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EDITORIAL

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2010 Vol. 15 Ne2
3

BOB EDWARDS Y LA FIV: UN PREMIO A LA LUCHA CONTRA LA ESTERILIDAD

El premio Nobel de Fisiologia y Medicina de este afio ha sido concedido al Dr. Robert G. Edwards, la persona que no sélo desarrolld
la técnica de la Fecundacion in Vitro (FIV) y permitié el nacimiento del primer bebé gracias a ella en Julio de 1978, sino que
revoluciond el tratamiento de la esterilidad a través de los tratamientos de reproduccién asistida.

Se trata de un premio muy esperado por los profesionales de este campo, que ha tardado en llegar. Hace ya 33 afios que nacié
Louise Brown en Oldham, en el Reino Unido, gracias a la labor de este fisiélogo y del ginecélogo Patrick Steptoe. Bob Edwards
desarrollé la técnica en modelos animales y fue capaz de demostrar que el embrién humano podia ser cultivado “in Vitro” y, tras
suimplantacién, dar lugar al nacimiento de un nifio sano. Se calcula que, hoy en dia, mas de cuatro millones de nifios y nifias han
nacido gracias a la FIV, incluyendo las técnicas complementarias que hanido surgiendo en torno a ella.

Bob Edwards y Patrick Steptoe no lo tuvieron facil en sus inicios. No recibieron apoyo financiero por parte del UK MRC (Medical
Research Council) debido a las serias dudas éticas y cientificas que la técnica que proponian levanté entre sus colegas. Tras la
publicacién de una carta en la revista The Lancet en 1978, en la que se describia el nacimiento del primer ser humano engendrado
en el laboratorio, otros laboratorios empezaron a trabajar para reproducir esos resultados. Le siguieron los grupos de EEUU y de
Australia en obtener nacimientos y en Espafia, Victoria Anna nacié en el Institut Universitari Dexeus de Barcelona el afio 1984.
Hoy en dia se trata de una técnica estandarizada que se practica de rutina en numerosos centros en todos los paises desarrollados,
tanto a nivel plblico como privado. Se trata de un tratamiento médico consolidado que la sociedad entiende, acepta y utiliza.

Existen determinados sectores que se manifiestan en contra de la FIV y como muestra valga la reaccién del Vaticano frente a la
concesion del Nobel a Bob Edwards. Los argumentos para la no aceptacién de esta técnica se basan en preceptos religiosos que
poco tienen que ver con la ciencia o la medicina.

Las legislaciones que se han desarrollado en distintos paises en cuanto a la aplicacién de la FIV son variables y en consecuencia las
parejas viajan a otros paises o continentes en busca de una solucién a su problema que no pueden alcanzar en su pais de origen.
Existen estdndares de calidad a nivel europeo regulados por directivas comunes, pero es imprescindible determinar unos minimos
estandares de calidad globales que garanticen la correcta practica de estos tratamientos.

Hay que recordar también que la FIV ha sido la técnica que ha abierto las puertas a la investigacion con células madre embrionarias
y en consecuencia a los avances que se estan produciendo en este campo. El conocimiento derivado del cultivo del embrién en el
laboratorio permitié la obtencién de células madre embrionarias en 1998, 20 afios tras el nacimiento de Louise Brown.

El reconocimiento otorgado a Bob Edwards ha sido percibido por los profesionales que trabajamos en este dmbito como un
reconocimiento global a este campo de la biomedicina, como un sello de prestigio a esta nueva especialidad medico-biolégica que
no siempre ha sido situada en su justo lugar. Los que hemos tenido la suerte de seguir sus pasos estamos felices de que finalmente
le haya sido concedido, por él, por los nacimientos que ha permitido y permitira, y también por nuestra profesién.

Anna Veiga
Doctora en Biologia
Institut Universitari Dexeus/Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona.
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Gad Lavy, M.D., FACOG.
New England Fertility Institute. Stamford, CT

La subrogacién de (Gtero ha llegado a
representar en el campo de la medicina
otra opcién reproductivaimportante en
el que una mujer lleva un embarazo de
otra persona.

Existen dos tipos de subrogacion:
la tradicional y la gestacional. En la
subrogacion tradicional la madre de
alquiler ha sido inseminada con el semen
del futuro padre, y por lo tanto el nifo
fruto del embarazo tendrd la composicion
genética de ambos. En la subrogacién
gestacional, sin embargo, se ha creado
un embrién proveniente de los évulos de
la futura madre o de una donante, por lo
tanto la madre de alquiler no es la madre
biolégica del nifio.

La mayoria de las indicaciones para este
tipo de tratamiento son producidas por
una disfuncién uterina. Estas disfunciones
pueden ser causadas por factores
congénitos o cirugia, 0 como consecuencia
de adherencias uterinas (sindrome de
Asherman). Existen sin embargo condiciones
médicas que prohiben el embarazo (diabetes
severa, enfermedad renal, etc.). En estos
casos la necesidad del vientre de alquiler
dependerd de la naturaleza del problema
médicoy de su gravedad.

Actualmente existe una mayor demanda
proveniente de parejas gays masculinas,
asf como de varones solteros que desean
un hijo. Igualmente este tratamiento es
demandado por mujeres que prefieren
no llevar adelante un embarazo. Esta
categoria de madres de alquiler es la mas
controvertida, ya que aqui es donde se
presentan los problemas éticos. La decision
de realizar este tipo de subrogacién a
menudo se deja a la discrecién de la clinica.

Entodos los casos, las posibilidades de éxito
de este tratamiento estan estrechamente
vinculadas al éxito de la FIV, teniendo en
cuenta la edad de la pareja femenina (o
donante de 6vulos), su funcion ovarica,
la calidad de los espermatozoides y el
nimero de embriones transferidos.
EL mismo criterio se debe utilizar para
aconsejar a las parejas interesadas en el
alquiler de vientres con respecto a sus

posibilidades de éxito. En los casos de
subrogacion tradicional las posibilidades
de éxito estdn vinculadas a la calidad de
los espermatozoides, asi como a la historia
de la madre de alquiler (edad, estado de la
ovulacién, la funcién ovarica, etc.)

En los EE.UU., asi como en otros paises donde
se practica la subrogacién, la subrogacién
gestacional es actualmente la forma mads
com(n de las madres de alquiler.

A pesar de que el vientre de alquiler
tradicional es simple y barato, las
preocupaciones juridicas, asi como
psicoldgicas, hacen que este tipo de
tratamiento sea rechazado en la mayoria
de los centros donde estd permitido. La
principal preocupacion con la subrogacion
tradicional se produce cuando la madre
sustituta se muestra reacia a entregar el
nifio después del nacimiento. EL sonado
caso de “Baby M” en la década de 1970
todavia resuena en muchas parejas. En
este caso, la mujer subrogada, Mary-Beth
Whitehead se neg6 a entregar el nifio que
concibi6. Lo mds importante a tener en
cuenta en este tipo de procesos es la
preocupacién por elimpacto emocional.

SUBROGACION: EL PROCESO

Basdandonos en el proceso de subrogacién
gestacional, la Fecundacién in Vitro se utiliza
para crear embriones que se transfieren al
(tero de la madre de alquiler. Los évulos
pueden proceder de la futura madre o de
una donante de 6vulos. En estos casos, los
ciclos de la madre de alquilery la madre por
objeto o donante de dvulos se sincronizan.
Los embriones resultantes se transfieren
al dtero de la madre de alquiler. Tras la
transferencia de los embriones se contintia
con suplementacion hormonal durante
dossemanas hasta la prueba de embarazo.

La seleccién de las mujeres que alquilan
su vientre se realiza generalmente a
través de agencias que se especializan en
la contratacién de la mujer. Las mujeres
subrogadas son generalmente menores de
42 afos, no fumadoras y con la exigencia
deque hayan tenidoalmenos un embarazo
a término. Una vez seleccionada, se realiza

una visita al hogar por un trabajador
social, para asegurar que sus condiciones
de vida son aceptables y que ella esta
cuidando aceptablementeasus propios hijos.

EVALUACION

Las madres de alquiler deben
someterse a examenes exhaustivos
para asegurar que son médicamente y
psicolégicamente saludables.

El examen médico incluye una revision
exhaustiva de las historias clinicas y en
particular los registros de embarazo.
Cualquier complicacién del embarazo se
estudia y se evalla. El examen médico
incluye pruebas de enfermedades
infecciosas y la evaluacion del dtero se
realiza mediante una histeroscopia.

En todo este proceso es importante la
evaluacién psicolégica incluyendo una
entrevista con un psicélogo, asi como una
evaluacién de la personalidad por escrito
(MMPL: Minnesota Multiphasic Personality
Inventory; PAL: Personality Assessment
Inventory). En este punto es importante la
naturaleza de la relacién entre los futuros
padresy la madre dealquiler, con lo que un
estudio exhaustivo de las personalidades
es necesario en todos los involucrados.
Encontrar la combinacion perfecta
impedira en un futuro problemas entre los
padres y la madre de alquiler. Es por esto
mismo que se realizard una reunion entre
los futuros padres, la madre de alquiler y
el psicélogo.

Aspectos éticos: Las mujeres de alquiler
que principalmente se someten a este tipo
de tratamiento son generalmente de una
clase socioeconémica mds baja que la de
los futuros padres. Este hecho, asi como el
alto coste delalquiler devientres ha hecho
que este procedimiento esté reservado
para posiciones socioeconémicas altas.
Este problema es particularmente
evidente cuando los futuros padres
provienen de otros paises. En paises como
la India, las madres de alquiler reciben
una cantidad relativamente pequeiia de
dinero, con lo cual se entremezclan otros
factores como puede ser la explotacion.
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ASUNTOS LEGALES

El vientre de alquiler es ilegal en la mayoria
de paises europeos (Espafa, Francia, Italia,
Suiza) y restringido en otros (Reino Unido).
Concretamente en EE.UU. la subrogacion
gestacional es legal en algunos estados
e ilegal en otros. Algunos estados no
prohiben la subrogacién, pero no abordan
la situacion juridica de la futura madre, asi
como lasituacion legal del nifio recién nacido.

En EE.UU., el gobierno federal a través de la
Administracion de Alimentosy Medicamentos
(FDA) controla el proceso de subrogacién
en los padres, controlando cualquier tipo
de enfermedad infecciosa, protegiendo de
esta forma a la madre de alquiler. Ademas,
la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (ASRM) recomienda una
evaluacion psicolégica de los futuros
padresy de la madre de alquiler.

Un contrato legal es requerido entre la madre
subrogaday los futuros padres, abarcando todos
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los aspectos del proceso, incluyendo el niimero
de embriones a transferir y las disposiciones
para la reduccion selectiva en caso de embarazo
mdiltiple o un aborto en el caso de anomalias.

CONSIDERACIONES ESPECIALES

Sehaextendido desde hace unosariosla
subrogacion internacional, provocando
que el turismo médico sea una realidad:
En el dmbito de la subrogacién se ha
hecho posible que las parejas viajen al
extranjero para el alquiler de vientres.

Muchas parejas europeas prefieren viajar
a los EE.UU. y someterse a este tipo de
tratamientos, debido a las altas tasas de
éxito de la FIVyalhecho de que el proceso de
subrogacion esta legalmente muy regulado.
En los EE.UU. en la mayoria de los casos las
parejas extranjeras pueden registrar sus
nombres en el acta de nacimiento del nifio
y, por lo tanto, “legitima” a los padres con lo
cualno es necesario adoptaral nifio después
del nacimiento. Esto facilita el proceso de

viajar con el recién nacido al pais de origen,
pudiendo inscribirlo en el pais natal de
los padres sin ningln tipo de problema.

Estetipo detratamientos estd floreciendoen la
India, donde el nivel de la atencion médica es
alto, la subrogacion es legaly el coste es bajo.

EL principal problema proveniente de
este pafs es el vacio legal existente a la
hora de registrar al futuro bebé.

La demanda mas creciente de estos
tratamientos se estd produciendo en
el mundo homosexual y en hombres
solteros donde la alternativa de familias
cada vez es mas com(n y aceptable.

El coste del proceso en los EE.UU. es alto,
variable en funcién de la naturaleza exacta
del procedimiento, viéndose incrementado
cuando se requiere la donacién de évulos.
Elalto coste, es pues, limitante para muchas
parejas que quieren ser usuarias del alquiler
devientresy lograr su suefio de tener hijos.

5

MediCult es una empresa especializada en el desarrollo y fabricacién de medios de cultivo para Técnicas
de Reproduccion Asistida. Ofrece productos y medios para la recuperacion de ovocitos, tratamiento del
esperma, cultivo de embriones, criopreservacion y Maduracién In Vitro de ovocitos.

~ MediCult le ofrece calidad de producto, servicio e innovacion.

[

MediCult Espafia S.L. «or 0

Gran Via Corts Catalanes 184, 7 - 08038 Barc' ona -

Tel.: +34 93 394 53 91 - Fax: +34 93 394 53 80 f
www.medicult.com :

~ MediCult

Innovation with Care



ACTUALIDAD

DOCUMENTO SOBRE DIAGN(:)STICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL
Y ENFERMEDADES MONOGENICAS: ELABORADO POR EL GRUPO DE
INTERES EN DGP PARA LA COMISION NACIONAL DE REPRODUCCION

HUMANA ASISTIDA

Montse Boada i Pala

Servei de Medicina de la Reproduccié. Institut Universitari Dexeus

Mark Grossmann i Camps

Unitat de Reproduccié Assistida. Centro Médico Teknon

Como es bien sabido, la Ley 14/2006
sobre técnicas de Reproduccién
Humana Asistida en su articulo 12°,
establece ciertas consideraciones en la
aplicaciéndelastécnicasdeDiagnéstico
Genético Preimplantacional (DGP).
Si bien amplia algunos de los
supuestos de aplicacion (DGP-HLA),
también incrementa el control de la
administraciéon sobre la prdctica de
dichas técnicas.

Con el fin de evitar tramites
innecesarios, se permite la prdctica
del DGP sin necesidad de solicitar
autorizacion caso a caso cuando se trata
de enfermedades hereditarias graves de
aparicion precoz y no susceptibles de
tratamiento posnatal (articulo 12.1.a)
o para la deteccion de otras alteraciones
que puedan comprometer la viabilidad
del preembrion (articulo 12.1.b) sin
entrar en mds detalles.

Ademas, en el predmbulo de la ley se
pone de manifiesto la intencién del
legislador de evitar el estancamiento que
sederivaria de publicar listas cerradas de
enfermedades y patologias autorizadas

La nueva Ley sigue un criterio mucho
mds abierto al enumerar las técnicas
que, segun el estado de la ciencia y
la prdctica clinica, pueden realizarse
hoy dia. Sin embargo, evita la
petrificacion normativa, y habilita a
la autoridad sanitaria correspondiente
para autorizar, previo informe de la
Comision Nacional de Reproduccion
Humana  Asistida, la  prdctica
provisional y tutelada como técnica
experimental de una nueva técnica;
una vez constatada su evidencia
cientifica 'y clinica, el Gobierno,
mediante real decreto, puede actualizar
la lista de técnicas autorizadas.

Dicha prevision es logica pues tal y
como ya se preveia, a lo largo de los
dltimos afos el nimero de alteraciones
detectables mediante DGP ha crecido
exponencialmente (Vidal, 2007, ESHRE
PGD  Consortium) debido al impulso
experimentado tanto por los protocolos de
diagnéstico genético como por las técnicas
de Reproducciéon Humana Asistida. Por lo
tanto, limitar algo tan dindmico como el
DGP seria muy poco practico.

La Comisién Nacional de Reproduccién
Humana Asistida (CNRHA), que es el
6rgano asesor encargado de autorizar
los ciclos de DGP caso a caso cuando
no corresponden a los supuestos
12.1.a y 12.1.b, desconoce la realidad
de la practica del DGP en nuestro
pais. No dispone de informacién
exacta sobre cudntos casos de DGP se
realizan anualmente en Espafia ni qué
tipo de alteraciones se diagnostican,
sencillamente porque no existe un
sistema protocolizado de recogida
de datos. Dicha falta de informacién
obviamente dificulta la funcién de
la CNRHA a la hora de asesorar a la
Administracién Sanitaria.

ASEBIR siempre se ha mostrado muy
preocupada por esta acuciante falta de
informacién y ha prestado todos sus
datos (provenientes de las encuestas
del grupo de interés en DGP) con la
clara intencién de rellenar los vacios
existentes, colaborar en nuevas
estrategias de sequimiento y agilizar la
tramitacién de los casos de DGP que se
solicitasen.

En esta linea, durante el ano 2009 se
solicité de ASEBIR su colaboracién para
elaborar un formulario normalizado para
la recogida anual de datos de DGP, asi como
una lista consensuada de las principales

enfermedades monogénicas susceptibles
de diagnéstico mediante DGP.

Aunque nuestros expertos en DGP
siempre han considerado que limitar
el DGP mas de lo que se limita el
diagnéstico  prenatal carece de
sentido, ASEBIR acepté el reto y
mantuvo un largo e intenso debate
via e-mail, tras lo cual se organizé
una reunién presencial para ratificar
el documento final. Los expertos que
participaron en la reunién de consenso
celebrada el 4 de Mayo de 2009 fueron:
Esther Fernandez, Silvia Ferndndez,
Carles Giménez, Julio Martin, Mdnica
Parriego, Esther Velilla y Xavier
Vendrell, todos ellos miembros del
Grupo de Interés en DGP de ASEBIR,
y Montse Boada y Mark Grossmann en
representacion de la Junta Directiva.

El trabajo de consenso realizado se
remitié a la CNRHA en Mayo de 2009.
Si bien el formulario de recogida
anual de datos de DGP se acepté
sin modificaciones, se remitié a las
distintas administraciones autonémicas
y en la mayoria de los casos ya se esta
utilizando, la lista de enfermedades
monogénicas susceptibles de DGP
duerme el suefio de los justos ya que
incomprensiblemente no se ha debatido
alin en el plenario de la Comisién.

Consideramos que la aceptacién de
dicha lista seria de gran utilidad
tanto para la administracién central
como para las autonémicas, a la hora
de decidir qué casos deben remitirse
a la CNRHA y cudles no. Disponer
de un documento consensuado,
evidentemente revisable cuando el
estado de la ciencia asi lo requiriera,
(al igual que ya hizo la HFEA en
su dia) agilizarfa los tramites de
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algunas enfermedades disminuyendo
la agonia que sufren los pacientes
ante el excesivo tiempo de espera
que actualmente soportan antes de
conseguir la evaluacion de su caso.

Por todo ello y con el fin de
contribuir favorablemente a la buena
praxis y al correcto cumplimiento
de la normativa actual sobre
DGP, publicamos integramente el
documento que en su dfa ASEBIR
remitié a la CNRHA, y agradecemos
a los participantes del Grupo de
Interés su esfuerzo y buen hacer, que
esperamos no quede en saco roto.
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NOTA DE ACTUALIDAD

La idea de un listado revisable de
enfermedades monogénicas que no
precisen pasar por los requerimientos del
articulo 12.2 de la Ley 14/2006 es, desde
luego, una necesidad que cada vez toma
mds fuerza. Tal y como se comenta en el
texto previo, el interés en ello no es nuevo
v desde el afio 2009 existe la propuesta
de ASEBIR, elaborada a peticion de la
CNRHA, a la que hoy damos difusion
publicdndola en nuestra revista.

Con la idea del equilibrio l6gico entre la
necesidad de responder a los pacientes
con la menor demora posible y la
cautela que precisa la materia que nos
ocupa, en la dltima sesion de la CNRHA
(noviembre 2010) se acordd que, sobre
la base del trabajo hecho por el Grupo de
Interés en DGP de ASEBIR, las diferentes
sociedades cientificas presentes en la
CNRHA deberdn redactar una propuesta
consensuada que finalmente podria
ser aceptada oficialmente por dicha
comision. Teniendo en cuenta que los
plazos dependen de las decisiones que se
tomen, siempre con la meta de mejorar
la calidad y la sequridad de la asistencia
prestada, desde la junta de ASEBIR
consideramos que disponer de dicho
listado en los primeros meses del afo
2011 seria un buen resultado.

Manuel Ardoy
Presidente de ASEBIR

Sentados: Silvia Ferndndez, Julio Martin, Monica Parriego y Montse Boada

DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL (DGP) Y
ENFERMEDADES MONOGENICAS.

1. INTRODUCCION

El diagnéstico genético preimplantacional
(DGP) se presenta como una forma muy
precoz de diagnéstico que apoyandose
en las nuevas técnicas de reproduccion
asistida hace posible el estudio genético en
los embriones antes de ser transferidos al
(teroy por tanto antes de la implantacién.

Los primeros intentos de diagnéstico
genético preimplantacional en embriones
humanos tuvieron que esperar al desarrollo
de la técnica de PCR a principios de los
afios 80. Los primeros embarazos fueron
publicados en 1990 y se trataba de parejas
con enfermedades de herencia ligada a
los cromosomas sexuales, en las cuales
la identificacion del sexo embrionario se
realizd mediante la amplificacion de una
secuencia de DNA especifica del cromosoma
Y. En la actualidad la técnica de PCR se aplica
en el DGP para enfermedades monogénicas.

Desde que en 1990 se publicaron los
primeros casos de nifios nacidos tras DGP, la
European Society for Human Reproduction and
Embryology (ESHRE), a través de su consorcio
de DGP, ha recopilado anualmente los
resulttados v la evolucion de 12.397 ciclos que
han dado lugar a 2.027 recién nacidos hasta
Octubre de 2005. La primera recopilacién de
datos de este grupo incluyé un total de 392
ciclos de DGP realizados hasta septiembre de
1998y la dltima publicacion recoge un total
3.358ciclos de DGPrealizados tan sélo durante
el afio 2004 en 45 centros adscritos, lo que
muestra el aumento en el ndmero de parejas
que se someten a un tratamiento de este tipo.

En el dmbito Nacional, el departamento de
Biologia Celular de la Universidad Auténoma
de Barcelona fue pionero en este campo,
en concreto en los estudios citogenéticos
mediante FISH. La primera publicacién de un
embarazo conseguido en Espafia mediante
DGP fue realizada de forma conjunta por este
grupo y el Instituto Dexeus en 1994, en una
pareja en la que la mujer era portadora de
hemofilia y en la actualidad la aplicacién de
esta técnica seva extendiendoa otros centros
en diversas comunidades auténomas.

Por dltimo, la incorporacién de la técnica de
PCR al estudio de mutaciones concretas de
enfermedades monogénicas, dio la posibilidad

7
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de detectar mds patologias, como la Fibrosis
Quistica realizado por primera vez en Espafia
por este grupo en colaboracién con el IVI en
2000; la enfermedad de Huntington en 2001
por el equipo de reproduccién de la Fundacién
Jiménez Diaz... y asi se incorporaron equipos
como Reprogenetics en el 2003, Centro de
Medicina Embrionaria en el 2004, Sistemas
Genémicos en 2005... y con el desarrollo de
la técnica de DGP para nuevas enfermedades
hereditarias es hoy posible aplicar DGP
para cualquier enfermedad monogénica
de la que se sepa el gen causante.

2- ENFERMEDADES MONOGENICAS

En la base de datos de referencia para los
especialistas en diagnéstico genético
Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM™) hay descritas mds de 15.000
enfermedades yvanaumentando afioa afio.

Elndmero de enfermedades monogénicas
es mayor de seis mil. Cada una de ellas
suele ser poco frecuente pero, en su
conjunto, constituyen un problema
médico de primera magnitud debido
a que muchas de ellas causan graves
trastornos a los pacientes y representan
unagran carga fisicay emocional, cuando
no socioeconémica, para las familias.

En Espafia, hasta el momento, se ha
realizado DGP para 91 enfermedades
monogénicas distintas (ver anexo 1) y
esta cifra también aumentard afo a afio.

Seglin la legislacion espafiola actual
(Ley 14/2006, articulo 12), todas las
enfermedades monogénicas graves, de
aparicion precoz y no susceptibles de
tratamiento curativo postnatal estdn
incluidas en el apartado 12.1.a, por lo que
deberian poderse realizar sin necesidad de
informe favorable de la Comisién Nacional
de Reproduccién Humana Asistida (CNRHA).

Y asi se contempla en las tablas de
recopilacion de datos de DGP que se
han presentado a la CNRHA (ver anexo 2).

3- SOLICITUD DE LA CNRHA DE
ELABORAR UNA LISTA DE PRINCIPALES
ENFERMEDADES MONOGENICAS

ASEBIR recibe la solicitud de la Direccién
General de Terapias Avanzadas vy
Trasplantes de elaborar una lista con las
principales enfermedades monogénicas
susceptibles de diagnéstico mediante DGP.

ASEBIR deja constancia de que las principales
sociedades  cientificas  internacionales
(ESHRE y PGDIS) elaboran listas con esa
informacién y que, a nivel espaol, la lista
elaborada por el giDGPI de ASEBIR que
considera adecuada es la presentada a la
CNRHA en la pasada reunion (Anexo 1).

ASEBIR, conjuntamente con su grupo de
interés en DGP, considera que la elaboracién
de un listado de enfermedades que no
precisen autorizacion expresa es de poca
utilidad ya que se genera la exclusién de
determinadas enfermedades que cumplen
los mismos criterios que las que puedan
aparecer en una lista cerrada. En este sentido
ASEBIR propone, en el punto 4 del presente
documento, unos criterios que deben cumplir
las enfermedades para ser susceptibles de DGP
sin necesidad de una autorizacién expresa.

No obstante, ante la reiteracién de aportar
una lista mds reducida que no precise de
autorizacion expresa por partede laCNRHA,
y a pesar de considerarlo poco adecuado,
hemos elaborado una lista de minimos,

que debera revisarse periédicamente para

actualizarla segun el estado de la cuestién,
y en la que se incluyen las enfermedades

monogénicas graves mdas comunes,
clasificadas en tres grupos: generales,
metabélicasy de cancer hereditario.

Los expertos que participaron en la reunién
de consenso celebrada el 4 de Mayo de 2009
fueron: Esther Ferndndez, Silvia Ferndndez,
(arles Giménez, Julio Martin, Ménica Parriego,
Esther Velilla y Xavier Vendrell, todos ellos
miembrosdelgrupodeinterésen DGP,yMontse
Boada y Mark Grossmann en representacién
de la Junta Directiva de ASEBIR.

LISTADO DE LAS ENFERMEDADES
MONOGENICAS QUE NO DEBERIAN
REQUERIR AUTORIZACION ALGUNA
(LISTADO DE MINIMOS)
Enfermedades hereditarias (general

e Alport, Sindrome de

e Ataxia de Friedreich

e Ataxias espinocerebelosas

e Atrofia Muscular Espinal

e (Charcot Marie Tooth, Enfermedad de
e Distrofia facioescapulohumeral

e Distrofia Miotonica (Steinert)

¢ Distrofia Muscular de Duchenney de Becker
e Fibrosis Quistica

¢ HemofiliaAyB

¢ Huntington, Enfermedad de

e Incontinentia Pigmenti

e Marfan, Sindrome de

e Miopatia miotubular

e Osteogénesis imperfecta

e Poliquistosis renal (autosémica
dominante y recesiva)

*  Retinosis Pigmentaria

e Talasemias

e Wiskott Aldrich, Sindrome de

e XFrdgil, Sindrome de

Enfermedades metabdlicas hereditarias

con mutaciones definidas

e Adrenoleucodistrofia

e Gaucher, Enfermedad de

e Gangliosidosis

e Hunter, Sindrome de
(Mucopolisacaridosis tipo II)

e Hurler, Sindrome de
(Mucopolisacaridosis tipo I)

e Lesch Nyhan, Sindrome de

Sindromes de Cancer hereditario

* Anemia de Fanconi

e Esclerosis Tuberosa 1y 2

e Poliposis Adenomatosa familiar

e Neurofibromatosis 1y 2

* Neoplasia Mdltiple endocrina 1y 2

e von Hippel-Lindau, Sindrome de

4- SUGERENCIAS DE ASEBIR PARA LA
INCLUSION DE NUEVAS ENFERMEDADES

Primera.- Todas las enfermedades
monogénicas que no estan inicialmente
en esta lista pero que cumplan los tres
criterios que proponemosa continuacion
deberian también aceptarse como
12.1.a, sin necesidad de solicitar
permiso a las autoridades sanitarias
correspondientes ni a la CNRHA.

1.- Que se trate de una enfermedad
hereditaria crénica, severa y/o progresiva
quegenere un gradovariable de discapacidad
sensorial, motora ointelectual para la que no
se disponga de un tratamiento curativo o que
comprometa seriamente a calidad de vida.

2.- Que se disponga de un informe Genético
donde se especifique el estatus genético de la
muijer, pareja o familia consultante en relacién
alaenfermedad que seva a diagnosticar.

3.- Que exista riesgo genético conocido
de transmision del fenotipo alterado a
la descendencia.

Segunda.- Solamente aquellas enfermedades
monogénicas que no se incluyan en los
apartadosanteriores deberan considerarse
como 12.2 y en consecuencia requeriran
autorizacion expresa.
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ANEXO 1: ENFERMEDADES MONOGENICAS DIAGNOSTICADAS HASTA LA FECHA, EN ESPANA, MEDIANTE DGP
(FUENTE: DATOS PROPIOS DEL GRUPO DE INTERES EN DGP DE ASEBIR)

Frecuencia | p 4.4 ge inicio o
Enfermedad Herencia poblacional L . Penetrancia
aparicion
Orphanet
Acidemia propidnica | autosémicarecesiva | 1-9/ 100000 | Neonatal/infancia
AClii:li?g:iE:g;E};l-} autosdmica recesiva | Desconocido | Neonatal/infancia
Acondroplasia autosémica dominante | 1-9/ 100 000 | Neonatal/infancia
Adrer;;::;;:c:ih}s(troha, ligada al sexo 57100000 Variable
=
Agam:?;?dlgl;tlﬂ;{nemla, recesiva ligada al sexo | 1-9/ 1 000 000 | Neonatal/infancia

Alfa-sarcoglicanopatia

de cinturas con déficit | autosomica recesiva | 1-9 /1 000 000 Infancia
de alfa-sarcoglicano
Alport, ligada al X ligada al sexo 1-9/ 100 000 Infancia
Anemia de Fanconi autosomica recesiva 1-9/ 100 000 Infancia
Angloﬁ:de{na autosémica dominante | 1-9/ 100 000 Variable
hereditario
Aniridia (PAX6) autosomica dominante | 1-9/ 100 000 | Neonatal/infancia
Ataxia apraxia autosémica recesiva | Desconocido Infancia

oculomotora

; 07 £t ie
. Ataxia . autosémica dominante | 0,57 / 100 000 Edad adulta 100% (.SI viven
espinocerebelosa tipo 1 suficiente)
. o et ors
. Ataxia . autosomica dominante | 0,7 / 100 000 Edad adulta 100% (.S 1 viven
espinocerebelosa tipo 3 suficiente)
Atrofia muscular
espinal enfermedad de
Werdnig Hoffmann o | autosomica recesiva 10 /100 000 Neonatal/infancia
atrofia muscular
espinal infantil tipo [
Beta talasemia autosOmica recesiva 2 /100 000 Neonatal/infancia
Infancia en 100% en
Charcot-Marie-Tooth, ligada al sexo 1-5/10000 | varones/Adulta en varones

CMTX

hembras portadoras

portadores de
mutacion

9
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Charcot-Marie-Tooth 100% (en
1A o . . funcion de
DEMYELIT&ATING, autosémica dominante | 32,5/ 100 000 Variable cuando aparece
TYPE 1A; CMTIA ol
sintomatologia)
Defecto congénito de
la glicosilacion (CDG), | autosOmica recesiva Excepcional Neonatal/infancia
tipo la; CDGI1A
Deficiencia de acil-
CoA deshidrogenasa autosomica recesiva 1 /100 000 Neonatal/infancia

de cadena larga
(LCHAD)

Déficit de Glutaril-
CoA Deshidrogenasa

autosdémica recesiva

1-9/1 000 000

Neonatal/infancia

Deficiencia de Ornitina

transcarbamilasa
(OTC)

recesiva ligada al sexo

2,5/100 000

Infancia

Deficiencia de POR
(citocromo P450
oxidoreductasa),

Sindrome ANTTLEY-
BIXLER-LIKE

autosdémica recesiva

Excepcional

Neonatal/infancia

deplecion del ADN
mitocondrial (ADNmt)
causado por mutacion

autosdémica recesiva

Desconocido

Neonatal/infancia

en MPV17
Displasia campomélica | Autosémica dominate | Excepcional Neonatal/infancia
Displasia ectodérmica,
hidrética (S. Clouston | autosémica dominante | 1/ 100 000 Infancia
o HED2)
DlSp,l asia ep‘utlsana autosomica dominante | 1-9 /100000 | Neonatal/infancia
multiple tipo 1
Distonia de torsién | autosémica dominante | 4/ 100 000 Infancia
Distrofia miotdnica | Variable
. autosomica dominante | 1-9 /100 000 | (predominantemente
(Steinert)
adulta)
Distrofia muscular ligada al sexo 5 /100 000 Infancia
Duchenne/Becker g '
Distrofia Muscular
Emery Dreifuss, AD; | autosomica dominante | 1-9 /1 000 000 Infancia
EDMD2
Distrofia muscular Variable
facio-escépulo- autosémica dominante | 1-9 /100 000 | (predominantemente
humeral adulta)
Drepanocitosis autosomica recesiva | 1-5/10 000 Variable
(Anemia falciforme)
, Variable
bnfern'[edad de autosémica dominante | 6,2 /100 000 | (predominantemente
Huntington
adulta)
Enfermedad de Fabry |recesiva ligada al sexo | 1-9/100 000 Infancia
Enfermedad de Norrie recesiva ligada al sexo | Excepcional Neonatal/infancia

(pseudoglioma)-
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Epidermolisis bullosa,
juntural

autosomica recesiva

Excepcional

Neonatal/infancia

Esclerosis tuberosa

tipo 1 TSC1 autosémica dominante | 8,8 / 100 000 Variable
CROMOSOMA 9
Esclerosis tuberosa
tipo 2 TSC2 autosomica dominante | 8,8 /100 000 Variable
CROMOSOMA 16
Exostosis multiple
hereditaria tipo 1 autosomica dominante | 1-9 /100 000 Infancia
Exostoses, multiple
Fibrosis quistica autosomica recesiva 12 /100 000 Infancia
Gangliosidosis GM1 autosomica recesiva | Desconocido Infancia
Glucogenosis tipo 1A | autosomica recesiva | Desconocido | Neonatal/infancia
G'lucogenoms tipo 2 autosdmica recesiva | 1-9/100 000 Variable
(Sindrome de Pompe)
Granul'or_natosm recesiva ligada al sexo | 1-9/1 000 000 Infancia
cronica
Hemofilia A ligada al sexo 7,7 /100 000 Infancia
Hipercolesterolemia | . .~ . p .
familiar autosomica dominante >1/1000 Variable
Hiperplasias
suprarrenal congénita
(HSC) mutacion autosomica recesiva 10/ 100 000 71N
especialmente
prevalente Val281Leu
Homocistiniria autosomica recesiva | 1-9/1 000 000 Infancia
Incontinentia Pigmenti | 90™Minante ligadaal | » ;16 069 Infancia

sexo
Inmunodeficiencia
severa combinada - . . .
(RAG2) autosdmica recesiva | 0,35/100 000 | Neonatal/infancia
T- B-
Leucodistrofia
metacromatico autosomica recesiva | 0,16/ 100 000 Variable
(deficiencia ARSA)
Lipofuscinosis
neuronal ceroidea tipo | autosdmica recesiva | 1-9/100 000 Infancia
2
. Mloc,:ardlopatl.a. autosomica dominante >1/1000 Variable
hipertréfica familiar
Miopatia Miotubular | recesiva ligada al sexo | Desconocido | Neonatal/infancia
Neoplasia miltiple - . .
o autosomica dominante | 11/ 100 000 Variable
endocrina: MEN 1
Neoplasia multiple autosémica dominante | 3,3/ 100 000 Infancia

endocrina; MEN2A
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Neurofibromatosis 1 | autosémica dominante | 25/ 100 000 Variable
Neuropatia hereditaria
con susceptibilidad a | autosémica dominante | 1-9 / 100 000 La edad adulta
paralisis por presion
Osteogénesis autosomica dominante | 6,5/ 100 000 Neonatal/infancia

imperfecta tipo |

Osteopetrosis, AR
Osteopetrosis,
malignant

autosdmica recesiva

0,75 /100 000

Neonatal/infancia

Paralisis periodica
hipocalémica

autosomica dominante

1-9 /100 000

Infancia

Paramiotonia
Congénita de VON
EULENBURG; PMC

autosomica dominante

Desconocido

adolescencia/edad

adulta

Polineuropatia
Amiloidotica Familiar
(PAF) o enfermedad de
Andrade

autosomica dominante

100 / 100 000

Edad adulta (pobl.
Ibérica 33.5+/-9.4a)

Variable

Poliposis adenomatosa
familiar

autosomica dominante

5,25/100 000

La edad adulta

Poliquistosis renal, AD

autosdémica dominante

0,11 /100 000

Variable

PKDI1
ai(:gg:]:;?:::’c;z:il; autosomica dominante | 6,5/ 100 000 Infancia
P"lﬂ“[‘)“gf(ﬁn‘;“al’ autosomica dominante | 0,11 /100 000 Variable
L . Variable
Rﬂ(mgilfo%frz;?;;‘ 114 1 autosomica dominante 27,5/100 000 | (predominantemente
& p adulta)
Retlnﬂs;asdp:ﬁlln;ntana ligada al sexo Infancia
Sindrome de Lynch1 | autosémica dominante | 0,48 / 100 000 FEdad adulta

Sindrome de Holt-

. . i P .
Oram: HOS autosémica dominante | 1-9 /100 000 | Neonatal/infancia
Sindrome de Hunter
(mucopolisacaridosis ligada al sexo 0,6 /100 000 | Neonatal/infancia
1)
Sindrome de Asperger multifactorial 20/ 100 000 Infancia
Sindrome de diGeorge | autosomica dominante | 1-5/ 10 000 Neonatal/infancia
Sindrome de Bruton
(agammaglobulinemia ligada al sexo Infancia
ligada al X)
Sindrome de Gorlin | autosomica dominante | 1-9 / 100 000 adoles:ggﬁ;afedad
Sindrome de
hipersensibildad a los ligada al sexo 1-5/10 000 Neonatal/infancia

andrbgenos

Sindrome de Kell

Neonatal
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Sindrome de Marfan

tipo I: MFS| autosomica dominante | 30/ 100 000 Infancia
Sindrome de Noonan | autosomica dominante | 1-5/ 10 000 Neonatal/infancia
Slndr(}r:;h(;isl’eutz— autosémica dominante | 1-9 / 100 000 Variable
Sindrome de Pfeiffer | autosomica dominante | 1-9 / 100 000 Neonatal/infancia
Sindrome de von - .

Hippel-Lindau autosomica dominante | 1-9 /100 000 Ea edad adulta
Smdm‘fi d‘i‘i’c;""s‘“’“' ligada al sexo | 0,15 /100 000 Infancia
Sindrome de X fragil ligada al sexo 14‘2050{}100 Infancia

S. del gen contiguo
,’E:I:c)llgzggﬁer:ozﬁ) autosomica dominante | Excepcional Infancia
OMIM #600273
Sindrome
linfoproliferativo
ligado al cromosoma X | recesiva ligada al sexo | 1-9 /1 000 000 Infancia

o enfermedad de
Duncan

Sindrome de Treacher

. . | autosomica dominante | 6/ 100 000 Neonatal/infancia
Collins-Franceschetti

Sordera AR Usher autosomica recesiva 1-9 /100 000 Neonatal/infancia

Tirosinemia autosdmica recesiva Excepcional Neonatal/infancia

Vitreo-Retinopatia
Exudativa Familiar

varias

Desconocido

Variable
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ANEXO 2: TABLA DE RECOGIDA DE DATOS DE DGP ARMONIZADA PARA TODAS LAS CCAA
Encuesta de datos de DGP ano 2008.

Centro de TRHA titular de los embriones:
Centro que realiza el analisis genético (rellenar una tabla para cada centro colaborador en el andlisis genético):

Enfermedad o L, . Nim de | Num de casos Nim de Nim de ||NUm de nacidos sin
e I mas sin embriones N la enfermedad o
alteracion a detectar casos transferencias | embarazos .
normales alteracion®
Translocaciones Robersonianas
Reorganizacionas Translocaciones Recprocas
CrOMOoSOMicas
(en &l hombre) Inversiones
Aneuploidias de cromosomas sexuales
DGP
(Ley 14/2006, Translocaciones Robersonianas
art. 12. 1,a)
Reorganizaciones Translocaciones Reciprocas
Cromosomicas
(en la mujer) Inversiones
Enfermedades Aneuploidias de cromosomas sexuzles
Heraditarias Graves
Fibrosis Quistica
Autosomicas Talasemias
Recesivas
Otras (especificar)
Corea de Huntington
Autosdmicas e wweei
Enfermedades Dominantes Distrofia Mictdnica
monogenicas Otras (especificar)
Distrofia Muscular de
Duchene
Ligadas al Hemeofilias
cromosoma X X Frég
Otras (especificar)
Encuesta de datos de PSG afio 2008.
Centro de TRHA titular de los embriones:
Centro que realiza el analisis genético (rellenar una tabla para cada centro colaborador en el anélisis genético):
. . , ‘Ndm casos Nim de Nim de Nim de nacidos
Indicacion Nim de casos sin embriones - -
transferencias embarazos sanos

normales
=

Edad Materna
Avanzada (AMA,

»37a)
PGS Fallos previas de
(Ley 14/ 2006, implantacien (>2
art. 12. 1,b) fallos)
anliri:o?:fas Abortos previos
Otras alteraciones (>2 abortos no

que pueden bioguimicos)
comprometer la
viabilidad del embricn

Factor masculino
Severo

Otras
(especificar)

Otras (especificar)
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Encuesta de datos de DGP-monogénicas afio 2008.

Centro de TRHA titular de los embriones:
Centro que realiza el analisis genético (rellenar una tabla para cada centro colaborador en el analisis genético):
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DGP-monogénicas

(Ley 14/2006,
art. 12. 2)

Indicaciones que
requieren
autorizacion de la
CNRHA caso a caso

Nim casos Nim de
L s . . . Nim de Num de nacidos
Indicacion Niim de casos sin embriones normales t P cias embarazos sanos*
HLA
DGP-HLA
HLA +
Monogénica
Otras (especificar)

Atencion: Los datos de “nacimientos” se refieren al aiio 2007 y deben corresponderse con los embarazos reportados para el afio
2007. EL proximo afio deberan facilitarse los nacimientos de los embarazos del 2008 que se declaran ahora.

Servicio integral de Genética

Sistemas Gendémicos compania lider en analisis de ADN

aplicado a la Medicina

B Experiencia y capacidad tecnoldgica para el abordaje
diagnéstico de cualquier enfermedad de base genética

B Centro de referencia internacional para el diagnéstico de
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RESUMEN

Las causas de la infertilidad femenina son mdltiples y numerosas. Alteraciones en el reclutamiento folicular, la ovulacion,
las trompas o la receptividad uterina perturban el proceso reproductivo e impiden la consecucion de la gestacion. Esclarecer
el entramado de mecanismos reguladores y los mecanismos moleculares que subyacen en el proceso reproductivo ayuda no
s6lo a profundizar en el conocimiento de la biologia reproductiva, sino a la mejora en el tratamiento de los desérdenes de
infertilidad cada dia mas presentes en nuestra sociedad. El uso de animales experimentales como ratones transgénicos y
knockouts ha demostrado ser en los Gltimos afios una herramienta clave que ha posibilitado un enorme avance cientifico y
tecnoldgico. Rev Asoc Est Biol Rep 2010; 15(2):16-25.

Palabras clave: knock-out, transgénicos, infertilidad

SUMMARY

The causes of female infertility are multiple and numerous. Disorders of the follicular recruitment, ovulation, fallopian tubes,
aswellasalterations of the uterine receptivity, disturb the whole reproductive process and prevent the successfulachievement
of pregnancy. Understanding the network of regulatory mechanisms and the molecular basis of human reproduction can
help us not only to deepen our knowledge of reproductive biology, but also to improve the treatment of infertility disorders,
more and more frequent nowadays in our society. In the last few years, the use of experimental animals, like ‘knock-outs’
or transgenic mice, has been proved to be a fundamental tool that has allowed an enormous scientific and technological
progress. Rev Asoc Est Biol Rep 2010; 15(2):16-25.

Keywords: knock-out, transgenic animals, infertility

LAS CAUSAS DE LA INFERTILIDAD
FEMENINA SON MULTIPLES

Estudios epidemiolégicos diversos
indican que una de cada diez parejas
que buscan una gestacién no lo
consiguen (Boivin etal., 2007). EL40%
de las veces son casos de infertilidad
femenina, de causas miltiples, tanto
anatémicas como funcionales. El
proceso reproductivo es complejo vy,
aunque no es garantia de éxito, son
imprescindibles ovarios y trompas
funcionales, niveles hormonales
adecuados, y una receptividad uterina
satisfactoria.

Los ovarios funcionales deben
contener un ndamero suficiente
de foliculos, verdaderas unidades

funcionales del ovario. Cada foliculo
primordial, formado por un oocito
detenido en profase de la primera
division meidtica y una Udnica capa
de células de la granulosa, debe
permanecer en estado de quiescencia
hasta recibir la sefalizacion de
activacion que conduce al crecimiento
y maduracién foliculary, por dltimo, a
la ovulacién.

El desarrollo folicular esta controlado
por un entramado de mecanismos
regulatorios endocrinos, autocrinos
y paracrinos mediados por hormonas,
citoquinas y otros factores solubles.

Participan, ademds, mecanismos
de adhesion célula-célula y célula-
matriz  extracelular  (MEC), asi

como mecanismos de comunicacion

celular a través de uniones tipo gap
junction. Todos estos mecanismos
controlan conjuntamente la activacién
y el reclutamiento folicular, la
dominancia y la supervivencia de sélo
algunos foliculos, el crecimiento vy
la diferenciacion coordinada de las
células de la granulosa y la teca, asf
como la ovulacion. Tras la ovulacion,
el oocito maduro se encamina hacia
el dtero a través de las trompas y
los foliculos vacios se convierten en
cuerpo lateo.

La fecundacion  posterior  del
oocito -si ocurre-, las primeras
divisiones celulares y la implantacién
embrionaria van a depender de la
calidad intrinseca del propio oocito.
Esta calidad viene definida por las



competencias que el oocito adquiere
a lo largo del desarrollo folicular
y resulta clave la comunicacién
bidireccional entre el oocito y las
células somdticas circundantes. Mds
adelante, la interaccion del embridn
con el dtero también va a depender
de un proceso bidireccional; se trata
de un intenso y complejo proceso
de cross-talk entre el embrién y
el tejido materno, mediado por
interacciones celulares directas y por
factores solubles que hacen posible
la implantacién embrionaria.

Como resultado de la complejidad
extrema de los mecanismos que
conducen a la consecucién de la
gestacién, las alteraciones en el
reclutamiento folicular, la ovulacidn,
la permeabilidad de las trompas, la
calidad oocitaria o la implantacién,
pueden perturbar o bloquear el
proceso reproductivo. A pesar de
la alta incidencia de trastornos
asociados a la infertilidad femenina,
en las Gltimas décadas el diagnéstico
y tratamiento de estos desdrdenes
ha progresado enormemente. EL
avance cientifico y tecnoldgico ha
permitido el desarrollo de Técnicas de
Reproduccion Asistida que combinan
el uso de terapias hormonales con
distintos  procedimientos  como
la inseminacion intrauterina, la
fecundacién in vitro y la donacion de
6vulos o embriones.

LOS RATONES TRANSGENICOS Y
KNOCKOUTS SON MUY UTILES PARA
ESTABLECER LA FUNCION GENICA

Una gran parte del avance cientifico
alcanzado en los dltimos afios ha sido
posible gracias al uso de animales de
experimentaciéon como ovejas, vacas,
monos, ratas y ratones, por citar
algunos ejemplos. Estos animales se
emplean como herramienta para simular
modelos de estudio que permiten poner
a punto procedimientos experimentales
novedosos y hacen posible establecer
los mecanismos moleculares asociados
a procesos bioldgicos humanos,
tanto normales como patolégicos. El
caso del ratén es particularmente
interesante puesto que, a pesar de
la enorme distancia evolutiva que
existe entre esta especie y el hombre,
su uso como modelo experimental estd
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ampliamente extendido, dado que el
abismo evolutivo se ve definitivamente
compensado por el elevadisimo ndmero
de genes que comparten.

En los afios ochenta, la generacién de
ratones transgénicos surgié como una
forma novedosa de abordar el estudio
de la funcion de genes concretos.
Para obtener un ratén transgénico
es necesario, en primer lugar,
inyectar un determinado material
genético en el pronicleo masculino
de oocitos fecundados. Los cigotos
asi microinyectados son transferidos
al oviducto de hembras pseudo-
prefiadas y al final de la gestacion
algunos de los ratones nacidos portan
el material genético incorporado en
una localizacion no especifica de su
genoma. Estos ratones reciben la
denominacion de transgénicos.

Asimismo, la produccién de ratones
knockout representa otra forma, mas
precisa aln, de abordar el estudio
de la funcidn génica. En este caso es
imprescindible el uso de células madre
embrionarias, que se emplean como
elemento celular para llevar a cabo
la insercion del gen modificado. La
funcién de un gen se puede analizar si
éste es reemplazado -knocked out- por
un alelo inactivo en una célula madre
que con posterioridad es transferida
a un embrién. La célula manipulada
genéticamente se integrara en el
tejido  embrionario dando lugar,
mds adelante, a distintos tejidos y el
resultado final serd un ratén knockout,
donde el gen reemplazado no se
expresa. A diferencia de los ratones
transgénicos, los ratones knockout
llevan insertado el gen modificado en
una localizacién precisa de su genoma.

De esta forma, los ratones
obtenidos por manipulacién
genética proporcionan un modelo
de experimentacién extraordinario
que permite determinar la funcién
del gen que ha sido manipulado, asi
como su relacién con determinadas
patologias humanas. No obstante,
la tecnologia de ratones knockout
presenta limitaciones, puesto que en
alrededor del 15% de estos ratones
la inactivacién del gen de estudio
resulta letal durante el desarrollo
embrionario y un ndmero incierto

de animales sufren cambios no
observables que obviamente carecen
de utilidad. También son numerosos
los ratones transgénicos que carecen
de un fenotipo destacado y no
proporcionan informacién alguna.

LOS RATONES GENETICAMENTE
MANIPULADOS CON FENOTIPO DE
INFERTILIDAD SON NUMEROSOS

En 1992, Stewart y colaboradores
publicaron un estudio pionero
sobre ratones knockout viables
pero infértiles. Se trataba de
ratones knockout para el gen
que codifica para el factor LIF
(leukemia inhibitory factor) cuya
expresion  transitoria  aparecia
alterada e impedia la implantacién
embrionaria. Un afio después, otro
grupo de investigadores generé un
ratén con el receptor de estrégenos
modificado, cuyas hembras eran
incapaces de responder a la
hormona estradiol pese a mostrar
un fenotipo de aparente normalidad
(Lubah etal., 1993).

Con posterioridad, el grupo de
Colledge publicé otro trabajo en
el que demostraba que los oocitos
de hembras mutantes para c-mos,
un protooncogen que codifica para
una quinasa implicada en procesos
meiodticos, eran incapaces de detener
la division meidtica (Colledge et
al., 1994). En 1995, se demostré una
reduccion significativa de la eficiencia
de la ovulacién en ratones que carecian
de los activadores del plasminégeno tPA
~tipo tejido- y uPA -tipo uroquinasa-,
indicando asi que la activacién
del plasminégeno juega un papel
fundamental en la degradacion de la
pared folicular durante la ovulacion
(Leonardsson et al., 1995).

Ademds, existen ratones knockout
que aln no teniendo primariamente
afectado el sistema reproductor,
terminan por presentar un fenotipo
de infertilidad. Un caso llamativo
es el raton knockout de la enzima
aromatasa CYP19, que puso de
manifiesto las consecuencias de una
deficiente actividad enzimatica en el
proceso de formacion de estrégeno;
estos ratones no producian estrégenos
y, en consecuencia, presentaban
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alterado el desarrollo del dtero y los
genitales (Fisher et al., 1998). Desde
estos resultados pioneros, han sido
muchos los trabajos sobre ratones
knockouts con fenotipo de infertilidad
femenina primaria (Edelmann et al.,
1996; Nakayama et al., 1996; Lee et al.,
1996; Sterneck et al., 1997; Kumar et
al., 1997) o secundaria (Pietila et al.,
1997; Wu et al., 2003), que en conjunto
han permitido entender numerosos
mecanismos asociados a la biologia
reproductiva.

EL PROCESO DE LA FOLICULOGENESIS
SE HA PODIDO DETERMINAR GRACIAS AL
ESTUDIO DE MODELOS ANIMALES

En particular, el analisis de ratones
transgénicos ha permitido comprender
en detalle algunos procesos de
extraordinaria complejidad, como
el establecimiento de las células
germinales  primordiales  (PGCs)
durante el desarrollo embrionario.
En la actualidad esta ampliamente

documentada la implicacién
de las proteinas BMP (bone
morphogenetic  protein), = BMP4

(bone morphogenetic protein 4) vy
BMP8 (bone morphogenetic protein
8) en este proceso (Lawson et al.,
1999; Ying et al., 2000, 2001).
Cuando las PGCs alcanzan el eshozo
de génada en el embrién, reciben
la denominacién de oogonias; alli
pierden su movilidad caracteristicay
entran en divisiones sucesivas. Este
proceso esta mediado por las proteinas
BMPs que se unen a sus receptores ALK
(type 1 activin receptor-like kinase),
en particular a ALK2, ALK3 o ALKS6,
induciendo cambios en los patrones
de expresion génica via SMAD5 (Chang
and Matzuk 2001; Chen et al., 2004;
Chuva de Soussa Lopes et al., 2004).
Las moléculas de adhesién también
estdn implicadas en este proceso
de migracion, segln confirman las
PGCs carentes de la subunidad B1 de
las integrinas, a las que les resulta
imposible interaccionar con los
componentes de la MEC y entrar en
las gdnadas (Garcia-Castro et al.,
1997; Anderson et al., 1999). Deigual
modo, la comunicacion célula-célula
entre las propias células PGCs o entre
éstas y las células somdticas a través
de gap junctions de Cx43 (Juneja et
al., 1999) también es importante

para la colonizacién de las génadas,
asi como la interaccidon entre el factor
derivado de células madre (SDF-1) con
su receptor CXcr4 (Ara et al., 2003;
Molyneaux et al., 2003).

Durante la vida embrionaria, las células
germinales que han colonizado las
génadas (oogonias) dejan de dividirse
y entran en meiosis para dar lugar a
los oocitos. Los oocitos se disponen en
clusters denominados germ cell nests,
donde cada uno esta intimamente
relacionado con el resto. En un
periodo préximo al nacimiento, los
cluster de oocitos deben romperse
para permitir la formacién de los
foliculos primordiales. Muchos
oocitos mueren por apoptosis, y los
supervivientes se rodean de células
somaticas circundantes dando lugar
a los foliculos primordiales. Una
contribucién reveladora sobre este
proceso fue la descripcién del factor
de linea germinal a (Figla), especifico
de oocitos y maximo responsable del
control de las interacciones entre el
oocito y las células de la granulosa
circundantes (Soyal et al., 2000). En
este proceso participan igualmente
los factores de transcripcion FoxI2 o
Foxo3a (Schmidt et al., 2003; Castrillon
et al., 2003; Batista et al., 2007) al
igual que el factor NOBOX, especifico
de oocitos al igual que Figla que
estd involucrado en la formacion de
foliculos primarios (Rajkovic et al.,
2004). EL factor NGF (nerve growth
factor) también estd relacionado,
puesto que el ratén transgénico de
NGF(-/-) muestra un reducidisimo
nimero de foliculos en crecimiento
(Dissen et al., 2001). Confirmando
estas observaciones, cuando existen
alteraciones en su receptor, la tirosina
quinasa (TrK), la formacién de foliculos
se ve seriamente comprometida
(Donovan et al., 1996; Spears et al.,
2003). Asuvez, cambios en la expresion
de las proteinas especificas de meiosis,
como DMC1 o MSH5, evidencian que al
menos algunos genes implicados en la
meiosis estarian relacionados con la
sinapsis cromosémica (Mandon-Pepin
etal., 2002).

Lo mds significativo es que las
observaciones realizadas en modelos
animales se corresponden con los
datos obtenidos en pacientes humanos

con desérdenes reproductivos. Por
ejemplo, se han descrito mutaciones
diversas para FoxI2, DMC1 o NOBOX en
mujeres con fallo ovarico prematuro,
asi como alteraciones en Figla (Gersak
et al., 2004; Pangas and Rajkovic,
2006; Mandon-Pepin et al., 2002).
También se ha demostrado la relacién
de NGFy la patogénesis del sindrome de
ovario poliquistico (Bai et al., 2004), y
alteraciones en las proteinas de la zona
pelicida en pacientes que presentaban
fallos de fecundacion en procedimientos
de fecundacion in vitro (Mannikko et al.,
2005). La zona pellcida, que aparece
alrededor del oocito en los foliculos
primarios, estd constituida por las
proteinas ZP1, ZP2, ZP3 y desempeiian
un papel esencial seglin demuestran
diversos modelos experimentales
(Rankin etal., 1996, 1999, 2001).

Los foliculos primarios dan lugar a
los foliculos preantrales, que presentan
mdltiples capas de células de la
granulosay una capa externa de células
de la teca. Gracias a los resultados
obtenidos con ratones knockout, hoy
sabemos que para la formacion de
foliculos preantrales es necesario
que las células de la granulosa estén
comunicadas entre si por gap junctions
de conexina 43 (Cx43), y con el oocito
por gap junctions de conexina 37
(Cx37). Las gap junctions ponen en
comunicacién citoplasmatica directa
las células adyacentes, permitiendo
el paso de pequefias moléculas,
nutrientes y mediadores solubles, lo
que hace posible la sincronizacion
del comportamiento celular (Simon
et al., 1997; Ackert et al., 2001).
Ademdas, el bloqueo en estadio
preantral también se aprecia en los
ratones transgénicos deficientes para
v-Glutamil transpeptidasa GGT, enzima
responsable de convertir el Glutation
en cisteinil-glicina y dcido y-glutdmico
(Kumar et al., 2000).

Continuando con el desarrollo
folicular, los foliculos preantrales se
convierten en foliculos antrales, que
secaracterizan porteneruna cavidad
repleta de liquido denominada
antro folicular. La mayoria de los
foliculos antrales terminan siendo
atrésicos, y un pequefio porcentaje
continua su proceso de maduracién.
Distintos factores pro-apoptdticos



y anti-apoptéticos que controlan el
proceso de atresia son esenciales
para la degradacion de los foliculos
antrales, tal como Bcl2 o Casps
(Ratts et al., 1995; Matikainen et
al., 2001). El resto de los foliculos
antrales no afectados por atresia
crecen hasta el estadio de foliculo
preovulatorio.

Para que tenga lugar la ovulacién,
los foliculos maduros deben alcanzar
la superficie del ovario, las células
de la granulosa deben expresar en
la membrana receptores para la
hormona LH y el oocito debe reactivar
la meiosis. Trastornos reproductivos
que afectan exclusivamente a la
ovulacién han sido observados
en distintos modelos, como los
ratones que carecen del receptor de
prostaglandina E (Ep2) (Hizaki et al.,
1999); la COX2, enzima responsable
de la sintesis de PGs (Matsumoto
et al., 2001); ciertos inhibidores
de inter-a-tripsina (Suzuki et al.,
2004); bikunin protein (Sato et al.,
2001) o el factor estimulante de
colonias de macréfagos (GM-CSF)
(Jasper et al., 2000; Gilchrist et al.,
2000). A posteriori, son muchos
los mediadores inflamatorios que
estan implicados, entre ellos el
6xido nitrico (Jablonka-Shariff and
Olson 1998).

No hay que olvidar que, durante

el desarrollo folicular, el ntcleo
del oocito sufre modificaciones:
condensacion de la cromatina,

segregacion de los cromosomas vy
extrusion del primer corpdsculo
polar. Para concluir la meiosis, la
fosfodiesterasa 3A (PDE3A) via la
hidrélisis de cAMP (Masciarelli et al.,
2004); el Erccl (excision repair cross
complementation group 1) (Hsi et al.,
2003); el lunatic fringe gene (Hahn et
al., 2005); los factores de heat shock
(Hsfs) (Christians et al., 2000); y
algunos reguladores de la progresién
del ciclo celular como las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs),
la Cyclin kinasa (CK) y el receptor
3 unido a proteinas G, son de gran
importancia (Spruck et al., 2003).
Los ratones (Cdk2-/- y CdKé4-/-
muestran también un fenotipo claro
de infertilidad (Ortega et al., 2003;
Moons et al., 2002).
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Ademads, las células somdticas que
acompafnan al oocito contribuyen
al desarrollo folicular a través
de la produccién de hormonas
esteroideas. Por ejemplo, la proteina
esteroidogénica reguladora aguda
(STAR) promueve un paso esencial
en la ruta de sintesis de esteroides,
en particular en el transporte de
colesterol dentro de la mitocondria
(Caron et al., 1997). El ratén
knockout de la aromatasa CYP19
(ArK0), ya mencionado, carece de la
capacidad para producir estrégenos
(Fisher et al., 1998) y otros ratones
con alteraciones en la capacidad de
responder a progesterona (Lydon
et al., 1995) también presentan
defectos reproductivos. En las células
de la granulosa, la testosterona es
aromatizada en estradiol (E2) que,
a su vez, estimula la proliferacion
de las células de la granulosa. Los
ratones deficientes en el receptor de
estrégenos confirman la importancia
del papel esencial del E2 (Lubahn et
al., 1993; Krege et al., 1998; Dupon
et al., 2000). Resulta interesante
comprobar cémo las pacientes con
sindrome de ovario poliquistico
(PCOS) muestran igualmente
alteraciones del receptor de
estrégenos (Jakimiuk et al., 2002).

Como vya hemos mencionado, la
foliculogénesis también esta sujeta al
control de factores de crecimiento.
Los oocitos expresan en su
superficie receptores celulares que
pertenecen a la superfamilia del
TGFa: tal es el caso de GDF-9 (growth-
differentiation factor 9), BMP6 vy
BMP15; receptores de las inhibinas
de las células de la granulosa,
activinas, TGFal, TGFa2 y TGFa3; asi
como BMP4 y BMP7 de las células de
la teca (Matzuk et al., 1992, 1995a,
1995b; Vassalli et al., 1994; Dong et al.,
1996; Guo et al., 1998; Cho et al., 2001;
Yan et al., 2001; McMullen et al., 2002;
Jorgez et al., 2004; Dixit et al., 2006)

La inactivacién funcional de GDF9,
que conserva una gran homologia
con BMP-15, es esencial en la
foliculogénesis. Las hembras de
ratones deficientes para GDF9 sélo
presentan foliculos primordiales
en la superficie del ovario, el
desarrollo folicular no va mads

alld y en consecuencia los oocitos
degeneran con rapidez (Dong et al.,
1996). Ademads, se puede observar
un incremento en los niveles de
expresion de kit ligand e inhibina
(Carabatsos et al., 1998; Elvin et
al., 1999). Asimismo, la ausencia de
inhibina interfiere con el estadio
tardio de foliculogénesis, segin se
aprecia en distintos modelos murinos
experimentales (Matzuk et al., 1992;
Vassalli et al., 1994; Matzuk et al.,
1995a, 1995b). Las hembras de
ratones que carecen de FSH sufren
un bloqueo temprano a nivel de
estadio preantral (Kumar et al.,
1997), mientras que en las hembras
que carecen del receptor tipo II de
activina (ActRII) el defecto es tardio,
presentando un déficit de foliculos
antrales, atresia folicular y wun
cuerpo liteo de morfologia extrafa.
Consistente con el papel esencial
de este receptor en la pituitaria
anterior, los niveles de FSH se vieron
reducidos (Matzuk et al., 1995a)

La ruta de sefializacién de TGFf implica
las proteinas SMAD. A este grupo
pertenece lamolécula Smad3, quese ha
descrito como elemento clave en la
foliculogénesis (Zhu et al., 1998; Datto
etal., 1999; Tomic et al., 2002, 2004).
Las células de la granulosa también
sintetizan hormona antimulleriana
(AMH), que inhibe el reclutamiento
de los foliculos primordiales vy
disminuye la respuesta de los foliculos
en crecimiento a la FSH. Los ratones
con sobreexpresion de AMH y AMHKO
son infértiles y han contribuido a
clarificar el papel desempefnado por
la AMH (Berhinger et al., 1990, 1994;
Durlinger etal., 1999, 2001).

Junto con los factores autocrinos y
paracrinos, los elementos reguladores
endocrinos juegan también un papel
esencial en la foliculogénesis, en
particular en los estadios tardios de
este proceso. Este es el caso de las
hormonas FSH y LH producidas en
la pituitaria anterior. Los ratones
que carecen de la capacidad de
secretar o responder a FSH revelan
que esta hormona es necesaria para
el crecimiento folicular hasta los
estadiosantraly preovulatorio (Kumar
etal., 1997; Dierich et al., 1998; Abel
et al., 2000, 2003); y los ratones
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transgénicos con sobreexpresion
de FSH presentan niveles elevados
de esteroides que producen quistes
ovaricos y causan infertilidad
(Kumar et al., 1999). Por otra
parte, los ratones con un fenotipo
ovarico incapaz de responder a la
hormona LH confirman que para
los estadios tardios de maduracién
folicular y ovulacién, la hormona
LH es absolutamente necesaria
(Lei et al., 2001; Chudgar et al.,

2005; Pakarainen et al., 2005a,
2005b), mientras que aquellos
que  mantienen crénicamente

niveles elevados de LH muestran
una cantidad aumentada de
progesterona, testosterona y E2,
asicomo un fenotipo de infertilidad
(Risma et al., 1995). Ademas,
Meehan et al., en 2005 reportaron
un modelo de ratén con activacién
cronica del receptor de la LH y un
desarrollo sexual muy temprano.

Por otra parte, las citoquinas también
son esenciales en el éxito de los
procesos reproductivos, tanto de
manera directa como indirecta, a
través de la tolerancia y la supresion
inmunolégica. Convencionalmente,
las citoquinas son factores solubles
que median la sefalizacién celular
en el contexto del sistema inmune
y agrupan a las interleucinas (ILs),
factor necrosis tumoral (TNF) y factor
estimulante de colonias. Sin embargo,
algunos factores de crecimiento como
los TGFs y hormonas endocrinas como
la hormona del crecimiento (GH),
considerados ahora como citoquinas
y, por tanto, desempefiando una
misma funcién, como la IL1 vy
TNFo, participan en la sefalizacion
célula-célula dentro del ovario, en
concreto entre el oocito y las células
circundantes, y otras como el INF-y y
GM-CSF, producidos por macréfagos
residentes en el ovario, promueven
el desarrollo del oocito (ver revisién
en Wu et al., 2004; Knight and Glister
2006). También es interesante que
las hembras de ratones knockout de
TGF-1, obtenidas en un background
de inmunodeficiencia, muestran una
funcién ovdrica afectada (Ingman et
al., 2006).

Las activinas, muy relacionadas con
el TGF-B estdan también implicadas

en la biologia del ovario y en un
estadio mds tardio como el desarrollo
de la placenta y la decidualizacion
del endometrio (Qu and Thomas
1995; Caniggia et al., 1997; Tierney
and Giudice 2004). Las hembras
de ratones que carecen de CSF-1
(Colony-Stimulating Factor-1) y GM-
CSF (Granulocyte Macrophage-CSF),
ambas citoquinas, exhiben un defecto
en la funcién reproductiva (Araki et
al., 1996, 2001; Cohen et al., 2002).

Como ya hemos mencionado, para

que tenga lugar la implantacién
embrionaria, la expresion de LIF
(Leukaemia Inhibitory Factor) es

obligada, como queda demostrado en
el fallo de la unién del blastocisto al
endometrio en los ratones knockout
para LIF (Stewart et al., 1992) e incluso
un fenotipo mas severo obtenido
cuando el receptor especifico de
LIF es anulado (Ware etal., 1995).

En un trabajo reciente, el andlisis
del ratén transgénico con
sobreexpresion para el factor
de transcripcion Foxj2 revelé su
infertilidad (Martin de Lara et al.,
2008). Los embriones anormales
fueron rapidamente reabsorbidos
dentro del tejido decidual. En el
mismo trabajo se describen dos
genes diana: el gen que codifica para
la proteina de gap junction Cx43 'y
el gen que codifica para la molécula
de adhesion Cadherina-E (Cad-E). Es
de sobra conocido que la Cx43 juega
un papel esencial en el desarrollo
foliculardelratdn, siendo la conexina
mas ampliamente expresada en el
endometrio, y ademds se sabe que es
importante en distintas patologias
y procesos fisioldgicos como la
implantaciéon embrionaria (Jahn et
al., 1995; Granot etal., 2000; Gabriel
et al., 20004; Tanmahasamut et al.,
2005; Grimmer et al., 1996, 2004).
Por otra parte, la Cad-E, una proteina
implicada en los eventos de adhesidn
celular y que media el proceso
de compactacién en el desarrollo
preimplantatorio de ratones, es
también importante para el transito
desde mérula compactada a la
formacion del blastocisto, asequrando
por tanto el correcto establecimiento
de uniones tipo gap junction en
el trofoectodermo (Peyriéras et

al., 1983; Larue et al., 1994; Kan
et al., 2007). Parece razonable
cuestionarse si las irreqgularidades
en la regulacién transcripcional
de los niveles de Cx43 y Cad-E
pueden comprometer alguno de
los siguientes procesos: maduracién
oocitaria, desarrollo  temprano,
proceso de implantacion y, por tanto,
la capacidad reproductiva femenina.
Elfenotipo deinfertilidad observado
en los ratones transgénicos de Fox;j2
podria ser la consecuencia natural
de una expresion desregulada de
Cx43yCad-Eaniveltranscripcional,
debido a la sobreexpresién de Foxj2
(Martin et al., 2008).

Mas recientemente, SGOL2
(Shungosin-2) se ha descrito como
una proteina esencial para proteger la
cohesién centromérica durante la
meiosis, con la afectacién del gen
codificante SGOL2 conduciendo a la
formacion de gametos aneuploides y
a la infertilidad (Llano et al., 2008).
Ademas, sehaobservadoquelaaccién
de MAPK3/1 (ERK1/2) (Extracelular
signal-Regulates Kinases 1 and 2) en
las células de la granulosa del ovario
es absolutamente necesaria para la
reiniciacion de la meiosis, asi como
para la ovulacién y mdas tarde la
luteinizacién (Fan et al., 2009).

CONCLUSIONES

A lo largo de este trabajo hemos
presentado numerosos ejemplos de
modelos de animales transgénicos
y knockout que en la dltima década
han contribuido a esclarecer en
mayor o menor medida cudles son
los mecanismos que conducen a la
activaciéon folicular, la dominancia
y la supervivencia de algunos de
estos foliculos, la reiniciacién de la
meiosis en el oocito y el proceso de
crecimiento y diferenciacion de las
célulasdelagranulosaacompanantes.
Los resultados obtenidos han
ayudado a definir mejor la funcién
ovarica, su control por factores
extraovario e intraovario, asi como
los procesos biolégicos implicados
en la preimplantacién/implantacion
y en el desarrollo embrionario
temprano. Todo ello ha conducido
a un importante avance en este
drea de investigaciéon biomédica,



que es de esperar se acelere en
los proximos afos con el disefo
de nuevos modelos animales y las
continuadas mejoras técnicas en el
proceso de obtencién de transgénicos
y knockout, que muy posiblemente
permitiran una mayor eficiencia
en la identificacion de los agentes
involucrados en la infertilidad
femenina y en la determinacién del
papel que éstos desempefian.

Sinembargo, atin habiendo contribuido
enormementetodosestos hallazgosala
comprension de las bases moleculares
de la reproduccién humana, estamos
aln lejos de aplicar este conocimiento
de una forma directa y efectiva a
la mejora de los tratamientos de
infertilidad femenina de una forma
rutinaria. No sélo porque en el campo
de la manipulacién genética quedan
muchos mecanismos moleculares por
determinar, sino porque también
faltaunverdaderoabordaje molecular
del  tratamiento reproductivo.
Es de esperar que en un futuro
proximo la aplicacion de terapias
individualizadas en el contexto de la
medicina traslacional sean masy mas
comunes para resolver los problemas
de infertilidad. La determinacién
de perfiles de expresion génica para
mejorar el diagndstico y tratamiento
de mujeres afectadas por problemas
de infertilidad puede revolucionar la
medicina reproductiva en este sentido.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abel MH, Wootton AN, Wilkins V,
Huhtaniemi I, Knight PG, Charlton
HM. The effect of a null mutation in
the follicle-stimulating hormone
receptor gene on mouse reproduction.
Endocrinology 2000; 141: 1795- 1803

Abel MH, Huhtainiemi I, Pakarinen P,
Kumar TR, Charlton HM. Age-related
uterine and ovarian hypertrophy in FSH
receptor knockout ans FSHb subunit
knockout mice. Reproduction 2003;
125: 165- 173

Ackert CL, Gittens JE, O'Brien MJ,
Eppig JJ, Kidder GM. Intercellular
communication via connexion43

gap junctions is required for ovarian
folliculogenesis in the mouse. Dev Biol
2001; 233: 258- 270

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2010 Vol. 15 Ne2
21

Anderson R, Fassler R, Georges-
Labouesse E, Hynes RO, Bader BL,
Kreidberg JA, Schaible K, Heasman J
and Wylie. Mouse primordial germ cells
lacking B1 integrins enter the germline
but fail to migrate normally to the gonads.
Development 1999 ; 126: 1655- 1664

Ara T, Nakamura Y, Egawa T, Sugiyama T,
Abe K, Kishimoto T, Matsui Y, Nagasawa
T. Impaired colonization of the gonads
by primordial germ cells in mice lacking a
chemokine, stromal cell-derived factor -1
(SDF-1). Proc Natl Acad Sci USA 2003; 100:
5319- 5323

Araki M, Fukumatsu Y, Katabuchi H,
Shultz LD, Takahashi K, Okamura H.
Follicular development and ovulation
in  macrophage colony-stimulating
factor-deficient mice homozygous for
the osteopetrosis (op) mutation. Biol
Repro 1996; 54: 478- 484

Bai YH, LIM SC, Song CH, Bae CS, Jin CS,
Choi BC, Jang CH, Lee SH, Pak SC. Electro-
acupuncture reverses nerve growth factor
abundance in experimental polycystic
ovaries in the rat. Gynecol Obst Invest
2004; 57: 80 -85

Batista F, Vaiman D, Dausset J, Fellous
M, Veitia RA. Potential target of FOXL2,
a transcription factor involved in
craniofacial and follicular development,
identified by transcriptomics. Proc Natl
Acad Sci USA. 2007; 104: 3330- 3335

Behringer RR, Cate RL, Froelick GJ,
Palmiter RD, Brinster RL. Abnormal sexual
development in transgenic mice chronically
expressing mullerian inhibiting substance.
Nature 1990; 345: 167- 170

Behringer RR, Finegold MJ, Cate RL.
Mullerian-inhibiting substance function
during mammalian sexual development.
Cell 1994; 79: 415- 425

Boivin J, Bunting L, Collins JA, Nygren
KG.  International estimates of
infertility prevalence and treatment-
seeking: potential need and demand
forinfertility medical care. Hum Reprod
2007; 22: 1506-1512

Caniggial, Lye SJ, Cross JC. Activinis a local
regulator of human cytotrophoblast cell
differentiation. Endocrinology 1997;
138: 3976- 3986

Carabatsos MJ, Elvin JA, Matzuk
MM, Albertini DF. Characterization
of oocyte and follicle development

in growth differentiation factor
-9-deficient mice. Dev. Biol. 1998;
203: 373-384

Caron KM, Soo SC, Wetsel WC, Stocco DM,
Clark BJ, Parker KL. Targeted disruption of
the mouse gene encoding steroidogenic
acute requlatory protein provides
insights into congenital lipoid adrenal
hyperplasia. Proc Natl Acad Sci USA 1997;
94: 11540- 11545

Castrillon DH, Miao L, Kollipara R,
Horner JW, Depinho RA. Suppression of
ovarian follicle activation in mice by the
transcription factor Foxo3a. Science 2003;
301: 215-218

Chang H and Matzuk MM. Smad 5 is
required for mouse primordial germ cell
development. Mech Dev 2001; 104: 61-67

Chen D, Zhao M, Mundy GR. Bone
morphogenetic proteins. Growth Factors
2004; 22: 233-241

Cho BN, McMullen ML, Pei L, Yates CJ, Mayo
KE. Reproductive deficiencies in transgenic
mice expressing the rat inhibina-subunit
gene. Endocrinology 2001; 142: 4994-
54004

Chudgar D, Lei Z, Rao ChV. Orthotopic
transplantation of LH receptor knockout
and wildtype ovaries. Life Sci 2005; 77:
2656- 2662

Chuva de Sousa Lopes SM, Roclen
BA, Monteiro RM, Emmems R, Lin
HY, Li E, Lawson KA and Mummery
CL. Connective tissue growth factor
expression and Smad signalling
during mouse heart development and
myocardial infarction. Dev Dyn 2004;
231: 542- 550

Cohen PE, Zhu L, Nishimura K, Pollard
JW. Colony-stimulating factor 1
regulation of neuroendocrine pathways
that control gonadal function in mice.
Endocrinology 2002; 143: 1413- 1422

Colledge WH, Carlton MB, Udy GB,
Evans MJ. Disruption of c-mos causes
parthenogenetic development of
infertilized mouse eggs. Nature 1994;
370: 65-68




_ Paloma Sanchez-Aparicioet al. Animales Transgénicos y knockouts
22

Christians E, Davis AA, Thomas SD,
Benjamin IJ. Maternal effect of Hsfl
on reproductive success. Nature 2000;
407: 693 -694

Datto MB, Frederick JP, Pan L, Borton
AJ, Zhuang Y, Wang XF. Targeted
disruption of Smad3 reveals an
essential role in  transforming
growth factor beta-mediated signal
transduction. Mol Cell Biol 1999; 19:
2495- 2504

Dierich A, Sairam MR, Monaco L, Fimia
GM, Gansmuller A, LeMeur M, Sassone
-Cori P. Impairing follicle-stimulating
hormone (FSH) signalling in vivo:
targeted disruptionofthe FSHreceptor
leads to aberrant gametogenesis and
hormonal imbalance. Proc Natl Acad
Sci USA 1998; 95: 13612- 13617

Di Giacomo M, Barchi M, Baudat F,
Edelmann W, Keeney S, Jasin M.
Distinct DNA-damage-dependent and
-independent responses drive the loss
of oocytes in recombination-defective
mouse mutants. Proc Natl Acad Sci USA
2005; 102: 737 -742

Dissen GA, Romero C, Hirshfield AN,
Ojeda SR. Nerve growth factor is required
for early follicular development in the
mammalian ovary. Endocrinology 2001;
142: 2078- 2086

Dixit H, Rao LK, Padmalatha VWV,
Kanakavalli M, Deenadayal M, Gupta
N, Chakrabarty B, Singh L. Missense
mutations in the BMP15 gene are
associated with ovarian failure. Hum
Gent 2006; 119: 408- 415

Dong J, Albertini DF, Nishimori K,
Kumar TR, Lu N, Matzuk MM. Growth
differentiation factor-9 is required
during early ovarian folliculogenesis.
Nature 1996; 383: 531-535

Donovan MJ, Hahn R, TessarolloL,
Hempstead. Identification of an essential
nonneuronal function of neurotrophin 3
in mammalian cardiac development. Nat
Genet 1996; 14: 210- 213

Dong J, Albertini DF, Nishimori K,
Kumar TR, Lu N, Matzuk MM. Growth
differentiation factor-9 is required
during early ovarian folliculogenesis.
Nature 1996; 383: 531- 535

Dupont S, Krust A, Gansmuller A, Dierich
A, Chambon P, Mark M. Effect of single
and compound knockouts of estrogen
receptors o (Era) and B (ERB) on mouse
reproductive phenotypes. Development
2000; 127: 4277 -4291

Durlinger AL, Kramer P, Karels B, de Jong FH,
Uilenbroek JT, Grootegoed JA, Themmen AP.
Control of primordial follicle recruitment
by anti-Mullerian hormone in the mouse
ovary. Endocrinology 1999; 140: 5789- 5796

DurlingerAL, Grujters MJ, Kramer P, Karels
B, Kumar Tr, Matzuk MM, Rose UM, de Jong
FH, Uilenbroek JT, Grootegoed JA et al.
Anti-Mullerian hormones attenuates
the effects on follicle development in
the mouse ovary. Endocrinology 2001;
142: 4891- 4899

Edelmann W, Cohen PE, Kane M, Lau K,
Morrow B, Bennett S, Uman A, Kunkel
T, Cattoretti G, Chaganti R, Pollard JW,
Kolodner RD, Kuchelapati R. Meiotic
pachytene in MLH1-defcient mice. Cell
1996; 85(7): 1125- 1134

Elvin JA, Yan C, Wang P, Nishimori K,
Matzuk M. Molecularcharacterization
of the follicle defects in the growth

differentiation factor-9-deficinet
ovary. Mol Endocrinol 1999; 13:
1018-1034

FanH, LiuZ, Shimada M, Sterneck E, Johnson
PF, Hedrick SM, Richards JS. MAPK3/1
(ERK1/2) in ovarian granulosa cells are
essential for female fertility. Science 2009;
324:938- 941

Fisher CR, Graves KH, Parlow AF,
Simpson ER. Characterization of
mice deficient in aromatase (ArKO)
because of targeted disruption of the
cyp19 gene. Proc Natl Acad Sci USA
1998; 95: 6965- 697

Garcia-Castro MI, Anderson R, Heasman
J, Wylie. Interactions between germ cells
and extracellular matrix glycoproteins
during migration and gonad assembly
in the mouse embryo. J Cell Biol 1997;
138: 471- 480

Gersak K, Harris SE, Smale WJ, Shelling
AN. A novel 30 bp deletion in the FOXL2
gene in a phenotypically normal woman
with primary amenorrhoea: Case report.
Human Reprod 2004; 19: 2767 -2770

Gilchrist RB, Rove DB, Ritter LJ,
Robertson SA, Norman RJ, Armstrong
DT. Effect of granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor deficiency on
ovarian follicular cell function. J Reprod
Fertil 2000; 120: 283- 292

Guo Q, Kumar TR, Woodruff T, Hadsell LA,
DeMayo FJ, Matzuk MM. Overexpression
of mouse follistatin causes reproductive
defectsintransgenic mice. Mol Endocrinol
1998; 12: 96- 106

Hahn KL, Johson J, Beres BJ, Howard S, Wilson-
Rawls. Lunatic fringe null female mice are
infertile due to defects in meiotic maturation.
Development 2005; 132: 817 -828

Hizaki H, Segi E, Sugimoto Y, Hirose
M, Saji T, Ushikubi F, Matsuoka T,
Noda Y, Tanaka T, Yoshida N et al.
Abortive expansion of the cumulus and
impaired infertility in mice lacking
the prostaglandin E receptor subtype
EP2. Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96:
10501- 10506

Hsia KT, Millar MR, King S, Selfridge J,
Redhead NJ, Melton DW, Saunders PT.
DNA repair gene Ercc 1 is essential for
normal spermatogenesis and oogenesis
and for functional integrity of germ cell
DNA in the mouse. Development 2003;
130: 369- 378

Ingman WV, Robker RL, Woittiez
K, Robertson SA. Null mutation in
transforming growth factor beta
1 disrupts ovarian function and
causes oocyte incompetence and
early embryo arrest. Endocrinology
2006; 147: 835- 845

Jablonka-Shariff A and Olson LM. The
role of nitric oxide in oocyte meiotic
maturation and ovulation: meiotic
abnormalities of endothelial nitric oxide
synthase knock-out mouse oocytes.
Endocrinology 1998; 139: 2944- 2954

Jakimuik AJ, Weitsman SR, Yen HW,
Bogusiewicz M, Magoffin DA. Estrogen
receptor alpha and beta expression in
theca and granulose cells from women
with polycystic ovary syndrome. J Clin
Endocrinol Metab 2002; 87: 5532- 5538

Jasper MJ, Robertson SA, Van der
Hoek KH, Bonello N, Brannstrom
M, Norman RJ. Characterization of



ovarian function in granulocyte-
macrophage colony-stimulating
factor-deficient mice. Biol Reprod
2000; 62: 704- 713

Jorgez CJ, Klysik M, Jamin SP, Behrinh
RR, Matzuk MM. Granulosa cell-specific
inactivation of follistatin causes
female fertility defects. Mol Endocrinol
2004; 18: 953- 967

Juneja SC, Barr K3J, Enders, GC, Kidder GM.
Defects in the germ line and gonads
of mice lacking connexin43. Biol
Reprod 1999; 60: 1263- 1270

Knight PG, Glister C. TGF-beta
superfamily members and ovarian
follicle development. Reproduction
2006; 132: 191- 206

Krege JH, Hodgin JB, Couse JF, Enmark
E, Warner M, Mahler JF, Sar M, Korach KS,
Gustafsson JA, Smithies 0. Generation
and reproductive phenotypes of mice
lacking estrogen receptor . Proc Natl
Acad Sci USA 1998; 95: 15677- 15682

Kumar TR, Wang Y, Lu N, Matzuk MM. Follicle
stimulating hormone is required for
ovarian follicle maturation but not male
fertility. Nat Genet 1997; 15: 201- 204

Kumar TR, Palapattu G, Wang P,
Woodruff TK, Boime I, Byrne MC,
Matzuk MM. Transgenic models to

study gonadotropin function: the role
of follicle-stimulating hormone in
gonadal growth and tumorigenesis. Mol
Endocrinol 1999; 13: 851- 865

Kumar TR, Wiseman AL, Kala G, Kala SV,
Matzul MM, Lieberman MW. Reproductive
defects in y-glutamyl transpeptidase-
deficient mice. Endocrinology 2000;
141: 4270-4277

Lawson KA, Dunn NR, Roelen BA,
Zeinstra LM, Davis AM, Wright CV,
Korving JP, Hogan BL. Bmp4 is required
for the generation of primordial germ
cells in the mouse embryo. Genes Dev
1999; 13: 424-436

Lee SL, Sadovsky Y, Swirnoff, Polish
JA, Goda P, Gavrilina , Milbrandt J.
Luteinizing hormone deficiency and
female infertility in mice lacking the
transcription factor NGFI-A (Erg-1).
Science 1996; 273: 1219-1221

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2010 Vol. 15 Ne2
23

Lei ZM, Mishra S, Zou W, Xu B, Foltz M,
Li X, Rao CV. Targeted disruption of
luteinizing hormone/human chorionic
gonadotropin receptor gene. Mol
Endocrinol 2001; 15: 184- 200

Leonardsson G, Peng XR, Liu K, Nordstrom
L, Carmeliet P, Mulligan R, Collen D,
Ny T. Ovulation efficiencyis reduced
in mice that lack plasminogen activator
gene function: functional redundancy
among  physiological  plasminogen
activators. Proc Natl Acad Sci USA 1995;
92: 12446- 12450

Llano E, Goémez R, Gutiérrez-Caballero
C, Herran Y, Sanchez-Martin M,
Vazquez-Quinones L, Hernandez T,
de Alava, E, Cuadrado A, Barbero
JL, Suja JA, Pendas AM. Shugosin-2
is essential for the completion of
meiosis but not for mitotic cell
division in mice. Genes Dev 2008; 22:
2400- 2413

Lubahn DB, Moyer JS, Golding TS, Couse
JF, Korach KS, Smithies 0. Alteration
of reproductive function but not
prenatal sexual development after
insertion disruption of the mouse
estrogen receptor gene. Proc Natl Acad
Sci USA 1993; 90: 11162- 11166

Lydon JP, DeMayo FJ, Funk CR, Mani SK,
Hughes AR, MontgomeryCA Jr, Shyamala
G, Conneely OM, O’Malley BW. Mice
lacking progesterone receptor exhibit
pleiotropic reproductive abnormalities.
Genes Dev 1995; 9: 2266- 2278

McMullen ML, Cho BN, Yates CJ, Mayo KE.
Gonadal pathologies in transgenic mice
expressing the rat inhibin a-subunit.
Endocrinology 2001; 142: 5005- 5014

Mandon-Pepin B, Debois C, Mastsuda
F, Cotinot C, Wolgemuth DJ, Smith K,
McElreavey K, Nicolas A, Fellous M.
Human infertility: meiotic genes as
potential candidates. Gynecol Obstet
Fertil 2002; 10: 817-821

Mannikko M, Tormala RM, Tuuri
T, Haltia A, Martikainen H, Ala-
Kokko L, Tapanainen JS, Lakkakorpi
JT. Association between sequence
variations in genes encoding
human pellucida glycoproteins and
fertilization failure in IVF. Human
Reprod 2005; 20(6): 1578 -1585

Martin-de-Lara F, Sanchez-Aparicio P, Arias
de la Fuente C, Rey-Campos J. Biological
effects of FoxJ2 over-expression. Transgenic
Res 2008; 17: 1131- 1141

Masciarelli S, Hornerk, Liu C, Park SH,
Hinckley M, Hockman S, Nedachi T, Jin C,
Conti M, Manganiello V. Cyclic nucleotide
phospodiesterase 3A-deficient mice as a
model of female infertility. J Clin Invest
2004; 114: 196- 205

Matikainen T, Perez GI, Zheng TS,
Kluzak TR, Rueda BR Flavell RA, Tilly
JL. Caspase-3 gene knockout defines
cell linage specificity for programmed
cell death signalling in the ovary.
Endocrinology 2001; 142: 2468 -2480

Matsumoto H, Ma W, Smalley W, Trzaskos
J, Breyer RM, Dey SK. Diversification of
cyclooxygenase-2-deived prostaglandins
in ovulation and implantation. Biol Repro
2001; 64: 1557- 1565

Matzuk MM, Finegold MJ, Su J-GJ, Hsueh
AJW, Bradley, A. a-Inhibin is a tumor-
suppressor gene with gonadal specificity
in mice. Nature 1992; 360: 313-319

Matzuk MM, Kumar TR, Bradley A.
Different phenotype for mice deficient in
either activins or activins receptor type
IT. Nature 1995a; 374: 356-360

Matzuk MM, Kumar TR, Vassalli,
Bickenbach JR, Roop DR, Jaenisch R,
Bradley A. Functional analysis of activins
in  mammalian development. Nature
1995b; 374: 354-356

Meehan TP, Harmon BG, Overcast ME,
Yu KK, Camper SA, Puett D, Narayan P.
Gonadaldefectsandhormonalalterations
in transgenic mice expressing a single
chain human chorionic gonadotropin-
lutropin receptor complex. J Mol
Endocrinol 2005; 34: 489- 503

Molyneaux KA, Zinszner H, Kunwar PS,
Schaible K, Stebler J, Sunshine MJ,
0’Brien W, Raz E, Littman D, Wylie C
et al. The chemoline SDF1/CXCL12 and
its receptor CXCR4 regulate mouse
germ cell migration and survival.
Development 2003; 130: 4279 -4286

MoonsY, Jirawatnotai S, Tsutsui T, FranksR,
Parlow AF, Hales DB, Gibori G, Fazleabas AT,
Kiyokawa H. Intact follicular maturation




_ Paloma Sanchez-Aparicioet al. Animales Transgénicos y knockouts
24

and defective luteal function in mice
deficient for cyclin-dependent kinase-4.
Endocrinology 2002; 143: 647- 654

Nakayama K, Ishida N, Shirane M,
Inomata A, Inoue T, Shishido N, Horli
I, Loh DY, Nakayama K. Mice lacking
p27(kip1l) display increased body
size, multiple organ hyperplasia,
retinal dysplasia, and pituitary
tumors. Cell 1996; 85: 707- 720

Ottolenghi C, Omari S, Garcia-Ortiz
JE, Uda M, Crisponi L, Forabosco
A, Pilia G, Schlessinger. FoxI2 is
required for commitment to ovary
differentiation. Human Mol Genet
2005; 15: 2053-2062

Ortega S, Prieto I, Odakima J, Martin
A, Dubus P, Sotillo R, Barbero JL,
Malumbres M, Barbacid M. Cyclin-
dependent kinase 2 is essential for
meiosis but not for mitotic cell division
in mice. Nat Genet 2003; 35: 25 -31

Pangas SA and Rajkovic  A.
Transcriptional regulation of early
oogenesis: in search of masters. Hum
Rep Update 2006; 12: 65 -76

Pietila M, Alhonen L, Halmekyto M,
Kanter P, Janne J. Porter CW. Activation
of polyamine catabolism profoundly alters
tissue polyamine pools and affects hair
growth and female fertility in transgenic
mice overexpressing spermidinespermine
N’-Acetyltransferase. J Biol Chem 1997 ;
272: 18746~ 18751

Pakarainen T, Zhang FP, Nurmi L,
Poutanen M, Huhtaniemi I. Knockout of
luteinizing hormone receptor abolished
the effects of follicle-stimulating
hormone on preovulatory maturation
and ovulation of mouse graafian
follicles. Mol Endocrinol 2005a; 19:
2591- 2602

Pakarainen T, Zhang FP, Poutanen M,
Huhtaniemi I. Fertility in luteinizing
hormone  receptor knockout mice
after wild-type ovary transplantation
demonstrates redundancy of extragonadal
luteinizing hormone action. J Clin Invest
2005b; 115: 1862- 1868

Qu J, Thomas K. Inhibin and activin
production in human placenta. Endocr Rev
1995; 16: 485- 507

Rajkovic A, Panga SA, Ballow D, Suzumori
N, Matzuk MM. NOBOX deficiency disrupts
early folliculogenesis and oocyte-
specific gene expression. Science 2004;
305: 1157 -1159

RankinT, Familari m, Lee E, Ginsberg A,
Dwyer N, Blanchette-Mackie J, DragoJ,
Westphal H, Dean J. Mice homozygous
for an insertional mutation in the
zp3 gene lack a zona pellucida and
are infertile. Development 1996; 122:
2903 -2910

Rankin T, Talbot P, Lee E, Dean J. Abnormal
zonae pellucidaein mice lacking ZP1 result
in early embryonic loss. Development
1999; 126: 3847 -3855

RankinTL,0'BrienM, Lee E, WigglesworthK,
Eppig J, Dean J. Defective zonae pellucidae
in Zp2-null mice disrupt folliculogenesis,
fertility and development. Development
2001; 128: 1119 - 1126

Ratts VS, Flaws JA, Kolp R, Sorenson
CM, Tilly JL. Ablation of bcl-2 gene
expression decreases the numbers
of oocytes and primordial follicles
established in the post-natal female
mouse gonad. Endocrinology 1995;
136: 3665- 3668

Risma KA, ClayCM, Nett TM, WagnerT, Yun
J, Nilson JH. Targeted overexpression of
luteinizing hormone in transgenic mice
leads to infertility, polycystic ovaries,
and ovarian tumors. Proc Natl Acad Sci
USA 1995; 92: 1322- 1326

Robertsons SA, Roberts CT, Farr KL, Dunn
AR, Seamark RF. Fertility impairment
in  granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor-deficint mice. Biol
Reprod 1999; 60: 251- 261

Robertsons SA, Sjoblom C, Jasper MJ,
Norman RJ, Seamark RF. Granulocyte-
macrophage colony-stimulating
factor promotes glucose transport
and blastomere viability in murine
preimplantation embryos. Biol Reprod
2001; 64: 1206- 1215

Sato H, Kajiwara$S, Kuroda S, Horisaway,
Nakamura N, Kaga N, Nakinuma C, Kato
K, Morishita H, Niwa et al. Impaired
fertility in female mice lacking urinary
trypsin inhibitor. Biochem Biophys Res
Commun 2001; 281: 1154- 1160

Simon AM, Goodenough DA, Li E, Paul DL.
Female infertility in mice lacking connexin
37. Nature 1997; 385: 525-9

Schmidt D, Ovitt CE, Anlag K, Fehsenfeld
S., Gredsted L, Treier AC, Treier M. The
murine  winged-helix  transcription
factor FoxI2 is required for granulosa cell
differentiation and ovary maintenance.
Development 2003; 131: 933-942

Soyal SM, Amleh A, Dean J. FIGa, a
germ cell-specific transcription factor
required for ovarian follicle formation.
Development 2000; 127: 4645- 4654

Spears N, Molinek MD, Robinson LL,
Fulton N, Cameron H, Shimoda K,
Telfer EE, Anderson RA, Price DJ. The
role of neurotrophin receptors in
female germ-cell survival in mouse
and human. Development 2003; 130:
5481- 5491

Spruck CH, De Miguel MP,Smith AP,
Ryan A, Stein P, Schultz RM, Lincoln AJ,
Donovan PJ, Reed SI. Requirements of
Cks2 for the first metaphase/anaphase
transition of mammalian meiosis.
Science 2003; 300: 647 -650

Sterneck E, Tessarollo L, Johnson PF.
An essential role for C/EBPbeta in
female reproduction. Genes Dev 1997;
11: 2153-2162

Stewart CL, Kaspar P, Brunet LJ, Bhatt
H, Gadi I, Kontgen F, Abbondanzo SJ.
Blastocyst implantation depends on
maternal expression of leukaemia
inhibitory factor. Nature 1992; 359: 76-79

Suzuki M, Kobayashi H, Tanaka Y,
Kanayama N, Terao T. Reproductive failure
in  mice lacking inter-alpha-trypsin
inhibitor (ITI)-ITI target genes in mouse
ovary identified by microarray analysis. J
Endocrinol 2004; 183: 29- 38

Tierney EP, Giudice LC. Role of activin
A as a mediator of in vitro endometrial
stromal cell decidualization via the
cyclic adenosine monophosphate
pathway. Fert Steril 2004; 81: 899- 903

Tomic D, Brodie SG, Deng C, Hickey
JK, Malkas LH, Flaws JA. Samd3 may
regulate follicular growth in the mouse
ovary. Biol Reprod 2002; 66: 917- 923



-~ OLYMPUS

Tomic D, Miller KP, Kenny HA, Woodruff
TK, Hoyer P, Flaws JA. Ovarian follicle
development requires Smad3. Mol
Endocrinol 2004; 18: 2224- 2240

Vassalli A, Matzuk MM, Gardner HAR,
Lee K-F, Jaenisch R. Activin/inhibins
bB subunit disruption leads to defects
in eyelid development and female
reproduction. Gene Dev 1994; 8: 414-427

Ware CB, Horowitz MC, Renshaw BR,
Hunt JS, Liggitt D, Koblar SA, Gliniak
BC, McKenna HJ, Papayannopoulou T,
Thoma B, et al. Targeted disruption of
the low-affinity leukaemia inhibitory
factor recptor geen cuses placental,
skeletal, neural and metabolic defects
and results in perinatal death.
Development 1995; 121: 1283- 1299

Your Vision, ‘Our Future

OCTAX

-

Yl

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2010 Vol. 15 Ne2
25

Wu R, Van der Hoek KH, Ryan NK, Norman
RJ, Robker RL. Macrophage contributions
to ovarian function. Human Reprod
Update 2004; 10: 119- 133

Wu X, Viveiros M, EppigJ, BaiY, Fitzpatrick
SL, Matzuk MM. Zygote arrest 1 (Zar1) is
a novel maternal-effect gene critical for
the oocyte-to-embryo transition. Nature
Genet 2003; 33: 187-191

Yamada Y and Coffman CR. DNA damage-
induced programmed cell death.
Potential rolesin germ cell development.
Ann NY Acad Sci 2005; 1049: 9- 16

Yan C, Wang P, DeMayo J, DeMayo
FJ, Elvin JA, Carino C, Prasad SV,
Skinner SS, Dunbar BS, Dube JL, et al.
Synergistic roles of bone morphogentic

protein 15 and growth differentiation
factor 9 in ovarian function. Mol
Endocrinol 2001; 15: 854- 866

Ying Y, Liu XM, Marble A, Lawson KA,
Zhao GQ. Requirement of Bmp8b for the
generation of primordial germ cells in the
mouse. Mol Endocrinol 2000; 14: 1053-1063

Ying Y and Zhao GQ. Cooperation
of endoderm-derived @ BMP2  and
extraembryonic ectoderm-derived BMP4
in primordial germ cell generation in the
mouse. Dev Biol 2001; 232: 484- 492

ZhuY, Richardson JA, Parada LF, Graff IM.
Smad3 mutant mice develop metastatic
colorectal cancer. Cell 1998; 94: 703- 714

La calidad, nuestro objetivo
MARQUE LA DIFERENCIA EN EL LABORATORIO CON

OCTAX polarAIDE

de la calidad de los ovocitos

pH Online™

OCTAX Laser Shot™

LOS NUEVOS SISTEMAS DE CONTROL DE CALIDAD

Nuevos Sistemas Olympus IMSI
Evalue la morfologia del espermatozoide
a altos aumentos con el mismo microscopio de ICSI

OCTAX polarAIDE evaluacion automatica

Visualizacion del huso y comprobacion de la viabilidad de
congelado-descongelado de los ovocitos en metafase |l

Sistema de monitorizacion continua del pH
en los incubadores a tiempo real.

Sistema de laser diodo especialmente disefado
para técnicas de reproduccidn asistida.




\/I_lfeGIobaI

THE ART MEDIA COMPANY

QUERMED3

tecnologia médica
i \e_global®

Medio Gnico

Gradientes Acido Tirodes
HTF Hepes PVP Hialorunidasa Global Fertilizacion - Global Cultivo
Aceites PGD Global wiHepes - Global PGD
/0 « Albumina con factor de crecimiento a y B Globulinas
Nv© e Sistema Global S3 para Vitrificacién de Blastocistos

Catéter de Transferencia Ecogénico

Pipetas ICSI

T T

Medidor de PH

Estaciones de trabajo

Mesas Antivibratorias

Incubador CO2

Centrifuga FIV.

Placas Calefectadas

Selladora por ultrasonidos

Baio en seco
www.quermed.com | quermed@quermed.com | T. 902 102 163 | F. 91 504 04 40



ARTICULO II

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2010 Vol. 15 Ne2
27

VITRIFICACION DE BLASTOCISTOS BOVINOS PRODUCIDOS IN
VITRO EN DIFERENTES ESTADIOS DE DESARROLLO

VITRIFICATION OF DIFFERENT DEVELOPMENTAL STAGES OF BOVINE BLASTOCYSTS
PRODUCED IN VITRO

Roser Moraté?, Dolors Izquierdo?, Maria Teresa Paramio?, Teresa Mogas?

'Departamento de Medicina y Cirugia Animales.

?Departamento de Ciencia Animaly de los Alimentos. Universidad Autonoma de Barcelona, Cerdanyola del Vallés (Barcelona)
e-mail: teresa.mogas@uab.es

Fecha recepcion: 5 mayo 2010 - Fecha aceptacion: 25 mayo 2010

RESUMEN

Se disefiaron dos experimentos para determinar la capacidad de los blastocistos bovinos producidos in vitro para sobrevivir a
un proceso de vitrificacion en diferentes etapas de su desarrollo. Los embriones se clasificaron en blastocistos no expandidos,
expandidos o eclosionando/eclosionados tras 7 u 8 dias de cultivo embrionario in vitro. En el primer experimento, se evalué
el porcentaje de supervivencia de los blastocistos vitrificados/calentados tras 3 horas de incubacion en el medio SOF. En el
segundo experimento, los blastocistos vitrificados/calentados fueron fijados en paraformaldehido e incubados con tincion
de TUNEL para detectar el indice de integridad del DNA. El porcentaje de blastomeros TUNEL positivo y negativo fue evaluado
por la microscopia confocal. Cuando se analizaron los resultados segin la etapa del desarrollo embrionario tras 7 dias de
cultivo, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de supervivencia después de vitrificar blastocistos
expandidos (79,1 %) o eclosionados (73,7 %). Cuando los embriones fueron vitrificados en el dia 8, se obtuvieron porcentajes
de supervivencia del 53,5 %y el 54,4 % tras el calentamiento de blastocistos expandidos o eclosionados, respectivamente. La
supervivencia siempre fue significativamente inferior tras la vitrificacion de blastocistos no expandidos, en particular en los
vitrificados a dia 8 post-inseminacion (<28%). Los porcentajes de supervivencia obtenidos tras 7 dias de cultivo embrionario
fueron significativamente superiores a los obtenidos tras 8 dias, con independencia del estadio de desarrollo valorado. El
indice de integridad del ADN que presentaban los blastocistos tras un proceso de vitrificacion/calentamiento fue similar
al de los blastocistos control, independientemente de la duracion del cultivo embrionario o de la etapa del desarrollo de
los blastocistos. Estos resultados sugieren que la vitrificacion de embriones bovinos, utilizando el cryotop como soporte,
es particularmente atil para la crioconservacion de blastocistos que presenten un alto grado de expansion (expandidos o
eclosionados), principalmente cuando la vitrificacion se lleva a cabo tras 7 dias de cultivo embrionario in vitro. Rev Asoc Est
Biol Rep 2010; 15(2):27-33.

Palabras clave: vaca, maduracién, fecundacion, crioconservacion, cryotop, apoptosis

SUMMARY

Two experiments were designed to determine the ability of in vitro cultured blastocysts at different stages of development to
survive the vitrification procedure. Day 7 and day 8 embryos were classified as blastocysts, expanded blastocysts, or hatching/
hatched blastocysts. In the first experiment, we examined the survival rate of the vitrified/warmed blastocysts after 3h
incubation in SOF medium. In the second experiment, vitrified/warmed blastocysts were fixed in 4% paraformaldehyde
and were incubated with TUNEL staining for detecting DNA damaged nuclei. The percentage of TUNEL positive and negative
blastomeres was assessed by confocal microscopy. When the results according to the developmental stage were analysed, no
differences in the survival rates after vitrification of expanded (79.1%) and hatched blastocysts (73.7%) were observed at
Day 7. When embryos were vitrified at Day 8, survival rates of 53.5% and 54.4% were observed after warming expanded and
hatched blastocysts. The lowest survival rates were observed in non expanded blastocysts, particularly in those vitrified at
Day 8 (< 28%). Survival rates from blastocysts vitrified after 7 days of embryo culture were significantly higher than those
obtained after 8 day, independently of the embryo developmental stage. DNA integrity index obtained after the vitrification/
warming process was comparable to those from control fresh blastocysts, independently of the length of the embryo culture
or the developmental stage of the blastocyst. These findings suggest bovine blastocyst vitrification, using the cryotop as
a support, seems to be particularly useful for blastocysts presenting a high degree of expansion (expanded and hatched
blastocysts), mainly when the vitrification is carried out after 7 days of in vitro embryo culture. Rev Asoc Est Biol Rep 2010;
15(2):27-33.

Key words: cow, maturation, fertilization, cryopreservation, cryotop, apoptosis
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INTRODUCCION

Con los recientes avances en los
protocolos de crioconservacién, la
crioconservacién de blastocistos se
ha convertido en una herramienta
facil y fiable para preservar aquellos
embriones que han expresado su maximo
potencial de desarrollo in vitro (Menezo,
2004). A pesar de que la congelacién
lenta continua siendo la técnica mds
utilizada para la crioconservacién de los
embriones bovinos producidos in vivo
0 in vitro, la vitrificacion ha surgido en
la dltima década como una alternativa
prometedora y es, en la actualidad, el
método de eleccion debido a que es un
procedimiento rdpido que no requiere
de equipo especial y proporciona buenos
resultados en diferentes especies
(Berthelot et al., 2000; Vajta et al.,
1998) y especialmente cuando se trabaja
con ovocitos o embriones producidos in
vitro o micromanipulados (Pereira et al.,
2008). La vitrificacion utiliza soluciones
de agentes crioprotectores (CPAs) con
concentraciones muy elevadas, que
provocan un incremento de la viscosidad
de las soluciones provocando la formacién
de un estado sélido amorfo semejante al
vidrio. Debido al uso de estas elevadas
concentraciones de CPAs, el contacto
de las células con los CPAs y las tasas de
enfriamiento deben serlo suficientemente
rapidas para evitar los efectos téxicos y la
formacion de cristales intracelulares que
puedan danar al embrién.

Hasta la actualidad, se han descrito
diferentes dispositivos como soportes
para la Vvitrificacion de embriones
preimplantacionales y su posterior
almacenaje. Entre ellos, citar las
rejillas de microscopia electrénica (EM
grids), las open pulled straws (OPS)
y los sistemas Cryoloop, Cryotop,
Cryoleaf, Cryotip, nylon mesh y metal
mesh, entre otros. Estos dispositivos
se desarrollaron con el objetivo de
maximizar la velocidad de enfriamiento
utilizando volimenes de solucién muy
pequefios, proporcionando resultados
desiguales de supervivenciay desarrollo
embrionariotrassu utilizacién (revisado
por Vajta and Kuwayama, 2006).

La criotolerancia de los embriones
obtenidos in vitro es mucho menor a la
de los embriones obtenidos in vivo (Rizos
etal., 2002). Se cree que esta diferencia

puede depender bien de las condiciones
de cultivo, especialmente cuando el
medio de cultivo contiene suero que
provoca una excesiva acumulaciéon de
lipidosduranteeldesarrolloembrionario
(Rizos et al., 2003), o bien del estadio
de desarrollo en el que son conservados.
La crioconservacién de embriones en
fase de blastocisto es todavia un reto
debido a sus caracteristicas inherentes,
tales como: 1) la penetracién lenta de
los CPAs en el blastocisto, en gran parte
debido a su naturaleza multicelular, 2)
la zona peldcida (ZP), que actia como
una barrera fisioldgica a la penetracion
de los CPAs, y 3) la presencia del
blastocele. Diferentes autores realizaron
la vitrificacion de embriones bovinos en
estadio de blastocisto expandido debido
aqueenesteestadiolaZPesmdsdelgada
y permite mejor la penetracién de los
CPAs que en el estadio de blastocisto
temprano (Rios etal., 2010; Sommerfeld
y Niemann, 1999) mientras que otros
autores abogan por la vitrificacion de
embriones en estadio de blastocisto
temprano, pues consideran que el
incremento de tamafio del blastocele
de los blastocistos expandidos favorece
la formacién de cristales de hielo
y, por tanto, de lesiones celulares
durante la vitrificacion (Cho et al.,
2002; Vanderzwalmen et al., 2002).
Por otra parte, diferentes estudios,
como los de Hiraoka y colaboradores
(2007) o Zech y colaboradores (2005)
en embriones humanos, observaron
que la rotura de la ZP mejoraba los
porcentajes de gestacion después de
vitrificar embriones eclosionados, ya
que, y segln apuntan estos autores, la
rotura de la ZP favorece la exposicidn
del blastocele a los CPAs y facilita tanto
la deshidratacion como la posterior
hidratacién de éste.

La apoptosis es una respuesta celular
a las condiciones subdptimas y a los
diferentes tipos de estrés que un
embrion puede sufrir durante el proceso
decrioconservacion. La viabilidad de los
embrionesysupotencialdedesarrollose
han relacionado con la proporcién entre
el ndmero de blastémeros con el DNA
dafiado (TUNEL positivo) y el ndmero
total de blastomeros, conocido como el
indice de apoptosis, observandose un
mayorindice de apoptosis en embriones
de menor calidad. La evaluacién de la
fragmentacion del DNA mediante [TdT]-

dUTP nick (TUNEL) ha sido utilizada
como un método fiable para la deteccién
de la apoptosis en los embriones. Hasta
la actualidad, existen pocos informes
sobre los cambios producidos en los
indices de apoptosis de los blastocistos
bovinos en respuesta a los procesos de
vitrificacién/calentamiento (Behr et
al., 2002; Pomar et al., 2005).

En estudios previos realizados por
Moratd y colaboradores (2008), se puso
a punto con éxito el uso del cryotop
como soporte para la vitrificacion de
ovocitos bovinos madurados in vitro,
siendo éste el soporte que se utiliza de
forma rutinaria en nuestro laboratorio.
En el estudio que nos ocupa, se evalué
la capacidad de blastocistos bovinos
producidos in vitro para sobrevivir a un
proceso de vitrificacion/calentamiento.
Para ello, se vitrificaron los blastocistos
en diferentes fases de desarrollo
embrionario obtenidos tras 7 u 8 dias de
cultivo in vitro. Nuestro trabajo también
fue disenado para determinar los efectos
que la fase de desarrollo o la duracién
del cultivo in vitro podian provocar sobre
las tasas de fragmentacion del DNA de
embriones sometidos a un proceso de
vitrificacion /calentamiento.

MATERTALES Y METODOS

A menos que se indique lo contrario,
todos los productos quimicos y los
reactivos fueron adquiridos en Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Obtencion de los ovocitos y maduracion
in vitro

Paralaproducciéninvitrodeembriones,
se ha seguido el protocolo descrito
previamente por Rizos y colaboradores
(2001). Para la obtencién de ovocitos,
se obtuvieron ovarios de hembras
sacrificadas en un matadero local
cercano a la Facultad de Veterinaria
(UAB) y se transportaron al laboratorio
en una solucién salina tamponada
(Phosphate Buffered Medium; PBS)
a 35-37 °C. Los complejos climulo-
ovocito (COCs) se obtuvieron mediante
aspiracion de aquellos foliculos que
presentaban un didmetro comprendido
entre 2y 10 mm. Después de tres lavados
en PBS modificado (PBS suplementado
con 36 mg/ml de piruvato sédico, 50
mg/ml de gentamicina y 0,5 mg/ml de



alblimina sérica bovina (BSA)), grupos
de hasta 50 COCs se colocaron en 500 pl
de medio de maduracién en placas de
cuatro pocillos y se cultivaron durante
24 horas a 38,5 °C, en una atmésfera
con un 5% de CO, en aire y maxima
humedad. El medio de maduracién
estaba compuesto por medio TCM199
suplementado con un 10% (v/v) de
suero fetal bovino (Fetal Calf Serum,
FCS), 10 ng/ml de epidermal growth
factory 50 mg/ml de gentamicina.

Fecundacién in vitro

Para la fecundacion in vitro, los COCs se
lavaron cuatro veces en PBS y después
en el medio de fecundacidn, antes de ser
colocados, en grupos de hasta 50, en placas
de cuatro pocillos que contenian 250 pl de
medio de fecundacién (medio Tyrode’s
suplementado con 25 mM de hicarbonato
s6dico, 22 mM lactatosédico, 1 mMpiruvato
sédico, 6 mg/ml BSAy 10 mg/ml heparina
(Calbiochem, Darmstadt, Alemania)). Los
espermatozoides méviles fueron obtenidos
mediante la centrifugacién de semen de
toro congelado/descongelado (ASEAVA,
Llanera, Asturias, Espafia) a través de
un gradiente discontinuo de Percoll
(Pharmacia, Uppsala, Suecia) (2,5 ml de
Percoll al 45% (v / v) y 2,5 ml de Percoll al
90 % (v / v)) durante 8 minutos a 700g y a
temperatura ambiente (22-25 °C). El pellet
obtenido del fondo de la fraccion 90%, se
lavd en medio Tyrode’s tamponado con
Hepesyse centrifugda 100 g durante 5 min.
La concentracién de los espermatozoides
se evalué en un hematocitémetro y se
diluyeron en un volumen apropiado de
medio de fecundacion para conseguir
una concentracion final de 2x10°
espermatozoides/ml. Una alicuota de
250l de esta suspension se afadié a
cada uno de los pocillos de fecundacion
para obtener una concentracién final de
1x10° espermatozoides/ml. Las placas se
incubaron a 38,5 °C en una atmdsfera con
un 5% de CO, en aire y maxima humedad.
La variacién individual entre toros se redujo
mezclando muestrasdesemen de los mismos
dos toros en todos los experimentos.

Después de la incubaciéon con los
espermatozoides durante 22 h, los
presuntos cigotos fueron transferidos
a gotas de 25ul de medio de cultivo
de fluido oviductal sintético (Syntetic
Oviductal Fluid; SOF) (1 embrion /
plitro) durante 7 u 8 dias a 38,5 °C, en
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un ambiente con un 5% CO, y un 5%
de 0,y maxima humedad. Las tasas de
division se registraron a las 48 horas
post-inseminaciéon y el nidmero de
blastocistos obtenidos se evalué a los 7
y 8 dias después de la inseminacién.

Clasificacion de los blastocistos

Después de asegurar la calidad de los
embriones (Gomez et al., 2008), los
blastocistos fueron clasificados de
acuerdo al grado de expansion del
blastocele en 3 grupos, cada uno de la
siguiente manera: 1) blastocistos no
expandidos: el volumen del blastocele
es menor al de la mitad del volumen
total del blastocisto; 2) blastocistos
expandidos: el volumen del blastocele
es mas de la mitad del volumen total
del blastocisto, y 3) blastocistos
eclosionando 0 eclosionados:
blastocistos con la ZP abierta o sin ZP.

Vitrificacion y calentamiento de los
blastocistos

Los blastocistos fueron vitrificados
utilizando el cryotop como soporte de
vitrificacion. EL cryotop consiste en una
pelicula de polipropileno estrecha y
delgada (0,4 mm de ancho, 20 mm de
largo y 0,1 mm de grosor) unido a un
mango de pldstico duro. Para proteger el
dispositivo de dafios mecdnicos durante
el almacenamiento, se coloca un tubo de
plastico para cubrirlo (Kitazato Supply
Co., Fujinomiya, Japén). EL medio de
mantenimiento (MM) utilizado para
formular la solucion de vitrificacion y
de calentamiento consistia en medio
TCM 199-Hepes con un 20% de FCS. Los
blastocistos fueron transferidos a la
solucion de equilibrio (ES) compuesta
por un 7,5% de etilenglicol (EG) y un
7,5% de dimetilsulfoxido (DMS0) en MM
durante 10 - 15 min. A continuacion,
los blastocistos fueron trasladados a la
solucion de vitrificacién (VS) compuesta
por un 15% de EG, 15% DMSOy 0,5 M de
sacarosa disuelta en MM. Después de una
incubacion de 30-40 s, los blastocistos
(hasta un maximo de 2) se cargaron
en el Cryotop, se elimind casi toda la
solucién sobrante hasta dejar solamente
una capa delgada de medio que cubria
el/los blastocisto/s y la muestra fue
rapidamente sumergida en nitrégeno
liquido. Posteriormente, se colocé la tapa
deplastico. El proceso desde lainmersion

en VS hasta el nitrégeno liquido se
complet6 en menos de un minuto.

Durante el proceso de calentamiento, se
retiré el protector de plastico del Cryotop
cuando todavia estaba sumergido en
nitrégeno liquido. A continuacién, el
Cryotop se sumergié directamente en la
solucién de calentamiento compuesta
por 1 M sacarosa disuelta en MM. Después
de 1 min, los blastocistos se colocaron
en la solucién de dilucién, que contenia
0,5 M de sacarosa disuelta en MM. Los
blastocistos fueron incubados durante
3 min realizando un suave pipeteo para
facilitar la difusion de los CPAs fuera del
embrion. Posteriormente, los blastocistos
fueron incubados en MM durante 5
minutos. Y, finalmente, se pasaron de
nuevo a MM durante 1 minuto antes de
su transferencia al medio de cultivo SOF
a 38,5 °C, en una atmdésfera con un 5%
€0, y un 5% de 0,y mdaxima humedad.
La supervivencia de los blastocistos se
evalué como la capacidad de re-expansion
de los blastocistos después de 3 horas de
incubacion en medio SOF.

Valoracion de la fragmentacion del
DNA de los embriones

Tras 3 horasdeincubacion en SOF, yunavez
evaluada su supervivencia, los embriones
fueron fijados en paraformaldehido al
4% en PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de la fijacién, se
lavaron por lo menos tres veces en PBS
con 0,3% de polivinilpirrolidona (PVP) y
se permeabilizaron en 0,5% Triton X-100
durante 2 min. Los embriones fueron
lavados tres veces en PBS / PVP y se
incubaron en el coctel de TUNEL (in-situ
cell death detection kit; Roche Diagnostic
Inc., Indianapolis, IN) a 37 °C durante 1
h en oscuridad. Se incluyeron muestras
control positivas y negativas en cada
ensayo. Los blastocistos expuestos a
DNasa I durante 15 min a temperatura
ambiente se utilizaron como controles
positivos y los blastocistos no expuestos a
la enzima TdTterminalfueron los controles
negativos. Los embriones fueron lavados
en PBS y finalmente se transfirieron a la
solucion de Hoechst 33342 (25 mg/ml)
durante 30 min a 37 °C en oscuridad. Por
Gltimo, los blastocistos fueron montados
en portaobjetos tratados previamente con
poli-L-lisina, se cubrieron con una gota
de medio de montaje y un cubreobjetos
y los bordes se sellaron con esmalte de
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Tabla I. Porcentajes de supervivencia post-calentamiento de los blastocistos bovinos tras ser vitrificados en diferentes estadios de desarrollo (no expandidos,
expandidos o eclosionados) y diferentes dias de cultivo in vitro (Dia 7 o Dia 8 post-inseminacion).

N© blastocistos

Supervivencia, % (n)

Dia o n No expandidos n  Expandidos n Eclosionados
vitrificados/calentados

7 203 117 52.1 (61) ac 67 79.1(53)bc 19 73.7 (14) bc

8 202 91 30.8 (28) ad 43 53.5(23)bd 68 54.4 (37) bd

=b \alores con diferentes letras dentro de una misma linea difieren significativamente, P<0.05.
A Valores con diferentes letras dentro de una misma columna difieren significativamente, P<0.05.

ufas. Las muestras se almacenaron a
-20 °C en oscuridad hasta su analisis en
el microscopio confocal. Las imagenes
se capturaron con un microscopio
Leica TCS-SP2 laser confocal de barrido
(Leica Microsystems, Heidelberg). Las
longitudes de onda de excitacion de la
pieza fueron 364 nm para la tincién de
Hoechst y 488 nm para el FITC - TUNEL
conjugado. Los nicleos fueron anotados
ya sea como intactos (TUNEL (-), marca
roja) o DNA fragmentados (TUNEL (+),
marca verde) y contados. El indice
apoptético se calculé como la proporcién
de TUNEL (+) / nlmero total de niicleos, y
el indice de integridad del DNA se calculé
como TUNEL (-) / nimero totalde nicleos.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el
paquete de analisis estadistico Systems
(SAS, V8). Se obtuvieron al menos 10
réplicas de los datos. Los recuentos
de células de los blastocistos en los
diferentes grupos experimentales fueron
analizados mediante ANOVA  (PROC
GLM). Las comparaciones de las tasas de
supervivencia de los blastocistos después
del proceso de vitrificacién/calentamiento
entre los distintos grupos de blastocistos

se llevaron a cabo mediante el test de Chi
cuadrado. Los datos de supervivencia
se transformaron en porcentajes de
frecuencia, mientras que el recuento de
células de los blastocistos fue expresado
como valor absoluto. EL nivel de
significacion estadistica se fij6 en p <0,05.

Resultados

Experimento  1: Porcentajes  de
supervivencia después de la vitrificacion
de los blastocistos segln su estadio de
desarrollo 0 permanencia en cultivo in vitro.

la tabla I muestra los resultados
correspondientes a los porcentajes
de supervivencia post-calentamiento
de los blastocistos bovinos tras ser
vitrificados en diferentes estadios de
desarrollo o tras diferente duracién
del cultivo embrionario in vitro. Asi,
se observd un aumento significativo
de la tasa de supervivencia cuando
los blastocistos fueron vitrificados en
estadio de blastocisto expandido (79,1%
y 53,5%) o eclosionado (73,7% y 54,4%)
en comparacion con los blastocistos no
expandidos (52,1% y 30,8%) (dias 7 y 8
post-inseminacién, respectivamente). No
se observaron diferencias significativas

en los porcentajes de supervivencia entre
los blastocistos vitrificados en el estadio
embrionario expandido o eclosionado.

Cuando se analizé el efecto del tiempo de
cultivo embrionario in vitro, las tasas de
supervivencia fueron significativamente
mds altas en aquellos blastocistos
obtenidosyvitrificados en dia 7 del cultivo
embrionario (52,1%, 79,1% vy 73,7%)
comparado con los blastocistos obtenidos
en dia 8 (30,8%, 53,5% Y 54,4%).

Experimento 2: Indice de integridad del
DNA de las células de los blastocistos
vitrificados segln su estadio de desarrollo
0 permanencia en cultivo in vitro.

El dafio celular en blastocistos bovinos
vitrificados se evalué a las 3 horas post-
calentamiento mediante la tincién de
TUNEL. Se compararon las tasas de
integridad del DNA entre los blastocistos
del grupo control (no vitrificados) y los
blastocistos vitrificados en estadio de
blastocisto no expandido, expandido o
eclosionado (tabla II).

Los resultados muestran una ligera
disminucién en el indice de integridad
del DNA en respuesta al proceso

Tabla II. Indice de integridad del DNA de las células de los blastocistos vitrificados segtin su estadio de desarrollo o permanencia en cultivo in vitro.

Dia N° blastocistos n No expandidos n Expandidos n Eclosionados
fijados / tefiidos % + DE % + DE % + DE
Control 8 10 4 94.31+£2.12 3 97.78+4.10 3 97.36%6.13
Cantrol 7 14 5 92.13+6.75 5 95.47+4.25 4 94.64+5,31
Vitrificados/calentados 8 2 19 90.694+9.92 17 91.93+£5.71 16 91.96+4.39
Vitrificados/calentados 7 48 24 90.32+5.69 19 93.074£5.33 5 95.22+3.84

Indice de integridad del DNA: n® de blastomeros TUNEL negatived n® total de blastémeros. DE: desviacion estandar



de vitrificacién/calentamiento  en
comparacion con el grupo de embriones
no vitrificados (control), disminucién
que no fue significativa. No se
observaron diferencias significativas
entre los distintos estadios de desarrollo
de los blastocistos, ni entre la duracién
del cultivo in vitro. La Figura 1 muestra
imdgenes de microscopia confocal
donde se observan blastocistos tefiidos
con la tincién de TUNEL.

DISCUSION

La crioconservacién de los embriones
bovinos producidos in vitro (PIV)
es un requisito previo para su uso a
gran escala comercial. Las tasas de
gestaciéon obtenidas después de la
transferencia de embriones bovinos
PIV congelados son relativamente
bajas, loque suponeunclaroindiciode
su menor calidad en comparacién con
aquellos embriones obtenidos in vivo.
La crioconservacién de embriones en
la etapa de blastocisto permite una
mejor seleccion de los embriones
y sirve para aumentar al maximo
el potencial de implantacién de la
posterior transferencia del embrién.
El grado de desarrollo del blastocisto
en el momento de la vitrificacion
puede ser un factor clave que influya
en los resultados. En este estudio, se
observé un aumento significativo de
la tasa de supervivencia de aquellos
blastocistos vitrificados en estadio de
blastocisto expandido o eclosionado.
Ademas, se observaron tasas similares
en la integridad del DNA entre los
blastocistos vitrificados y aquellos
blastocistos frescos (no vitrificados).
Entre los numerosos factores
que afectan la supervivencia a la
crioconservacion, distintos estudios
han descrito que tanto la edad, la
etapa de desarrollo, la calidad del
embriéon o las interacciones entre
estos factores son muy importantes
durante la crioconservacién de
embriones bovinos PIV (Carvalho et
al., 1996; Mahmoudzadeh et al., 1995;
Pugh et al., 1998; Saha et al., 1996).

Varios estudios han descrito diferencias
en las tasas de supervivencia o
porcentajes de eclosion después de
la crioconservacion de blastocistos
obtenidos tras diferentes tiempos
de cultivo 7n vitro, haciendo hincapié

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2010 Vol. 15 Ne2

Figura 1. Blastocistos tefiidos con la tincion de TUNEL
para visualizar el DNA fragmentado después de un
proceso de vitrificacion/calentamiento en diferentes
etapas de desarrollo: A": blastocisto no-expandido, B":
blastocisto expandido y C: blastocisto eclosionado.
Todos los blastomeros se tifien de rojoy los que muestran
fragmentacion del DNA muestran una coloracion verde
superpuesta. Los blastémeros individuales fueron
clasificados como intactos (TUNEL -, mancha roja) o con
DNA fragmentado (TUNEL +, mancha verde) y contados.

en que la duracién del cultivo de
embriones afecta a la criotolerancia
de los blastocistos producidos (Cseh
et al., 1996; Gustafsson et al., 2001;
Hasler et al., 1995; Hasler et al., 1997;
Havlicek et al., 2009). Gustafsson vy
colaboradores (2001) observaron que
los embriones obtenidos después de
7 dias de cultivo in vitro mostraban 3
veces mas posibilidades de sobrevivir
a la congelacion y descongelacion

que aquellos embriones congelados
en los dias 8-9 de cultivo embrionario
in vitro, independientemente de su
fase de desarrollo. En un estudio
mds reciente, Havlicek y col. (2009)
describieron resultados similares en
embriones bovinos crioconservados
mediante técnicas de congelacién lenta.
Observaciones similares se obtuvieron
cuando la vitrificacion fue utilizada
como método de crioconservacion de
embriones bovinos (Mahmoudzadeh et
al., 1995; Ohboshi et al., 1997; Saha and
Suzuki, 1997). Nuestros resultados estdn
de acuerdo con estas observaciones,
ya que las tasas de supervivencia
significativamente  mds  altas se
registraron en aquellos blastocistos
obtenidos y vitrificados en dia 7 de
cultivo in vitro. En contraste, Dinnyés y
colaboradores (1999) observaron que
la supervivencia de los blastocistos
vitrificados en dia 7 o en dia 8 era similar.

En  nuestros  experimentos, la
supervivencia estd relacionada con
una fase embrionaria mas avanzada
en un dia determinado. Las razones
de las altas tasas de supervivencia
de los embriones en sus etapas mas
avanzadas aln quedan por aclarar.
En nuestro estudio se observéd que
cuando el volumen del blastocele era
mayor, la deshidratacién de éste era
mds pronunciada y constante. Estos
blastocistos presentaban una ZP mas
delgada y posiblemente mas permeable
que la de aquellos blastocistos en
fases tempranas (no expandidos). En
contraste con nuestros resultados,
algunos estudios han descrito que
los blastocistos expandidos muestran
tasas de supervivencia inferiores
después de los procesos de vitrificacion
en comparacién con los blastocistos
no expandidos (Cho et al., 2002;
Vanderzwalmen et al., 2002). En este
tipo de blastocistos, que presenta
un blastocele mayor que el de los no
expandidos, se pueden formar cristales

de hielo durante la congelacion,
provocando dafios mecanicos.
Considerando este factor, se ha

postulado que la reduccién artificial del
contenido liquido del blastocele podria
mejorar la eficiencia de la vitrificacién
(Hiraoka et al., 2004a; Son et al.,
2003; Vanderzwalmen et al., 2002).
Sin embargo, los resultados obtenidos
en el presente estudio muestran que

31
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la vitrificacion de los blastocistos
expandidos mejoré los resultados del
calentamiento sin la necesidad de la
aspiracion del blastocele.

Son pocos los trabajos relacionados
con la vitrificacion de blastocistos en
estadio de eclosion o completamente
eclosionados (Galan et al., 2003; Hiraoka
et al., 2004b; Zech et al., 2005). Las
técnicas de reproduccién asistida deben
considerar la posibilidad de crioconservar
blastocistos con una ZP abierta o
completamente eclosionados como un
reto importante, especialmente cuando
se trata de embriones procedentes de
cultivos embrionarios prolongados o
sometidos a un diagnéstico genético
preimplantacional. Los buenos resultados
de supervivencia a la descongelacion
obtenidos en este estudio tras la
vitrificacién de embriones eclosionados
demuestran que la presencia de una
ZP intacta no es necesaria para que la
vitrificacién tenga éxito, y son similares
a los obtenidos en estudios donde se
realiz6 una biopsia embrionaria previa al
proceso de congelacion lenta (Gustafsson
et al., 1994; Schmidt et al., 1992) o de
vitrificacién (Agca etal., 1995).

Una vez evaluada la supervivencia de los
blastocistosbovinos, procedimosaevaluar
su integridad mediante la determinacién
del indice de apoptosis. El indice de
apoptosis de un blastocisto es un factor
importante que ha sido correlacionado
negativamente con el potencial de
desarrollo  embrionario  (Makarevich
and Markkula, 2002; Spanos et al.,
2002). Después de la crioconservacion,
los blastocistos bovinos inician una
reorganizacion celular, particularmente a
nivel del citoesqueleto, el cual puede estar
parcialmente despolimerizado debido
a la presencia de los CPAs o al proceso
de crioconservacion (Dobrinsky, 1996).
Por otra parte, las membranas celulares
también pueden sufrir diferentes lesiones
durante el proceso de crioconservacion
(Acker and McGann, 2001; Wolfe and
Bryant, 1999), cuya magnitud puede
influenciar la supervivencia embrionaria.
A pesar de que nuestros resultados no
muestran diferencias en los niveles de
apoptosis entre embriones frescos y
vitrificados, se debe tener en cuenta que
se analizé la fragmentacion del DNA 3
horas después del calentamiento, lo que
nos lleva a hipotetizar que o bien el dafio

provocado por el proceso de vitrificacién
a nivel de DNA fue transicional y que las
células pudieron restablecer suintegridad
durante el periodo post-calentamiento,
o que dicho periodo no fue suficiente
para cuantificar la cantidad de dafio
producido por el proceso de vitrificacion/
calentamiento. Utilizando diferentes
criosoportes, Park 'y colaboradores
(2006) si observaron un indice apoptético
significativamente superior cuando se
vitrificaron blastocistos bovinos PIV en
dia 7 en pajuelas de 0,25ml (11,9%) o en
pajuelas minimum volume cooling (MVC)
(11,0%), comparado con los embriones
no vitrificados (3,0%).

En conclusion, el tiempo de cultivo
embrionario in vitro para obtener
los blastocistos, asi como el estadio
de desarrollo de éstos, son factores
importantesaconsiderarduranteelproceso
de vitrificacion de embriones bovinos
producidos in vitro. Mas especificamente,
nuestros resultados indican que la
vitrificacién utilizando el cryotop como
soporte parece ser particularmente (til
para la criopreservacion de blastocistos
bovinos con un alto grado de expansion
(blastocistos expandidos o eclosionados),
y, principalmente, en aquellos blastocistos
vitrificados en dia 7 post- inseminacion.
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RESUMEN

Objetivo: Valorar la repercusion de la concentracion en una muestra seminal en el patrén de vacuolizacion de los espermatozoides.
Materialy métodos: Realizando untest de magnificacion, se comparé el patrén devacuolizacion de 70 muestras oligozoospérmicas
(0Z) con un grupo control de 70 muestras normozoospérmicas (NZ). Se clasificaron 100 espermatozoides de cada muestra en 4
grados, en funcion de la presencia y tipologia de las vacuolas: grado I (ausencia de vacuolas), grado II (maximo 2 vacuolas
pequeiias), grado III (1 vacuola grande o mas de 2 pequeias), grado IV (vacuolas grandes y/u otras anormalidades).
Resultados: Se compararon los resultados de las medias aritméticas para cada grado de vacuolizacion. Los resultados obtenidos
demuestran un descenso de espermatozoides de grados I (NZ: 3,66% vs 0Z: 2,01) y II (NZ: 24,49% vs 0Z: 14,14%) y un aumento
de los de grado IIT (NZ: 43,43% vs 48,74%) y IV (NZ: 28,57% vs 35,08%) en las muestras oligozoospérmicas. Realizando un
andlisis de subgrupos de todas las muestras evaluadas en funcién de su concentracion espermatica, el descenso de buenos
espermatozoides (grado Iy IT) es mas acusado a partir de concentraciones <10 mill/ml.

Discusion: Los resultados evidencian la relacion que existe entre la presencia de espermatozoides de buena calidad y la
concentracién espermatica. En una muestra oligozoospérmica la probabilidad de encontrar buenos espermatozoides es menor.
Rev Asoc Est Biol Rep 2010; 15(2):35-38.

Palabras clave: Alta magnificacion, oligozoospermia, vacuolizacion, concentracion espermatica.

SUMMARY

Aim: To assess the repercussion of sperm concentration in the spermatozoa vacuolization pattern.

Materials and Methods: The vacuolization pattern of 70 oligospermic samples have been compared to 70 normospermic control
samples by high magnification test. One hundred spermatozoa from each sample were classified according to the presence and
type of vacuole: grade I (normal form and no vacuoles), grade II (normal form and < 2 small vacuoles), grade III (normal form, >
2 small vacuoles or at least one large vacuole), and grade IV (large vacuole and abnormal head shapes or other abnormalities).
Results: Arithmetic means from each grade of vacuolization were calculated. The results from the oligospermic samples showed
a decrease from grade I (NZ: 3.66% vs 0Z: 2.01) and II spermatozoa (NZ: 24.49% vs 0Z: 14.14%) and an increase in those from
grade III (NZ: 43.43% vs 48.74%) and IV (NZ: 28.57% vs 35.08%). Making a subgroup analysis of all the assessed samples, good
spermatozoa decrease (grade I and IT) is more outstanding from <10 mill/ml concentration according to its sperm concentration.
Discussion: The results prove the correlation between good quality spermatozoa presence and sperm concentration. The
probability of finding good spermatozoa is lower in an oligospermic sample. Rev Asoc Est Biol Rep 2010; 15(2):35-38.

Key words: high magnification test, oligospermia, vacuolization, sperm concentration.

INTRODUCCION depende del buen criterio del biélogo, Diferentes estudios realizados hasta

Hasta hace poco tiempo la dnica
técnica disponible en el laboratorio
de fecundacion in vitro para casos
con factor masculino severo era la
microinyeccién espermdtica convencional
conocida como ICSI (intracytoplasmic
sperm injection, Palermo et al, 1992).
La ICSI permite la seleccion individual
de los mejores espermatozoides
presentes en una muestra en cuanto a
motilidad y morfologia. Esta seleccidn
del espermatozoide a 200x y 400x

existiendo un cierto riesgo de seleccionar
espermatozoides con alglin tipo de
anomalia morfolégica y/o genética
que pudiera afectar a los embriones.

Existen diversos factores asociados a la
oligozoospermia (0Z), como la edad,
distintas  disfunciones  hormonales,
consumo de alcohol, factores genéticos e
inclusoidiopaticos, que podrian constituir
probables mecanismos desencadenantes
de una desregularizacion de la
homeostasis testicular.

la fecha verifican que la 0Z estd
directamente relacionada con un
aumento de anomalias genéticas en
espermatozoides. En 2003, Schmid,
observé que en pacientes con 0Z
existia un incremento de aneuploidias y
diploidias en los cromosomas sexuales de
la linea germinal, asi como niveles altos
de dafio en la cromatina espermatica y
un aumento de roturas en las cadenas
de DNA (Schmid et al., 2003). Estos
resultados indican que la infertilidad de
estos pacientes oligozoospérmicos no
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se debe Gnicamente a la concentracién
espermatica.  Estudios  posteriores
corroboran la disminucién de la calidad
de la cromatina y DNA y el aumento de
anomalias genéticas en espermatozoides
de muestras 0Z (Pang et al, 1999;
Vegetti, 2000; Rubio, 2001; Calogero,
2001). Todo esto se traduce en peores
tasas de implantacién y embarazo.

Asi, la utilizacion de la ICSI como dnica
solucion para la infertilidad de pacientes
oligozoospérmicos genera dudas sobre si la
seleccion del espermatozoide es la correcta.

Desde que Bartoov describiera en
2003 sus resultados con la valoracién
morfolégica de los espermatozoides
a grandes aumentos, muchos autores
consideran esta técnica como el
complementoidealen el estudio del factor
masculino (Bartoov et al., 2003). Esta
técnica permite valorar ultraestructuras
de los espermatozoides en tiempo real,
antes imperceptibles mediante una ICSI
convencional. Principalmente se valora la
correcta morfologia del espermatozoide
y la presencia o ausencia de vacuolas
nucleares. La presencia de vacuolas
nucleares disminuye el éxito de los
tratamientos de reproduccién asistida
(TRA) y aumenta sensiblemente las tasas
de aborto temprano (Berkovitz, 2005,
2006). Vanderzwalmen también describe
un efecto deletéreo tardio de la presencia
vacuolar en el desarrollo de los embriones
y propone una clasificacién dependiendo
del nidmero y tamafio vacuolar en el
nlcleo espermdtico: grado I (ausencia
de vacuolas y morfologia normal),
grado II (maximo 2 vacuolas pequefas y
morfologia normal), grado III (1 vacuola
grande o mas de 2 pequefias y morfologia
normal), grado IV (vacuolas grandes y/u
otras anormalidades) (Vanderzwalmen
etal., 2008). Observa que la fecundacién
de ovocitos con espermatozoides de
grados III y IV afecta negativamente al
desarrollo embrionario y la obtencién de
blastocistos de buena calidad.

Varios estudios posteriores (Franco et al,
2008; Junca et al, 2009) relacionan la
presencia de vacuolas en la cabeza del
espermatozoide con un aumento de la
fragmentacion y desnaturalizacion del DNA.

Garolla et al (2008) realizd un estudio
a partir de muestras de pacientes con
oligozoospermia severa por obstruccién

parcial de vias seminales y pacientes con
0Z severa por hipoespermatogénesis.
Utilizando como grupo control muestras
NZ, evalué varios pardmetros seminales:
actividad de la membrana mitocondrial,
fragmentacién de DNA y aneuploidias. Los
dos grupos de pacientes 0Z, especialmente
los pacientes con hipoespermatogénesis
presentaron peor funcionalidad de la
membrana mitocondrialy mayores tasas de
fragmentacién del DNA y de aneuploidias,
que los pacientes con muestras NZ.
Utilizaron la alta magnificacion para
seleccionar espermatozoides de pacientes
con dafo testicular y compararon
espermatozoides morfoldgicamente
normales con vacuolas y sin vacuolas.
Los espermatozoides morfoldgicamente
normales sin vacuolas presentaban valores
significativamente mejores en cuanto a
todos los pardmetros estudiados.

Sabiendo que los espermatozoides de
muestras OZ presentan mayores tasas
de anomalias genéticas y dafio de DNA
y que el dafio en el DNA se relaciona
con la presencia de vacuolas nucleares,
el objetivo de nuestro estudio fue
evaluar si existe una correlacion entre la
concentracién espermatica y los patrones
devacuolizacion en este tipo de muestras.

MATERIAL Y METODOS

Paraesteestudio prospectivoseanalizaron
140 muestras de semen mediante
test de magnificacion: 70 muestras
oligozoospérmicas como grupo de estudio

y 70 muestras normozoospérmicas como
grupo control. A todos los pacientes
se les realizaron, con anterioridad, al
menos dos seminogramas para evaluar su
concentracién espermatica. Eldiagnéstico
se realizd siguiendo las recomendaciones
de la Organizaciéon Mundial de la Salud
(WHO, 1992) para la clasificacion de
muestras oligozoospérmicas (<20 mill/
ml) y normozoospérmicas (=20 mill/ml).

Una vez hecho el diagnéstico, cada
paciente entregé una nueva muestra de
semen de la que se separd una alicuota de
5 pl para realizar el test de magnificacion.

Para elanalisis de las muestras se utilizé
un microscopio invertido AM6000
equipado con optica de contraste
interdiferencial (DIC) desarrollado por
Leica. EL microscopio tiene 2 objetivos
deinmersién, de 20 y de 100 aumentos.
Con el objetivo de 100x obtenemos una
imagen de 1000 aumentos dpticos que,
si afiadimos una lente suplementaria de
1,6x, nos permite conseguir hasta 1600
aumentos dpticos.

EL microscopio estd equipado con un
VarioZoom digital con el que podemos
obtener imdgenes nitidas de hasta
16000 aumentos digitales.

Paralaobservaciondelosespermatozoides
con DIC se utilizaron placas con fondo de
vidrio  (Willcodish®HBST-5040  Willco
Wells, Holanda), donde se dispensd 1 ul
de la muestra capacitada en una gota de

Fig. 1. Patrén de vacuolizacién. 1, ausencia de vacuolas y morfologia normal; 2, maximo 2 vacuolas
pequefias y morfologia normal; 3, 1 vacuola grande o mds de 2 pequefias y morfologia normal; 4, vacuolas
grandes y/u otras anormalidades.



3 pl de polivinilpirrolidona (PVP), todo
ello recubierto con aceite mineral. La
observacion para este estudio se realizé
con el objetivo de 100x con aceite de
inmersién.

Una vez visualizados, se clasificaron 100
espermatozoides de cada muestra segin
el modelo propuesto por Vanderzwalmen
(2008), descrito anteriormente, en funcién
de su patrén de vacuolizacion (ver fig. 1).

RESULTADOS

Para valorar los resultados se calcularon
las medias aritméticas de los diferentes
grados de vacuolizacion de las
muestras  oligozoospérmicas (0Z) vy
normozoospérmicas (NZ), obteniendo para
las muestras NZ 3,66% de espermatozoides
de grado, 24,49% de grado II, 43,43% de
grado IIT y 28,57% de grado IV. Para las
muestras 0Z se obtuvieron 2,01% de grado
1, 14,14% de grado II, 48,74% de grado IIT
y 35,08% de grado IV. Segtin se muestra en
la Tabla I, se observa un menor porcentaje
de los espermatozoides de grado Iy IT'y un
mayor porcentaje de los de grado IITy IV en
las muestras oligozoospérmicas respecto a
las normozoospérmicas.

Evaluando con mas detalle los resultados,
se realizé un analisis de subgrupos en
funcién de la concentracién espermatica
de cada muestra, considerando los
siguientes subgrupos: 1-9 mill/ml, 10-
19 mill/ml, 20-49 mill/ml, 50-99 mill/
mly >100 mill/mLl. Los resultados de este
analisis quedan reflejados en la figura 2y
evidencian que, a medida que disminuye la
concentracién espermatica, las muestras
presentan menos espermatozoides de
gradoIyIly mas de grado IITy IV.

Latendencia demostrada para elanalisis
primario se hizo adn mas evidente al
calcular las medias de espermatozoides
considerados de buena calidad (grados
I + II) y de mala calidad (grados III
+ IV) en funcién de la concentracién
espermdtica (Tabla  II), pues
encontramos que, para muestras con
concentraciones iguales o superiores
a 100 mill/ml, obtuvimos 35,90%
espermatozoides de buena calidad
y 64,10% de mala calidad, mientras
que en muestras con concentraciones
espermaticas de 1-10 mill/ml obtuvimos
12,67% espermatozoides de buena
calidad y 87,33% de mala calidad.
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Figura 2. Patrén de vacuolizacion en funcién de la concentracién espermdtica.

DISCUSION

Segln los resultados obtenidos en nuestro
estudio todas las muestras OZ presentan mas
espermatozoides de mala calidad (grado IIT
y1V) que las muestras NZ del grupo control.

Con elanalisis de subgrupos observamos un
claro patrén de vacuolizacién en funcién de
la concentracién espermatica. Amedida que
disminuye la concentracién espermatica
disminuye la presencia de espermatozoides
de buena calidad (grado I'y II) y aumenta
la presencia de espermatozoides de mala
calidad (grado IITy IV).

A partir de una concentracién espermdtica
inferior a 10 mil/ml, la disminucién de

espermatozoides de buena calidad se hace
ain mas evidente. En concentraciones
de 10-20 mill/ml encontramos 22,79%
espermatozoides de buena calidad y con una
concentraciéninferiora 10 mill/mlobtenemos
aproximadamente la mitad (12,67%)
de espermatozoides de buena calidad.

Al recibir una muestra de semen
Gnicamente  podiamos  determinar
pardmetros basicos de un seminograma
para realizar un diagnéstico. Actualmente
disponemos de novedosas técnicas que
nos pueden dar mucha informacién sobre
el estado de los espermatozoides.

Por ejemplo, la aparicion de un test de
fadil aplicacion para la valoracién de la

Tabla I. Patrones de vacuolizaciéon (medias, %)

grl gr I1 gr 111 or IV
Oligozoospermia 2,01 1414 48,74 35,08
16,15 83,82
Normozoospermia 3,66 24,49 4343 28,57
28,15 72.00
Tabla 1II. Patrones de vacuolizaciéon. Andlisis
estratificado segin concentracion espermatica
CO?;?HESOH gr I-gr 11 gr Ill-gr IV
>100 35.90 64.10
50-100 25,81 73,76
20-50 21,06 79,85
10-20 22,79 77.18
1-10 12,67 87,33
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fragmentacion de DNA espermatico, facilita
suincorporacion a la rutina del laboratorio
deandrologia para determinadas muestras.

Por otro lado, el test de alta magnificacion
nos permite evaluar la presencia de
organulos y alteraciones morfoldgicas
del espermatozoide, antes imperceptibles
en una ICSI convencional. Actualmente,
ya estd bien descrita la relacion entre la
fragmentacién del DNA y la presencia de
vacuolas nucleares en los espermatozoides.

En nuestro laboratorio, el microscopio
de alta magnificacion AM6000 nos
facilita la posibilidad de realizar IMSI en
pacientes que lo requieren por historia
clinica, mejorando la  probabilidad
de embarazo. En el laboratorio de
andrologia proporciona la posibilidad
de combinar los test de magnificacion y
fragmentacion para evaluar la calidad
seminal. Un estudio realizado en el CIRH,
utiliza las dos técnicas para comprobar
si el tratamiento multivitaminico con
antioxidantes durante un mes produce
una mejora tanto en la fragmentacion del
DNA como en la calidad espermatica de las
muestras. En este estudio, seincluyeron 33
pacientes y se evalué una muestra antes y
después del tratamiento, observandose
una disminucién significativa de la
fragmentaciéndel DNAydelavacuolizacién
nuclear (articulo en preparacion).

Sin embargo, los test de magnificacion
resultan también wuna herramienta
Gtil para el estudio del semen antes de
empezar los tratamientos de TRA.

Conuntestdemagnificaciéninvivo podemos
valorar el estado de los espermatozoides
y podriamos llegar a dirigir a los pacientes
hacia el TRA mds apropiado para ellos.

Wittemer et al. (2006) sugieren esta
posibilidad después de realizar un test de
magnificacion a 55 parejas previo al TRA.
Realizé tanto FIV como ICSI a todas las
parejas y concluye que en las muestras
con un >8% de formas normales, los
resultados de fecundacion son similares
en la FIV e ICSI. En las muestras con < 8%
de formas normales se obtienen mejores
tasas de fecundacién con ICSI. La tasa de
implantacion es superior en las muestras
con > 8% de espermatozoides normales.
De esta manera, segln el resultado del
test de magnificacion se podria dirigir a
los pacientes a FIV o ICSI.

Observando nuestros resultados y valorando
la utilidad que nos puede ofrecer esta
técnica podriamos recomendar realizar un
test de magnificacion de manera rutinaria
en muestras con menos de 10 mill/ml,
debido a la alta probabilidad de que estas
muestras contengan un alto porcentaje de
espermatozoides de mala calidad. De esta
manera, con un simple test de magnificacion
se podria recomendar a estos pacientes la
técnica de TRA mds adecuada (FIV/ICSI o
IMSI). En pacientes con una concentracion
espermaticamenora 1 mill/mlpracticamente
no existen espermatozoides para seleccionar
y se deberia realizar una ICSL
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El Debate del presente nimero es
“Vitrificacién de oocitos pararetrasar
la maternidad”. Esta posibilidad que
tienen actualmente las mujeres ha

DEBATE

sido motivo de controversia. En el
préximo ndimero de junio, el tema
de debate sera “DPI en enfermedades
de aparicion tardia”. Os recordamos

que los temas de debate son
permanentes, con lo cual, podéis
opinar sobre ellos en cualquiera de
los ndmeros.

VITRIFICACION DE OVOCITOS PARA RETRASAR LA MATERNIDAD

Teresa Ganzabal
Clinica Quirén Bilbao

Es llamativo el retraso de la
maternidad experimentado en la
segunda mitad del siglo XX. Cuando
estudiaba ginecologfa, una primipara
afiosa era aquella de 30 afos.
Actualmente una mujer que apueste
por una carrera profesional no se lo
puede plantear antes.

Como mujer y profesional siempre
he considerado que la naturaleza
era machista en este tema, pues,
mientras los compaferos de profesion
no tenfan prisa por completar su
proyecto reproductivo, las compafieras
veiamos con horror que el paso de
los afios corria en nuestra contra y
tenfamos que tomar decisiones a veces
equivocadas, o cuanto menos de las
que nos arrepentiamos afios mds tarde.

La vitrificacion de ovocitos hoy por
hoy es una alternativa segura que
nos permite tomar una decisién tan
importante en nuestras vidas de una
forma mds relajada, y de la que nos
podremosigualmente arrepentiral cabo
de los afios, pero al menos tenemos esta
alternativa que nos permite la fantasia
de sentirnos un poco mds iguales a
nuestros compaiieros.

A los profesionales de la reproduccion, la
técnica de vitrificacion de ovocitos con
[a que tan buenos resultados estamos
obteniendo nos permite también ir
completando un banco de ovocitos de
donantes de diferentes caracteristicas y
grupos sanguineos, con la que también
nos acercamos a la filosofia del banco de
semeny nos hace sentir masiguales a ellos.

Niquedecirdelaspacientesoncolégicas
que tantos quebraderos de cabeza
han traido a algunos de nuestros
compafnieros, que han dedicado
una parte muy importante de su
carrera profesional a preservar la
fertilidad de estas pacientes, y hoy,
gracias a las buenas perspectivas
que nos ofrece esta técnica, también
nos acerca al varén que con tanta
facilidad podfa preservar la suya.

Por todo ello me parece que la técnica
de vitrificacion de ovocitos nos
permite a las mujeres un acercamiento
muy importante a la igualdad entre
sexos por la que generaciones
de mujeres, empezando por las
sufragistas del XIX, vienen luchando.

PRESERVACION SOCIAL, ; UNA REALIDAD 0 FICCION?

Silvia Gonzdlez Juanmarti
IVI Barcelona

En la sociedad actual existe un retraso de
la maternidad debido a un importante
factorsocial. Laincorporacion de la mujer
a mejores puestos de trabajo, la presion
social y la competitividad en el puesto
de trabajo hace que la mujer tenga que
posponer su maternidad y muchas veces
planificar en su vida el mejor momento
para buscar una gestacion.

Ha habido un cambio en los dltimos
afos en las caracteristicas de las
mujeres sin pareja que querian tener
descendencia que consultan en centros
de reproduccién. Realizdbamos ciclos
de reproduccién asistida de forma
inmediata en el momento que venian
un poco presionadas por la edad y por
el reloj biolégico, ya que era la mejor
opcion que les podiamos ofrecer.

Dado a los avances de la ciencia
y la incorporacion de técnicas
de vitrificacion, la situacion esta
cambiando y podemos informar a las
pacientes de estas posibilidades de
tratamiento.

El perfil de la mayoria de las pacientes
que demandan preservar su fertilidad
son mujeres a partir de los 37 afios con un
nivel socioeconémico elevado y estudios
superiores.  Son mujeres con éxito
profesional que no han encontrado pareja
o0 bien mujeres que si que tienen pareja y
que no tienen previsto una maternidad
en un periodo inminente. Todas ellas
son conscientes del envejecimiento
fisiolégico de la reserva ovarica y por eso
estan informadas de las posibles opciones
que tienen para posponer su maternidad.

:Qué les podemos ofrecer a estas
pacientes? En primer lugar, les
informamos que este tratamiento no les
garantiza la fertilidad, pero les puede
ayudar en el futuro para intentar tener
hijos biolégicos. Lo que pudiera pasar
en el momento que decidieran gestar,
es que les serfa muy dificil por la edad y
lo que ello conlleva.

Les explicamos que se someterdn a
un proceso de estimulacién ovarica
y posteriormente al  proceso de
vitrificacién, con una descongelacion
futura que puede estar influenciada en
funcién de la edad de la paciente.

Unavezexplicado el proceso detalladamente,
iniciamos el tratamiento y criopreservamos
sus 6vulos hasta que ellas lo deseen.



¢Es licito este procedimiento seglin mi
punto de vista? En mi opinién y como
mujer ginecéloga estoy totalmente de
acuerdo. Entiendo a mis pacientes que
me solicitan este tratamiento, ya que
ellas son las que tienen la potestad
de decidir sobre su vida y sobre su
fertilidad. Al fin y al cabo, si planifican
su maternidad puede ser beneficioso
para este hijo en muchos aspectos.

La mayoria de mujeres planificamos
nuestra  maternidad en  funcién
de nuestras necesidades sociales,
laborales, econémicas, para garantizar

PRESERV{\CI()N DE
¢POR QUE NO?

DEBATE

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2010 Vol. 15 Ne2

al maximo el cuidado de nuestros
futuros hijos. Utilizamos métodos
anticonceptivos o mecanismos de
barrera para que no suceda un embarazo
en un momento no deseado por nosotras
o en el seno de una pareja. Por tanto, lo
mismo que todas las mujeres podemos
decidir de forma auténoma cudndo
creemos que es el mejor momento para
buscar una gestacién, las pacientes
que vienen para preservar su fertilidad
también tienen derecho a decidir sobre
su maternidad. A estas mujeres que
estdn en edades limite, la opcién que
les podemos ofrecer es la vitrificacién de

sus 6vulos para que consigan, o tengan
mas probabilidad de conseguir, el deseo
que la mayoria de mujeres tenemos en
alglin momento de nuestra vida.

Afortunadamente, con los avances
en el campo de la reproduccién
es posible ofrecer a nuestras
pacientes técnicas de vitrificacion
de 6vulos. No sélo en el dmbito de
la preservacién social, sino también
en pacientes oncoldgicas previo a la
quimioterapia y en alguna ocasién
en el de la practica clinica diaria en
un centro de reproduccién.

LA FERTILIDAD POR CAUSAS SOCIALES,

Nuria Alcafiiz, Raquel Bonet, Montse Boada
USP Institut Universitari Dexeus. Barcelona

El convenio para la Proteccién
de los Derechos Humanos y de
las Libertades  Fundamentales
contempla el derecho de cualquier
mujer u hombre a partir de la edad
ndbil a formar una familia. De
hecho, la libertad individual para
decidir con quién y cudando tener
hijos es ampliamente aceptada en la
sociedad moderna, siendo el control
delanatalidad una prdctica habitual.
Desde su juventud, la mujer actual
utiliza métodos anticonceptivos con
el fin de retrasar el momento de la
maternidad, sin que por ello sea
cuestionada. Asi pues, respetando
el principio de autonomia, cada
persona deberia poder decidir
cuando quiere reproducirse.

De todos es sabido que en la sociedad
occidental existe un retraso voluntario
de la maternidad, debido a que un
importante porcentaje de mujeres
anteponen la consecucién deun estatus
profesional, econémico o social, a la
procreacion. Como consecuencia de
ello, muchas mujeres sufren a la larga
problemas de fertilidad debidos a los
efectos negativos de la edad y se ven
obligadas a recurrir a la reproduccion
asistida, teniendo incluso que recibir
en algunos casos ovocitos de donante.

La posibilidad de ofrecer previamente
a estas mujeres la opcion de preservar

sus ovocitos en una edad alin temprana
permite que, cuando quieran intentar
una gestacion, puedan hacerlo con
sus propios ovocitos. La practica de
un ciclo de FIV con ovocitos propios
criopreservados en una edad mas
joven les proporcionarda mayor
probabilidad de embarazo, a la vez que
les posibilita perpetuar su linaje genético.

Buscando la analogia con el varén,
hace tiempo que éstos ya pueden
criopreservar esperma para su uso
futuro, tanto por razones médicas
como sociales; por ejemplo, antes de
someterse a una vasectomia, a una
exposicion a agentes gonadotdxicos
por motivos laborales o incluso
algunos deportistas de élite en
previsién de posibles consecuencias
negativas fruto de su actividad.

Si aceptamos para estos casos
la preservaciéon de la fertilidad
en el hombre, sabiendo incluso

que los efectos de la edad en su
capacidad reproductiva no son tan
determinantes como en la mujer,
¢por qué no aceptarlo también para
las mujeres? Parece l6gico prevenir
los efectos de la edad antes de sufrir
sus consecuencias.

Ante una nueva opcién como ésta,
s6lo queda matizar que la aplicacién
indiscriminadano parecelaalternativa
preferencial, ya que la concienciacion

social hacia una maternidad en
edades biolégicamente apropiadas es
la opcién mas sensata. Ello no impide
sin embargo que en circunstancias
determinadas en las que se prevea
un retraso por motivos sociales, no
pueda gestionarse el momento de tener
descendencia recurriendo a esta opcion
de forma preventiva.

Para asegurar el éxito de un
programa de preservacién de la
fertilidad, la informacion serd clave
en todo momento. La mujer deberd
ser debidamente informada de los
riesgos y beneficios de la técnica,
asi como, firmar un consentimiento
informado especifico para este
fin. Se debera valorar también
su intencién reproductiva a largo
plazo y asegurar el destino final
del material criopreservado, en el
supuesto de que no lo necesite para
su propia reproduccién.
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DEBATE

VITRIFICACION DE 00CITOS PARA ELEGIR EL MOMENTO DE GESTAR

Maria Morales, Marta Sanchez de Burgos, Jorge Cuadros

Clinica FivMadrid

Aunque la técnica de vitrificacién no
es en absoluto moderna, es verdad que
hace relativamente poco tiempo que
Kuwayama consiguié ponerla a punto
para su uso en la clinica. Ahora, la
posibilidad de criopreservar oocitos con
una alta probabilidad de supervivencia,
es una realidad; de tal manera que esta
técnica nos permite ahora ofrecer una
alternativa que hace sélo 5 afios apenas
nos plantedbamos.

Y como resultado de ello, asi como existen
bancos de semen hace décadas, ahora es
posible establecer un banco de oocitos.

Existen algunas posibilidades clinicas
incuestionables para la aplicacién de
esta técnica, como por ejemplo las
pacientes oncolégicas. Vitrificar los
oocitos de estas pacientes les abre una
nueva esperanza para recuperar su

proyecto reproductivo una vez curadas.

Sin embargo, el debate en cuestion se
refiere mas bien a la posibilidad que
ahoratienen mujeres sanas de retrasar su
maternidad “por capricho”. EL”capricho”
puede implicar desde la realizacion
de objetivos profesionales, hasta la
consideracion de la inconveniencia
de una gestacibn en un momento
determinado de la vida, pasando por la
ausencia de pareja (si es que a la mujer le
preocupara esta circunstancia).

Y la pregunta podria ser, sencillamente,
spor qué no?

¢Cudl es el problema? Evidentemente,
las mujeres deberfan ser correctamente
informadas sobre que este retraso de
la maternidad no puede prolongarse
indefinidamente, por las consecuencias

que puede tener en la gestacion la edad
avanzada de una mujer (;mas de 507).

Aparte de esto, no deberia haber un
cuestionamiento ético, puesto que no
habria diferencia con las pacientes que
ya atendemos en la donacién de évulos.

Pero, ;es licito para la mujer aprovechar
lo que lacienciaahora le puede permitir,
el“capricho” de retrasar su maternidad,
por el motivo que sea?

Nuestra opinién es que se trata de
una técnica segura, que esta dando
resultados 6ptimos; por lo tanto no
hay razén para objetar su utilizacién
por las mujeres que lo requieran. Es lo
que se espera de un avance cientifico,
en el entorno de la ley, en un estado
de derecho, sin entrar por supuesto en
cuestionamientos morales o religiosos.

¢POR QUE NOSOTROS NO ENVIAMOS LOS DATOS AL REGISTRO SEF?

Antonio Urries
Reproduccién Asistida Quirén Zaragoza

Por si no ha quedado claro en el titulo lo
repito: Quirén Zaragoza no ha enviado
sus datos al registro SEF 2008. Pero
tampoco lo hizo el 2007, ni el 2006, 2005,
2004. Quirdn Zaragoza nunca ha enviado
sus datos al Registro SEF. Y no es porque
pertenezcaa ningln grupo de opinién, ni
porque considere que no puede ser muy
interesante el disponer de un registro
como éste (todo lo contrario), sino por
el hecho de que siempre me ha parecido
que se ha ido creando a espaldas de
nuestra asociacion (léase ASEBIR).

Es por ello que tenia mucha curiosidad
en comprobar el interés que despertaba
este debate dentro de los asociados de
ASEBIR, maxime cuando se trata de un
debate generado dentro de una sociedad
como laSEFenlaque, desgraciadamente,
losembriélogos noacabamos devernos
muy representados (sélo hace falta
ver el bajo ndmero de asociados de
ASEBIR que lo son también de la SEF).

Algo parece que estd cambiando
cuando se plantea este debate en
nuestra revista, ademds de una forma
tan precipitada. Me sorprendié que
se cambiara el tema inicial de debate
“Vitrificacién de ovocitos para retrasar
la maternidad” por el de “Registro SEF
2008” deunaformataninesperada. ;A
qué venian estas prisas? No creo que
fuera porque se hubiera despertado
entre los asociados un repentino
interés en este tema, pero en cambio
me ha resultado curiosa la forma como
los dos grupos de opinién enfrentados
en la SEF han trasladado claramente
su debate a nuestra revista.

No voy a entrar a opinar sobre ninguna
de las dos posturas. Repito que nunca
lo he considerado mi debate. Y si me lo
preguntaran, que nunca me ha parecido
que nos lo preguntaran, diria que ambas
tienen su punto de razén. Y si realmente
hubiera interés en conocer nuestra

opinién, podria abrirse un debate
interno dentro de ASEBIR en el que
pudiéramos opinar sobre las auditorias,
el registro abierto de centros, la
bisqueda de la homogeneidad de los
datos,... y hasta sobre algin que otro
dato que nosotros (los embriélogos)
echamos en falta. Pero creo que nunca
nos lo han preguntado. Por lo menos
hasta ahora. Y ya parece tarde.

Una vez dicho eso. Me gustaria saber
cual es la postura oficial de ASEBIR al
respecto. Y si ASEBIR, representada
por nuestra actual Junta Directiva, se
une decididamente a esta iniciativa,
y asi lo manifiesta, me parecera
estupendo. Y a partir del ano 2010
Quirén Zaragoza enviara también
sus datos al registro SEF-ASEBIR
(sonarfa bien ;no?). Sélo espero que
eso igualmente signifique que vamos
a “pintar” un poco mas dentro de
la Sociedad Espafiola de Fertilidad.
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¢COMO Y POR QUE SE PRODUCE LA SENALIZACION POR ONDAS DE
CA?* DURANTE LA FECUNDACION?

HOW AND WHY IS TRIGGERED THE CALCIUM WAVES-MEDIATED SIGNALING DURING
FERTILIZATION?

Aida M. Lépez-Guerrero?, Vanessa Casas-Rua?, Mario J. Perianes?, Patricia Tomas-Martin’, Eulalia Pozo-Guisado?, Ignacio Santiago Alvarez-Miguel??,
Francisco Javier Martin-Romero?
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RESUMEN

La sefalizacion mediada por Ca?* es esencial en la fecundacion de mamiferos ya que las variaciones en la concentracion
intracelularde esteion que se generan en el ovocito, conocidas como ondas de Ca#, controlan casi todos los procesos necesarios
para la progresion normal de la transicion ovocito-zigoto-embrién. En este articulo nos centraremos en la descripcion de
los dltimos avances en el estudio de los diferentes transportadores de Ca?* en el ovocito que nos permitiran comprender la
base molecular del origen de las ondas de Ca?*, de su transmision por el citosol del ovocito, asi como de sus consecuencias
funcionales. La sefalizacion mediada por Ca? es responsable de la activacion de diferentes quinasas que controlan procesos
relacionados con la salida del bloqueo meiético y la evolucion del ciclo celular. Ademas, dedicaremos un apartado para
mostrar la participacion de la entrada de Ca? regulada por depésitos intracelulares (store-operated calcium entry, SOCE) en
la senalizacion ovocitaria durante la fecundacion, y la especial sensibilidad de esta via de entrada de Ca?* al estrés oxidativo
generado por la manipulacién de los ovocitos durante su cultivo in vitro. Rev Asoc Est Biol Rep 2010; 15(2):45-53.

Palabras clave: Calcio, fecundacion, STIM1, canal SOC, estrés oxidativo

SUMMARY

Calciumsignalinginthe mammalianoocyteisessentialatfertilization. The repetitiveand transientincreasesoftheintracellular
free Ca** concentration, known as calcium waves, control almost all the oocyte events required for the progression of cell cycle
and the zygote-embryo transition. In this review we will focus on the description of the recent knowledge regarding Ca*
transport systems, required for the better understanding of the molecular basis of the generation and transmission of the
calcium waves, as well as for the functional consequences in the oocyte. Ca?*-mediated signaling activates a series of protein
kinases that control many cellular aspects, including the Ca?* influx, the exit of meiotic arrest and cell cycle progression. In
addition we will describe the contribution of the store-operated calcium entry (SOCE) to the Ca®-dependent signaling in the
mammalian oocyte at fertilization. Finally we will show how this Ca?-influx is functionally altered by the oxidative stress
generated by the culture media during the handling and in vitro culture of gametes during assisted reproduction techniques.
Rev Asoc Est Biol Rep 2010; 15(2):45-53.

Keywords: Calcium, fertilization, STIM1, SOC channel, oxidative stress

1. CALCIO COMO MENSAJERO impulsos nerviosos, la contraccién que se lleva a cabo mediante

INTRACELULAR muscular, secrecién, o fecundacién. bombas de Ca* denominadas Ca%-

Sin embargo no es la concentracién ATPasas. Encontramos varios tipos
Entre los numerosos mensajeros de calcio total la que actda como de Ca®-ATPasas en la célula, una
intracelulares que podemos sefializador, sino la concentracién de de ellas localizada en la membrana

encontrar en las células eucariotas,
la concentracién de calcio citosélico
destaca por suimportancia ya que se
encuentra implicada en un elevado
nimero de eventos celulares, desde
el control del ciclo celular hasta la
muerte celular, ya sea apoptética
0 necrética, pasando por otros
procesos como la transmision de

calcio libre. En el citosolde las células
eucariotas la concentracién de Ca®*
libre ([Ca**],) esaproximadamente 100
nM, muy inferior a la concentracién
de Ca* libre extracelular ([Ca*])
que suele ser 1-2 mM. Para mantener
este gradiente de concentracién
se requiere la extrusion activa de
Ca?* al medio extracelular, accion

plasmatica, que se denomina PMCA,
por sus siglas en inglés (plasma
membrane Ca?-ATPase). La PMCA
emplea la energia liberada por
la hidrdlisis de ATP (adenosina
5'-trifosfato) para impulsar el
transporte de Ca%, en contra del
gradiente de concentracién, hacia
el exterior de la célula (véase la
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figura 1). A esta extrusion también
colaboran otros sistemas, como el
intercambiador Na*/Ca?, que extruye
Ca?* gracias a la energia obtenida por
el transporte de Na* desde el medio
extracelular al citosol.

veremos mas adelante. Elincremento de
la [Ca*], en respuesta a la estimulacion
es muy variado en cuanto a frecuencia,
duracién y amplitud, dependiendo del
tipo celular e incluso dentro del mismo
tipo celular dependiendo del estado
fisioldgico o de la fase del ciclo celular.

FIGURA 1. Principales sistemas de transporte de Ca** en una célula eucariota. InsP,R, Receptor de
inositol tris-fosfato; IR, receptor ionotrépico; MR, receptor metabotrépico; NCX, intercambiador Na*/
Ca?*; PLC, fosfolipasa C; PMCA, Ca*-ATPasa de membrana plasmdtica; SERCA, Ca?-ATPasa de reticulo
endoplasmatico; SOC: canal de Ca* regulado por depdsitos intracelulares.

A pesar de que estos sistemas
mantienen los niveles basales de la
[Ca>], ésta sufre incrementos que
pueden llegar hasta concentraciones
micromolares en respuesta a una gran
variedad de estimulos. EL incremento
de la [Ca*]. viene facilitado por canales
de Ca* que permiten la entrada de Ca®
al citosol desde el exterior celular.
También encontramos canales de Ca*
en algunos orgdnulos subcelulares,
que permiten la salida parcial de Ca®
desde estos orgdnulos hacia el citosol.
Es precisamente esta variacién de la
[Ca*]; lo que se considera un mensajero
intracelular, o segundo mensajero,
(casi) universal (Bootman et al.,
2001). Los estimulos que conducen a
un incremento de la [Ca*]. son muy
variados: desde la despolarizacion de
la membrana plasmatica en el caso de
células excitables, como neuronas o
miocitos, hasta la unién de hormonas
a receptores de superficie, o la propia
fusion espermatozoide-ovocito, como

En cualquier caso este incremento
de la [Ca*], debe ser contrarrestado
de alguna forma para que los niveles
de Ca% citosdlicos vuelvan a su nivel
basal (aproximadamente 100 nM),
transcurrido el estimulo. Es decir la
sefalizacion mediada por Ca®, como
cualquier otro sefalizador fisioldgico,
tiene un tiempo de duracién limitado
y ademds es reversible. EL mecanismo
principal para disminuir la [Ca*]. hasta
niveles basales incluye los sistemas de
extrusion localizados en la membrana
plasmatica antes mencionados (PMCA
e intercambiador Na*/Ca?) y de otro
importante transportador activo que
bombea Ca?* desde el citosol hasta
el principal depésito intracelular de
Ca?, el reticulo endoplasmatico (RE).
Este transportador se denomina Ca?-
ATPasa de reticulo endoplasmatico
) SERCA (sarco(endo)plasmatic
reticulum Ca®-ATPase) y permite que
el RE actde como reservorio o depésito
de Ca? intracelular, alcanzandose

concentraciones de Ca®* intraluminales
muy superiores a los niveles citosélicos.
Ademds, en la membrana del RE
existen canales de Ca® que permiten
la salida de Ca?* desde el RE al citosol.
Entre estos canales podemos destacar
los receptores de InsP, (inositol
1,4,5-trisfosfato), o InsP.R, que se
activan tras la unién a este ligando
intracelular, permitiendo la salida
de Ca?* desde el RE e incrementando
temporalmente la [Ca*]..
Aunque  existen muchos  otros
participantes en la regulacion del
transporte de Ca** en ovocitos, éstos son
los actores principales en el esquema
actualmente aceptado de la sefializacién
mediada por Ca? en fecundacion.

2. SENALIZACION MEDIADA POR CA2*EN
LA FECUNDACION OOCITARTA: ONDAS
DE CA%

Tal y como hemos mencionado antes, la
fecundacion representa un estimulo mediado
por variaciones de la [Ca*]. en el citosol
del ovocito. Durante la fecundacion de
ovocitos de diferentes especies podemos
observar unincremento en la [Ca**], que
puede alcanzar valores de 1-3 uM. Este
incremento es diferente tanto en tiempo
global, como en frecuencia y amplitud
dependiendo de las especies (Stricker,
1999), aunque para abreviar nuestra
descripcién nos centraremos en los
ovocitos de mamiferos. En mamiferos,
incluyendo la especie humana, tras
la fusion espermatozoide-ovocito se
producen elevaciones transitorias y
repetitivas de la [Ca®]. que son iguales
en amplitud (es decir todas alcanzan el
mismo nivel de concentracion de Ca*
citosélico, 1-3 uM), como en duracién
(aproximadamente 1-2 minutos cada
una). Estas elevaciones transitorias
son conocidas como ondas de calcio
y, aunque se generan en un punto
localizado del ovocito, se transmiten
muy rapidamente al resto del citosol.
La frecuencia de estas ondas varia
entre especies, pero en la mayoria se
producen con una cadencia de 1 onda
cada 10-20 minutos.

¢Coémo se inicia y transmite el proceso
generador de ondas de calcio?
Actualmente se encuentra muyaceptado
el hecho de que las ondas de calcio se
inician por una actividad enzimatica
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especifica del espermatozoide.
Tras la fusion de membranas entre
espermatozoidey ovocito, la fosfolipasa
C zeta (PLCC) del espermatozoide
es liberada al citosol del ovocito
(Saunders et al., 2002). La actividad
PLCC hidroliza el lipido de membrana
fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP,)
produciendo cantidades significativas
de inositol 1,4,5-trisfosfato (InsP,) y
1,2-diacilglicerol (DAG). Mientras que
DAG es hidrofébico y queda retenido en
la membrana plasmdtica del ovocito, el
InsP, es soluble y por lo tanto difunde
con facilidad hacia el citosol. InsP, se
une a su receptor, InsP.R, localizado en
lamembranadelREy que tiene actividad
como canal de Ca%, activando la salida
de Ca?** desde el interior del RE hacia el
citosol (Malcuit et al., 2006) y de esta
manera el espermatozoide induce la
generacion de la primera subida de la
[Ca*]. en el ovocito (figura 2). Ademds
el canal InsP.R presenta un modo de
reqgulacion que provoca su activacion
por el propio Ca? citosélico, de modo
que incrementos locales de la [Ca*].
en las cercanias de un receptor InsP.R
activan a este receptor, permitiendo la
salida de mds Ca®*y activando a suveza
InsP.R Vecinos, en un proceso conocido
como liberaciéon de Ca% inducida por
Ca? (calcium-induced calcium release,
CICR) que es la base de la transmision
de la onda de Ca?* al resto del ovocito.

Una vez generada la liberacion de Ca*
desde el RE se activan mecanismos en el
ovocito, como en otros tipos celulares,
para restaurar los niveles basales de
Ca?* citosélico que permitan generar una
nueva onda de Ca* con posterioridad.
Entre estos mecanismos destaca la
actividad de las bombas de Ca?*, PMCA 'y
SERCA, que llevardn a cabo la extrusion
de Ca?* al exterior celular y el bombeo al
interior del RE, respectivamente. De esta
forma se alcanza en pocos segundos el
nivel basal de Ca* citosélico. La PLCC va
a continuar activa en el ovocito durante
varias horas, concretamente hasta la
formacion de los pronicleos, por lo que
esta ruta de sefalizacion (liberacién de
InsP, — union a InsP,R — salida de Ca*
desde el RE — recaptura hasta el RE y
extrusion al medio extracelular) va a ser
predominante en el ovocito durante los
primeros estadios de la fecundacion. La
proteina PLCC presenta en su extremo
N-terminal una secuencia que determina
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FIGURA 2. Generacion de las ondas de Ca* en el ovocito de mamiferos. DAG, 1,2-diacilglicerol; PIP,

fosfatidil inositol 4, 5-bisfosfato; PLCL, fosfolipasa C zeta.

su localizacién nuclear (Larman et
al., 2004), por lo que en ausencia de
membrana nuclear, como ocurre durante
la metafase de la segunda divisidn
meidtica en ovocitos maduros, su
localizacion es citosélica. De esta forma
el ovocito se asegura un tren de ondas
de Ca?* mientras no exista membrana
nuclear. Cuando esta membrana se
forma, la PLCE queda secuestrada en los
prondcleos, es decir sin acceso directo
al citosol, por lo que deja de producirse
InsP,,y el tren de ondas de Ca? termina.

Es muy interesante el hecho de que
una célula pueda mantener este
tipo de sefalizacion durante horas
con el objetivo, como ya veremos
mds adelante, de salir del bloqueo
meidtico en el que se encuentra el
ovocito. Sin embargo, nuestro grupo
de investigacién se ha preguntado
si la continua extrusién de Ca® al
exterior del ovocito (mediante la
PMCA) enestetipodesefializaciontan
repetitiva no estaria disminuyendo
los niveles de Ca? dentro del RE, la
fuente inicial de Ca? para generar
las ondas. De ser asi, el agotamiento
o deplecién de los niveles de Ca®*
intraluminales conduciria a la
finalizacion temprana de las ondas
de Ca%, y por tanto al mantenimiento
del bloqueo meiético, es decir
constituiria un fallo en la fecundacién.

3. ¢CUALES SON LAS FUENTES DE CA?*
PARA LA GENERACION DE ONDAS?

Para asegurar que los depésitos
intracelulares de Ca®*dentro delovocito
(principalmente el RE) no sufren una
deplecién que ponga en peligro la
continuidad de la sefializacién mediada
por Ca%, existe un sistema de canales
de Ca** en la membrana plasmatica que
estdn regulados precisamente por el
nivel de Ca®*intraluminal en el reticulo
endoplasmatico  (Gomez-Fernandez
et al., 2009; Koh et al., 2009). Estos
canales de Ca?* permiten la entrada de
Ca% desde el exterior celular al citosol,
para que la SERCA pueda bombear Ca®
al interior del RE, y asf restaurar los
niveles de Ca# intraluminales. Por ello
estos canales se denominan canales
de Ca# regulados por dep6sitos
intracelulares, o canales SOC (store-
operated Ca* channels) y la entrada
de Ca?* extracelular a través de estos
canales SOC se denomina entrada
de Ca?* regulada por dep6sitos
intracelulares o SOCE (store-operated
calcium entry). Esta via de entrada,
SOCE, se definié por primera vez en
1986 (Putney, 1986) y hoy sabemos que
esta ruta de entrada de Ca® es activa
en todos los tipos celulares, incluyendo
los ovocitos humanos (Martin-Romero
et al., 2008b), aunque la contribucién
de esta via a la sefalizacién mediada
por Ca?* difiere de un tipo celulara otro.
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FIGURA 3. Activacion de canales SOC mediante la proteina de reticulo endoplasmatico STIM1.
El dominio EF-hand de la proteina STIM1 actda como sensor de Ca?* intraluminal. Tras la disminucién
de la concentracién de Ca? en el reticulo endoplasmatico la proteina STIM1 sufre multimerizacién,
sequida de una fuerte relocalizacion hacia la membrana plasmatica, activando canales SOC, entre los
que se encuentra ORAI1, mediante un dominio citoplasmatico de unos 100 aminodcidos denominado
dominio CAD (CRAC activation domain). Este dominio interacciona directamente con ORAI1,
permitiendo su apertura para facilitar la entrada de Ca? hacia el citosol. Adaptado de (Cahalan, 2010).

Los mecanismos por lo cuales los
canales SOC localizados en la membrana
plasmaticasonsensiblesalniveldellenado
del RE estan adn por aclarar, aunque
es conocido que en este mecanismo
participa una proteina denominada
STIM1 (stromal interaction protein 1)
(Liou et al., 2005; Roos et al., 2005).
STIM1 es una proteina transmembranal
localizada en la membrana del RE, con un
dominio “EF-hand” de unién a Ca®, cerca
del extremo N-terminal, que le permite
actuar como sensor de Ca® intraluminal.
El dominio citosélico presenta varios
dominios entre los que destaca un doble
dominio “coiled-coil” cuya funcién es la
activacion de canales SOCs localizados
en la membrana plasmatica (figura 3).

A

Cuando la concentracién de Ca?* dentro
del RE disminuye por debajo de 200
uM, STIM1 sufre oligomerizacién y se
produce la aproximacién de STIM1 hacia
la membrana plasmatica, formandose
yuxtaposicionesRE-membrana plasmatica
(Liou et al., 2007; Muik et al., 2008;
Smyth etal., 2008). Esta oligomerizacién
es necesaria para la activacion de los
canales SOC de membrana plasmatica. De
esta forma gracias a STIM1 se establece un
puente entre el exterior celulary el RE para
reponer la concentracién de Ca® dentro de
esteorgdnuloyasegurarqueelREnosufrird
grandes cambios de concentracion de Ca%,
permitiendo la continuidad de las ondas de
Ca? durante un largo periodo de tiempo.
Empleando un modelo murino, nuestro

B
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grupo de investigacion ha demostrado
recientemente que la proteina STIM1
es funcionalmente activa en ovocitos
(Gomez-Fernandez et al., 2009), y que la
activacion de los canales SOC es un proceso
muy temprano en la fecundacién (=10
minutos tras el inicio de la fecundacién),
lo que apoya la hipdtesis de que esta via
de entrada de Ca** extracelular (SOCE)
no sélo constituye un modo de mantener
la sefializacion mediada por Ca% a largo
plazo, sino que probablemente participa
en la generacién de las primeras ondas
de Ca®. Esta hipétesis se sustenta en dos
hechos constatados experimentalmente:
(@) cuando se transfieren los ovocitos a
una solucion libre de Ca%, la sefializacion
mediada por Ca?* cesa inmediatamente
(Kline and Kline, 1992), y (b) la
relocalizacién de STIM1 se observa de
forma concomitante a la generacién de la
primera onda de Ca** (Gomez-Fernandez
etal., 2009) (verfigura 4). Por ello nuestro
grupo ha propuesto una modificacién al
esquema hasta ahora aceptado y mostrado
en la figura 2, en la que se incluye la
participacion temprana de STIM1. De
esta forma, tras la liberacién de PLCC al
citosol, se produciria una salida masiva de
Ca?* desde el RE, lo que llevaria asociado
una fuerte relocalizacion de STIM1 para
activar canales SOC que permitirian la
entrada de Ca* desde el exterior celular
contribuyendo a la generacién de las
ondas de Ca# (figura 5). Esto explicaria
que los ovocitos requieran (Ca*
extracelular durante su fecundacién y
terminaria por contestar la pregunta
inicial: las fuentes de Ca?* para la generacion
de ondas son el RE y el medio extracelular.
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FIGURA 4. Relocalizacion de STIM1 durante la fecundacion de ovocitos de raton. Panel A: Ovocitos libres de zona pelicida (ZP) se expusieron a esperma
durante 15 min, tras lo cual se llevo a cabo la inmunolocalizacion de STIM1. Panel B: Ovocitos libres de ZP se cargaron con fura-2-AM y se determingd el ratio
F340/F380 para el cdlculo de la [Ca**]  tras la exposicion a esperma capacitado como en el panel anterior. Imagen adaptada de (Gomez-Fernandez et al., 2009).
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FIGURA 5. Esquema propuesto de la sefializacion mediada por Ca?* durante la fecundacién de ovocitos de mamifero. La activacion de los InsP,R, debida
al incremento en la generacién de InsP, por la PLC del espermatozoide, conduce a una primera salida de Ca** desde el RE. Esta salida va acompafiada de la
relocalizacion de STIM1 que se aproxima a la membrana plasmatica, donde activa canales SOC para estimular la entrada de Ca? desde el medio extracelular y
facilitar: (1) el incremento de la concentracién de Ca** citosélico necesario para la generacion de las ondas de Ca?, y (2) el llenado del RE que mantenga su
funcionalidad durante todo el tiempo que permanece activa esta sefializacion.

4. ELINFLUJO DE CA?* A TRAVES DE
CANALES SOC ES SENSIBLE A ESTRES
OXIDATIVO

Seglin lo expuesto seria muyinteresante
conocer la naturaleza molecular de
estos canales de Ca?, los canales SOC,
que se expresan y son activos en el
ovocito. Durante mds de dos décadas los
investigadores han tratado de definir
qué protefnas eran las encargadas de
constituir los canales SOC empleando
otros tipos celulares, y no fue hasta el
afo 2006 cuando se describié ORAI1
(también conocida como CRACM1), una
proteina de membrana plasmatica con
cuatro segmentos transmembranales
que constituye el canal responsable
de la entrada de Ca?* regulada por
depésitos intracelulares (Feske et al.,
2006; Soboloff et al., 2006; Vig et al.,
2006; Zhang et al., 2006). Ademads de
unirse a ORAI1, STIM1 se une a otros
canales de Ca%*, impulsando de esta
forma su actividad como canal SOC: los
canales de la familia TRPC (transient
receptor potential canonical channels)
(Yuan et al., 2007). Hoy conocemos
que STIM1 interacciona directamente,
ademads de con ORAI1, con TRPC1, TRPC4
y TRPC5, e incluso forma interacciones
heteroméricas con TRPC1 y ORAI1,
constituyendo ~ complejos  TRPC1-
ORAI1-STIM1 que actdan como canales
SOCs con diferentes propiedades de
conductancia (Ambudkar et al., 2007).
Sin embargo, los canales TRPC pueden
actuar de forma dependiente de STIM1
o de forma independiente de STIM1, y
es el ratio STIM1/TRPC lo que determina
que estos canales actden regulados

dependiendo del nivel de llenado del
RE, o independientes de este nivel, es
decir que acttien como canales SOC o no
(Lee etal., 2010).

Debido a su papel fundamental en la
generacién de ondas de Ca?* durante
la fecundacion resulta necesario
determinar qué protefnasactdan como
canales SOC en el ovocito, ya que este
estudio nos permitira no sélo avanzar
en el conocimiento en este drea de la
biologiareproductiva, sinoaprovechar
estainformacion con efectos practicos
durante el empleo de técnicas de
reproduccién asistida, puesto que los
diversos canales muestran diferente
farmacologia. Con este objetivo
nuestro grupo de investigacion trabaja
actualmente en la identificacion de
estos canales en ovocitos de ratén, y
en la evaluacién de su participacion
activa en la sefalizacién mediada
por Ca* en fecundacién. Ademads de
esta identificacion molecular hemos
constatado que la entrada de Ca** a
travésdeestoscanalesesmuysensiblea
especies reactivas de oxigeno (reactive
oxygen species, ROS) generadas en
el medio de cultivo (Martin-Romero
et al., 2008b). Este hecho es de una
importancia critica, puesto que los
gametos, durante su manipulacion
en el laboratorio y durante su cultivo
in vitro, estdn expuestos a niveles
de ROS muy superiores a los que se
generan en situaciones fisioldgicas
debido principalmente a que la
tensién de oxigeno (0,) atmosférica
es significativamente mayor que la
tension de 0, in vivo.

Empleando sondas sensibles a diversas
ROS hemos demostrado que los medios
de cultivo comerciales habitualmente
empleados en centros de reproduccion
asistida generan ROS, entre las que
destaca peréxido de hidrégeno (H,0,),
ya que se pueden llegar a alcanzar
concentraciones de esta especie del
orden de micromolar (Martin-Romero
et al., 2008a). Este hecho puede
explicarse en base a la combinacion
de luz + 0, atmosférico + presencia
en los medios de cultivo de agentes
fotosensibles como la riboflavina,
aminas, nucleétidos de piridina, etc.,
que pueden actuar como generadores
fotoquimicos de anién superéxido
(0,7) y oxigeno singlete (Cunningham
et al., 1985; Michelson, 2000; Wells-
Knecht et al., 1995). La generacion
de 0,” potencia la formacién de H,0, y
éste dltimo reacciona con 0, (reaccién
de Haber-Weiss) para producir radicales
hidroxilo y peroxilo (Michelson, 2000),
amplificando la generacion de ROS.
El liquido folicular por el contrario no
produce cantidades significativas de ROS
y los niveles de H,0, en este fluido se
encuentran en elintervalo submicromolar
(Martin-Romero et al., 2008a).

La exposicion de los ovocitos a
concentraciones micromolares de
H,0, de forma sostenida durante
todo el proceso de aislamiento de
los ovocitos, denudacién y posterior
FIV/ICSI, conduce a la disminucién
del contenido en glutatién reducido
(GSH), un importante antioxidante no
enzimatico intracelular, asi como al
incremento de la peroxidacién lipidica
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(Martin-Romero et al., 2008a), y todos
estos procesos conducen finalmente a
la desregulacién de la homeostasis de
Ca?* libre citosélico.

En trabajos paralelos hemos descrito
que la desregulacién  inducida
por estrés oxidativo se produce
fundamentalmente por una sobrecarga
del ovocito debido a la entrada
descontrolada de Ca* a través de
canales SOC (Martin-Romero et al.,
2008b). Esta desregulacion tiene
una importante consecuencia, la
finalizacion temprana de la generacion
de las ondas de Ca% y por lo tanto el
mantenimiento del bloqueo meiético.
Hemos observado que el empleo de
blogueantes especificos de canales SOC
protege al ovocito de esta sobrecarga
de Ca%. Sin embargo, no es posible
usar de forma rutinaria bloqueantes de
canales SOC en medios de cultivo ya que
la entrada controlada y requlada de Ca*
a través de estos canales SOC (la entrada
regulada por STIM1) es necesaria
para el progreso de la fecundacion.
Por ello, nuestra recomendacidn,
a la luz de nuestros propios datos
experimentales, es que se deben
acortar los tiempos de incubacién de
ovocitos en los tampones y medios
de cultivo en la medida de lo posible,
mientras que es posible prolongar los
tiempos de espera en el propio liquido
folicular o en medios de cultivo de
composicién quimica sencilla (Martin-
Romero and Alvarez, 2008; Martin-
Romero et al., 2008a; Varghese et
al., 2010, In press). De hecho existen
resultados experimentales que apoyan
esta recomendacién, ya que en un
modelo murino las tasas de embarazo
tras FIVy posterior cultivo embrionario
son superiores cuando el cultivo se
lleva a cabo en un medio quimicamente
definido en comparacién con medios
mds complejos suplementados con
suero (Han and Kiessling, 1988).

5. LAS ONDAS DE CA?* SE REQUIEREN
PARA LA PROGRESION DEL CICLO
CELULAR

La generacién de las ondas de Ca*
durante la fecundacién sigue un patréon
especifico muy determinado. Hemos
visto hasta ahora como y por qué se
generan estas ondas, pero ¢Cudl es su
funcion? ;Cudl es la diana molecular

que se activa gracias a estas ondas?
¢Qué relacion hay entre estas ondas
y la salida del bloqueo meiético? En
primer lugar hay que aclarar que las
dianas moleculares activadas por el
tren de ondas de Ca* es mdltiple,
pero destacan una serie de proteinas
quinasas, entre ellas la extracellular
signal-regulated kinase 1y 2 (ERK1/2),
Ca?*/calmodulin-dependent kinase
IT (CaMKII), protein kinase C (PKC) y
la cyclin dependent kinase 1 (CDK1 o
p34%?), por su estrecha relacién con
la salida del bloqueo meidtico que
se produce durante la fecundacion
(Ducibella and Fissore, 2008).

Las quinasas ERK1/2 se activan por
incrementos en la [Ca*],, y aunque esta
activacion es indirecta tiene particular
relevancia ya que nuestro grupo ha
descrito recientemente que STIM1 es
diana de la actividad ERK1/2 tanto in
vitro como in vivo, y que la fosforilacién
de STIM1 en residuos de serina dianas
de ERK1/2 (Ser575, Ser608 y Ser621)
es necesaria para que puedan activarse
los canales SOC (Pozo-Guisado et al.,
2010), permitiendo la entrada de Ca®
extracelular para continuar con la
generacién de ondas de Ca®. Aunque
inicialmente se sugirié que la PKC
también podria regular positivamente
la entrada de Ca?** (Halet et al., 2004),
hemos comprobado que STIM1 no es
diana de PKC y recientemente se ha
descrito que PKC fosforila a ORAI1,
pero esta fosforilacion conduce a su
inhibicién como canal SOC y no a su
activacion (Kawasaki et al., 2010).

En 2002 se describié que la actividad
del complejo MPF (M-phase Promoting
Factor), que mantiene el bloqueo
meiotico en los ovocitos maduros MII,
seregula de forma proporcionalal niimero
de oscilaciones de la [Ca*]. y al tiempo
total en el que la [Ca*] permanece
elevada (Nixon et al.,, 2002). El
complejo MPF estd constituido por
la quinasa CDK1 que actGa como
subunidad enzimdtica, y por la
ciclina B1, que acttia como subunidad
reguladora (Labbe et al., 1989). Una
elevada actividad del complejo MPF
es responsable del bloqueo meiético,
pero la disminucién de los niveles de
ciclina B1, conduce a una disminucion
de la actividad del complejo MPFy a la
salida del blogueo meiético. Durante

la fase M del ciclo celular la cantidad
de ciclina B1 estd regulada por su
protedlisis controlada mediante el
proteosoma 26S. La degradacién de
la ciclina B1 estd estimulada por su
poli-ubiquitinacién, una modificacién
post-traduccional que consiste en
incorporar cadenas de ubiquitina
(Ub, una proteina de 76 aminodcidos)
unidas a residuos de lisina de la diana
molecular. Esta modificacion post-
traduccional es debida a una serie de
enzimas especificas, denominadas
genéricamente  E3  ligasa, que
reconocen el sustrato para ser marcado
con poli-Ub. En el caso de la ciclina
B1, la E3 ligasa del complejo APC/C
(anaphase promoting complex) es
la responsable de su ubiquitinacién
y posterior degradacién por el
proteosoma 26S. El grupo de Keith T.
Jones demostr6 empleando ovocitos
de ratén que la degradaciéon de ciclina
B1 dependiente de APC/C se inicia
cuando la concentracion de [Ca*]. en
el ovocito supera un umbral minimo
(=600 nM), tras la fecundacién. Sin
embargo esta degradacién no es
completa tras la primera onda de Ca%
como ocurre en Xenopus y en otros
organismos en los que sé6lo se observa
un dnico aumento de la [Ca*], tras la
fusion espermatica (una Unica onda).
Para continuar con la degradacién de
la ciclina B1 se requieren en mamiferos
mdltiples ondas de Ca* y cada una
de ellas solapa con una disminucién
significativa en el nivel de ciclina
B1 y, de forma consecuente, en la
actividad MPF responsable del bloqueo
meiético (Nixon et al., 2002). Como
consecuencia, tras una serie de ondas
de Ca?* de forma repetitiva, la ausencia
de ciclina Bl conduce finalmente
al reinicio del ciclo celular con la
conclusién de la meiosis.

Pero, ¢cual es la conexién entre la
[Ca*]. y el complejo MPF? La respuesta
se encuentra en la CaMKII, que
controla indirectamente la actividad
del complejo MPF. Es conocido desde
hace casi dos décadas que existe una
correlacion entre la actividad CaMKII
y la progresion del ciclo celular. La
actividad de la CaMKII es regulada por
el complejo Ca*/calmodulina, lo que
ha originado diversas hipétesis para
explicar la relaciéon que existe entre
los incrementos ciclicos de la [Ca*], la
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FIGURA 6. Evolucion de las ondas de Ca?, la actividad CaMKIIy la actividad del complejo MPF durante la fecundacion. Las ondas de Ca® activan la CaMKII que a
su vez activa la E3-ubiquitina ligasa del complejo APC/C para ubiquitinar la ciclina B1. La degradacién de la ciclina B1 por el proteosoma 26S conduce a la re-entrada

en ciclo celular por pérdida de la actividad MPF.

actividad CaMKII y el complejo MPF. En
primer lugar hay que destacar que el
aumento ciclico de la [Ca*],, como el que
ocurre en fecundacion, lleva asociado
una estimulacién de la actividad CaMKII
también de forma ciclica, de forma que
existe una elevada sincronizacién entre
ambos eventos celulares (Markoulaki
et al., 2004) (ver figura 6). Durante
cada onda de activacion de la CaMKII,
ésta a su vez activa la E3 Ub ligasa del
complejo APC/C, aunque esta activacion
es indirecta y en ella participan otros
elementos (ver revision en Ducibella
and Fissore, 2008). La activacion del
complejo APC/C conduce a la poli-
ubiquitinacién de la ciclina B1 del
complejo MPF y su degradacion por el
proteosoma 265, estimulando la salida
del bloqueo meidtico. En resumen,
existe una elevada correlacion causal
y temporal entre onda de Ca#* —
activacién de CaMKII — ubiquitinacién
de ciclina B1 (y su posterior
degradacion) — disminucién de la
actividad del complejo MPF.

6. CONSIDERACIONES FINALES

Teniendo en cuentatodo lo expuesto en esta
revision, cabe preguntarse por tanto, ;qué
ocurre cuando no se alcanza un ndmero
adecuado de ondas de Ca** durante la
fecundacion oocitaria? ;Qué ocurre cuando
el incremento de la [Ca*]. no alcanza el

umbral descrito de 600 nM para activar
la CaMKII? La primera situacién podria
presentarse durante la actividad clinica
en aquellos casos en los que se emplean
espermatozoides defectivos en PLCC,
0 bien cuando se emplean ovocitos
no maduros citosolicamente, es decir
ovocitos que a pesar de mostrar un
claro corpdsculo polar no muestran
una elevada densidad de InsP.. En
todos estos casos no se conseguira una
sucesién de ondas con una frecuencia
y amplitud adecuadas para degradar
totalmente ciclina B1, por lo que el
ovocito no progresara en ciclo celular.
Por ello, los estudios encaminados a
determinar marcadores moleculares
de maduraciéon citosélica resultan
especialmente necesarios. La densidad
de canales InsP,, asi como la densidad
de bombas SERCA, son dos marcadores
de maduracién citosélica que pueden
emplearse en estudios de maduracién
ovocitaria y que podrian ser (tiles
para la evaluacion de la eficiencia
de diferentes medios de maduracion
in vitro (IVM). Por otro lado hemos
destacado que los canales SOC del
ovocito son especialmente sensibles
a modulacién redox, de modo que un
incremento en el nivel ROS puede llegar
a sobreactivar estos canales, alterando
la frecuencia de las ondas de Ca* vy
frustrando la fecundacién. En definitiva,
se requieren estudios bdsicos para

conocer todos los detalles moleculares
que rigen la funcién de los principales
transportadores de Ca® en el ovocito,
ya sean bombas o canales de Ca*, que
nos permitan manipular estas células
con el objetivo de asegurar tasas de
éxito en FIV muy superiores a las actuales.
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INDEXACION DE LA REVISTA ASEBIR

La iniciativa de la Junta Directiva de
ASEBIR y la Vocalia de Publicaciones
para conseguir laindexacidn de nuestra
Revista ASEBIR ha continuado durante
este segundo semestre del afio. Se ha
confirmado laentrada denuestraRevista
en la base de datos de Biomedicina IME,
del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, que recoge y analiza mas
de 330 revistas médicas espafiolas, y
también en CUIDEN®, la base de datos
de la Fundacién Index, que incluye
produccién cientifica sobre Cuidados
de Salud en el espacio cientifico
Iberoamericano.

VI CONGRESO ASEBIR, GIRONA 2011

La Vocalia de Congresos y el Comité
Organizador del VI Congreso ASEBIR,
contindan con su arduo trabajo para
que nuestra préxima reunién sea un
éxito mas de nuestra asociacion.

El plazo de entrega de comunicaciones
finalizara el 15 de abril de 2011
a las 15:00 hrs. y se informara de
las comunicaciones que han sido
aceptadas y su formato a partir del 20
de mayo de 2011.

Hacemos hincapié en que el éxito
de nuestra reunién depende de
vuestra participacion y de vuestras
comunicaciones, cuya calidad damos
por descontado.

PROF. ROBERT EDWARDS PREMIO NOBEL
DE MEDICINA 2010

ASEBIR felicita al Prof. Robert Edwards,
padre de la Fecundacién in Vitro, por
la concesion a sus 85 afios de edad del
Premio Nobel de Medicina 2010 otorgado
por el Instituto Karolinska de Suecia.

Edwards empezd en la década de los
60 investigando los mecanismos de la
fecundacién en el modelo animal antes
de focalizar su trabajo en el tratamiento
de la esterilidad humana. Sus esfuerzos
se vieron coronados el 25 de julio
de 1978 con el nacimiento de Louise
Brown, la primera “bebé probeta”.

Desde entonces, Edwards siguid
trabajando para perfeccionar la
técnica, y muy a menudo también para
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defenderla de las numerosas polémicas
que se suscitaron, principalmente
en sus inicios. La aplicacién de sus
conocimientos ha  supuesto una
transformaciénradicaleneltratamiento
de la esterilidad humana permitiendo el
tratamiento mediante la reproduccién
asistida, y mas especialmente mediante
la FIV, a miles de personas con problemas
de esterilidad.

Hoy en dia se estima que mas de 4
millones de nifios han nacido en el
mundo gracias a esta importante
aportacién a la ciencia.

(Noticia publicada en www.asebir.com)

CERTIFICACION ASEBIR EN
REPRODUCCION HUMANA ASISTIDA -
EMBRIOLOGIA CLINICA

La certificacion ASEBIR, que nos
acredita como Embriélogos Clinicos,
es ya una realidad, y, a la recepcién
de este nimero de la revista, los
primeros socios que se encuentren
ademads en posesion del Certificado
de Embriélogo Clinico Senior de la
ESHRE, habrdan sido reconocidos
con esta nueva acreditacién. Sin
embargo, para aquellos Senior que
aln no lo hayan hecho, tienen plazo
hasta marzo de 2011 para la via de
la convalidacién. A continuacién se
iniciaran los procesos de certificacion
mediante las vias “rdpida” vy
“mediante examen”. Para mayor
informacién podéis consultar nuestra
pagina web en el enlace http://www.
asebir.com/es/actividad-asebir/
actividades/noticias/certificacion-
asebir-en-reproduccion-asistida-
humana-embriologia-clinica/
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Normas de publicacién

NORMAS DE PUBLICACION

INFORMACION PARA LOS AUTORES.
NORMAS DE PUBLICACION

La revista ASEBIR es una publicacién
del ambito de la Biologia de la
Reproduccién abierta a considerar
cuantos trabajos afines a esta drea de
conocimiento puedan adaptarse a uno
de los siguientes apartados: Articulos
Originales; Temas de Actualizacién o
Debates. Ademas, la revista ASEBIR da
cabida a la actualidad en sus secciones
de Noticias y Agenda.

La revista ASEBIR se publica
semestralmente por lo que es
indispensable que los escritos para las
secciones de Debates, Noticias y Agenda
sean enviados:

* Antes del 31 de Marzo para el primer
nimero del afo (Junio)

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

MANUSCRITOS:

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

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

En la primera pagina de todos los
trabajos se indicard, en el siguiente
orden: titulo en castellano; titulo
en inglés; nombre y un apellido de

cada uno de los autores y su centro
de trabajo, y correo electrénico del
primer autor. En la segunda pdgina
seincluird un resumeny las palabras
clave (ambos en castellano einglés).
Los autores se aseguraran de que
las palabras clave, tanto en inglés
como en espafiol, se encuentren en
los tesauros correspondientes del
MeSH  (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/mesh) y de la base de datos
de BIREME (enlace “Consulta al
DeCS” en http://decs.bvs.br/E/
homepagee.htm), respectivamente.

La estructura de los manuscritos
preferentemente debera organizarse
en los apartados de Introduccién,
Material y Métodos, Resultados,
Discusion, Agradecimientos,
Bibliografia, Tablas y Graficas. Las
tablas se numerardn con ndmeros
romanos y las figuras con ndmeros
arabigos. Los pies de figura deberdn
estar listados en una hoja aparte y
cadafigurallevard escritasunumeracion.

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

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

A) ARTICULO DE REVISTA CON MENOS DE
6 AUTORES:

Lewis SE, Moohan JM, Thompson W.
Effects of pentoxifylline on human

sperm  movility in  normospermic
individuals using computer-assisted
analysis. Fertil Steril 1993; 59:418-423.

B) ARTICULO DE REVISTA CON MAS DE 6
AUTORES:

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

C) LIBRO COMPLETO:

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

D) CAPITULO DE LIBRO:

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

E) COMUNICACION A CONGRESO:

Bengston S, Solheim. Hatchingassisted.
XXII Meeting of European Society of
Human Reproduction and Embriology;
1997 Jun20-23; Roma, Italia. p. 1561-2.

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

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