemente consigamos las condiciones 6ptimas de cultivo que incluso mejoren las que el
embridn pueda encontrar en el Gtero antes del sexto dia de desarrollo. Apoyandonos en los trabajos en
embriones y células madre de mamiferos podremos ir mejorando las condiciones de cultivo, siempre
con el cuidado y la salvedad que no todo es extrapolable.
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METODOS DE FIJACION DE BLASTOMERAS TRAS BIOPSIA
EMBRIONARIA

Carmen Rubio, Amparo Mercader, Pilar Buendia y Arantxa Delgado
Instituto Universitario — IVI, Valencia. Correo electrénico: c.rubio@ivi.es

Tras la biopsia embrionaria se realiza la fijacion del nicleo de cada uno de los blastémeros, de modo
qgue se eliminen los restos de citoplasma por completo y los nicleos mantengan su integridad y mor-
fologia. La fijacidén es un paso decisivo en todo el proceso ya que la calidad de las extensiones va a
condicionar el acceso de las sondas de DNA al nucleo y de ello dependera la eficiencia de hibridacion
y la fiabilidad del diagnoéstico. Existen diferentes métodos de fijacion, tomados de la citogenética cla-
sica, y el mas utilizado es el de Tarkowski, aunque existen otros protocolos modificados.

La fijacion se puede realizar bajo lupa estereoscépica o microscopio invertido con objetivo de con-
traste de fases de 10x. Nuestro protocolo de fijacion modificado se detalla a continuacién

1.- Aspirar el blastdmero con una pipeta Pasteur estirada a la llama y colocarlo en un pocillo con
0,5 ml de medio de cultivo tamponado con albumina al 5% (lupa estereoscépica). Otra posibilidad
incluye un tratamiento hipoténico previo en una solucién de cloruro de potasio (KCI 0,075N), duran-
te 1 minuto aproximadamente. La célula aumenta su volumen y ello facilita su extension y la poste-
rior eliminacion de los restos de citoplasma.

2.- Aspirar de nuevo el blastdmero con una pipeta Pasteur estirada a la Illama diferente a la ante-
rior y depositarlo sobre un portaobjetos previamente desengrasado. Retirar cuidadosamente el exceso
de medio depositado y valorar la expansion del blastémero sobre el portaobjetos.

3.- Dejar secar el medio y luego dejar caer verticalmente sobre la extension una primera gota de la
solucion de fijacion Carnoy (metanol-acético 3:1) y cuando ésta se retrae, afiadir una segunda gota de

fijador (microscopio invertido, contraste de fases 10x).

4.- Continuar afladiendo solucion de fijacion hasta que se eliminen los restos de
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Introduccién

El reticulo endoplasmatico (RE) consiste en una red membranosa tridimensional que se encuen-
tra presente en el citoplasma de los diferentes tipos celulares que delimita un Unico espacio luminal.
El RE interviene en funciones relacionadas con la sintesis y glicosilacién proteica, metabolismo de lipi-
dos y detoxificacion de diferentes productos (Baumann and Walz, 2001; Voeltz et al., 2002; Coopers,
2007). ElI RE esta especialmente desarrollado en las células que estan implicadas activamente en la
sintesis de proteinas, fundamentalmente proteinas de secreciéon (Baumann and Walz, 2001). Ademas,
se ha visto que el RE actiia como un depo6sito intracelular de iones calcio, participando en la home-
ostasis de este cation (Papp et al., 2003). El calcio esta implicado en diferentes procesos de gran
importancia fisiolégica. Asi, el proceso de la fecundacion es un proceso dependiente de calcio siendo
de gran trascendencia el papel que juega este cation en la activacion del ovocito especialmente en la
reanudacion de la meiosis y en la liberacién de los granulos corticales en el proceso conocido como
reaccién cortical. El calcio juega igualmente un papel crucial en la regulacion de las sucesivas divi-
siones mitéticas durante la segmentacién embrionaria (Parekh and Putney, 2005).

El RE posee una compartimentalizacion funcional muy heterogénea que se encuentra mantenida
por sefiales externas a él (Levine and Rabouille, 2005). Podemos distinguir dos dominios principales
con distinta morfologia que se corresponden con la envoltura nuclear y el RE periférico (Baumann and
Walz, 2001; Voeltz et al., 2002). Adicionalmente, en el RE periférico podemos distinguir dos regio-
nes morfolégicamente diferentes, rugoso y liso, atendiendo a la presencia o no de ribosomas adheri-
dos a su membrana. La presencia de los ribosomas le confiere una morfologia ultraestructural rugosa
de la que procede su nombre (Baumann and Walz, 2001; Voeltz et al., 2002; Coopers, 2007).

En un estudio ultraestructural previo se ha descrito la existencia de unas estructuras en el ooplas-
ma de ovocitos humanos con caracteristicas morfolégicas tipicas del RER en los foliculos antrales de
pequefio tamafio (Satananthan, 1994). Estos autores en otro estudio han descrito que este RER se
encuentra ausente en ovocitos maduros; sin embargo, este tipico RER se muestra de nuevo patente
en embriones humanos en el estadio de ocho células (Satananthan, 1997).

Estudios citoquimicos realizados recientemente mediante el uso del microscopio confocal en com-
binacion con el uso de anticuerpos especificos contra proteinas presentes en el RE demuestran la exis-
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tencia de este organulo en los ovocitos humanos en metafase Il (Balakier et al., 2002). Estos estu-
dios, ultraestructurales y citoquimicos con microscopia confocal, descritos previamente son aparente-
mente contradictorios. En un estudio citoquimico ultraestructural hemos descrito la presencia de unas
vesiculas de contenido electrodenso con un marcaje especifico para un marcador del RER en los ovo-
citos de raton contenidos en foliculos ovaricos de tamafio superior al foliculo ovarico multilaminar
(Jiménez-Mouvilla, 2005; Jiménez-Movilla et al., 2005, Hoodbhoy et al., 2006). Este RER vesicular es
de morfologia atipica.

Por todo lo expuesto anteriormente en el presente estudio sera analizada la existencia y estructu-
ra del RER de ovocitos humanos con técnicas citoquimicas empleando anticuerpos especificos a nivel
ultraestructural y con microscopia confocal.

Material y métodos
Obtenciéon de ovocitos

Los diferentes ovocitos humanos fueron obtenidos de pacientes incluidas en el programa de fecun-
dacion in vitro del Hospital Universitario “La Fe” de Valencia, las cuales fueron sometidas a un trata-
miento de estimulacién con FSH hasta el dia de la administracion de la gonadotrofina coriénica huma-
na (hCG). Entre 24 y 36 horas después de la administracion de la hCG, los ovocitos fueron obtenidos
mediante puncidn-aspiracion folicular por via vaginal guiada por ultrasonidos. La donacién de estos
ovocitos fue realizada bajo el consentimiento de todos los participantes.

En este estudio se usaron ovocitos en vesicula germinal (VG), metafase Il (MIl) y ovocitos proce-
dentes de fecundacion andémala o zigotos anormales. Los ovocitos MII fueron inseminados pero no
fueron fecundados. En cuanto a los zigotos anormales se usaron 5, de los cuales 3 son de un solo pro-
nacleo tras la ICSI y los otros dos ovocitos poseen dos y tres pronucleos tras tres y dos dias de culti-
vo tras la fecundacién.

Anélisis inmunocitoquimico mediante microscopia confocal

En este estudio se han usado dos anticuerpos especificos que reconocen dos proteinas que se
encuentran presentes en el RER. Una de las proteinas analizadas es el enzima proteina disulfuro iso-
merasa (PDI) que es una proteina localizada en el lumen del RER responsable de la formacién de los
puentes disulfuro entre los aminoacidos cisteina participando en el correcto plegamiento de las prote-
inas que se sintetizan en el RER (Ellgaard and Ruddock, 2005). Otra proteina analizada es la calne-
xina que es una chaperona que se encuentra anclada en la membrana del RER (Ellgaard et al., 1999;
Williams, 2006). La identificacidn y localizacién del RER se realiza mediante técnicas inmunocitoqui-
micas usando marcadores fluorescentes. Para ello, los ovocitos en VG (n=2) y MIl (n=13) fueron fija-
dos con paralformaldehido al 2% en tampdn fosfato salino (PBS, pH 7,2) durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente. Posteriormente los ovocitos fueron lavados tres veces con PBS durante 5 minutos
en cada lavado. Las muestras se incuban durante 15 minutos en PBS que contiene 50 mM de glici-
na y posteriormente se incuban por un periodo de 10 minutos con PBS suplementado con 0,1% de

o
EVOLUCION DEL PREMIO ASEBIR-EMB 2005

Diciembre 2007 Vol. 12 e N°2

165




asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:01 Pagina 166

o
EVOLUCION DEL PREMIO ASEBIR-EMB 2005

Mondéjar |I. et al., Estudio Ultraestructural...

166

saponina para permeabilizar estas células. Para la visualizacién de la union antigeno-anticuerpo se
usaron técnicas inmunocitoquimicas indirectas de dos capas que se describen a continuacion.

Para el estudio de la proteina PDI, los ovocitos en VG (n=2) y MIl (n=7) son incubados con el anti-
cuerpo primario, anticuerpo monoclonal de ratén anti-PDI (1:1000) (Stressgen) diluido en PBS-0,1%
BSA acetilada durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados sucesivos de cinco
minutos cada uno en tampon PBS, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario, un anti-
cuerpo policlonal anti-lgG producido en carnero conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (1:400)
diluido en PBS-0,1% BSA acetilada durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente las muestras se lavan varias veces en PBS en oscuridad.

Para el estudio de la proteina calnexina, un ovocito en VG y un ovocito en MII se incubaron con un
anticuerpo policlonal anti-calnexina (Stressgen) producido en conejo (1:1000) diluido en PBS-0,1%
BSA acetilada, durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar en PBS, los ovocitos fueron incuba-
dos con el anticuerpo secundario, anticuerpo policlonal anti-lgG producido en carnero conjugado con
el fluorocromo TRICT (Sigma) (1:300) en PBS-0,1% BSA acetilada, durante 1 hora a temperatura
ambiente y en oscuridad.

Se realizaron igualmente estudios de colocalizacion de la proteina PDI y calnexina en ovocitos en
MII (n=4). Para ello, los ovocitos fueron incubados en primer lugar con el anticuerpo anti-PDI y pos-
teriormente con el anti-calnexina en las condiciones descritas previamente. Se realizaron los corres-
pondientes controles de la técnica. Para ello, se procede a la sustitucion del anti-PDI y anti-Calnexina
por el correspondiente tampdn (PBS-0,1% BSA acetilada) manteniendo el resto de las condiciones del
experimento.

Posteriormente las muestras se lavan varias veces en PBS y se procede al montaje en portaobje-
tos sin oprimir las muestras para mantener la morfologia esférica de los ovocitos. Las muestras fueron
analizadas bajo un microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS.

Analisis inmunocitoquimico mediante microscopia electrénica de transmisién

Los ovocitos en VG (n=4), MIl (n=5) y los zigotos anormales con uno o varios prénucleos (n=b),
procedentes de fecundacién andémala, fueron fijados en glutaraldehido al 0,5% en tampdn cacodilato
al 0,1M a pH 7,4 durante 2 horas a 4°C. Posteriormente, tras lavar en tampo6n cacodilato las mues-

tras son incluidas en la resina LR-White. EI uso de esta resina permite una buena conservacién de la
ultraestructura de las diferentes organelas al mismo tiempo que preserva los antigenos para su detec-
cién mediante técnicas citoquimicas (Newman, 1989). Una vez procesadas e incluidas las muestras,
se realizan secciones ultrafinas que se depositan en rejillas de niquel (100 mesh) cubiertas de una
pelicula de Formvar.

Para la visualizacion de la unién antigeno-anticuerpo a nivel ultraestructural se emplean particu-
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las de oro coloidal (15 nm) como marcador citoquimico. Las técnicas inmunocitoquimicas empleadas
se basan en un método indirecto de dos capas para el anticuerpo anti-calnexina y de tres capas para
el anticuerpo anti-PDI. Estas técnicas se describen brevemente a continuacion. Para la deteccion de
calnexina, las secciones ultrafinas fueron incubadas en PBS-1% BSA durante 10 minutos y posterior-
mente se incuban con el anticuerpo primario anti-calnexina producido en conejo (1:1000) diluido en
PBS-1%BSA, durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras tres lavados en PBS las rejillas se incuban
con proteina A conjugada con oro coloidal (1:65) diluida en PBS-1%BSA durante 1 hora a tempera-
tura ambiente.

Para la deteccion de la proteina PDI, las rejillas fueron incubadas con PBS-1% BSA durante diez
minutos y después con el anticuerpo primario anti-PDI (1:1000), anticuerpo monoclonal producido en
ratén, diluido en PBS-1%BSA durante 1 hora a temperatura ambiente.

Después de tres lavados sucesivos de cinco minutos cada uno en tampén PBS las rejillas se incu-
baron con el anticuerpo secundario, un anticuerpo policlonal producido en conejo (1:400) diluido en
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar varias veces en PBS, como hemos menciona-
do anteriormente, las rejillas se incuban finalmente con proteina A conjugada con oro coloidal (1:65)
en PBS-1%BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar las rejillas en tampon PBS
y con agua destilada, se contrastan con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las secciones ultrafinas
fueron observadas utilizando un microscopio electrénico de transmision Jeol JEM 1011 dotado de
camara fotografica digital.

Se procedié igualmente a la realizacién de un analisis de imagen de las vesiculas especificamen-
te inmunomarcadas con el anticuerpo anti-PDI. En este estudio se evalud el diametro de las vesiculas
y para ello se usaron las regiones representativas fotografiadas con el microscopio electrénico de trans-
misidn siendo analizadas mediante el procesador de imagen. Un total de 578 vesiculas fueron medi-
das, 62 proceden de ovocitos en VG, 276 de ovocitos en MIl'y 240 de zigotos anormales. Para el ana-
lisis comparativo del tamafio de las vesiculas de las diferentes muestras se usa el test estadistico
Anova y el test post hoc de Bonferroni ambos con una P<0,05.

Resultados
Microscopia confocal

Tanto en los ovocitos en VG como los ovocitos en MII se observa un patron de inmunofluorescen-
cia homogéneo de forma puntiforme por todo el citoplasma ovocitario utilizando el anticuerpo anti-PDI
(Fig. 1a). Cabe destacar que en los ovocitos en VG se observa una region libre de marcaje que se
corresponde con la vesicula germinal. La inmunotincion detectada usando el anticuerpo anti-calnexi-
na fue similar a la descrita para el anticuerpo anti-PDI (Fig. 1b). En los ovocitos donde se ha realiza-
do dobles marcajes para determinar la ubicacién de ambas proteinas en el ooplasma se observa que
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mayoritariamente PDI y calnexina colocalizan (Fig. 1c). Sin embargo, se observan pequefias variacio-
nes en el patron de distribucion de ambas proteinas. En algunos ovocitos la proteina calnexina se
encuentra distribuida de un modo preferente en la region cortical y en otros en la regién central sien-
do la distribucion de PDI uniforme por todo el ooplasma. No se observé inmunomarcaje inespecifico
con los diferentes controles negativos usados.

Figura 1. Ovocito en Metafase Il analizada mediante microscopia confocal (MIl). (a) Anticuerpo anti-PDI. Se observa una distribucién unifor-
me y puntiforme en el ooplasma. (b) Anticuerpo anti-calnexina. Se observa una distribucion de la inmunofluorescencia similar a la observa-
da con el anticuerpo anti-PDI. (¢) En esta figura aparece una imagen combinada del marcaje obtenido con el anticuerpo anti-PDI y anti-cal-

nexina. Se ohserva colocalizacion en las zonas que aparecen en amarillo.

*

Microscopia electronica de transmision

El estudio ultraestructural de los diferentes ovocitos muestra la presencia de unas vesiculas de
pequefio tamafio con un contenido muy electrodenso (Fig. 2a, 3ay 4a). Estas vesiculas se encuentran
distribuidas de un modo homogéneo por todo el ooplasma. La aplicacién de técnicas inmunocitoqui-
micas usando como marcador el oro coloidal mostré un alto y especifico inmunomarcaje con el anti-
cuerpo anti-PDI en estas vesiculas (Fig. 2b, 3b y 4b). En cambio el inmunomarcaje fue practicamen-
te ausente en los grandes agregados tubulares de RE liso rodeado por mitocondrias. Las células del
cumulo adheridas a la zona pellcida de los ovocitos humanos mostraron un patrén de unién del anti-
cuerpo anti-PDI en estructuras subcelulares rodeadas de membrana con aspecto tubular y con nume-
rosos ribosomas. Esta morfologia se corresponde con el tipico RER. Sin embargo, no se observé inmu-
nomarcaje con el anticuerpo anti-calnexina en las condiciones usadas en este estudio. Este hecho se
debe probablemente a la sensibilidad mostrada por algunos antigenos cuando son fijados con gluta-
raldehido y procesados para su estudio con el microscopio electrénico de transmision. Los diferentes
controles negativos usados no proporcionaron inmunoreactividad en ninguna zona concreta de las dife-
rentes muestras estudiadas.

El anélisis de imagen de las diferentes muestras nos revela que el diametro medio (media + error
estandar) de las vesiculas se estima en 107+29, 119+34 y 128+32 nan6metros en los ovocitos en
VG, MIl y zigotos anormales. Tras realizar el correspondiente analisis estadistico se llega a la conclu-
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sion de que existen diferencias significativas (P<0,05) entre los tres grupos de estudio, existiendo una
tendencia al aumento del tamafio de estas vesiculas especificamente marcadas con el anticuerpo anti-
PDI.

Figura 2. Ovocito humano en vesicula germinal (GV). (a) Seccion control. No se observa inmunomarcaje. En ooplasma (0) se aprecia un apa-
rato de Golgi (G) y vesiculas electrodensas (puntas de flecha). (b) Anticuerpo anti-PDI. Véase la reactividad especifica nicamente en las
vesiculas electrodensas (puntas de flecha). Mitocondrias (M).

Figura 3. Ovocito humano en Metafase Il (MIl). (a) Seccion control. En el ooplasma se observan mitocondrias (M) y numerosas vesiculas elec-
trodensas de pequeiio tamaiio (puntas de flecha). (b) Anticuerpo anti-PDI. Véase la reactividad en las vesiculas electrodensas (puntas de fle-
cha). También aparecen mitocondrias (M).

Figura 4. (a) Ovocito humano procedente de fecundacion andmala por ICSI que presenta un solo proniicleo. Seccion control incubada con el
anticuerpo anti-PDI policlonal producido en conejo y proteina A conjugada con oro coloidal. En el ooplasma (0) se observan mitocondrias
(M) y vesiculas electrodensas (puntas de flecha). (b) Ovocito humano procedente de fecundacion anémala de tres pronicleos fijado en dia
mas 2. Anticuerpo anti-PDI. Nétese el intenso marcaje en las vesiculas (puntas de flecha). No se observa marcaje en la mitocondria lo que

demuestra la especificidad de la técnica (M).

Discusién

En los estadios finales de la oogénesis se produce el proceso de maduracién ovocitaria que permi-
te que el ovocito sea competente para poder ser fecundado. Durante este proceso se va a producir una
maduracion nuclear (progresion del estadio de vesicula germinal a metafase Il) y una maduracién cito-
plasmatica (generacion de un citoplasma que permita el desarrollo preimplantacional) (Eppig, 1996).
El proceso de maduracién ovocitaria puede ser producido por cambios a diferentes niveles afectando
también la estructura tridimensional del RE (Kline, 2000; Fitzharris et al., 2007). Estudios realizados
con microscopia confocal han demostrado cambios en la estructura del RE durante la maduracion ovo-
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citaria en diferentes especies incluida la especie humana (Melhmann et al., 1995; Balakier et al.,
2002; Terasaki, 2004; Fitzharris et al., 2007). Algunos de estos cambios pueden ser especificos de
algunas especies asi los cambios producidos en la organizacion del RE en el ovocito de hamster, raton
y Xenopus consisten en la formacion de unos agrupamientos corticales de RE en el ovocito en meta-
fase Il (Mehlmann et al., 1995; Kline, 2000; Fitzharris et al., 2007). Se ha descrito igualmente una
redistribucién de organelas y una reorganizacién del RE liso en los ovocitos humanos tras la fecunda-
cién (Sousa et al., 1997). El Cal+ es importante para la maduracién ovocitaria, la fecundacién y el
desarrollo embrionario temprano (Kline, 2000; Fitzharris et al., 2003). Estudios preliminares sugie-
ren que los cambios en las caracteristicas espaciales de la propagacién de la onda de calcio esté rela-
cionada con el diferente patron de distribucién del reticulo endoplasmatico (RE) dentro de la célula
(Sousa et al., 1996). Teniendo en cuenta que el RE es el principal almacén del calcio movilizable,
esto implica la importancia de la distribucion intracelular de este orgédnulo en la direccién de propa-
gacion de la onda de calcio. Por todo lo expuesto anteriormente, han sido numerosos los estudios rea-
lizados acerca de la estructura y organizacion del RE durante la maduracién ovocitaria y tras la fecun-
dacion (Terasaki, 2004; Stricker, en prensa). Sin embargo, son escasos 10s estudios realizados median-
te técnicas inmunocitoquimicas ultraestructurales en diferentes especies dada la complejidad de la
técnica. Este hecho se hace mas patente en la especie humana dada la gran dificultad para obtener
suficientes muestras.

Analisis citoquimico mediante microscdpica confocal

El uso de técnicas de inmunofluorescencia en combinacion con la microscopia confocal ha permi-
tido identificar proteinas del RE en ovocitos de diferentes especies (Parys et al., 1994, Balakier et al.,
2002; Hoodbhoy et al., 2006). En el ovocito humano se ha demostrado la presencia de diferentes pro-
teinas de unién a Ca2+, chaperonas (como calreticulina, calsecuestrina y calnexina) y receptores rela-
cionados con canales de calcio (Balakier et al., 2002). Nuestros resultados usando anti-calnexina
corroboran igualmente un estudio previo indicando la presencia de calnexina en el ovocito humano
tanto en VG como en MII (Balakier et al., 2002). Sin embargo, observamos diferencias en el patron
de distribucién de calnexina comparado con el estudio de Balakier et al. (2002). Asi, estos autores
describen la presencia de tres zonas reactivas en los ovocitos en VG mientras que en MII s6lo apare-
ce una region cortical. En nuestro estudio se aprecia un marcaje en todo el citoplasma aunque es cier-
to que en algln ovocito se aprecia una mayor inmunofluorescencia en la region cortical coincidiendo
con los datos obtenidos por Balakier y colaboradores. Estas diferencias podrian ser debidas a los dife-
rentes protocolos de fijacidn, de permeabilizacién celular y de anticuerpos usados en ambos estudios.
En nuestro estudio demostramos que la proteina PDI puede ser usada como un buen marcador del RE
en ovocitos humanos como hemos descrito previamente para el ovocito de raton (Jiménez-Movilla et
al., 2005; Hoodbhoy et al., 2006). Este marcador se distribuye uniformemente por todo el ooplasma
en los ovocitos humanos analizados. Este patron es similar al que hemos obtenido para anti-calnexi-
na. Un patron similar ha sido observado igualmente usando como marcadores calsecuestrina y recep-




asebir DICIEMBRE 07:revista manolo junio06 09/02/10 12:01 Pagina 171

tores ryanodina (RyRs) en ovocitos, zigotos y embriones humanos (Balakier et al., 2002). Asi, Balakier
et al. (2002) observan compartimentos del RE enriquecidos en calreticulina y el receptor del InsP3
(InsP3R-2) y otro compartimento enriquecido en calsequestrina y RyRs. En ovocitos de otras especies
se ha descrito un patron de distribucién diferente al observado en ovocito humano para calreticulina
(Parys et al., 1994). PDI y calnexina muestran un patron similar en todo el ooplasma tanto en ovoci-
tos en VG como en MII. Este resultado difiere de otro estudio realizado previamente usando calnexina
y otros marcadores (Balakier et al., 2002). Estudios posteriores utilizando un mayor nimero de mar-
cadores del RE son necesarios realizar a nivel de microscopia confocal y a nivel ultraestructural para
conocer con precision si existen diferentes compartimentos del RE donde predomine la presencia de
algun(os) marcador(es). Estos diferentes compartimentos del RE y su posible modificacion durante el
proceso de maduracidon ovocitaria podrian ser responsables de importantes acontecimientos que se
producen durante la maduracién ovocitaria, fecundacion y desarrollo embrionario temprano.

Analisis citoquimico mediante microscopia electrdnica

Son escasos los estudios realizados acerca de la estructura y distribucién del RE de ovocitos y
embriones humanos debido a la dificultad para conseguir estas muestras. En 1994, el grupo dirigido
por el Dr. Sathananthan observo la existencia de un tipico RER compuesto de cisternas alargadas uni-
camente en los foliculos antrales de pequefio tamafio (Sathananthan, 1994); sin embargo, este RER
esta ausente en ovocitos maduros y reaparece en embriones en el estado de ocho células
(Sathananthan, 1997). Estos resultados son sorprendentes puesto que es sabido que este RER juega
un papel clave en la fisiologia celular ademéas son aparentemente contradictorios al compararlos con
estudios que utilizan técnicas citoquimicas usando marcadores tipicos del RER de células secretoras
como calnexina (Balakier et al., 2002). Asi, calnexina es una chaperona que asegura el correcto ple-
gamiento de las glicoproteinas recientemente sintetizadas en el RER (Williams, 2006). En este estu-
dio hemos realizado un analisis citoquimico ultraestructural para identificar y localizar las estructuras
que presentan PDI y calnexina. Hemos usado estos dos marcadores puesto que son proteinas tipicas
del RE y en concreto del RER (Ellgaard and Ruddock, 2005; Williams, 2006). Este analisis ultraes-
tructural se ha podido realizar inicamente con el PDI puesto que el anticuerpo anti-calnexina no mos-
tré inmunoreactividad en las secciones ultrafinas de ovocitos. Es conocida la dificultad para la locali-
zacion in situ mediante microscopia electrénica de determinadas proteinas o antigenos debido a que
estos son sensibles al procesamiento y fijacion con glutaraldehido seguidos para realizar los estudios
citoquimicos. En cambio, este procesamiento no ha afectado a la localizacion de PDI en secciones
ultrafinas de ovocitos de raton (Hoodbhoy et al., 2006) ni a los ovocitos humanos como demuestra
este estudio. El uso del anticuerpo anti-PDI nos revela la existencia de unas vesiculas con un didame-
tro medio superior a 100 nm con un alto marcaje que se encuentran distribuidas por todo el ooplas-
ma coincidiendo con los datos obtenidos mediante microscopia confocal. Sin embargo, no podemos
demostrar de un modo inequivoco la presencia de ribosomas en estas vesiculas. El marcaje especifi-
co en estas vesiculas asi como en las tipicas cisternas de RER de las células de cumulo observadas
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en las mismas secciones ultrafinas nos sugiere que estas vesiculas se corresponden con un tipo espe-
cial de RER presente en el ovocito humano. Este ultimo resultado nos hace descartar la posibilidad
que estas vesiculas presentes en el ovocito sean un artefacto debido a la preparacion de la muestra.
Ademas, cabe destacar que vesiculas de caracteristicas morfolégicas y especificamente marcadas con
el anticuerpo anti-PDI han sido previamente identificadas en los ovocitos de raton procedentes de foli-
culos desarrollados (Jiménez-Movilla et al., 2005; Hoodbhoy et al., 2006). Esto implica que existe un
proceso de transformacién de cisternas de RER a vesiculas durante la maduracién ovocitaria y que
parece ser un proceso conservado al estar descrito tanto en la especie murina como en la especie
humana. Son necesarios estudios futuros para conocer las implicaciones funcionales de este cambio.
A partir de datos obtenidos en otros estudios realizados en el ratbn podemos suponer que estas vesi-
culas son funcionales y que participarian en la sintesis de proteinas puesto que las glicoproteinas de
la zona pellcida se sintetizan hasta momentos antes de la ovulacion (Wassarman, 1988).

Vesiculas similares morfolégicamente a las descritas en este estudio han sido previamente descri-
tas y han sido consideradas como un tipo de RE liso (Sousa et al., 1997). Asi, el RE liso aparece mor-
folégicamente formando diferentes estructuras como vesiculas pequefas, grandes vesiculas rodeadas
por mitocondrias y agregados de pequefias estructuras tubulares rodeadas por mitocondrias
(Sathananthan, 1997, 2003; El Shafie et al., 2000). En nuestro estudio los agregados de pequefias
estructuras tubulares rodeadas por mitocondrias no fueron marcados por el anticuerpo anti-PDI. Las
pequefias vesiculas proximas al oolema que contienen calcio han sido descritas en los ovocitos huma-
nos sin fecundar (Sousa et al., 1997). La naturaleza de estas vesiculas es aln desconocida y los auto-
res sugieren que podrian corresponderse con calciosomas descritos previamente en células no muscu-
lares (Volpe et al., 1988) o que sean un tipo especial de RE liso (Sousa et al., 1997). No descarta-
mos la posibilidad planteada por los autores de que algunas de estas vesiculas por su localizacién y
su tamafio se correspondan con las vesiculas descritas en nuestro estudio.

En resumen, en nuestro estudio demostramos la presencia de RE gracias al uso de técnicas inmu-
nocitoquimicas en combinacién con el microscopio confocal y el microscopio electrénico de transmi-
sion. Este RE se encuentra distribuido de un modo homogéneo por todo el ooplasma tanto en ovoci-
tos en VG como en MII. El analisis citoquimico ultraestructural nos demuestra la presencia de unas
vesiculas de un diametro aproximado de 100 nm que son inmunomarcadas con el anticuerpo anti-PDI
al igual que las cisternas de RER de las células del cimulo. Estos resultados nos sugieren la existen-
cia de un RER con morfologia atipica en el ovocito humano que no ha sido descrito previamente. Esta
puede ser la razon por la cual no se haya identificado mediante el uso de la microscopia electronica
convencional y de la aparente contradiccion vistos los datos de microscopia confocal. El desarrollo y
utilizacion de técnicas mucho mas sensibles nos permitira identificar los distintos componentes del
ovocito y su relacion entre ellos. Esta informacion nos aportara datos mas precisos sobre el papel juga-
do por cada uno de estos componentes intracelulares y un mejor conocimiento de la fisiologia de esta
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célula aparentemente simple que es el ovocito.
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