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SEGURD DE RESPONSABILIDAD CIVIL PARA EMBRIGLOGOS CLINICOS

Tras la publicacidn de la ley 44/2003, de 21 de Noviembre, sobre la ordenacidn de los profesionales sanitarios, uno de
los proyectos de ASEBIR ha sido conseguir una entidad aseguradora que reconociera la EMBRIOLOGIA CLINICA como una
especialidad a asegurar,

Fosiblemente muchos sepdis, porque asi se ha publicade en la seccidn de anuncios de esta revista, que esto se ha lo-
grado con A.M.A., Agrupacién Mutual Aseguradora,

A.M.A., entidad aseguradora especializada en el ramo sanitario, ha aceptado la responsabilidad civil de los embridlogos
clinicos, sea cual sea su formacién basica (Médicos, Bidlogos, Farmacéuticos, Veterinarios y Quimicos), tipificandp nues-
tro riesgo e introduciéndonos dentro de un grupe tarifado, para calcular nuestra prima en funcidn de la cobertura deseada.

La cobertura o capital base contratado que nos ofrecen se refiere al méximo por sinlestro. Esta cantidad se multiplica
automdticamente por dos al valorar el capital asegurado por afio, fo que sirve para afrontar varios siniestros en un mismo
afio. Todo esto sin modificarse la prima a pagar,

Ademds, entre las condiciones del seguro estd incluida la inhabilitacidn profesional temporal, por un periodo méximo
de 18 meses y una cantidad méxima de 3.000 al mes, independientemente de la cobertura o capital base que cada uno
haya escogido contratar.

Fara cobrar esto, evidentemente tene que existir una suspensidn cautelar de nuestra aclividad profesional, emitida por
un juez, y una demostracidn, por nuestra parte, de nuestros ingresos ante la aseguradora.

A su vez, en esla pdliza estaria incluida la transmisién de VIH a ofros pacientes al manipular muestras de riesgo, inclu-
sion muy importante dado que la mayoria de las compaitlas aseguradoras la excluyen.

Por ofro lado, e independientemente del seguro de responsabilidad civil, A.M.A. nos ofrece un seguro adicional de pro-
teccion juridica.

Este seguro supone la posibilidad de escoger nosotros el lefrado que queremos que nos asista en el juicio, asf como el
adelanto de una fianza, si fuera necesaria y la reclamacidn por dafios y perjuicios. Esto Ultimo supone un elemento disua-
sorio para muchos abogados al iniciar un litigio, para el que no tienen demasiadas pruebas.

El seguro de proteccidn juridica es voluntario y cada uno debe valorar si le interesa o no. Sin embargo, el seguro de res-
ponsabilidad civil es obligatorio para todos aquelfos que trabajamos en el dmbito privado (Art. 46, ley 44/2003). Algunos
de nosotros ya lo hemos contratado.

En el momento actual, las primas que se pagan para la misma cobertura son diferentes para Médicos, Bidlogos, Far-
macéuticos y Velerinarios, siendo la cuota mds elevada la de los médicos. Pero esto, serd sdlo para el ejercicio 2005. En el
2006 las primas se igualaran entre todos nosolros, dado que la responsabilidad es exactamente la misma.

Este hecho, ha sido motivado por la necesidad de incluir al colectivo no exclusivamente sanitario (Bidlogos, Quirnicos y
Veterinarios) dentro del seguro sanitario.

Fara todos aquellos que deseéis mds informacidn o que necesitéis conlratar el seguro, tenéis la hoja de solicitud en la
pégina web de ASEBIR {www.asebir.com), asi como las primas a pagar en funcidn de los capitales base contratados.

Poneros en contacto con el Sr. Eduardo Bilbao (teléfonos: 944-354-520 / 656-728-131; fax: 944-354-521) que es
quien, desde A.M.A., se estd encargando de centralizar todas nuestras solicitudes y de resolver nuestras dudas.

Informaros, por tanto, primero en vuestros centras de trabajo de fa situacidn que tenédis, dado que la ley obliga a las so-
ciedades privadas a tener un seguro de responsabilidad civil para la sociedad, pero no obliga a tenerlo para los trabajado-
res. Y sf obliga, a los trabajadores a tener un seguro de responsabilidad civil personal, sea cual sea la situacién laboral, ré-
gimen general o autdnomo.

CARMEN OCHOA
Vicepresidenta de la JUNTA DIRECTIVA DE ASEBIR

5



6

Anna Veiga et al. Centro de Medicina Regenerativa...

Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona: Una Apuesta por la
Biomedicina en Catalunya

Anna Veiga'* y Juan Carlos lzpisia'

'‘Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona. Parc de Recerca Biomédica de Barcelona,
*Servei de Medicina de la Reproduccid. Institut Universitari Dexeus.

Desde la publicacién en 1998 por
parte de James Thompson de la Univer-
sidad de Wisconsin de la primera deri-
vacidn de células madre humanas a par-
tir de embriones preimplantacionales,
los avances en este campo de investiga-
cién han evidenciado prometedores re-
sultados en distintas areas, que podrian
ser determinantes para el futuro de la
biomedicina.

La obtencitn de células madre a par-
tir de embriones preimplantacionales se
lleva a cabo mediante el aislamiento de
la masa celular interma cuando el em-
brién se encuentra en el estadio de blas-
tocisto, Para tal fin se emplean embrio-
nes donados para la investigacién por
parejas sometidas a fecundacidn in vitro
y cuyos embriones congelados carecen
ya de proyecto parental. La investigacién
con células madre tiene un enorme po-
tencial en investigacion relacionada con
ensayos de nuevos farmacos, en el estu-
dio del desarrolio y la expresidn génica
asi como en terapia celular mediante Ii-
neas celulares diferenciadas para medi-
cina regenerativa.

Mumerosos equipos se han estableci-
do en los paises con legislaciones que
permiten la investigacién en embriones
entre los que cabe destacar en Europa el
Reino Unido, Suecia, Bélgica, Finlandia
y Espafa. La situacidn en Estades Uni-
dos es especial, ya que se permite tra-
bajar con fondos federales en lineas es-
tablecidas antes de agosto del 2001 y
existen grupos que utilizan recursos pri-
vados para seguir derivando lineas celu-
lares a partir de embriones procedentes
de los programas de fecundacibn in vi-
tro. Legislaciones especificas en deter-
minados Estados promueven la circula-
cién continua de investigadores a desti-

nos que les permiten trabajar en un
campo tan prometedor. Paises como Co-
rea del Sur, Singapur e Israel se hallan
también entre los lideres de la investiga-
cidn con células madre embrionarias y
transferencia nuclear.

La modificacién de la Ley de Repro-
duccién Asistida de Noviembre del
2003 (Ley 45/2003) abria en nuestro
pais la posibilidad de utilizar los em-
briones sobrantes donados por las pare-
jas para investigacion hasta la promul-
gacién de la ley. Limitaba por otra parte
la creacibn de nuevos embriones so-
brantes a través de la inseminacidn de
tan sélo 3 ovocitos por ciclo. En cual-
quier caso, el destino de los embriones
obtenidos tras esa fecha debla ser Gni-
camente reproductivo.

Los posteriores reales decretos (RD
2132/2004 y RD 1720/2004) aproba-
dos por el Gobierno socialista desarrolla-
ron esa ley, eliminaron la limitacidn del
ndmero de ovocitos a inseminar y dieron
un marco adecuado a las peticiones de
investigacidén con embriones. Las solici-
tudes para llevar a cabo estos proyectos
deben hacer constar explicitamente su
finalidad y adjuntar siempre el consenti-
miento informado de la pareja para la
donacién. También es imprescindible
solicitar permiso para investigar con cé-
lulas madre embrionarias importadas
para ello de otros paises.

La creacion del Centre de Medicina
Regenerativa de Barcelona (CMRIB]) ha
sido posible gracias al esfuerzo interdis-
ciplinar e interinstitucional entre la Ge-
neralitat de Catalunya (Conselleria de
Salut i Departament d'Universitats, Re-
cerca | Societat de la Informacié, DUR-
SN y el Ministerio de Sanidad de Espa-

fia. EI CMR[B], que estard ubicado en el
Parc de Recerca Biomédica de Barcelo-
na (FRBB), llevara a cabo trabajos de in-
vestigacidn en células madre y medicina
regenerativa.

El objetivo primario de este esfuerzo
coordinado seré la derivacién y manipu-
lacién genética de células madre embrio-
narias humanas para investigar las bases
patogénicas de diversas enfermedades y
los mecanismoes de control de la diferen-
ciacién celular. También se utilizaran las
células madre para estudiar la variabili-
dad genética en la predisposicién a de-
terminadas enfermedades, |a respuesta a
farmacos, el estudio de los mecanismos
celulares ¥y moleculares de la respuesta
regenerativa y la utilizacién de aproxima-
ciones genéticas y de bioingenieria para
el desarrollo de terapias celulares. En pa-
ralelo, la integracién de estudios en célu-
las madre humanas normales y patolégi-
cas fomentard las necesarias sinergias
para la traslacion clinica.

Resulta evidente que los objetivos
principales del emergente campo de
las células madre embrionarias huma-
nas incluyen el cribado de moléculas y
condiciones que induzcan la diferen-
ciacién celular, la blsqueda y caracte-
rizacién de nuevos tipos de células ma-
dre y la aplicacién de técnicas de
transferencia nuclear para la obtencidn
de lineas celulares con aplicacion tera-
péutica. De estos objetivos, los que
persiguen la obtencién de material ce-
lular con finalidad terapéutica han cap-
tado mayoritariamente la atencidn de la
sociedad y una gran parte de la finan-
ciacién institucional. De hecho, el
analisis de los recursos técnicos, mate-
riales y humanos del entorno del
CMR([B] pone de manifiesto la existen-



cia de un capital intelectual importan-
te en genética, biologia celular, quimi-
ca, biologia del desarrollo, bioinforma-
tica y bioingenieria. Si se consideran
estas capacidades estratégicas junto al
acceso al excelente sistema sanitario
local y sus bases de datos de pacien-
tes, al compromiso y experiencia de los
profesionales sanitarios y a las capaci-
dades emergentes en farmacogendmi-
ca, se puede apreciar la firme apuesta
de Barcelona por |la Biomedicina, tanto
en el PRBB como en los centros pre-
viamente existentes y en continua evo-
lucién, como el Parc Cientific y el En-
torno UAB, por citar sélo dos ejemplos.
Los proyectos coordinados de colabora-
cidn entre los centros con objetivos afi-
nes permitirdn avanzar en la investiga-
cién sin duplicar innecesariamente los
esfuerzos.

Productos para Infertilidad, Ginecologia y Obstetricia

Los objetivos especificos del Banco
de Lineas Celulares de Barcelona son
la derivacién de lineas celulares libres
de xenobidticos vy, posteriormente, li-
bres de xenobidticos y de soporte celu-
lar. La derivacién en condiciones GMP
{Good Manufacturing Practice) permiti-
ra la utilizacién de las lineas derivadas
para futura aplicacién clinica. La ob-
tencidn de lineas celulares patolégicas,
procedentes de embriones afectos de
los programas de Diagnostico Genético
Preimplantacional proporcionaran un
modelo excelente para el estudio y po-
sibilidades de tratamiento de enferme-
dades monogénicas.

El Banco de Lineas Celulares de
Barcelona ha establecido contacto
con los centros de Reproduccién Asis-
tida de Catalunya que disponen de

A veces sélo se tiene UNA oportunidag

La aguja para aspiracién de ovocitos OVA STIFF® de COOK
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nuevs y ergondmico mango mads facl de controlar, un bisel redis-
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do que mejora el brillo v da una mejor localizacion de la punta de
la aguja. La aguja OVA STIFF ofrece también un bisel mas corto para
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Cook ESPARIA
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embriones crioconservados de mas de
5 afios con el fin de establecer pro-
yectos de investigacion en estrecha
colaboracion,

Iniciativas similares al CMRIB] se
han desarrollado en otras Comunidades
Auténomas como Andalucia y la Comu-
nidad Valenciana, en la que, de hecho,
ya se han derivado las dos primeras li-
neas celulares en un proyecto anterior
al establecimiento de la estructura en
nodos del Banco Nacional de Lineas
Celulares que se estd implementando
en Espafia. Todo ello debe suponer la
incorporacion de nuestro pais a este
prometedor campo de la investigacion
en biologia del desarrollo humano que
sin duda tendra un impacto fundamen-
tal en la medicina del futuro.

Mango ergondmico

COOK

Teléfono: 93 363 88 41

Fax: 93 419 86 43

www.cookgroup.com



Paloma Sanchez-Aparicio et al. Andlisis de la expresidn de mRNA...

Analisis de la expresion de mRNA de Cx43 en células de la granulosa de
pacientes sometidas a tratamiento de reproduccion asistida

Analysis of the mRNA Cx43 expression in granulose cells from assisted reproduction patients

P. Sanchez-Aparicio', C. Romere®, J.M. Cuadros-Ferndndez’, J. Corredera®, T. Mufioz’, E. Ferndndez®, B. Hurtado de Mendoza®,

Departamento de Biologla Celular y del Desarrollo, CIB, CSIC, Madrid. “institute Ginecoldgice La Cigdefia. Madrid, *Clinica de Medicina

de la Reproduccidn y Ginecologla FIV-Madrid. Madrid.

Correspondencia: Paloma Sénchez-Aparicio. Departamento de Biologla Celular y del Desarrollo, Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC.

Madrid. E-mail: aparicio@cib.csic.es
Resumen: La foliculogénesis es un proceso complejo y estrechamente regulado. La coordinacion entre el oocito y las células
de la granulosa en los foliculos ovaricos asegura el proceso de maduracién folicular y estd mediada por las uniones tipo gap
0 gap junctions. Trabajos llevados a cabo en animales de experimentacién demuestran que la Conexina 43 (Cx43), proteina
gue forma parte de las GJ, juega un papel esencial en el proceso de la foliculogénesis. Aungue se tiene un amplio conoci-
miento de este proceso, existen algunos aspectos del desarrollo folicular adn desconocidos; por ejemplo, si posibles altera-
ciones en la regulacidn transcripcional de Cx43 podrian llegar a comprometer el proceso de maduracién folicular en huma-
nos. El objetivo de este trabajo es determinar si las células de la granulosa de pacientes con trastornos de infertilidad son
capaces o no de expresar Cx43. La expresién de Cx43 a nivel de mRNA se analizé por técnicas de RT-PCR en las células de
la granulosa de las pacientes, tras puncidn folicular. Nuestros resultados muestran que en todos los casos pudimos detectar
la presencia de mRNA de Cx43, independientemente del diagnéstico previo o de la calidad oocitaria. Sin embargo, dada la
extrema sensibilidad de la técnica para detectar incluso infimas cantidades de mRNA de Cx43, no podemos descartar que
existan diferencias significativas no detectadas en los niveles de expresién de Cx43 entre los distintos casos analizados. Asi-
mismo, se discuten otras posibles razones gue justifiquen los resultados obtenidos.

Palabras Clave: Cx43, mRNA, células de la granulosa, reproduccidn asistida,

Summary: Ovarian folliculogenesis is a complex and closely regulated process. The coordination between the oocyte and granulo-
se cells in ovarian follicles grant the formation of matured follicles and is mediated by gap junctions. Several works using as a mo-
del experimental animals show that connexin 43 (Cx43), a protein forming part of GJ, play an essential role in the process of folli-
culogenesis. Although this process has been widely studied, there are some aspects of follicle development still unknown; among
them, whether a modification of transcriptional regulation concerning Cx43 could compromise the process of follicular maturation
in humans. The main goal of this work is to determine whether granulose cells from patients with infertility problems are able or
not to express Cx43. The expression of Cx43 at mRNA level was analyzed by RT-PCR technigues using granulose cells from patients
upon ovarian punction. Our results show that in all cases mRNA encoding Cx43 was detected independent on the medical diagno-
sis or oocyte guality. However, taking into account that this is an extremely sensible technique, able to detect minimum amounts of
Cx43 mRNA, we cannot discard that significant differences in the level of expression may actually exist among the different cases
analysed. Other reasons to explain the results obtained are also discussed.

Key words: Cx43, mRNA, granulose cells, assisted reproduction.

INTRODUCCION

La produccitn de gametos funcionales
es esencial e imprescindible para la
transmisidn del genoma a las generacio-
nes sucesivas. Los gametos haploides
dan lugar a un zigoto tras la fecundacion
¥ luego a un embrién cuyo proceso de
desarrollo es el resultado de la puesta en
funcionamiento del programa genético
contenido en su genoma. El proceso de
formacién de los gametos, tanto femeni-
nos como masculinos, depende de su
interaccion con las células sométicas cir-

cundantes, lo que resulta crucial para la
fertilidad.

El ovario es una estructura dindmica
en la que los foliculos ovéricos estan
en continuo desarrcllo a partir del es-
tadio primordial, asegurando la pro-
duccitn exitosa de gametos femeninos.
De hecho, el ciclo ovérico constituye
un ejemplo excelente de fendmenos re-
petidos de proliferacion celular, dife-
renciacion y apoptosis, que ocurren de
una manera ciclica, regulada y perfec-
tamente sincronizada (Guthrie and Ga-

rret, 2001; Vanderhyden, 2002; van
den Hurk and Zhao, 2005; Hussein,
2005).

Los folfcules primordiales se forman
durante el desarrollo prenatal y estin
constituidos por un oocito detenido en
la profase de la primera divisidén mei6-
tica y una capa de células somaticas
denominadas células de la granulosa.
El proceso de crecimiento folicular cul-
mina en el momento de la ovulacitn,
coincidiendo con la iniciacién de los
ciclos reproductivos.



Durante la foliculogénesis, los oocitos
avanzan en su proceso de maduracifn,
mientras que las células de la granulosa
desarrollan capacidades esteroidogéni-
cas especificas. Este proceso requiere
mecanismos complejos de regulacidn
que implican rutas de sefializacién in-
trinsecas y extrinsecas.

En el caso de las intrinsecas, numero-
sos factores de crecimiento intra-ovario,
pertenecientes a distintas familias, influ-
yen a través de la sefializacién paracrina
en el crecimiento y la maduracién foli-
cular (Nilsson and Skinner, 2001: Gilch-
rist et al., 2004).

Por ofra parte, existen numerosas evi-
dencias que demuestran que los esta-
dios tardios del desarrollo folicular son
dependientes de la sefializacién extrin-
seca en la que participan las hormonas
hipofisarias FSH (hormona foliculo-esti-
mulante) y LH (hormona luteinizante).
Especialmente la hormona FSH es el
mayor promotor de la maduracién folicu-
lar, fomentando la proliferacidn de las
células de la granulosa y regulando la
produccién de la hormona ovérica estra-
diol. La hormona LH juega por su parte
un papel en estadios més avanzados del
desarrollo folicular, estimulando la ma-
duracion del cocito, la ovulacidn y poste-
riormente el proceso de luteinizacion.

La coordinacién entre el oocito y las
células de la granulosa estd mediada por
la comunicacidn célula-célula que es ge-
nerada por las uniones tipo gap o gap
functions (GJ) (Kidder and Mhawi,
2002; Matzuk et al., 2002),

Las GJ son agrupaciones de canales
intercelulares que permiten una comuni-
cacion citoplasmatica directa entre célu-
las adyacentes. Estos canales estan a su
vez formados por subunidades de prote-
inas denominadas conexinas (Cxs); v

permiten el paso de pequefias moléculas
-iones, metabolitos, segundos mensaje-
ros— haciendo de este modo posible la
sincronizacidn del compertamiento celu-
lar (Evans and Martin, 2002: Sohl and
Willecke, 2004).

La conexina 43 (Cx43) es el miembro
de la familia de las conexinas que se ex-
presa mayoritariamente en el foliculo
ovérico y cuyo papel en la foliculogéne-
sis es méas relevante (Juneja et al.,
1999; Ackert et al., 2001). Estudios
llevados a cabo con ratones knock-out
para Cx43 ponen de manifiesto el papel
esencial de esta molécula para mantener
la comunicacidn entre las células de la
granulosa. Los resultades obtenides de-
muestran que se requiere la presencia
de Cx43 para sostener la proliferacion de
estas células y la posterior maduracién
folicular. Ademas, trabajos recientes de-
muestran la implicacién de Cx43 en el
desamollo preimplantacional de embrio-
nes humanos (Bloor et al., 2004).

La Cx43 se detecta ya en los foliculos
primordiales y su presencia se hace mas
evidente coincidiendo con el crecimien-
to folicular; su expresién estd sujeta a
modulacién durante el ciclo ovérico (Git-
tens et al., 2005), estando los niveles de
esta molécula afectados por las hormo-
nas FSH y LH (Granot and Dekel, 2002)
La hormona FSH estimula la sintesis de
Cx43 e incrementa simultdneamente el
ndmero de canales intercelulares funcio-
nales. Por el contrario, la hormona LH,
en una respuesta inmediata, interrumpe
la comunicacion célula-célula, aparente-
mente por fosforilacion y modificacién
conformacional de la molécula de Cx43,
lo que conduce al cierre de los canales
{Lampe and Lau, 2004). Este efecto in-
mediato de LH es seguido por una res-
puesta tardia, que implica la eliminacidn
de la proteina por estimulacién de la re-
duccién de los niveles de mRNA y la
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desaparicién final de las GJ (Granot and
Dekel, 2002). La actividad biolégica de
la hormona FSH tiene lugar a través de
la ruta de sefializacién PKA (proteina
quinasa A) dependiente de AMP ciclico,
mientras que la hormona LH ejerce su

«accién bioldgica no sélo a través de la ru-

ta de transduccidn de sefiales PKA sino
también de la PKC (proteina quinasa C).
Ademds, como las hormonas FSH y LH
estimulan la produccidn por parte de las
células de la granulosa de estrégencs y
progesterona, respectivamente, se ha
planteado recientemente si serian estas
hormonas las que podrian actuar como
mediadores de la modulacién de Cx43
inducida por FSH y LH en el ovario.

Aunque en lineas generales se tiene
un amplio conocimiento sobre los proce-
505 que conducen al desarrollo folicular,
aln se desconocen algunos aspectos es-
pecificos, como las implicaciones biol6-
gicas de la comunicacidn celular via GJ
de Cx43 en este proceso.

Parece razonable pensar que la expre-
sion de Cx43 en las células de la granu-
losa estaria sujeta a un complejo sistema
de regulacibn transcripcional. Teniendo
en cuenta el papel tan relevante que des-
empefia en el proceso de la foliculogéne-
sis, cabria cuestionarse si alteraciones en
la regulacién transcripcional de Cx43 po-
drian llegar a comprometer el proceso de
maduracin folicular en humanos.

Con la intencitén de evaluar esta posi-
bilidad, desarrollameos una estrategia de
andlisis dirigida al estudio de la capaci-
dad de expresitn de esta molécula a ni-
vel de mRNA, en una muestra de pa-
cientes con trastornos de infertilidad de
més de dos afios de evolucitn y someti-
das a tratamiento de reproduccion asisti-
da por ICSI. Los primeros resultados ob-
tenidos por técnicas de RT-PCR se pre-
sentan a continuacién en este trabajo.

9
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Analisis de la expresion de mRNA de Cx43 en células de la granulosa de
pacientes sometidas a tratamiento de reproduccion asistida

Analysis of the mRNA Cx43 expression in granulose cells from assisted reproduction patients

P. Sdnchez-Aparicio’, C. Romere?, J.M. Cuadros-Fernandez’, J. Corredera’, T. Muiioz’, E. Ferndndez®, B. Hurtado de Mendoza®,

‘Departamento de Biotogia Celular y del Desarrollo, CIB, CSIC. Madrid, “Instituto Ginecoldgico La Cigiefia. Madrid. 'Clfnica de Medicina

de la Reproduccidn y Ginecologfa FIV-Madrid, Madrid,

Correspondencia: Faloma Sanchez-Aparicio. Departamento de Biologia Celular y del Desarrolio, Ceniro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC.

Madrid, E-mail: aparicio@cib.csic.es
Resumen: La foliculogénesis es un proceso complejo y estrechamente regulado. La coordinacidn entre el oocito y las células
de la granulosa en los foliculos ovéricos asegura el proceso de maduracion folicular y esta mediada por las uniones tipo gap
o gap junctions. Trabajos llevados a cabo en animales de experimentacién demuestran que la Conexina 43 (Cx43), proteina
gue forma parte de las G), juega un papel esencial en el proceso de la foliculogénesis. Aungue se tiene un amplio conoci-
miento de este proceso, existen algunos aspectos del desarrollo folicular aiin desconocidos; por ejemplo, si posibles altera-
ciones en la regulacion transcripcional de Cx43 podrian llegar a comprometer el proceso de maduracion folicular en huma-
nos. El objetivo de este trabajo es determinar si las células de la granulosa de pacientes con trastomos de infertilidad son
capaces o no de expresar Cx43. La expresion de Cx43 a nivel de mRNA se analizd por técnicas de RT-PCR en las células de
la granulosa de las pacientes, tras puncién folicular. Nuestros resultados muestran que en todos los casos pudimos detectar
la presencia de mRNA de Cx43, independientemente del diagnéstico previo o de la calidad oocitaria. Sin embargo, dada la
extrema sensibilidad de la técnica para detectar incluso infimas cantidades de mRNA de Cx43, no podemos descartar que
existan diferencias significativas no detectadas en los niveles de expresion de Cx43 entre los distintos casos analizados. Asi-
mismo, se discuten otras posibles razones que justifiquen los resultados obtenidos.

Palabras Clave: Cx43, mRNA, células de la granulosa, reproduccién asistida.

Summary: Ovarian folliculogenesis is a complex and closely regulated process. The coortlination hetween the oocyte and granulo-
se cells in ovarian foliicles grant the formation of matured follicles and is mediated by gap junctions. Several works using as a mo-
del experimental animals show that connexin 43 (Cx43), a protein forming part of GJ, play an essential role in the process of folli-
culagenesis. Although this process has been widely studied, there are some aspects of follicle development still unknown; among
them, whether a modification of transcriptional regulation concerning Cx43 could compromise the process of follicular maturation
in humans. The main goal of this work is to determine whether granulose cells from patients with infertility problems are able or
not to express Cx43. The expression of Cx43 at mRNA level was analyzed by RT-PCR techniques using granulose cells from patients
upon ovarian punction. Our results show that in all cases mRNA encoding Cx43 was detected independent on the medical diagno-
sis or oocyte quality. However, taking into account that this is an extremely sensible technique, able to detect minimum amounts of
Cx43 mRNA, we cannot discard that significant differences in the level of expression may actually exist among the different cases
analysed, Other reasons to explain the results obtained are also discussed.

Key words: Cx4.3, mRNA, granulose cells, assisted reproduction.

INTRODUCCION

La produccién de gametos funcionales
es esencial e imprescindible para la
transmisién del genoma a las generacio-
nes sucesivas. Los gametos haploides
dan lugar a un zigoto iras la fecundacion
y luego a un embridn cuyo proceso de
desarrollo es el resultado de la puesta en
funcionamiento del programa genético
contenido en su genoma. El proceso de
formacidn de los gametos, tanto femeni-
nos como masculinos, depende de su
interaccion con las células somaticas cir-

cundantes, lo que resulta crucial para la
fertilidad.

El ovaric es una estructura dinamica
en la que los foliculos ovéricos estan
en continuo desarrollo a partir del es-
tadio primordial, asegurando la pro-
duccidn exitosa de gametos femeninos.
De hecho, el ciclo ovdrico constituye
un ejemplo excelente de fendmenos re-
petidos de proliferacién celular, dife-
renciacion y apoptosis, que ocurren de
una manera ciclica, regulada y perfec-
tamente sincronizada (Guthrie and Ga-

rret, 2001; Vanderhyden, 2002; van
den Hurk and Zhao, 2005; Hussein,
2005).

Los foliculos primordiales se forman
durante el desarrollo prenatal y estan
constituidos por un cocito detenido en
la profase de la primera division meid-
tica y una capa de células somaticas
denominadas células de |a granulosa.
El proceso de crecimiento folicular cul-
mina en el momento de la ovulacion,
coincidiendo con la iniciacién de los
ciclos reproductivos,



Durante la foliculogénesis, los oocitos
avanzan en su proceso de maduracion,
mientras que las células de la granulosa
desarrollan capacidades esteroidogéni-
cas especificas. Este proceso requiere
mecanismos complejos de regulacidn
que implican rutas de sefializacién in-
trinsecas y extrinsecas.

En el caso de las intrinsecas, numero-
sos factores de crecimiento intra-ovario,
pertenecientes a distintas familias, influ-
yen a través de la sefializacion paracrina
en el crecimiento y la maduracion foli-
cular {Nilsson and Skinner, 2001: Gilch-
rist et al., 2004).

Por otra parte, existen numerosas evi-
dencias que demuestran que los esta-
dios tardios del desarrollo folicular son
dependientes de la sefializacidn extrin-
seca en la que participan las hormonas
hipofisarias FSH (hormona foliculo-esti-
mulante) y LH (hormona luteinizante).
Especialmente la hormona FSH es el
mayor promotor de la maduracidn folicu-
lar, fomentando la proliferacion de las
células de la granulosa y regulando la
produccién de la hormona ovérica estra-
diol. La hormona LH juega por su parte
un papel en estadios mas avanzados del
desarrollo folicular, estimulando la ma-
duracién del cocito, la ovulacién y poste-
riormente el proceso de luteinizacidn.

La coordinacion entre el cocito y las
células de la granulosa esta mediada por
la comunicacién célula-célula que es ge-
nerada por las uniones tipo gap o gap
junctions (GJ) (Kidder and Mhawi,
2002; Matzuk et al., 2002).

Las GJ son agrupaciones de canales
intercelulares que permiten una comuni-
cacitn citoplasmatica directa entre célu-
las adyacentes. Estos canales estin a su
vez formados por subunidades de prote-
inas denominadas conexinas (Cxs); y

permiten el paso de pequefias moléculas
-iones, metabolitos, segundos mensaje-
ros- haciendo de este modo posible la
sincronizacion del comportamiento celu-
lar (Evans and Martin, 2002; Sohl and
Willecke, 2004).

La conexina 43 (Cx43) es el miembro

de la familia de las conexinas que se ex-
presa mayoritariamente en el foliculo
ovarico y cuyo papel en la foliculogéne-
sis es mas relevante (Juneja et al,
1999; Ackert et al.,, 2001). Estudios
llevados a cabo con ratones knock-out
para Cx43 ponen de manifiesto el papel
esencial de esta molécula para mantener
la comunicacién entre las células de la
granulosa. Los resultados obtenidos de-
muesiran que se requiere la presencia
de Cx43 para sostener la proliferacion de
estas células y la posterior maduracidn
folicular. Ademads, trabajos recientes de-
muestran la implicacién de Cx43 en el
desarrollo preimplantacional de embrio-
nes humanos (Bloor et al., 2004).

La Cx43 se detecta ya en los foliculos
primordiales y su presencia se hace mas
evidente coincidiendo con el crecimien-
to folicular; su expresibn estd sujeta a
medulacidn durante el ciclo ovarico (Git-
tens et al., 2005), estando los niveles de
esta molécula afectados por las hormo-
nas FSH y LH (Granot and Dekel, 2002)
La hormona FSH estimula la sintesis de
Cx43 e incrementa simultaneamente el
nimero de canales intercelulares funcio-
nales. Por el contrario, la hormona LH,
en una respuesta inmediata, interrumpe
la comunicacion célula-célula, aparente-
mente por fosforilacién y modificacion
conformacional de la molécula de Cx43,
lo que conduce 2l cierre de los canales
{Lampe and Lau, 2004). Este efecto in-
mediato de LH es seguido por una res-
puesta tardia, que implica la eliminacion
de la proteina por estimulacién de |a re-
duccidn de los niveles de mRNA vy la
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desaparicion final de las GJ (Granot and
Dekel, 2002). La actividad bicldgica de
la hormona FSH tiene lugar a través de
la rula de sefializacion PKA (proteina
quinasa A} dependiente de AMP ciclico,
mientras que la hormona LH ejerce su
accidn bioldgica no sdlo a través de la ru-
ta de transduccidn de sefiales PKA sino
también de la PKC (proteina quinasa C).
Ademas, como las hormonas FSH y LH
estimulan la produccion por parte de las
células de la granulosa de estrogenos y
progesterona, respectivamente, se ha
planteado recientemente si serian estas
hormonas las que podrian actuar como
mediadores de la modulacidn de Cx43
inducida por FSH y LH en &l ovario.

Aungue en lineas generales se tiene
un amplio conocimiento sobre los proce-
s0s que conducen al desarrollo folicular,
ain se desconocen algunos aspectos es-
pecificos, como las implicaciones biold-
gicas de la comunicacién celular via GJ
de Cx43 en este proceso.

Parece razonable pensar que la expre-
sion de Cx43 en las células de la granu-
losa estaria sujeta a un complejo sistema
de regulacion transcripcional. Teniendo
en cuenta el papel tan relevante que des-
empefia en el proceso de la foliculogéne-
sis, cabria cuestionarse si alteraciones en
la regulacion transcripcional de Cx43 po-
drian llegar a comprometer el proceso de
maduracién folicular en humanos.

Con la intencion de evaluar esta posi-
bilidad, desarrollamos una estrategia de
analisis dirigida al estudio de la capaci-
dad de expresién de esla molécula a ni-
vel de mRNA, en una muestra de pa-
cientes con trastornos de infertilidad de
mas de dos afios de evolucion y someti-
das a tralamiento de reproduccion asisti-
da por ICSI. Los primeros resultados ob-
tenidos por técnicas de RT-PCR se pre-
sentan a continuacién en este trabajo.

9
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MATERIALES Y METODOS

Células de la granulosa: Tras la puncién
folicular, se procedid a la limpieza de la
totalidad de los oocitos extraidos en ca-
da caso, sin excluir ninguno de ellos,
aun siendo los oocitos en la observacion
preliminar de caracter inmaduro o inclu-
so atrésicos. La totalidad de las células
de la granulosa liberadas mecanicamen-
te, tras un breve tratamiento con hialu-
ronidasa, se recogié en tubos de fondo
conico de 15ml y se lavd con 10ml de
PBS (tampon fosfato salino). Tras centri-
fugacion a 1500rpm durante 20 minu-
tos, el sobrenadante se elimind por aspi-
racion y el pellet se procesé para la ex-
traccidn de RNA.

Células Huvec: Las células Huvec se
obtuvieron por cultivo primario de célu-
las endoteliales procedentes de cordén
umbilical de nifios recién nacidos y se
emplearon como fuente de RNA en la
puesta a punto de las condiciones de
PCR de este trabajo.

RT-PCR: La extraccion de RNA de
las células de la granulosa se llevd a
cabo con fenol/cloroformo. La totali-
dad del RNA precipitado se resuspen-
di6 en 9ul de H20 y se procedid a re-
alizar una RT (Retro Transcripcion)
para la obtencién de ADN comple-
mentario (ADNc) a partir de RH (he-
xameros aleatorios) y enzima M-MLV
(Promega). Las condiciones de RT se
especifican a continuacién: 25°C 107/
42°C 307/ 99°C 577 4°C 5°. A partir de
3ul de la muestra de ADNc se realizé
una PCR (Reaccion en cadena de la
Polimerasa), utilizando oligonucleéti-
dos especificos -sentido y antisenti-
do- para Cx43 y GAPDH respectiva-
mente y enzima Taq polimerasa (Ap-
plied Biosystem). Nosotros disefia-
mos los oligonucledtidos especificos
para Cx43 (ver Fig. 1) y empleamos
oligonucledtidos usados habitual-

Secuencia

Oligonuciedtidos

Exan
Sentido 5-TAGGGGGAAGGCGTGAGGAA-3 1
Anlisentido 5'-CCAGCAGCAGGATTCGGAAAA-3' 2

Figura 1. Secuencia de oligonucledtidos especificos para Ia determinacion de mRNA de Cx43 en hu-
manos. Se seleccionaron secuencias contenidas en exones diferentes para asegurarnos la especifici-
dad del producto de amplificacion resultante (283 bp). El intrén entre los exones 1 y 2 es de un ta-
mafio considerable evitandose asi un producto de amplificacion procedente de ADN gendmico en lu-

gar de ADN complementario.

mente por otros autores (5-GGCTGA-
GAACGGGAAGCTTGTCA-3s y
5°CGGCCATCACGCCACAGTTTC-3"a)
para GAPDH. Las condiciones de PCR
se indican a continuacion: 94°C 37/
35 ciclos (94°C 307- 55°C 307- 72°C
307) / 72°C 57/ 4°C 5°. Las muestras
amplificadas se corrieron en gel de
agarosa al 1,5% utilizando como
marcador AHind Ill. Los geles fueron
fotografiados sobre un transilumina-
dor de luz ultravioleta.

RESULTADOS

La Tabla | recoge la informacién rele-
vante scbre las primeras cuatro pacien-
tes analizadas en este trabajo: los casos
se eligieron al azar sin ningln condicio-
nante previo entre el conjunto de pa-
cientes con trastornos de infertilidad so-
metidas a tratamiento de reproduccién

asistida en el Instituto Ginecolégico La
Ciglienia. En todos los casos se trataba
de pacientes sometidas a ciclos de ICSI,
con dos rangos de edad bien diferencia-
dos (<35 afos/ >35afos). Todas las pa-
cientes presentaban factor femenino,
mientras que, ademas, en tres de los ca-
sos existia factor masculino adicional.
Ademas, la tabla incluye informacién
adicional sobre la calidad oocitaria, valo-
rada globalmente en el conjunto de los
oocitos obtenidos tras puncion folicular
en cada caso, asi como datos sobre las
gestaciones resultantes.

Las células de la granulosa de las pa-
cientes analizadas se obtuvieron en nd-
mero reducido tras la limpieza minucio-
sa de los oocitos previa a la ICSI. El pro-
cedimiento asi disefiado nos aseguraba
recoger exclusivamente las células de la
granulosa circundantes y en contacto
mas intimo con el oocito (corona radiata)

Caso Edad F. Femenino F. Masculino  ICSI Calidad Gestacion
Ovocitaria

1 >35a ovarico Si Si Mala Si

2 <35a Tubarico Si Si Buena No
lzquierdo

G >35a Tubdrico No Si Mala No
Bilateral

4 <35a Tubérico Si Si Mala No
Bilateral

Tabla 1: Recopilacion y descripcion de los casos clinicos empleados en el estudio.



y descartar de este modo otros tipos ce-
lulares que pudieran contaminar nuestro
objeto de estudio. Es importante resefar
que en ninglin caso se seleccionaron oo-
citos en funcidén de su calidad o estado
de desarrollo; es decir, se opt6é por lim-
piar de células de la granulosa todos
aquellos oocitos obtenidos tras la pun-
cién folicular. De este modo obtuvimos
un conjunto heterogéneo de células de la
granulosa procedentes tanto de vesiculas
germinales como de oocitos en Ml o Ml,
e incluso oocitos atrésicos. A partir de
estas muesiras se procedio al analisis de
la expresién de Cx43 por RT-PCR en ca-
da caso, con la intencidn de estudiar la
capacidad de expresion de mRNA de
Cx43 en estas pacientes y poder deter-
minar asi si los trastornos de infertilidad
diagnosticados podrian asociarse a una
alteracion en la regulacién transcripcio-
nal de Cx43.

CASO 1
CX43 GAPDH control-

HUVEC
Gx43 GAPDH control-

Figura 2. Expresion de mRNA de Cx43 en cé-

lulas Huvec y en células de la granulosa proce-
dentes del Caso 1. Se realizdé una RT-PCR a
partir de RNA procedente de células Huvec y
de células de la granulosa de la paciente del
Caso 1. Se emplearon oligonuclettidos especi-
ficos para Cx43 y GAPDH respectivamente. Es-
te dltimo se utilizé como control positivo de la
reaccion. Para asegurarnos de la ausencia de
contaminacién empleamos como control nega-
tivo H-0. Las muestras resultantes se corrieron
en gel de agarosa al 1,5% siendo los productos
de amplificacién observados los esperados pa-
ra Cx43 y GAPDH (283bp y 420bp respectiva-
mente). Se empled AHind Il como marcador

de tamarnio.

Para poder llevar a cabo la amplifi-
cacion del ADNc especifico de Cx43
obtenido tras retro-transcripcién
(RT), disefilamos una pareja de oligo-
nucledtidos sentido y antisentido. La
Figura 1 recoge las secuencias dise-
fadas utilizando las bases de datos
disponibles, asi como el programa
OLIGO, desarrollado especificamente
para el disefio de oligonucleétidos.
Ambas secuencias se enmarcaban en
exones diferentes para evitar asi posi-
bles contaminaciones por ADN gené-
mico en nuestros experimentos. Ade-
mas, llevamos a cabo algunos ensa-
yos previos con RNA de células Hu-
vec, lo que nos permitié establecer
las condiciones de PCR y confirmar la
especificidad de nuestros oligonucle-
6tidos. Se utilizaron estas células co-
mo control por expresar Cx43 de for-
ma constitutiva, obteniéndose asi un
producto de amplificacién mayorita-
rio correspondiente al tamafo espera-
do de 283 pares de bases (bp), de
acuerdo al calculo tedrico segln los
oligonucledtidos escogidos (Fig.2).
Ademés, para estas mismas células
se obtuvo un producto de amplifica-
cion minoritario, probablemente co-
rrespondiente a una variante por spli-
cing alternativo de Cx43. Como con-
trol positivo de la retro-transcripcién
empleamos una pareja de oligonucle-
6tidos para GAPDH; el producto de
amplificacién en este caso fue una
banda de 420bp, que por su tamafo
corre retrasada respecto a la banda
correspondiente al producto de
283bp especifico de Cx43.

Una vez establecidas las condiciones
técnicas adecuadas, procedimos al ana-
lisis del Caso 1 (ver Tabla I). Se trata de
una mujer mayor de 35 afios con factor
ovarico y factor masculino asociado, que
se sometié a un ciclo de ICSI. La totali-
dad de los oocitos se limpiaron, inclu-
yendo los atrésicos, y se obtuvo asi una
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muestra heterogénea de células de la
granulosa. Se procedi¢ a la extraccién de
RNA y posteriormente a la RT-PCR para
detectar mRNA especifico de Cx43. Co-
mo se aprecia en la Figura 2, la detec-
cién de una banda Unica del tamanio es-
perado equivalente a 283bp demuestra
la existencia de mRNA de Cx43 en las
células de la granulosa de esta paciente.
La ausencia de bandas adicionales ase-
gura la especificidad de los fragmentos
obtenidos.

El Caso 2 corresponde a una mujer
de menos de 35 afios; en este caso con
factor tubarico y con factor masculino
adicional, que se somete a un ciclo de
ICSI. Segln se observa en la Figura 3,
las células de la granulosa obtenidas
seglin el procedimiento descrito previa-
mente expresan igualmente mRNA de
Cx43.

El Caso 3 es el de una mujer mayor
de 35 afios, con factor tubdrico bilate-
ral y sin factor masculino, que por su
historia clinica se somete a un ciclo de
ICSI. Los resultados obtenidos por RT-
PCR se muestran en la Figura 3. Nue-

CASO 2
Cx43 GAPDH

CASD 3
Cx43 GAPDH Cx43 GAPDH

Figura 3. Expresion de mRNA de Cx43 en cé-
lulas de la granulosa de los Casos 2, 3y 4. La
RT-PCR a partir de RNA de dichas células se
realizé con oligonucledtidos especificos para
Cx43 y GAPDH respectivamente. Los produc-
tos de amplificacion esperados corresponden a
283bp y 420bp para Cx43 y GAPDH respecti-

vamente.
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vamente, al igual que en los casos an-
teriores, las células de la granulosa ex-
presan inequivocamente Cx43.

Por altimo, los resultados obtenidos
para el Caso 4 (mujer menor de 35
afios), que al igual que el caso anterior
es un factor tubdrico bilateral, aunque
asociado también a factor masculino,
se recogen en la Figura 3. Como se
aprecia, los resultados son idénticos a
los obtenidos para los tres casos ante-
riores, confirmandose la presencia de
mRNA de Cx43 también en esta pa-
ciente.

La homogeneidad de los resultados
obtenidos, aun a pesar de lo limitado
de la muestra, sugieren que la capa-
cidad de expresién de Cx43 a nivel de
mRNA podria conservarse indepen-
dientemente de la edad, factor ovari-
coftubarico asociado o la calidad oo-
citaria global. Sin embargo, nuestros
datos no nos permiten concluir que la
molécula de Cx43 se esté expresando
a nivel de proteina en dichas células.

DISCUSION

Teniendo en cuenta el papel funda-
mental que la Cx43 parece desempe-
fiar en la foliculogénesis, como indi-
can los estudios llevados a cabo con
animales experimentales, nos plante-
amos si posibles alteraciones en la
regulaciéon transcripcional de Cx43
podrian llegar a comprometer el pro-
ceso de maduracién folicular y afec-
tar asi a la calidad oocitaria también
en humanos. Por ello, desarrollamos
una estrategia de analisiscentrada en
el estudio de la expresion de Cx43 en
células de la granulosa procedentes
de pacientes con trastornos de infer-
tilidad. Como primera aproximacion,
hemos intentado realizar un estudio

cualitativo de la expresion de Cx43.
De este modo, utilizamos una técnica
como la RT-PCR, sensible a la detec-
cion de minimas cantidades de Cx43.

Nuestros resultados muestran que
en todos los casos analizados las cé-
lulas de la granulosa son capaces de
expresar Cx43 a nivel de mRNA, in-
dependientemente del diagndstico
previo de los pacientes o incluso de
la calidad oocitaria global.

La ausencia de correlacion entre la
expresion de Cx43 y la calidad ooci-
taria podria deberse al hecho de que
las células de la granulosa se analiza-
ron en su conjunto, formando parte
de una poblacidn heterogénea; es de-
cir, sin tener en cuenta su proceden-
cia de oocitos maduros o atrésicos.
Pudiera ser que solo las células de la
granulosa rodeando a oocitos atrési-
cos carecieran de Cx43. Esta circuns-
tancia habria escapado a nuestra va-
loracion, puesto que la técnica habria
sido capaz de detectar incluso peque-
fas cantidades de Cx43 procedentes
de alguno de los oocitos maduros pre-
sentes en la muestra. Por tanto, no
podemos descartar haber detectado
la Cx43 residual procedente de algln
oocito de relativa buena calidad.

Asimismo, la técnica de analisis
por RT-PCR sélo permite hacer una
valoracion cualitativa de la expresion
de Cx43. Esto significa que soélo po-
demos valorar si las células de la gra-
nulosa de las pacientes analizadas
son capaces 0 no de expresar Cx43.

Sin embargo, de existir diferencias
significativas en los niveles de expre-
sidn de estos pacientes, nosotros no
habriamos podido detectarlas. Debi-
do a la alta sensibilidad de la técnica
utilizada, las medidas realizadas al-

canzan el nivel de saturacion casi de
inmediato. Nosotros llevamos a cabo
en todos los casos una PCR esténdar
de 35 ciclos, lo que justifica que se
alcance siempre la saturacion. Sélo
la puesta a punto de una PCR cuanti-
tativa en tiempo real, que estamos re-
alizando actualmente, nos permitird
elucidar posibles cambios en los ni-
veles de expresion de mRNA de Cx43
para cada una de las pacientes anali-
zadas. En el supuesto de que existie-
ra expresion de Cx43 en todos los ca-
sos analizados y que realmente se
dieran diferencias de expresién cuali-
tativas entre las células de la granu-
losa dependiendo de si rodean ooci-
tos maduros o atrésicos, seria posible
correlacionar el nivel de expresion de
Cx43 en una muestra heterogénea de
células de la granulosa con la calidad
oocitaria global, puesto que en cada
caso |la contribucién relativa de ooci-
tos de buena calidad seria diferente.

Ademés, es interesante destacar
que el hecho de detectar mRNA de
Cx43 en una poblacién celular no nos
asegura que este mRNA se esté tra-
duciendo eficientemente a proteina.
Es decir, podria darse la circunstan-
cia de que existiera un fallo a nivel
postranscripcional o a nivel transduc-
cional, de forma que aln existiendo
mRNA en la célula no se sintetizase
proteina. Un analisis de la expresion
de Cx43 a nivel de proteina en las cé-
lulas de |la granulosa, por técnicas de
inmunofluorescencia o western-blot,
serviria para este proposito. Mas aun,
podria darse el caso de que, incluso
existiendo GJ de Cx43 entre unas cé-
lulas de la granulosa y otras, estas GJ
no fueran realmente funcionales, im-
pidiéndose asi una correcta comuni-
cacién intercelular y una sincroniza-
cién apropiada del comportamiento
celular.



Asi pues, este estudio pone de ma-
nifiesto la necesidad de desarrollar
un analisis futuro mas exhaustivo y
detallado de la expresion de Cx43 a
nivel de mRNA y proteina en las cé-
lulas de la granulosa, asi como una
valoracion de la funcionalidad de las
GJ de Cx43 que nos permitiera esta-
blecer o descartar una relacién in-
equivoca entre las GJ de Cx43 y la
maduracion oocitaria. Podria ser que
una alteracién sustancial de la fun-
cionalidad de las GJ de Cx43 justifi-
cara la aparicidon elevada y recurrente
de oocitos atrésicos en algunas pa-
cientes con trastornos de infertilidad.

En resumen, en este trabajo se ha
estudiado la capacidad de expresion
de Cx43 en las células de la granulo-
sa de pacientes con trastornos de in-
fertilidad que se han sometido a tra-
tamiento de reproduccién asistida.
Los resultados obtenidos muestran
claramente que las células de la gra-
nulosa en todos los casos analizados
son capaces de expresar Cx43 a nivel
de mRNA.

El papel de Cx43 en la biologia de
la reproduccién parece ser notable no
sblo por su implicacién en la foliculo-
génesis, sino también en el desarrollo
preimplantacional de embriones hu-
manos. Por tanto, parece razonable
extender nuestro analisis a un mayor
nimero de casos, con objeto de ex-
cluir definitivamente la posibilidad
de una ausencia total de expresion de
Cx43 en el entorno folicular de casos
particulares extremos. Por otra parte,
de los resultados presentados aqui,
se desprende la necesidad de obtener
resultados concluyentes a partir de
experimentos de RT-PCR cuantitativa
en tiempo real. Por Gltimo, en el fu-
turo, pretendemos extender el estu-
dio al analisis de la expresion de

Cx43 a nivel de proteina y a la deter-
minacién de la funcionalidad de las
GJ por técnicas de transferencia de
tincién en cultivos in vitro de células
de la granulosa, para evaluar si una
modificacién en la funcionalidad de
las GJ pudiera comprometer el éxito
del proceso reproductivo.
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influencia en la Seleccion Preembrionaria por Criterios Morfolégicos al
Postergar la Transferencia Embrionaria a B+3

Influence on embryo selection with morphologic criteria when delaying transfer to D+3.

M. Ardoy, JM. Montejo, S. Morales, M. Molina, E. Garijo, M. Marcos, |. Garcia y C. Cuadrado.
Servicio de Esterilidad del Hospital Universitario La Paz. Paseo de la Castellana 261, Madrid.
Para contacto: Manuel Ardoy Vilches. C/Agustina de Aragdn, 3. 3° B. 28006 Madrid, Teléfono: 914013933

Resumen: La eleccion del dia a transferir, D+2 o D+3, constituye uno de los criterios mas estables de los diferentes cen-
tros de reproduccion humana. Les datos publicados no ofrecen una clara significacion a favor de ninguna de las dos op-
ciones. Los datos de nuestro centro ofrecen una clara ventaja al transferir en D+3, con tasa de gestacion por transferen-
cia de 21,5% para D+2 y de 36,2 para D+3. El objetivo de este estudio es valorar el grado de influencia sobre la selec-
cién preembrionaria mediante criterios morfoldgicos al llevar el cultivo hasta D+3. Los resultados confirman que sélo exis-
te mejora de resultados cuando es posible seleccionar preembriones. En caso de gue sélo existan los preembriones que
finalmente seran transferidoes los valores de gestacion no difieren, 27,8% para D+2 y 31,3% para D+3. La concordancia
de la decision de haber transferido o no cada uno de los preembriones en D+2 por criterios exclusivamente morfolégicos
con la decisién por la que finalmente se optd en D+3 es tan sdlo moderada. Esto podria dar lugar a transferir en D+2 pre-
embriones inadecuados. Se puede concluir, siempre con las limitaciones del disefio del presente estudio, que el cultivo
hasta D+3 modifica la valoracién morfoldgica preembrionaria y por tanto el grupo de embriones que seran finalmente trans-
feridos. Este hecho puede justificar nuestros mejores resultados con transferencias en D+3.

Palabras clave: Transferencia embrionaria, Morfologia embrionaria

Summary: Transfer on day 2 or day 3 is one of the most stable criteria of each human reproduction centre. The published
data does not favour either significantly. In our centre the pregnancy rate per embryo transfer on D+3 is 36.2% and 21.5%
on D+2. The objective of the study is to evaluate the influence of embryo selection when enhancing culture to D+3. The
study shows improved results when there are embryos for selection. When selection is not possibie the pregnancy rate per
transfer is 27.8% on D+2 and 31.3% for D+3 transfers. The agreement of transferring on D+2 vs. D+3 was only moderate.
With the ebvious limitations of this study, the conclusion reached is that culture to D+3 modifies the morphologic embryo
evaluation. This fact can justify our improved results for D+3 transfers.

Key word: Embryo transfer, Embryo morphology

INTRODUCCION fi et al., 2003; Ertzeid et al., 1999;

Goto et al., 1994; Huisman et al.,

La situacién comentada, junto con
los apuntes bibliograficos y, por qué no

A pesar de que la eleccion del dia
a transferir los preembriones consti-
tuye una de las variables suscepti-
bles de modificacién en un centro de
reproduccién, la eleccién de D+2 o
D+3 suele constituir uno de los crite-
rios mas inamovibles. Asi es también
en el nuestro Servicio de Esterilidad.
Inicialmente, tanto por la costumbre
adquirida, como por una mejor logis-
tica en el laboratorio, como por los
diferentes articulos que seriadamen-
te comunican la carencia de diferen-
cias en cuanto a gestacion, se optd
por el D+2 preferencialmente (Baruf-

1994, Laverge et al., 2001; Aboulg-
har et al,, 2003; Oatway et al.,
2004; Pantos et al., 2004). Por ca-
racteristicas propias del centro algu-
nas transferencias se veian posterga-
das a D+3, siempre de forma azaro-
sa. Esta situacion se mantuvo practi-
camente un afio y medio. La revisién
estadistica tras este plazo evidencio
resultados claramente mejores cuan-
do la transferencia se realizaba en
D+3, casi 1,7 veces mas. Esta situa-
cién era coincidente con alguna lite-
ratura consultada (Carrillo et al.,
1998).

decirlo, varias conversaciones en foros
cientificos, nos llevé a cambiar el es-
quema llevado hasta el momento por
otro: se harian transferencias preferen-
temente en D+3, dejando a D+2 aque-
llas que la logistica propia impidiera
realizarlas con cultivo de 72 horas. Las
tasas se mantuvieron a favor de la
transferencia en D+3 tal y como se
muestra en el apartado de resultados.

Pero, ;qué justifica esta tendencia
en nuestro centro? La bibliografia al
respecto en los casos en que hay se-
mejante o mejor tasa de éxito en D+3



es difusa. Un primer argumento es la
mejora en la sincronia embrionario-ute-
rina, la transferencia en D+3 se aproxi-
ma mas al momento en el que in vivo
llega el preembrién al Utero (Milki et
al., 2000). Otra explicacién hace refe-
rencia a un posible bloqueo del des-
arrollo embrionario entre los estadios de
4 a 8 células (Aboulghar et al., 2003;
Bolton et al., 1989; Bongso, 1999).
Otros apuntes, compatibles con lo has-
ta ahora mencionado, informan no de
un bloqueo, sino de la disminucion en
la calidad embrionaria en D+3 (Laverge
et al., 2001) disminucién que posible-
mente pueda ser vista como una evi-
dencia de que embriones con buena ca-
lidad en D+2 no ven reflejada esta mis-
ma calidad en D+3, con una significati-
va disminucion de la calidad global de
los preembriones de un mismo ciclo
(Carrillo et al., 1998; Huisman et al.,
1994). Esta ultima opcién encaja per-
fectamente en la tendencia de cada vez
mas centros a dejar que el preembrién
nos muestre durante otras 24 horas su
devenir morfolégico, su potencial, tal y
como Kay Elder lo califica (Elder,
1999).

OBJETIVD

Valorar la influencia en la seleccion
preembrionaria por criterios morfolégi-
cos al postergar la transferencia de D+2
a D+3.

MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo de 735 trans-
ferencias realizadas en el Hospital Uni-
versitario La Paz entre los aifios 2000 a
2003. En estos afios no existen trans-
ferencias con mas de tres preembriones
ni se realizé SET (transferencia embrio-
naria selectiva).

1. Un primer paso es el estudio de
las diferencias en tasa de gesta-
cién por transferencia, comparan-
do D+2 vs D+3 en cada uno de los
siguientes subgrupos:

a. Total de transferencias. N de
D+2= 186 ciclos, de D+3 549
ciclos.

b. Transferencias en las que solo
existen lo preembriones que fi-
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entre la decision de transferir 0 no un
determinado preembrién en D+2 y la
decision que se tomd finalmente con
dicho preembrién en D+3.

La valoracién morfologica se realiza
con microscopio invertido a 400X
Hoffman(r), se utiliza el sistema de ca-
tegorias morfolégicas sin score. Las
variables morfolégicas de mas impor-
tancia son: la tasa de divisién, frag-
mentacién, multinucleacion (sélo des-

nalmente son ftransferidos. N  de el afio 2002), semejanza de blasté-
de D+2= 61 ciclos, de D+3 merosy ZP (en este altimo caso se re-
150 ciclos. aliza eclosion asistida). También se va-

c. Transferencias con mas de tres
preembriones para seleccionar.
N de D+2= 99 ciclos, de D+3

loran puntualmente otras caracteristi-
cas como el anillo acitoplasmaético, va-
cuolas, etc.

291 ciclos. En el estudio estadistico de las trans-
ferencias se utiliza Pearson & Chi cua-
d. Grupo “c” en el que ademas se  drado. Para la valoracién de la evolucién

llevd a cabo criopreservacion.
N de D+2= 56 ciclos, de D+3
139 ciclos.

2. Un segundo paso es valorar la evo-
lucion morfoldgica de cada uno de
los preembriones. Se seleccionan
476 preembriones de 68 ciclos
con un nimero minimo de 5 pre-
embriones en los que ademas de
la transferencia en D+3 también
se realiza criopreservacion. Se
evalla el grado de coincidencia

Afio Tasa gestacion D+2

Tasa gestacion D+3

morfolégica se utiliza una valoracién de
validez de pruebas diagnosticas: sensibi-
lidad, especificidad y coeficientes de
probabilidad; el analisis Kappa; y la
comparacion de frecuencias.

RESULTADOS

No existen diferencias significati-
vas entre los grupos de D+2 y D+3 sea
cual sea el subgrupo que se valore en
ninguno de los siguientes parametros:

Valor P
(Pearson & Chi cuadrado)
2000 17,6 39,13 0,01
2001 24,2 35,6 NS
2002 13,8 36,7 0,01
2003 23,4 36,0 0,05
2000-2003 215 36,2 <0,001

Tabla I. Evolucion anual de las tasas de gestacién por transferencia segtin D+2 y D+3.
Total de ciclos.
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edad, FSH y estradiol basales, estra-
diol el dia de HCG, total de Ul de FSH
utilizadas, n® de ovocitos obtenidos,
porcentaje de fecundacién ni de evo-
lucion. No se evalla diferencia en ta-
sa de preembrion 6ptimo o bueno al
no ser comparable la valoracion mor-
folégica de D+2 y D+3.

En la tabla | se muestra la evolucion
anual de la tasa de gestacion por trans-
ferencia en todos los ciclos analizados.
Se observa que de forma mantenida du-
rante los afos 2000-2003 se obtienen
mejores resultados al transferir en D+3.
En el afio 2000 el estadistico Pearson
& Chi cuadrado nos indica que no hay

grupo que no muestra diferencia esta-
distica en la tasa de gestacién es el
“c"”, aquel en el que no es posible se-
leccionar preembriones al existir sélo
los preembriones que finalmente seran
transferidos.

En la evaluacion de la evolucién mor-
foldégica se clasifican los preembriones
segin la decisién que se hubiera toma-
do con el preembrién en D+2, transferi-
do o no transferido, y qué actitud defi-
nitiva que se toma con él en D+3.

En un primer paso se utiliza un test
de validez de prueba diagndstica segln
los datos expuestos en la tabla Ill. El

Tasa gestacion D+2

Aiio

Tasa gestacion D+3

Valor P
' (Pearson & Chi cuadrado)
Grupo a 21.5 36,2 <0,001
Grupo b 27,8 313 NS
Grupo ¢ 2l 43,6 <0,001
33,9 51,0 <0,05

Grupo d

Tabla 11, Comparacion de la tasa de gestacion por transferencia segiin D+2 y D+3 en los grupos

establecidos,

diferencias significativas, aunque si es
significativamente llamativa la diferen-
ciade 11y 13 puntos porcentuales en-
tre las tasas de gestacion.

En la tabla Il se muestran las tasas
de gestacion de D+2 vs D+3 segun los
subgrupos establecidos. En el dnico

No transferido
Transferido

Actitud con el
preembrion de D+3

valor de la Sensibilidad (S) es de 80,7.
El valor de la Especificidad (E) de 70,
con un intervalo de confianza del 95%

superior de 76. El cociente de probabi-
lidad positivo es de 2,67 y el Qe proba-
bilidad negative de 0,28 con un inter-
valo de confianza que no alcanza el va-
lor 1. Para este analisis ponemos los

Actitud con el preembrién en D+2
No Transferido Transferido
229 57

57 133

Tabla Ill. Tabla para evaluacion de validez de prueba diagndstica,

umbrales minimos para la Sy E en 80
y para los cocientes de 1.

En la valoracién segun el estadistico
de concordancia Kappa el valor K es de
0,501, entendiendo por tal una concor-
dancia moderada.

En Gltimo lugar se evalla en cuantas
transferencias coincidieron plenamente
los preembriones seleccionados en D+2
con los que finalmente se transfieren
en D+3. De los 68 ciclos evaluados hu-
bo coincidencia total en una media de
70,78 casos, con un intervalo de con-
fianza de 64,4 a 77,02, y DS de
25,78. Este valor medio difiere signifi-
cativamente, P>0,001, del valor medio
esperado del 100%.

COMENTARIOS

En nuestro centro, y en coincidencia
con algunos autores la tasa de gesta-
cion mejora notablemente al optar por
la transferencia en D+3. Somos cons-
cientes de que nuestros resultados di-
fieren de lo expuesto por la mayoria de
las publicaciones revisadas, incluidos
estudios prospectivos como el de Laver-
ge o con lo publicado en la Unica revi-
sion Cochrane hasta el momento publi-
cada al respecto, aunque refiere los re-
sultados no a gestacién, sino a nacido
vivo (Laverge et al., 2001; Oatway et
al.,, 2004), aungue si coincidimos en
cifras sorprendentemente parejas con
Carrillo (Carrillo et al., 1998).

La diferencia estadistica en la tasa
de gestacion se ve anulada en los casos
en los que no existen preembriones pa-
ra seleccionar. Esta Gltima situacion
podria indicar, con las reservas que el
disefio de nuestro estudio impone, que
la mayor asincronia embrionario-uterina
en D+2 no parece afectar el potencial



implantatorio. Varios estudios podrian
mostrar coincidencias en esta opinion.
Dale, en un ensayo clinico multicéntri-
co, no encuentra diferencias en tasa de
gestacién al transferir zigotos o embrio-
nes en D+2 y D+3, en este caso la asin-
cronia es alun mayor (Dale, 2002). Tam-
bién se puede extraer esta lectura de
los articulos que no encuentran diferen-
cias significativas al comparar D+2 vs
D+3, y en todo caso son varios los au-
tores que publican mejores tasas en
D+2, aunque no estadisticamente sig-
nificativas (Aboulghar et al., 2003; Ba-
ruffi et al., 2003; Huisman et al.,
1994; Laverge et al., 1998).

La posibilidad de explicacién por un
boqueo celular entre los estadios de 4 a
8 células es imposible de evaluar en
nuestro estudio. Aunque un blogueo en
4 células no es un factor de frecuente en
este estudio, si es habitual observar re-
trasos en la evolucion embrionaria con
pasos de 4 a 6 células de D+2 a D+3. En
nuestro caso, las posibilidades de corro-
borar si esta situacion es de plano un re-
trase y no un bloqueo serian varias. Eva-
luar las trasferencias tnicas u homogé-
neas que hayamos tenido con este tipo
embrionario, serfa una opcién vélida, pe-
ro esta situacion es escasa en este estu-
dio. Otra posibilidad es haber llevado a
cultivo largo estos preembriones y reali-
zar un estudio sobre la frecuencia de su
bloqueo. En nuestro centro no es viable,
ya sea por que el cultivo a blastocisto es
infrecuente, o por que si no tienen otras
alteraciones morfolégicas importantes
son criopreservados.

Otra de las posibles razones argiiidas
para explicar la mejor tasa de gestacion
en D+3 es una mejor capacidad de se-
leccion por criterios morfolégicos. Un
primer resultado de este estudio a favor
de esta opcioén, y siempre sin poder ne-
gar las otras, es la mejor tasa de gesta-

cién siempre y cuando se pueden se-
leccionar preembriones. Contrario a es-
ta opinion es Aboulghar en uno de los
escasos articulos que establecen este
tipo de subgrupo. Este autor establece
dos subgrupos en funcion de si sélo
existe un méaximo de 3 preembriones o
si existen mas, no encuentra diferen-
cias (Aboulghar et al., 2003), aunque
una diferencia con nuestro estudio es
que el subgrupo que se asemejaria al
primer subgrupo de Aboulghar hace re-
ferencia a casos en que sélo se pudo
transferir los preembriones que habia.

Varios autores encuentran diferen-
cias en la calidad morfolégica al dejar
en cultivo hasta D+3, independiente-
mente de que mejore o no la tasa de
gestacion (Carrillo et al., 1998; Gerris
et al., 2002; Huisman et al., 1994).
Esta es nuestra situacion, aunque no
comentado en resultados, la tasa de
embriones de buena calidad, segin
nuestros parametros, es menor en D+3
que en D+2. Pero no es exactamente
esto lo que nos interesa en este estudio,
lo que nos importa es valorar el cambio
en la decision de transferir determina-
dos embriones al llevarlos a D+3. Esta
situacién, como es légico, dependeré
fundamentalmente de los criterios mor-
folégicos de cada centro, algo que com-
plica enormemente cualquier estudio
que incluya comparaciones a este nivel,
maxime si los estudios no se centran
exclusivamente en embriones optimos o
buenos, grado | o Il, score 100 o
>80,... Aspectos tan controvertidos co-
mo la tasa de division, el niimero de cé-
lulas en D+2, tipo de multinuclea-
cién,... sobre todo en calidades preem-
brionarias intermedias pueden dismi-
nuir la capacidad de acierto de algunos
criterios de seleccién morfolégica.

En exclusiva referencia a nuestro
centro, el analisis estadistico de nues-
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tros resultados muestra que solo existe
una influencia positiva al postergar las
transferencias a D+3 cuando existe la
posibilidad de seleccionar preembrio-
nes en la transferencia. Ademas, tam-
bién muestra que el grado de acierto en
la “seleccion preembrionaria por para-
metros morfologicos mejora al extender
el cultivo 24 horas. Los valores de Sen-
sibilidad, Especificidad, la moderada
concordancia del valor Kappa y la dife-
rencia entre la frecuencia de acierto to-
tal y la esperada, muestra que la selec-
cién de unos determinados embriones
en D+2 no se corresponde fielmente
con lo elegido en D+3. Por lo que las
transferencias en D+2 daran lugar a
que se utilicen embriones que no hu-
bieran sido transferidos en D+3.

CONCLUSION

En nuestro estudio el cultivo hasta
D+3 modifica la valoracion morfolégica
preembrionaria y por tanto el grupo de
embriones que seran finalmente trans-
feridos. Este hecho puede justificar
nuestros mejores resultados con trans-
ferencias en D+3. En esta conclusion
siempre habrd que tener en cuenta el
disefio de este estudio y las diferencias
intercentros en los criterios de valora-
cién morfolégica.
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;Soluciona la nueva ley 45/2003 la acumulacidn
de embriones congelados?

Rafael Lafuente
CIRH. Clinica Corachan. Barcelona

Estamos en una época de cambios y
adaptaciones legales a los nuevos avances
que se estan produciendo en el campo de
la repraduccion asistida. No cabe duda que
estos avances suponen el establecimiento
legal pertinente para las distintas técnicas
y las distintas opciones que se les puede
dar a nuestros pacientes. Pero en el caso
de los embriones congelados antes de Ia
nueva ley, ;qué opciones tenemos?

Se debe tener en cuenta que los embrio-
nes pertenecen a cada pareja y no al centro
o0 a un solo miembro de la pareja, lo que su-
pone tener que disponer de consentimientos
debidamente cumplimentados para que el
centro pueda destinar los embriones segln el
criterio de los pacientes. Ademas, y hasta
que no se apruebe la futura ley, sélo esta
permitido investigar con los embriones so-
brantes congelados antes de la ley actual
{Ley 45/2003, de 21 de noviembre).

Criterios para la donacion de embriones:
el consentimiento escrito

Para donar embriones con fines repro-
ductivos a otras parejas es primordial un
consentimiento escrito. Dicho consenti-
miento es esencial para que el centro sepa
queé debe hacer con los embriones. En este
documento los dos miembros de la pareja
deben firmar y seleccionar alguna de las
apciones que la ley 45/2003:

- Mantenerlos crioconservados hasta la
transferencia: hasta un maximo de
¢inco anos

- Donacién con fines reproductivos a
otra pareja: podran mantenerse conge-
lados durante cinco afios mas. Si no se
produce la donacién podran pasar al
Centro Nacional de Transplantes y Me-
dicina Regenerativa (CNTMR)

- Destinarlos a investigacion

- Descongelarlos sin otro fin.

Hay que tener en cuenta que si la pareja
decide donar los embriones, ademas del con-
sentimiento escrito debidamente cumpli-
mentado, serd necesario que se cumpla el
Real Decreto de 1999 que hace referencia a
la donacién de gametos y preembriones en la
que la paciente no debe superar los 35 afios
y se debe realizar un screening sanguineo.

Si no se recibe el consentimiento infor-
mado en el periodo de un afio, los embrio-
nes se mantendran crioconservados cuatro
afios mas para que puedan ser donados con
fines reproductivos. Si no se produce la
donacion seran cedidos al CNTMR.

Aspectos a tener en cuenta con la Ley
45/2003 y la creacion del CNTMR

Los siguientes puntos recogen aspectos
del Real Decreto 2132/2004 que estable-

ce los requisitos y procedimientos para so-
licitar el desarrollo de proyectos de investi-
gacion con células madre y que determinan
en gran medida el destino de los embriones
sobrantes en los laboratorios de FIV.

a) En el caso de producirse la donacién
para investigacién, serd necesario con-
tactar de nuevo con cada una de las
parejas, ya que es necesario tener un
consentimiento donde figure el pro-
yecto concreto al que se va a dedicar
los embriones, especificando a la pa-
reja progenitora las caracteristicas y fi-
nalidad de la investigacion, asi coma
sus resultados potenciales.

b) La nueva autorizacion debe reflejar la
renuncia expresa de los progenitores a
cualquier derecho de naturaleza eco-
némica, patrimonial o potestativa.

c) se debe tener una trazabilidad precisa
de los embriones, sin desvelar la iden-
tidad de los donantes, y a la larga, in-
cluso serd necesario disponer de suero
sanguineo congelado para investiga-
ciones pasteriores, segin nos comuni-
can responsables del Banco de Lineas
Celulares.

d) Existe la posibilidad de donar los em-
briones anormales procedentes de
DGP, cromosémicamente anormales,
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con enfermedades monogénicas, etc.,
siempre que exista proyectos de inves-
tigacion destinados a este tipo de em-
briones.

Por tanto, todos los proyectos de investi-
gacion deberan cumplir el Real Decreto
2132/2004 con unas condiciones que de-
beran ser avaladas por las comisiones de se-
guimiento correspondientes. A primera vis-
ta, la donacién de embriones parece un pro-
ceso algo complicado, que requiere que ca-
da centro contacte de nuevo con las parejas

donantes para formalizar el consentimiento
definitivo, labor para la que, algunos cen-
tros, no van a disponer de los recursos ne-
cesarios. Estas cuestiones pueden retrasar
en cierta medida las donaciones.

Es evidente que los avances en el drea
de las células madres acabara obteniendo
los resultados deseados en muchos de las
enfermedades en las que se quiere aplicar,
sin embargo, ;hasta qué punto es licito ob-
tener embriones y destinarlos exclusiva-
mente para realizar este tipo de estudios?

Esta situacién no es en la que estamos ni
es la que se quiere, ya que tampoco va a
depender directamente de cada laboratorio
y previsiblemente, la ley no lo va a permi-
tir. Habra un conjunto de embriones que
pasaran directamente al CNTMR (los que
llevan méas tiempo congelados) que segura-
mente tendran una tasa de supervivencia
menor a la actual, pero estamos a la ex-
pectativa de que la ley vuelva a ser modifi-
cada en un futuro para regular definitiva-
mente, esperamos, la donacidn de los em-
briones sobrantes para investigacion.

;Se pueden donar todos los embriones criopreservados antes de

la Ley 45/03? ;NO!

Mark Grossmann y M. Carme Pons.

Unitat de Reproduccié Assistida. Centro Medico Teknon. Barcelona. ura@cmteknon.com

Como todos sabemos, el marco legislati-
vo vigente establece distinto abanico de
destinos posibles para los embriones crio-
preservados en funcion del dia en el que
fueron congelados. Asi, y de acuerdo con la
Ley 45/2003, mientras los progenitores de
aquellos embriones criopreservados antes
del dia 23 de noviembre de 2003 pueden
elegir entre tres destinos para sus embrio-
nes en caso de renunciar a ellos (donarlos
a otras parejas, destinarlos a la investiga-
cion o destruirlos), los progenitores de los
embriones criopreservados a partir de ese
dia deben aceptar la donacidn a otras pa-
rejas como (inica opcion para los embrio-
nes que no deseen para ellos.

La primera reaccion ante esta situacion
fue y es de perplejidad. Para nosotros es
dificil comprender que sea una fina hoja
de calendario la que establezca dos cate-
gorias totalmente distintas de pacientes
(con derecho a elegir / sin derecho a elegir)
y de embriones (destruibles / no-destrui-
bles). Tanto los pacientes como las técni-
cas efectuadas como los embriones gene-
rados de antes y después de dicha ley tie-
nen las mismas caracteristicas. Por tanto,

seria logico que las parejas progenitoras
con embriones criopreservados a partir de
la entrada en vigor de la ley 45/03 tuvieran
el mismo derecho a elegir el destino de sus
embriones al igual que lo tienen las pare-
jas con embriones criopreservados con an-
terioridad a dicha ley.

Por otro lado, actualmente, existen parejas
con posibilidad de eleccién para el destino
de sus embriones las cuales no cumplen al-
guno de los requisitos necesario para poder
donar sus embriones segin lo establecido
por el Real Decreto 412/1996. Mayoritaria-
mente se trata de embriones generados a
partir de ovocitos de mujeres de mas de 35
afios yfo espermatozoides de hombres de
més de 50 afios, y en menor cuantia de
aquellos embriones pertenecientes a parejas
con antecedentes de enfermedades infeccio-
sas, con antecedentes de alteraciones gené-
ticas, o cuyo fenotipo exético dificulta la exis-
tencia de parejas receptoras compatibles.

Parece que existen iniciativas encamina-
das a promover la adopcion de algunos de
esos embriones que hemos clasificado co-
mo no donables, quizas porqué la legisla-

cion sobre RA sigue sin contemplar las si-
tuaciones mas comprometidas con las que
topamos los embridlogos, pero si las leyes
deben procurar por el bien de todos, no
queda claro dénde se incluye la adopcion
de embriones de riesgo.

Evidentemente las leyes no pueden cubrir
todos los aspectos que la ciencia y las tecno-
logias provocan en su constante avance, pe-
ro si que deberian establecer mecanismos/or-
ganismos capaces de asumir tareas de ase-
soramiento y/o de ordenacion vinculante, de
una forma similar a los trabajos desarrollados
por la Human Fertilization and Embryology
Authority (HFEA, www.hfea.gov.uk) briténica.

Pero de momento el nimero de embriones
criopreservados continua aumentando. Vere-
mos si la nueva ordenacién legislativa que el
gobierno espafiol esta tramitando establece
mayor coherencia en este campo, empezan-
do por revocar la diferencia entre parejas
progenitoras y sus embriones en funcién del
momento en el que fueron criopreservados y
dota de mayor agilidad/operatividad a la Co-
mision Nacional de Reproduccién Humana
Asistida.
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M? Victoria Hurtado de Mendoza, Antonio Luis Gonzélez-Utor, Olga Cascales y Pedro Gutiérrez

Centro Hispalense de Reproduccién Asistida (CEHISPRA), Clinica Al-Andalus. Sevilla. laboratoric@cehispra.com

Nosotros creemos que |a respuesta
a la pregunta del debate es multiple.
Los embriones con los que se cuente
con el consentimiento expreso, por
parte de los progenitores, para su do-
nacion con fines reproductivos, po-
dran ser transferidos a parejas que lo
soliciten, sin mayores problemas. El
marco legislativo vigente durante
méas afios (Ley 35/1988, Ley
42/1988 y RD 412/1996) eran cla-
ros en este aspecto. Esto también es
extensible a los equipos que en sus
consentimientos informados incorpo-
raban la aceptacion de la pareja o
mujer sola, a la donacién de los em-
briones criopreservados, una vez pa-
sado los dos afios de crioconserva-
¢ién, cuando estos quedaban a dis-
posicién del centro.

Ateniéndonos a esta legislacién, y
antes de la promulgacién de la Ley
45/2003, es aceptable el proceder a
la donacidn, en todos los casos en los
que a partir de los dos afios se ob-
tenga una reafirmacién de la dona-
cion. También se procederia de igual
forma cuando exista ausencia de res-
puesta a sucesivos requerimientos,
siempre y cuando como hemos dicho
anteriormente, exista un consenti-
miento de donacién previamente
aceptado por los progenitores. En
nuestra experiencia, el periodo de
disposicién por parte de la pareja o
mujer sola, de dichos embriones se
prolongd hasta los 5 afios de almace-
namiento maximo que permitia la ley.
Esto significa 3 anos de esfuerzos
con continuos intentos de corrobora-
cion del consentimiento.

La donacién de los embriones se de-
be de realizar de manera anénima y to-
talmente gratuita. Por tanto, no veia-
mos légico cobrar por afos de mante-
nimiento de los embriones en el banco
a las parejas receptoras de ellos. Ade-
mas, crefamos que la transferencia em-
brionaria tendria que tener un costo
irrelevante, siempre con la finalidad de
no dejar acumulados embriones en el
banco. Sin embargo, era poca la dis-
ponibilidad de embriones a donar, de-
bido a que las parejas requerian todos
sus embriones y en otros casos la no
disponibilidad de ellos por algtn factor
que lo imposibilitara (expreso deseo de
la pareja o mujer sola a la no donacién,
edad materna mayor de 35 afios,...).
Por otro lado, estaba el desconoci-
miento del plblico sobre las TRA y la
influencia de sectores conservadores
que se enfrentaban a la comunidad
cientifica y progresista, no favorecian
la donacién de embriones.

En un trabajo presentado en el con-
greso de la SEF 2002 sobre el estado
de nuestro programa de donacidn, uni-
camente un 58% de las parejas a las
que se les requirié su reafirmacion so-
bre la donacién respondieron afirmati-
vamente y 2 parejas se inclinaron por
su destruccion. De las que donaron la
mayoria habfa tenido su deseo repro-
ductivo cumplido, un 13% ya no les in-
teresaba y un 7% habia obtenido un
embarazo espontaneo. Nuestra tasa de
embarazo/paciente en dicho programa
de donacion fue de un 33,3%.

Con la Ley 45/2003, se complicd
aln mas la situacién legal de los em-

briones creando la gran incongruen-
cia al diferenciar el destino de los
embriones (nicamente por la fecha
de su congelacion. Los embriones al-
macenados antes de la promulgacién
adquieren un “estatus diferente a los
que se originen a posteriori. Sobre
estos primeros, se mantiene la posi-
bilidad de la donacién si se tiene el
consentimiento expreso de la pareja
o mujer sola. En el caso de no existir
tal consentimiento, la ley nos deter-
mina que el Gobierno establecera el
procedimiento mediante el cual se
debera solicitar dicho consentimien-
to. Hasta la fecha y tras casi 18 me-
ses (14 mas de lo contemplado), aln
no existen tales procedimientos. En
este punto simplemente nos encon-
tramos en un compas de espera.

En cuanto a los embricnes congela-
dos tras la divulgacién de la ley, el
marco legislativo deja claro el com-
promiso de responsabilidad de la pa-
reja o mujer sola sobre ellos, deter-
minando que su Gnico fin serd el pro-
creativo. Esto junto a la prolongacién
del plazo de congelacién de embrio-
nes a la vida fértil de la mujer, va a
determinar a los equipos un esfuerzo
organizativo notable. No desde el
punto de vista biologico pues parece
que esto no sea un problema. Ejem-
plo de ello, es la noticia acontecida
en Israel donde una mujer de 39
afios tuvo gemelos procedentes de
embriones congelados tras 12 afios.
Ademas, se podria llegar a unas si-
tuaciones no legisladas, como ;qué
ocurriria si una pareja decide anular
o modificar su compromiso de res-



ponsabilidad después de haber con-
gelado embriones sobrantes?

Debemos de concluir que la posibi-
lidad de donacién de embriones so-
brantes se ha de realizar siempre en
el marco juridico existente. Obvia-
mente no todos lo embriones pueden
ser donados, pero creemos que se
deberia de facilitar el proceso para
aquellos que si lo pudieran ser. Una
recepcion de embriones congelados
donados siempre la hemos entendido
como una adopcién temprana, donde
se va a ver satisfecho el deseo de ma-
ternidad/paternidad desde los prime-
ros momentos de gestacion. Siempre
pensamos que para una pareja 0 mu-

o

- L
i

g
i

jer sola, que decide o se le aconseja
la adopcidn, esta posibilidad le seria
muy gratificante. Si bien, no hay que
olvidar que es un proceso psicolégico
complejo tanto para la parte donado-
ra como para la parte receptora. Se-
ria una opcion plausible que desde el
punto de vista legislativo se contem-
plase la adopcion preimplantacional.
Ante el gran nimero de parejas o mu-
jeres solas que esperan durante afios
una adopcidn en Espafia o acuden a
la adopcién Internacional, si estuvie-
sen bien informadas, tendrian una
opcion mas a contemplar y es muy
posible que accediesen a la recep-
cién de embriones congelados dona-
dos. Esperamos que |a nueva legisla-
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cién, que se encuentra hoy va en el
parlamento, simplifique y mejore la
ya existente que ha resultado obsole-
ta y poco practica (nos remitimos
aqui al ingente numero de embriones
congelados hoy en Espana).

Por ultimo, hacemos referencia al
titulo de nuestro debate, pues nos
quedamos perplejos al leer la noticia
fastuosa sobre el primer banco de
embriones en adopcién. Realmente
se trata de la donacién de embriones
criopreservados sobrantes de TRA,
por lo tanto ;qué hemos estado ha-
ciendo el resto de equipos durante
todos estos afos?
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_ Juan G. Alvarez, Preparacién del Semen para Técnicas....

Preparacion del Semen para Técnicas de
Reproduccidn Asistida

Juan G. Alvarez, MD, PhD
Centro de Infertilidad Masculina ANDROGEN, La Corufa. Harvard Medical School, Boston.

Resumen: La presencia de una espermiogénesis ineficaz en el hombre determina que en el semen existan subpoblaciones es-
permaticas inmaduras que producen radicales libres y que en mayor o menor gradoe pueden inducir dafio iatrogénico durante
la preparacién del semen. Esto podria conllevar a la pemeabhilizacion de la membrana plasmatica (con la consiguiente necro-
astenozoospermia), dafio del acrosoma, daiio de centriolos, dafo de fosfolipasa Czeta (que es el factor de activacién del ovo-
cito) y fragmentacion de DNA. Este tipo de daiio es lo que se conoce como disfuncién espermatica iatrogénica. Para evitar que,
en la medida de lo posible, este dafio se produzca, se recomiendan una serie de métodos de preparacion del semen entre los
que se incluye el swim-up directo, ciertos métodos de adherencia y los gradientes de densidad. Estos métodos tienen en co-
min el hecho de que no requieren un paso previo de centrifugacion del semen. Ademas, también se hace referencia al pro-
ceso de capacitacion espermatica propiamente dicho, y como se puede sincronizar mejor este proceso con las diferentes téc-
nicas de reproduccion asistida después de la preparacion del semen. Tamhién se hace referencia a los protocolos de conge-
lacién y descongelacién del semen, de muestras de epididimo y de hiopsias de testiculo. Por ditimo, se hace referencia a la
purificacidn microbioldgica y virica del semen, especialmente en pacientes seropositivos para VHC y VIH que van a ser so-
metidos a técnicas de reproduccién asistida.

Palabras clave: semen, radicales libres, centrifugacién, swim-up, gradientes de densidad, capacitacion, fragmentacién de
DNA, congelacion, TESE, TESA, MESA, PESA, VIH, VHC.

Summary: A constitutive highly inefficient spermiogenesis in men determines the presence in semen of immature sperm sub-
sets that produce high levels of oxygen radicals and that, to a variable degree, can induce iatrogenic damage during semen
preparation. This could lead to permeabilization of the plasma membrana (and subsequent necroastenozoospermia), damage
to the acrosome, centrioles and phospholipase Czeta (which is the putative oocyte activation factor), and DNA fragmentation.
This damage has been characterized as iatrogenic sperm dysfunction. In order to avoid this type of damage, a limited number
of methods are recommended for semen preparation, including direct swim-up, adherence methods and density gradients. All
these methods share the common denominator that they do not require a prior step of semen centrifugation. In addition, this
review also describes the process of sperm capacitation and what can be done in the andrology and IVF laboratory to better
synchronize semen preparation with the timing of assisted reproductive techniques. The protocols of freezing and thawing of
semen, IUl-ready sperm and spermatozoa from the epididymis and testis, are also described. Lastly, the protocol for the mi-
crobiological and viral purification of semen, particularly in patients positive for HCV and HIV, is also described.

Key words: semen, oxygen radicals, centrifugation, swim-up, density gradients, capacitation, DNA fragmentation, sperm free-
zing, TESE, TESA, MESA, HIV, HCV.

INTRODUCCION

Una vez que se completa el proceso
de espermiogénesis, los espermatozoi-
des se desprenden de los complejos tu-
bulobulbares de las criptas de la célula
de Sertoli, pasando a la luz de los tibu-
los seminiferos mediante el llamado pro-
ceso de espermiacion. Si durante los es-
tadios iniciales de la espermatogénesis,
las meiosis | y Il van a determinar la
composicién cromosémica de los esper-
matozoides, el proceso de espermiogé-

nesis va a determinar la configuracion
fenotipica 0 morfologica del espermato-
zoide. Sin embargo, a diferencia de lo
que ocurre en otras especies de mamife-
ros, como es el caso de la rata, la esper-
miogénesis en el hombre es altamente
ineficaz, de tal forma que por criterios
estrictos de morfologia de la OMS, se
considera normal que el 85% de los es-
permatozoides liberados a los tubulos
seminiferos sean morfologicamente
anormales. Si bien todavia no se cono-
cen los mecanismos moleculares que re-

gulan el extenso remodelado citoplasma-
tico y nuclear que las espermatides ex-
perimentan durante el proceso de esper-
miogénesis, se sabe que en la rata exis-
ten 19 steps o pasos de diferenciacion
celular, mientras que el hombre Unica-
mente existen 8. Dado que estos pasos
funcionan como un sistema de control
de calidad, ello podria explicar, al menos
en parte, la relativa ineficacia de la es-
permiogénesis en el hombre y por qué
en la rata el 95% de los espermatozoi-
des producidos son morfolégicamente



normales. Una de las consecuencias
mas importantes de esta deficiencia bio-
légica en el hombre es que la mayoria de
los espermatozoides liberados a los tU-
bulos estan constituidos por subpobla-
ciones de espermatozoides inmaduros
en diferentes estadios de diferenciacion
debido a una maduracién incompleta.
Una de estas subpoblaciones esta for-
mada por espermatozoides inmaduros
con retencién proximal de citoplasma,
que producen niveles elevados de radi-
cales libres (ROS) (Gil-Guzman et al.,
2001) Este citoplasma residual deberfa
haber quedado retenido en los comple-
jos tubulobulbares de las criptas de la
célula Sertoli, donde una vez fagocitado
por esta célula, seria digerido en la zona
basal de la misma. Dado que esperma-
tozoides maduros e inmaduros se en-
cuentran en intimo contacto durante las
dos semanas que suele durar su trans-
porte desde los tdbulos seminiferos al
epididimo, en aquellos pacientes de in-
fertilidad en los que la proporcién de es-
permatozoides inmaduros con retencion
proximal de citoplasma sea relativamen-
te alta, habria un mayor riesgo de que se
produzca dafio oxidativo a nivel de las
membranas, citoesqueleto, enzimas y
DNA. Esto pudiera resultar en pemeabi-
lizacién de la membrana plasmatica,
con la consiguiente necro- y astenozoos-
permia, dafio del acrosoma, dafo de
centriolos, dafio de fosfolipasa Czeta
(que es el factor de activacion del ovoci-
to) y fragmentacion de DNA. Cuando es-
te dafio es inducido de forma iatrogéni-
ca durante la preparacion del semen, se
le concce como disfuncion espermatica
iatrogénica (Mortimer, 2000).

La presencia de estas subpoblacio-
nes de espermatozoides maduros e in-
maduros en el semen va a ser de gran
relevancia en la eleccién de los métodos
que se van a utilizar en la preparacion
de los espermatozoides para técnicas de
reproduccion asistida (TRA).

Una vez que los espermatozoides lle-
gan a la cola del epididimo, van a ser al-
macenados aqui durante un periodo va-
riable de tiempo hasta que se produzca
la eyaculacion. Durante ésta, la secre-
cion de las vesiculas seminales, de la
prostata y de las glandulas de Cowper
(l{quido seminal) va a diluir el concen-
trado de espermatozoides que proviene
de la cola del epididimo y de la ampolla
deferencial. El liquido seminal contiene
una serie de factores que van a regular
la funcién de los espermatozoides antes
de su entrada en el ttero. Como es bien
sabido, los espermatozoides de mamife-
ros, incluyendo el hombre, una vez eya-
culados, son incapaces de fecundar el
ovocito sin antes experimentar un pro-
ceso de maduracién final conocido co-
mo “capacitacion espermatica”. La ca-
pacitacién consiste en una cascada de
reacciones bioguimicas que se inician
con la salida de colesterol de la mem-
brana y la formacion de los llamados li-
pid rafts, y que confluyen en la fosfori-
lacién de residuos de tirosina en protei-
nas flagelares, la expresion de fosfati-
dilserina en la zona apical de la cabeza
y un aumento en la concentracion de
NADPH (de Vries et al., 2003; Travis et
al., 2004). La capacitacion es esencial
tanto en fertilizacion in vivo como in vi-
troy por ello es necesario capacitar a los
espermatozoides cuando se va a realizar
FIV convencional, El liquido seminal,
ademas de factores decapacitantes co-
mo el colesterol, que inhiben la capaci-
tacion espontanea de los espermatozoi-
des tras la eyaculacion, también contie-
ne otros factores que pueden interferir
con la penetracion del moco cervical, la
reaccion acrosémica in vitro y el proce-
so de fertilizacién. El contacto con el li-
quido seminal por un periodo superior a
los 30 minutos post-eyaculacién puede
disminuir de forma permanente la ca-
pacidad fertilizante de los espermato-
zoides in vitro, y, por otra parte, la con-
taminacion de una minima cantidad de
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liquido seminal en espermatozoides
procesados puede inhibir su capacidad
fecundante. Por lo tanto, los espermato-
zoides que se vayan a utilizar en inse-
minacién intrauterina o en FIV conven-
cional deberfan de ser aislados del li-
quido seminal, no sélo lo antes posible
después de la eyaculacion y licuacion
del semen, sino también lo mas eficien-
temente posible. En laboratorios de an-
drologia y de FIV, esta necesidad se
manifiesta como el sperm washing o
separacion de los espermatozoides del
liquido seminal y su resuspension en un
medio de cultivo isoténico.

;Puede la centrifugacion del semen
dafiar a los espermatozoides?

En términos fisicos, la centrifugacion
pudiera ser perjudicial para los esper-
matozoides pero esto no parece afectar
la funcion espermatica hasta que no se
alcanzan fuerzas gravitatorias por enci-
ma de las 800g (Jeulin et al., 1982).
Sin embargo a finales de los afios 80 se
descubrié que el pelleting o “co-centri-
fugacién” de las subpoblaciones de es-
permatozoides presentes en el semen, a
las que haciamos referencia antes, con
frecuencia resulta en dafio oxidativo sig-
nificativo, que pudiera afectar de forma
irreversible la funcion espermatica in vi-
tro (Aitken and Clarkson, 1988). Una
revision posterior pone de manifiesto el
impacto potencial de este proceso sobre
la funcién de los espermatozoides in vi-
tro, indicando que los métodos de pre-
paracion del semen que incluyen un pa-
so previo de centrifugacién pueden in-
terferir con la funcidn espermatica y
disminuir las tasas de fertilizacién, o in-
cluso resultar en fallo de fertilizacién en
casos mas extremos (Mortimer, 1991).
La conclusion de estos estudios fue que
se deberia abandonar la practica de mé-
todos de preparacion del semen que in-
cluyan la centrifugacion previa del mis-

A



mo y pasar a utilizar métodos de prepa-
racién mas seguros. Si bien estos estu-
dios demostraron la existencia del dafio
inducido por ROS, ninguno examing en
profundidad el llamado proceso de dis-
funcién espermética iatrogénica deriva-
do de una preparacién del semen no se-
gura (Mortimer, 2000),

Nuestro conocimiento de los meca-
nismos a través de los cuales los leuco-
citos y los espermatozoides inmaduros
producen ROS e inducen dafio oxidativo
en esperematozoides maduros (Ollero et
al., 2001) nos proporciona una explica-
cién mecanistica del problema de dis-
funcién espermatica iatrogénica. Obvia-
mente, no va a afectar a todos los pa-
cientes por igual, especialmente a aque-
llos con pardametros seminales normales.
Sin embargo, la gran mayoria de los pa-
cientes que acuden a las clinicas de in
vitro, dada |la mala calidad de su semen,
estarian expuestos a un mayor riesgo de
dafio iatrogénico durante la preparacion
del semen para TRA. Por lo tanto, la
conclusién antes planteada sigue siendo
valida en el sentido de que las técnicas
de preparacion de espermatozoides que
incluyan el paso previo de la centrifuga-
cién del semen, en el cual éste se dilu-
ye con medio de cultivo, se centrifuga y
el pellet se cubre con medio de cultivo,
como se hace en la técnica swim-up es-
tdndar, ha de ser reconocido como po-
tencialmente perjudicial y a veces letal
para los espermatozoides asi prepara-
dos. Métodos alternativos de prepara-
cién tales como el swim-up directo del
semen licuado, ciertos métodos de ad-
herencia y la centrifugacion por gradien-
tes de densidad, deberian de ser priori-
tariamente utilizados en la preparacion
de espermatozoides para TRA.

Excepciones a esta regla serfan casos
de oligospermia y astenozoospermia se-

vera, y muestras de semen contamina-
das o potencialmente contaminadas
con VHC y VIH, en los que el realizar un
gradiente seria desaconsejable, vy si ha-
cer un paso previo de dilucién y centri-
fugacion del semen.

Métodos seguros para la
preparacion del semen

Si bien la eficacia de un método de
preparacion de espermatozoides se sue-
le medir por la concentracion de esper-
matozoides méviles totales recuperados
(REM), es importante también asegurar-
se de evitar o minimizar la presencia de
microorganismos derivados del semen y
la exposicion a otros factores iatrogéni-
cos. Otras consideraciones a la hora de
seleccionar el método de preparacion
incluyen la complejidad técnica, los
materiales usados, el aparataje, el tiem-
po ¥y los costos. Ademas de estos requi-
sitos, también hay que tener en cuenta
que en un laboratorio de FIV con una
sobrecarga importante de ciclos, hay
que evitar, en la medida de lo posible,
métodos de alta complejidad.

Swim-up directo del semen

La técnica del swim-up directo del
semen es la técnica de swim-up origi-
nalmente utilizada en los afios 50 en
estudios de fisiologia espermética. En
este método, utilizando una aguja 19G
conectada a una jeringa, alicuotas de
0,2-0,25 ml del semen licuado se de-
positan en la parte inferior de tubos Fal-
con (de fondo redondeado para aumen-
tar la superficie de la interfase) que
contienen 0,5-0,8 ml de medio de cul-
tivo, y se incuban a 37°C durante 60
minutos. Los tubos se pueden inclinar
de unos 20 a 45° durante la incubacion
para aumentar también asi la superficie

de la interfase. Este proceso se repite
con el nimero de tubos que sea nece-
sario, dependiendo del volumen de la
muestra. A diferencia de lo que ocurre
en el swim-up estandar, el colocar el
semen debajo de la capa de medio de
cultivo hace que se produzca una inter-
fase mucho mas nitida y mejora los re-
sultados de forma significativa. Una vez
finalizada la incubacién, se aspiran
unos 350 ul del sobrenadante. A conti-
nuacién se combinan las fracciones de
los diferentes tubos, se diluyen con me-
dio de cultivo, se centrifuga a 400g por
10 minutos y se resuspende en el volu-
men de medio deseado. Tipicamente, el
porcentaje de motilidad obtenido suele
ser > 95%. En algunos métodos de
swim-up directo, de forma simultanea a
la migracion de células moviles a la ca-
pa superior, se produce una seleccion
morfolégica, como es el caso de los me-
dios que contienen &cido hialurénico. El
Sperm Sefect System (Select Medical
Systems, Williston, VT, USA) emplea el
swim-up directo del semen licuado a un
medic gue contiene hialuronato sédico.
Se ha demostrado que este método de
swim-up resulta en tasas de embarazo
méas altas en FIV convencional compa-
rado con el swim-up directo estandar
(Wikland et al., 1987). Si bien este es-
tudio no pudo establecer si este aumen-
to en las tasas de embarazo se debe a
que no se utiliza el paso previo de cen-
trifugacion, al uso de hialuronato sédico
0 a ambos, un estudio posterior puso de
manifiesto que los resultados obtenidos
con el Sperm Select System fueron
equivalentes a los obtenidos con el
swim-up directo del semen y confirmo
que este método es superior al swim-up
estandar del pellet lavado (Sjoblom and
Wikland, 1991). Mas recientemente
otros estudios han demostrado el efecto
beneficioso del hialuronato en la fun-
cion espermatica (Huszar et al., 1990;



Sbracia et al., 1997). Por lo tanto, la
técnica de Sperm Select podria ser de
especial utilidad en la preparacion del
semen para inseminacién intrauterina
(Zimmerman et al., 1994). A diferencia
del swim-up directo del semen, en el
swim-up estéandar, muchos de los esper-
matozoides que se encuentran en los ni-
veles inferiores del pelfet, nunca van a
alcanzar la interfase con la capa del
medio de cultivo, especialmente si se
utilizan tubos Falcon cénicos.

Métodos e adherencia

‘Los métodos de adherencia estan ba-
sados en el fenémeno del sticking-to-
glass 0 "adherencia al vidrio” que mues-
tran los espermatozoides no viables. Uno
de estos métodos es el de las columnas
de fibra de vidrio que se preparan relle-
nando pipetas Pasteur con fibra de vi-
drio, pasando 2 ml de medio de cultivo
para condicionarlas y afiadiendo 1 ml de
semen licuado. El efluente se diluye con
medio de cultivo y se centrifuga a 400g
durante 10 minutos. El uso de estas co-
lumnas elimina el debris, asi como célu-
las aglutinadas y no viables (Paulson
and Polakoski, 1977; Rhemrev et al.,
1989). Otro método de adherencia es el
de los glass beads o “bolas de vidrio”
que también resulta en buenas recupe-
raciones de espermatozoides moviles
(Daya et al., 1987). Otro método usado
es el de las columnas de Sephadex
(SpermPrep, ZBL, Kentucky, KA, USA).
Sin embargo el uso de las columnas
SpermPrep requiere un paso previo de
dilucién y centrifugacién antes de poder
ser utilizadas para separar espermatozoi-
des del liquido seminal. A pesar de que
hay pocos estudios que comparen la se-
leccion y competencia funcional de es-
permatozoides preparados mediante mé-
todos de adherencia con otros métodos,
como el swim-up directo y los gradientes

de densidad, se ha encontrado que, si
bien las columnas optimizadas de
SpermPrep (SpermPrep
1991) no requieren un paso previo de
centrifugacion, resultan en una recupe-
racion espermatica méas baja que estos
otros métodos (Smith et al., 1995).

I1) (Zavos,

Los métodos de adherencia que no in-
cluyen un paso previo de centrifugacion
del semen no deberian ser perjudiciales
para los espermatozoides, si bien algu-
nos métodos que emplean, por ejemplo,
fibra de vidrio, no deberian ser utilizados
en inseminacion intrauterina, ya que las
muestras asi procesadas podrfan conte-
ner fragmentos de estas fibras.

Gradientes de densidad

Estudios previos indican que si bien
la silica coloidal produce una separa-
cién isopicnica, la capacidad fertilizan-
te de los espermatozoides asi obtenidos
podria estar comprometida. No fue has-
ta el advenimiento de la silica coloidal
recubierta con polivinilpirrolidona (PVP)
en los afios 70 (Pertoft’s coloide, a.k.a.
Percoll) que este método se considerd
de alguna utilidad. La silica recubierta
con PVP se utilizdé por primera vez en
los afios 80 y su uso prevalecié hasta la
retirada del Percoll de la practica clini-
ca en 1996 por la compaiiia que lo pro-
ducia (Phamacia Biotech, Uppsala,
Sweden). Varias propiedades hacen que
la silica coloidal sea ideal como gra-
diente de densidad para la seleccién de
espermatozoides:

(1} No tiene efecto osmético algu-
no cuando se afade al medio
de cultivo, ya que es una sus-
tancia mineral.

(2) Facilita la preparacién de un
medio con una gravedad espe-
cifica alta, lo cual es de una
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gran importancia ya que los es-
permatozoides son células de
una densidad elevada.

(3) Dado que es un coloide en lu-
gar de una solucion, tiene una
viscosidad baja y no disminuye
la sedimentacion espermatica.

A pesar de que algunos autores re-
portaron el uso de gradientes continuos,
las aplicaciones clinicas actuales de los
gradientes de densidad emplean de for-
ma exclusiva gradientes discontinuos,
generalmente preparados con 2 6 3 ca-
pas (Mortimer, 2000). Si bien Percoll
est4 basado en silica coloidal recubierta
de PVP, sus sustitutos, PureSperm (Ni-
dacon International AB, Goteborg, Swe-
den) y ISolate (Irvine Scientific, Santa
Ana, CA, USA) utilizan silica coloidal
unida covalentemente a moléculas de
silano (sifanized silica). Por lo tanto, las
caracteristicas de estos coloides deberi-
an de ser equivalentes a las del Percoll
(Perez et al., 1997), y su utilidad clini-
ca parece ser al menos tan buena o in-
cluso mejor (Chen and Bongso, 1999).
Una de las diferencias més importantes
es que si bien el Percoll se vendia como
silica coloidal en una solucién con un
buffer inorganico débil concentrado 10x
para producir una solucién isoténica de
gradiente al 90%, PureSperm y |Solate
se preparan en medio isoténico listo pa-
ra su uso. En la actualidad existen otros
productos en el mercado que usan sili-
ca silanizada como el SpermGrad (Equi-
pos Médicos Biolégicos, Barcelona).

Recientemente, durante el desarrollo
del producto ready-to-use de Nidacon
International, PureSperm 40/80%, se
llegd a la conclusion de que no solo la
capa inferior de gradiente de 90% re-
duce de forma significativa la recupera-
cién espermética comparado con el
80%, sino que otros factores como la

il
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preparacion del gradiente el dia anterior
a su uso, la perturbacion de la interfase
entre las capas de coloide del 40% y
80%, la reduccion del volumen de las
capas y la reduccion del diametro del
tubo, también pueden reducir de forma
significativa la recuperacién espermati-
ca (Morrell et al., 2000; 2004).

El hidrocarburo iodinado iohexol
(Nycodenz) y su forma dimérica iodixa-
nol, también se han utilizado de forma
satisfactoria como gradientes de densi-
dad para el procesamiento del semen
(OptiPrep and Accudenz, Nycomed
Pharma, Oslo, Norway), si bien su acti-
vidad osmdtica requiere que el medio
del gradiente tenga diferente composi-
cioén iénica a la de los medios de culti-
vo habitualmente utilizados para la pre-
paracion de espermatozoides en FIV.
(Mortimer, 2000). Por tltimo, el arabi-
nogalactan, un derivado vegetal, ha sido
utilizado como gradiente de densidad
para la preparacién de espermatozoides
bovinos (Ellington et al., 1996), y tam-
bién para la preparacion del semen hu-
mano bajo el nombre de IsoCare (In Vi-
troCare:San Diego, CA, USA).

Gradientes de densidad: Método

Lo habitual es realizar gradientes de
densidad discontinuos utilizando o bien
la combinacion de 40/80% de PureS-
perm (Nidacon International AB, Gote-
borg, Sweden) o la combinacién de
45/90% de otros gradientes como [So-
late (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) o
SpermGrad (Equipos Médicos Biologi-
cos, Barcelona). En el caso de PureS-
perm se recomienda usar volimenes de
1,5 ml en cada capa mientras que en el
caso de ISolate y SpermGrad se reco-
miendan volimenes de 1 ml. Si bien se
suele cargar primero la capa de mayor
densidad y luego se afiade encima len-

tamente la de menor densidad, el cargar
primero la de menor densidad y afadir
luego en la parte inferior del tubo lenta-
mente la de mayor densidad produce
una mayor recuperacion de espermato-
zoides moviles (Mortimer, 2000). Esto
esta basado en el hecho de que asi se
produce una interfase mucho mas niti-
da. El volumen de la muestra a cargar
puede variar entre 0,5y 5 ml, si bien no
se recomienda cargar mas de 3 ml. En
caso de muestras viscosas se recomien-
da utilizar los nuevos vasos de licuacion
MARQ recientemente desarrolladoes (La-
boratorios Romal). Una vez gue se car-
gan las muestras del semen licuado, se
centrifuga a 400g durante 20 minutos.
Luego, se introduce una pipeta estéril a
través de las capas, se extrae el pellet
(50-100ul) y se transfiere a otro tubo
Falcon. Algunos autores recomiendan
aspirar primero las capas superiores an-
tes de recoger el pellet (Mortimer
2000). A continuacion se afaden 10
volimenes de medio de cultivo y se
centrifuga a 400g durante 10 minutos.
Una vez finalizada la centrifugacion, se
aspira el sobrenadante y se resuspende
el pellet en el volumen deseado de me-
dio de cultivo.

En caso de muestras con parametros
normales de semen gue van a ser utili-
zadas en TRA, también pueden utilizar-
se gradientes monocapa de 90%. En
estos gradientes se afiade 1 ml de gra-
diente del 90% (ISolate o SpermGrad) a
tubos Falcon, se carga encima la mues-
tra y se centrifuga a 400g por 20 minu-
tos, como en el caso anterior. Las recu-
peraciones gque se obtienen son compa-
rables a las que se obtienen con los gra-
dientes habituales de dos capas. Los
gradientes monocapa se recomiendan
en la preparacién de muestras de se-
men que van a ser utilizadas en ciclos
de IAC.

Seleccion espermatica:
motilidad, morfologia y genotipo

Cualquier método basado en la mi-
gracién espermatica va a producir una
subpoblacién de espermatozoides con
una mejor morfologia, basado en el pro-
ceso de distribucidn diferencial de de-
fectos morfologicos entre la pieza inter-
media y el flagelo en espermatozoides
con morfologia normal o anormal de ca-
beza (Mortimer, 1994a; 1994b). Este
proceso es equivalente al que ocurre du-
rante la penetracion del moco cervical in
vivo y refleja el proceso de seleccién na-
tural, si bien este proceso de seleccion
fenotipica o meorfolégica no necesaria-
mente implica la seleccién de esperma-
tozoides con un genotipo normal.

Existen muy pocos ejemplos en los
que se demuestre que la morfologia es-
permatica, determinada por microsco-
pia de luz, esté correlacionada con la
calidad geonémica del espermatozoide.
Las cabezas microcefalicas y macroce-
falicas se asocian frecuentemente a
aneuploidias y diploidias, y el locus t en
ratones resulta en la produccién de es-
permatozoides anormales. Otras asocia-
ciones maés especificas incluyen el sin-
drome de discinesia ciliar primaria y la
globozoospermia, si bien los genes im-
plicados en estas anomalias todavia no
se conocen. Existen numerosas publica-
ciones sobre las diferencias morfométri-
cas entre espermatozoides que portan
un cromosoma X o un cromosoma Y, asi
como métodos para la separacién de es-
tas subpoblaciones. Sin embargo, si
bien parece que existen diferencias de
tamafio, estas son demasiado pequefias
para tener aplicacion clinica alguna.

Todavia existe cierta preocupacién
sobre el hecho de que los espermatozoi-
des microinyectados en ICSI no sufren



el proceso de seleccidon natural que ocu-
rre in vivo, 0 incluso en FIV convencio-
nal. Esto podria resultar en un mayor in-
dice de anomalias genéticas en el re-
cién nacido. Sin embargo, esta supues-
ta relacién entre espermatozoides anor-
males y anomalias genéticas es general-
mente infundada, ya que se ha demos-
trado que espermatozoides morfolégica-
mente anormales pueden portar un ca-
riotipo normal dando lugar a hijos sanos
(Martin and Rademaker, 1988; Burruel
et al., 1996), si bien también se ha de-
mostrado que espermatozoides huma-
nos y de raton con una forma anormal
de cabeza podrian portar mas anomali-
as cromosémicas que los morfoldgica-
mente normales (Lee et al., 1996; Kis-
hihawa et al., 1999). De todos modos,
cuando el bidlogo microinyecta esper-
matozoides en ICSI, habitualmente se-
lecciona espermatozoides moviles que
tienen una morfologia de cabeza “apa-
rentemente” normal, con las limitacio-
nes que el uso de microscopia de con-
traste de fase para este fin supone. Ade-
mas, sabemos que la concepcion natu-
ral en parejas normales fértiles también
puede dar lugar a embriones genética-
mente anormales, muchos de los cuales
podrian ser causados por aneuplodias o
triploidias transmitidas a través de los
espermatozoides. Sin embargo, si pare-
ce existir una relacién entre concentra-
cion espermética, morfologia y aneu-
ploidias. En un estudio reciente, Burre-
llo et al., demostraron que los esperma-
tozoides morfolégicamente normales de
pacientes con oligospermia tenian un
mayor indice de aneuploidias que es-
permatozoides morfolégicamente nor-
males de pacientes con normozoosper-
mia (Burrello et al., 2004). Esto sugie-
re que durante el proceso de esperma-
togénesis, en aquellos pacientes donde
existe un screening deficiente por parte
de la célula de Sertoli a la hora de eli-
minar espermatozoides defectuosos, es-

permatozoides con un complemento
cromosémico anormal marcados para
apoptosis podrian escapar este proceso
de seleccién o screening y aparecer en
el eyaculado. Sin embargo, el proceso
de espermiogénesis, que es el que va a
determinar la morfologia espermatica,
seria normal en estos pacientes, dando
lugar a espermatozoides morfoldgica-
mente normales pero aneuploides.

Si bien los gradientes de densidad
producen un mayor yield o recuperacion
de espermatozoides morfolégicamente
normales que otros métodos de prepa-
racién del semen, hoy por hoy, no exis-
ten métodos de seleccion espermatica
que permitan separar y aislar esperma-
tozoides con un genoma normal, de es-
permatozoides con un genoma defec-
tuoso, ya sea por aneuploidias, frag-
mentacién de DNA o modificaciones de
nucleétidos. Un método desarrollado re-
cientemente en esta direccién es el uti-
lizado para separar espermatozoides
apoptoticos de espermatozoides no-
apoptoticos, mediante el uso de las co-
lumnas de ANnexin-conjugated Micro-
Beads (ANMB Microbead Kit, Miltenyi
Biotec, Germany). El principio en el que
estan basadas estas columnas es que
los espermatozoides apoptéticos expre-
san fosfatidilserina en la hemicapa ex-
terna de la membrana y se unen a la an-
nexina V. Al aplicar un campo magnéti-
co a las columnas, los espermatozoides
unidos a las anexina V conjugada con
las microparticulas magnéticas serian
retenidos en la columna, mientras que
los no-apoptéticos pasarian a través de
la misma (Grunewald et al., 2001).

Radicales libres y fragmentacion del DNA
espermatico

Los ROS en semen son normalmente
producidos por leucocitos y/o esperma-
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tozoides inmaduros (Aitken, 1995;
Whittington and Ford, 1999; Gil-Guz-
man et al., 2001). Los espermatozoides
que producen los mayores niveles de
ROS son los espermatozoides inmadu-
ros con retencion proximal de citoplas-
ma y los espermatozoides con macroce-
falia (Gil-Guzman et al., 2001). Esto
parece estar relacionado con la presen-
cia de protein kinasa C en estos restos
citoplasmaéticos, ya que la estimulacion
con ésteres de forbol aumenta de forma
significativa la produccion de ROS por
estos espermatozoides (Gil-Guzman et
al., 2001). Los espermatozoides con re-
tenciéon proximal de citoplasma, dada
su menor densidad por su mayor conte-
nido lipidico, quedan retenidos en las
capas superiores menos densas y, por lo
tanto, no se van a encontrar en el pellet
del gradiente. Sin embargo, esto no
ocurriria en el caso del swim-up, ya que
espermatozoides maéviles con retencion
proximal de citolplasma podrian migrar
también hacia la capa superior. Esto re-
afirma una vez mas la importancia del
uso de los métodos “seguros” de prepa-
racion espermatica, como los gradientes
de densidad. Los ROS no solamente in-
ducen dafio a nivel de los fosfolipidos
de membrana sino también a nivel del
acrosoma y del DNA, dando lugar a mo-
dificaciones de nucledtidos tipo 8-OH-
guanosina y 8-OH-2’-deoxiguanina, y a
fragmentacién de DNA de cadena doble
(Sakkas et al., 1997; Evenson et al.,
1999; Alvarez, 2003; Alvarez, 2005).

Una de las implicaciones de estos
hallazgos es que pacientes con oligoas-
tenoteratozoospermia tienen una mayor
proporcion de espermatozoides inmadu-
ros en semen debido quizéas a un proce-
so de espermiogénesis defectuosa, y por
lo tanto estos espermatozoides estan a
un mayor riesgo de dafio de DNA indu-
cido por ROS. Por lo tanto, si estos es-
permatozoides se preparasen por simple

s
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dilucién y centrifugacién, habria un ma-
yor riesgo de producir roturas del DNA
espermatico y dar lugar a embriones
con un genoma defectuoso, lo cual a su
vez podria conllevar a un desarrollo em-
brionario anormal una vez que el geno-
ma del embrién se active (Shoukir et
al., 1998). Si bien muchos laboratorics
de in vitro utilizan gradientes de densi-
dad de forma habitual en la preparacion
del semen, muchos laboratorios todavia
siguen utilizando la dilucion y centrifu-
gacion del semen para obtener esper-
matozoides para ICSI, ya que conside-
ran que la disfuncién espermatica indu-
cida por ROS no va a tener mayores
consecuencias en ICSI. Sin embargo,
esto no siempre es asi. El efecto perju-
dicial de los ROS se ha puesto una vez
mas de manifiesto en estudios recientes
que sugieren que durante el transporte
de los epermatozoides a través de los
tubulos seminiferos y el epididimo se
puede inducir fragmentacion del DNA
espermatico. Esto parece estar mediado
por el radical hidroxilo producido por es-
permatozoides inmaduros. El hecho de
que los espermatozoides estén altamen-
te empaquetados en el epididimo facili-
ta que se produzca dafio inducido por el
radical hidroxilo, ya que su vida media
es del orden de microsegundos y, por lo
tanto, espermatozoides maduros e in-
maduros tendrian que estar muy préxi-
mos unos de otros para que se produz-
ca este tipo de dafio. Lo mismo ocurri-
ria en el pellef de un semen centrifuga-
do donde los espermatozoides estarian
también en intimo contacto. En un es-
tudio reciente, Greco et al., encontraron
que el nivel de fragmentacion de DNA
en espermatozoides eyaculados, medi-
do por la técnica de TUNEL, en un gru-
po seleccionado de pacientes oligospér-
mMicos y normozoospérmicos, era signifi-
cativamente mayor al encontrado en es-
permatozoides testiculares de estos
mismos pacientes (23,6% vs 4,8%,

P<0,001). Las tasas de embarazo obte-
nidas con espermatozoides testiculares
fueron del 44,4% mientras que con es-
permatozoides eyaculados fueron del
5,6% (Greco et al., 2005). Esto avala la
hipotesis de la induccién de fragmenta-
cién de DNA por ROS durante el trans-
porte de los espermatozoides por los tu-
bulos seminiferos y el epididimo donde,
como ya indicamos antes, los esperma-
tozoides estan altamente empaqueta-
dos, ocupando la mayor parte del dia-
metro de la luz del tGbulo. En otro es-
tudio similar, Steele et al., encontraron
que el nivel de fragmentacién en esper-
matozoides aislados del epididimo era
significativamente superior al de esper-
matozoides testiculares aislados de es-
tos mismos pacientes (Steele et al.,,
1999).

A pesar de que el dafio de DNA in-
ducido por ROS es dificil de demostrar
en ciclos de TRA, ya que el ovocito po-
dria reparar este tipo de dafio, y ademas
normalmente no se miden los niveles de
ROS en semen, uno de los principios
fundamentales que deben guiar toda
practica médica es primum non nocere
0, lo que es lo mismo, “primero no da-
fiar”, como dice el antiguo aforismo hi-
pocratico. Por lo tanto, los responsables
de los laboratorios de in vitro deberian
evitar, en la medida de los posible, el
uso de técnicas que se sabe son noci-
vas, sobre todo, si pueden utilizarse
otras técnicas que son mas seguras. Cu-
riosamente, en Bruselas, donde se des-
arrollo la técnica de ICSI, se utilizan
gradientes de densidad (Verheyen et al.,
1999). Sin embargo, como habiamos
indicado antes, excepciones a esta regla
serian casos de oligospermia y asteno-
Zoospermia severa, y muestras de se-
men contaminadas con VHC y VIH, en
los que el realizar un gradiente estaria
obviamente desaconsejado, y si hacer
dilucién y centrifugacion del semen.

Capacitacién espermatica y TRA

Una de las preguntas que con fre-
cuencia se hacen los bi6logos es jcua-
les son las condiciones optimas a las
que mantener las suspensiones de es-
permatozoides después de su prepara-
cién, ya sea por gradientes de densidad,
por swim-up u otros métodos, antes de
ser utilizadas en TRA?

Si bien en Espafia se habla de capa-
citacion espermatica una vez que se
han recuperado los espermatozoides por
swim-up o por gradiente, para que se
produzca la capacitaciéon espermatica
propiamente dicha se requieren los si-
guientes requisitos: (i) que el medio de
cultivo contenga una concentracion de
CO:H- de al menos 20 mM; (ii) que con-
tenga un minimo de 10 mg/ml de albu-
mina humana; (iii) que contenga una
concentracién de CaCl: de 1,5 mM; (iv)
y que las suspensiones de espermato-
zoides sean incubadas a 37°C durante
al menos 4 horas (Osheroff et al.,
1999). La gran mayoria de los medios
de cultivo que se utilizan en el labora-
torio de andrologia y de in vitro tienen
una composicion idnica que se ajusta a
estos requisitos. Lo habitual es colocar
las suspensiones en el incubador de CO-
a 37°C después de haber sido procesa-
das. Sin embargo, dado que en la ma-
yoria de los laboratorios de in vitro las
muestras de semen se procesan a pri-
mera hora de la mafiana, que las inse-
minaciones para FIV convencional o
1AC, por regla general, se van a hacer
unas horas mas tarde, y que las mues-
tras podrian “sobrecapacitarse” y como
consecuencia decapacitarse, es muy
importante ajustar bien el tiempo de in-
tervalo entre la preparacion de las
muestras y su uso para TRA. Se sabe
que en algunos pacientes, la capacita-
cion puede producirse entansolo 16 2
horas, mientras que en otros puede tar-



dar 8 horas o mas. Por lo tanto dado
que la sobrecapacitacion podria llevar a
un “agotamiento bioquimico” de los es-
permatozoides con una defosforilacion
de proteinas flagelares, una caida en los
niveles de NADPH, y un aumento en la
reaccién acrosémica espontanea, en
muestras que vayan a ser utilizadas en
FIV convencional o IAC, se recomienda
que una vez procesadas, sean incuba-
das a temperatura ambiente hasta 1 ho-
ra antes de realizar la técnica corres-
pondiente, y después de este periodo,
introducirse en el incubador de CO, a
37°C. La mayor parte de los medios de
cultivo utilizados en el laboratorio de
andrologia, ademas del buffer de CO,H"
/CO4H. (CO, disuelto en H,0), contienen
tampones que permiten mantener el pH
dentro de limites perfectamente tolera-
bles por los espermatozoides (de 7,0 a
8,0), lo cual va a permitir que puedan
incubarse a temperatura ambiente sin
estar expuestos a una atmosfera de CO,
al 5%. Una vez que se haga la FIV con-
vencional, los espermatozoides van a
disponer de tiempo suficiente para po-
der capacitarse in vitro. En el caso de la
IAC, la capacitacion va a tener lugar a
nivel del istmo de las trompas.

Criopreservacion del semen

Con frecuencia es preciso congelar
muestras de semen en pacientes que
van a realizar ciclos de IAC, in vitroy
OVODON, o que van a ser sometidos a
vasectomia o a tratamientos de qui-
mio/radioterapia. A continuacion se
describen los protocolos recomendados
para la congelacion y descongelacion
del semen.

Congelacion del semen
Una vez analizados los parametros

seminales en el semen licuado, éste se
diluye 1:1, v/v, con medio de congela-

cion TEST-yolk buffer con glicerol (lrvi-
ne Scientific, Santa Ana, CA). Es muy
importante que el medio de congelacién
se afiada gota a gota lentamente duran-
te un periodo de al menos 5 minutos,
mezclando periédicamente. Esto facilita
que se produzca un equilibrio osmético
eficiente sin que se altere la osmolari-
dad celular de forma brusca. En cuanto
al nimero de viales a congelar, se reco-
mienda dividir la muestra diluida con
crioprotector en varios criotubos o pa-
juelas de 0,2 a 0,5 ml (una media de 6
por paciente), tres para IAC (0,5 ml) y 3
para ciclos de jn vitro (0,2 ml). Uno de
los métodos habituales de congelacion
es exponer los criotubos o pajuelas a va-
pores de nitrégeno. La tasa de congela-
cién ideal para la congelacion se alcan-
za cuando la bandeja con los criotubos
0 pajuelas se expone a vapores de nitré-
geno liquido a -70°C durante 15 minu-
tos a unos 35 cm por encima de la fase
liquida. A continuacion se desciende la
bandeja a 15 cm de la fase liquida du-
rante otros 15 minutos. Finalmente, se
sumergen en nitrogeno liquido (-196°C)
(Mortimer, 1994a). Hay varios métodos
alternativos de congelacién. La diferen-
cia principal entre estos métodos estd
en la rampa de congelacion y no en los
medios crioprotectores. Por ejemplo,
uno de estos métodos, que se aplica ex-
clusivamente a criotubos, consiste en
exponer los criotubos a 0°C durante
unos 20 minutos, luego a -20°C minu-
tos durante 3 minutos, y a continuacion
sumergirlos en nitrégeno liquido. Para
ello se va a necesitar de un frigorifico
con la temperatura ajustada a 0°C, de
un congelador ajustado a -20°C y de
tres sondas de temperatura con indica-
dor digital. Dos de estas sondas se utili-
zan para monitorizar la temperatura del
frigorifico y del congelador, vy la tercera
sonda se coloca en un criotubo control
que contenga 0,5 ml de crioprotector
para monitorizar la temperatura en el
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criotubo durante la congelacion. Una
vez que las muestras se diluyen con el
crioprotector, se dividen en los criotu-
bos correspondientes y los criotubos
con las muestras y el criotubo control se
colocan en el frigorifico a 0°C hasta que
se alcance la temperatura de 4°C (ram-
pa 1). Una vez que se alcance esta tem-
peratura, se espera 1 minuto (rampa 2),
y luego se transfieren al congelador a -
20°C hasla alcanzar los 0°C (rampa 3).
Una vez que se alcance esta temperatu-
ra, los criotubos con las muestras se
transfieren a nitrégeno liquido (rampa
4), ya sea en cajas o en varillas de alu-
minio (Mortimer, 2004). Si se dispone
de un sistema automatico de congela-
cion programable, la rampa de congela-
cién que se recomienda es muy similar
al método manual antes descrito. Para
el caso de criotubos, primerc se pasaria
de temperatura ambiente a 4°C con una
tasa de congelacion de -1°C por minuto
(rampa 1). Luego, se mantiene a 4°C
durante 1 minuto (rampa 2). A conti-
nuacién, se utiliza una tasa de -2°C/min
hasta alcanzar 0°C (rampa 3). Final-
mente los criotubos se transfieren a ni-
trégeno liquido (rampa 4). En el caso de
pajuelas, la Unica diferencia es que la
rampa 1 es de -5°C/min y la rampa 3 de
-10°C/min hasta alcanzar -80°C.

Preparacion de muestras /U/-ready

Ademés de la congelacion estandar
del semen, también se pueden congelar
muestras de esperma preparadas por
gradientes de densidad y tratadas con
un medio de congelacion que no con-
tiene yema de huevo y que, por lo tan-
to, pueden ser inseminadas directamen-
te después de su descongelacion sin ne-
cesidad de ser procesadas (Mortimer,
2004). De ahi el nombre de {Ul-ready o
“listas para inseminacion intrauterina”.
Si bien la preparacién de muestras /U/-
ready se aplica habitualmente a la con-
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gelacién de muestras de semen de do-
nante en bancos de semen, también po-
drian utilizarse en la preparacién de
muestras de pacientes que van a hacer
ciclos de IAC y que por razones profe-
sionales o de otro tipo no pudieran estar
disponibles el dia de la inseminacién.
Los bancos de semen méas prestigiosos
de EE.UU. y Europa ofrecen en la ac-
tualidad muestras /U{-ready para ciclos
de IAD, Las tasas de embarazo que se
obtienen con muestras /Ul-ready son si-
milares o incluso mejores a las que se
obtienen con muestras de semen con-
gelado estandar (Wolf et al., 2001).

Para la preparacion de las muestras
{Ul-ready se carga 1 ml de semen li-
cuado por tubo de gradiente PureSperm
40/80% (se carga primero la fase de
40% vy luego la de 80%, como ya se
describié anteriormente), se centrifuga
a 400g por 20 minutos, se aspira el pe-
llet y se resuspende en 10 volimenes
de medio de cultivo PureSperm Wash
(Nidacon International AB, Goteborg,
Sweden). Luego se centrifuga a 400g
durante 10 minutos y se desecha el so-
brenadante. Al pellet resultante se le
afiaden de 0,45 a 0,70 ml de medio de
cultivo PureSperm Wash y se mezcla
bien. A continuacién se afade gota a
gota y lentamente de 0,5 a 0,75 ml,
respectivamente, de medio de congela-
cién CryoProtec (Nidacon International
AB, Goteborg, Sweden) durante un peri-
odo de al menos 5 minutos. Luego se
transfieren alicuotas de 0,5 ml a pajue-
las o criotubos y se congelan siguiendo
los protocolos previamente descritos pa-
ra la congelacién del semen.

Descongelacion del semen

El método habitual de descongela-
cion del semen consiste en incubar los
criotubos o las pajuelas en un bafio de
agua a 37°C durante 5 minutos. Otros

autores recomiendan hacer la descon-
gelacion a 37°C en un incubador o en
blogues de aluminio. Una vez finalizada
la descongelacion, las muestras estan
listas para su procesamiento. Esto pue-
de hacerse bien a través de un swim-up
0 de un gradiente de densidad, si bien
se recomienda hacer este ultimo. Si se
va a hacer un swim-up, lo habitual es
transferir los 0,5 ml de cada criotubo o
pajuela a tubos Falcon, centrifugar a
300g durante 10 minutos, desechar el
sobrenadante y anadir al peflet 100 pl
de medio de cultivo lentamente por la
pared del tubo para no perturbar el pe-
ilet. Luego se incuba a 37°C durante 45
a 60 minutos. A continuacion, se aspi-
ran unos 75 pl del sobrenadante y se
combinan las diferentes fracciones.

La correcta dilucion del semen con-
gelado tras la descongelacion es de vital
importancia en la preparacién de esper-
matozoides para TRA. Si bien en algu-
nos laboratorios esto se hace de forma
adecuada, todavia existen muchos labo-
ratorios donde la dilucién del semen se
hace de forma incorrecta, sobre todo
cuando se van a utilizar gradientes de
densidad para su preparacion. Una vez
realizada la descongelacion, antes de
cargar la muestra, ya sea en la capa del
40% en el caso del gradiente 40/80%
de PureSperm, en la capa del 45% del
gradiente 45/90%, o en la capa del
90% del gradiente monocapa, se re-
quiere que éste sea diluido de 5 a 10 ve-
ces con medio de cultivo isoténico. De lo
contrario, se produciria un choque os-
mético que haria que la recuperacién de
espermatozoides moviles fuese muy ba-
ja (Mortimer, 2004). Para ello, en casos
habituales de pajuelas o criotubos de
0,5 ml, tras su descongelacién, el se-
men con el crioprotector se transfiere a
tubos Falcon y se afade gota a gota y
lentamente 2 ml de medio de cultivo (di-
lucién 5x) o 4,5 ml (dilucién 10x) du-
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ranie al menos 5 minutos para permitir
que se produzca un equilibrio osmético
eficiente sin que se altere la osmolari-
dad celular de forma brusca. En general,
la dilucion 5x es suficiente. Una vez que
se haya dilufdo, se cargan en cada tubo
del gradiente los 2,5 ml del semen dilu-
ido de cada pajuela o criotubo y se cen-
trifuga siguiendo el protocolo estandar
(400g durante 20 minutos).

Criopreservacion de espermatozoides
epididimarios y testiculares

El advenimiento de ICSI| y el perfec-
cionamiento de los protocolos de conge-
lacién para muestras de esperma, que
en la era pre-ICSI no hubieran sido con-
geladas, permite ahora la criopreserva-
cién rutinaria de espermatozoides epidi-
dimarios y testiculares, independiente-
mente de la cantidad y calidad de los
mismos. Existen una serie de ventajas
obvias en la criopreservacion de estas
muestras de esperma: (i) no hay necesi-
dad de hacer varias intervenciones qui-
rargicas para obtener las muestras; (ii) la
aspiracion o extraccién espermatica
puede llevarse a cabo en cualquier mo-
mento, antes de realizar la puncién foli-
cular, facilitando asi la disponibilidad
del andrélogo y de las muestras; y (iii)
las muestras de espermatozoides epidi-
dimarios y testiculares pueden ser obte-
nidas y congeladas durante el curso de
una prueba diagndstica o durante explo-
racién escrotal para una recanalizacidn
de una vasectomia (particularmente va-
so-epididimostomia) o en casos de cica-
inflamatoria epididimaria,
cuando la cirugfa reconstructiva fracasa.

trizacién

Obtencidn y preparacién de
espermatozoides del epididimo

Las indicaciones de la aspiracion de
espermatozoides del epididimo suelen
ser procesos obstructivos que se pre-
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sentan con azoospermia. Estos procesos
incluyen: ausencia bilateral del conduc-
to deferente, fibrosis quistica, vasecto-
mia, fallo de reversién de una vasecto-
mia, obstruccién inoperable de los con-
ductos eyaculadores o del conducto de-
ferente y prostatectomia radical. En ca-
sos de azoospermia no obstructiva, no
se debe realizar la aspiracion epididi-
maria, dado que el lumen suele estar
colapsado y no se pueden obtener es-
permatozoides. Actualmente hay dos
métodos que se utilizan para obtener
espermatozoides epididimarios: la aspi-
racion microquirdrgica de espermato-
zoides epididimarios (MESA) (Patricio
et al.,, 1988) y la aspiracion percutanea
de espermatozoides epididimarios (PE-
SA) (Craft et al., 1995). Si bien la ma-
yoria de la literatura cientifica se ha
centrado en la técnica de MESA, estu-
dios recientes sugieren que la técnica
de PESA ofrece una serie de ventajas
como son el hecho de que es menos in-
vasiva y menos costosa. La técnica de
MESA se realiza normalmente bajo
anestesia epidural y consiste en hacer
una incisién longitudinal en el escroto
de unos 2,5 cm de longitud hasta llegar
a la tunica vaginal. Una vez que se ex-
pone el epididimo, utilizando una mag-
nificacion de 6-40x con un microscopio
de quiréfano, se selecciona un tabulo
epididimario del caput, se abre longitu-
dinalmente el tdbulo y el liquido resul-
tante se recoge con un 22 Medicut aco-
plado a una jeringa de tuberculina, que
contiene unos 100 pl de medio de cul-
tivo para evitar que se seque la muestra
obtenida del epididimo. La muestra se
pasa al/la biologo/a para determinar si
hay espermatozoides y si hay que seguir
aspirando o bien hay que ir a otro tibu-
lo epididimario. A veces hay que aspirar
de los tubos eferentes (que unen la rete
testis con el epididimo). Si no se en-
caontrasen espermatozoides en los tubos
eferentes, se indicaria hacer extraccion

de espermatozoides testiculares (TE-
SE). En cuanto a la técnica de PESA, se
hace una sedacién simple, en la que el
paciente estd consciente, y/o un blo-
queo anestésico del cordén espermati-
co. Con una mano se inmoviliza el testi-
culo mientras que se aspira con una
aguja de 21, 22 o 23G, conectada a
una jeringa de 20 ml insertada a través
del escroto directamente dentro del ca-
put proximal del epididimo. Dado que
hay que crear presidén negativa, se ne-
cesita de un asistente para aspirar con
la jeringa. Una vez que se obtiene flui-
do epididimario, se examina al micros-
copio para ver si hay espermatozoides
moviles. El liquido epididimario puede
contener desde miles de espermatozoi-
des hasta unos 200 millones. Si no se
encontrasen espermatozoides, habria
que recurrir a hacer TESA o TESE.

Obtencidn y preparacion de
espermatozoides del testiculo

Las indicaciones para obtener esper-
matozoides testiculares son: azoospetr-
mia no obstructiva (bloqueo madurativo,
hipoespermatogénesis severa, sindrome
de solo célula de Sertoli incompleto),
azoospermia obstructiva (bloqueo de la
rete testis, ausencia de espermatozoides
en el epididimo, agenesia del epididimo,
cicatrizacion extensa), aneyaculacion
(que no responde a la electroeyaculacion
o vibroestimulacién), necroteratozoos-
permia total, e inmovilidad espermética
total. Mas recientemente se ha sugerido
que en casos de fallo repetido de emba-
razo en mas de 2 ciclos de ICSI, con ni-
veles de fragmentacién de DNA > 15%
por TUNEL, se podria realizar TESA o
TESE en ciclos posteriores (Greco et al.,
2005). Es importante puntualizar que
aun en casos en los que exista patron de
solo célula de Sertoli en la mayoria de
los tubulos seminiferos, algunos tdbulos
podrian estar produciendo espermato-

zoides. A pesar de que en estos casos
existe azoospermia los testiculos suelen
ser de tamafio reducido y los niveles de
FSH elevados, existe un 30 a un 40%
de probabilidad de que TESA o TESE
nos permita conseguir espermatozoides.
En casos de microdelecciones Yql1 tipo
AZFa 0 AZFb, o en casos de blogueo ma-
durativo total, es inGtil realizar TESE o
TESA, ya gue no se van a encontrar es-
permatozoides en el testiculo (Hopps et
al., 2003).

La técnica de TESA es una técnica
cerrada que consiste en realizar una as-
piracién con una aguja transcutanea in-
sertandola directamente en el parénqui-
ma testicular y haciendo presién negati-
va para poder aspirar. Se suelen realizar
de 2 a 10 pases a través del tejido testi-
cular. En el caso de TESE se hace una
incision transversal de 1 cm a través de
la tunica vaginal hasta llegar a la tinica
albuginea, tratando siempre de obtener
tejido de la parte anterior del testiculo lo
mas alejado posible de la rete testis. Se
exponen varios tlbulos seminiferos que
se cortan con unas tijeras microquirdrgi-
cas y se transfieren a una placa de Petri
gue contiene 1 ml de medio de cultivo.
Una biopsia suele ser suficiente. Sin
embargo, en casos de sindrome de sélo
células de Sertoli incompleto podria ser
necesario realizar de 3 a 6 biopsias. Otra
modalidad mas reciente es el uso del
microscopio durante la biopsia para
identificar los tabulos seminiferos de
mayor diametro con mayor probabilidad
de contener espermatozoides, y evitar
ademas el puncionar vasos sanguineos
(Ostad et al., 1998). Una vez que las
biopsias se han llevado al laboratorio, el
tejido testicular se corta finamente me-
diante microtijeras, se pasa a un tubo
Falcon y se centrifuga a 400g durante 5
minutos. EI pelfet resultante se diluye en
0,3 ml de medio de cultivo y se exami-
na al microscopio para ver si hay esper-



matozoides testiculares. Inicialmente, la
motilidad es muy baja o nula y hay que
esperar unas horas (de 5 a 10 horas) pa-
ra que la motilidad sea méxima. Otros
autores han reportado que se puede en-
contrar motilidad hasta 3 dias después
de iniciar la incubacion del tejido testi-
cular. Este suele ser lo que ocurre en ca-
sos de azoospermias obstructivas pero
no en caso de azoospermias no obstruc-
tivas. Otros autores recomiendan el uso
de pentoxifilina para mejorar la motili-
dad; sin embargo, esto requeriria el uso
de centrifugacion para eliminarla antes
de hacer ICSI. Cuando existe una alta
contaminacion de glébulos rojos tam-
bién se puede recurrir al tratamiento con
el medio de lisis de eritrocitos (Sigma R-
1129); sin embargo, este reactivo podria
afectar la motilidad espermética, ya que
es un medio hipoténico y, por lo tanto,
podria danar la membrana de los esper-
matozoides.

Congelacidn y descongelacion de
espermatozoides del epididimo

Dado que la recuperacién de esper-
matozoides moviles del epidfdimo post-
descongelacion es mejor cuando la
muestra es procesada antes de su con-
gelacion, se recomienda el uso de gra-
dientes de densidad. Una vez que se ha-
ya conseguido un numero suficiente de
espermatozoides para ICSI, el resto de la
muestra se combina y se procesa para su
congelacion. Las muestras procesadas
se concentran en un volumen de 0,5 a
1,0 ml y se diluye 1:1, v/v, con medio de
congelacion (TEST-yolk buffer con glice-
rol, Irvine Scientific, Santa Ana, CA). El
medio TEST-yolk buffer con glicerol pro-
porciona el medio mas eficaz para la re-
cuperacion de espermatozoides méviles
después de la congelacién. Algunos con-
sejos practicos son: (i) el medio de con-
gelacion debe afiadirse lentamente gota
a gota durante un periodo de al menos 5

minutos, mezclando continuamente se-
gun se va afnadiendo el crioprotector; (ii)
incluso si la concentracion de esperma-
tozoides epididimarias es baja, cada
muestra debe dividirse en varios criotu-
bos (una media de 3 por paciente). Esto
va a facilitar que se puedan llevar a ca-
bo mas ciclos de ICS| en el futuro sin te-
ner que volver a aspirarlos del epididi-
mo; (iii) |a tasa de congelacidén ideal pa-
ra espermatozoides del epididimo se al-
canza cuando los criotubos se exponen a
vapores de nitrégeno liquido a -70°C du-
rante la noche a unos 5 cm por encima
del menisco. Al dia siguiente se sumer-
gen en nitrégeno liquido (-196°C). Hay
varios métodos alternativos de congela-
cién. La diferencia principal entre estos
métodos esta en la tasa de congelacion
y no en los medios de congelacién. Por
ejemplo, uno de estos métodos consiste
en mantener el criotubo a -20°C durante
30 minutos, seguido de la exposicion a
vapores de nitrégeno liquido durante 10
minutos e inmersion posterior en nitro-
geno liquido.

Para la descongelacién, se incuba el
criotubo a 37°C durante 5 minutos, lue-
go se diluye de 5 a 10 veces en medio de
cultivo y se procesa a través de un gra-
diente de densidad. El pellet se resus-
pende en un volumen pequefio de medio
de cultivo y se seleccionan los esperma-
tozoides maviles para ICSI. En caso de
que solo se disponga de un crictubo, es
posible evitar la descongelacién de todo
el espécimen haciendo el llamado scra-
ping off que consiste en descongelar la
parte superior del criotubo y transferir
una alicuota a una placa de Petri.

Congelacion y descongelacion
de espermatozoides testiculares

En la gran mayoria de los casos, los
espermatozoides testiculares se obtie-
nen a partir de la técnica de TESE, si
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bien en algunos centros también se ob-
tiene a partir de la técnica de TESA. A la
suspension de espermatozoides testicu-
lares disueltos en 0,3 ml de medio de
cultivo se le afiade gota a gota y lenta-
mente 0,3 ml de TEST-yolk buffer con
glicerol (dilucion 1:1, viv). Esto se reali-
za durante unos 5 minutos con agitacién
continua segln se van afiadiendo las go-
tas del medio crioprotector. Esto facilita
que se produzca un equilibrio osmético
eficiente sin que se altere la osmolari-
dad celular de forma brusca. Los criotu-
bos se congelan de forma similar a como
habiamos descrito en el caso de esper-
matozoides del epididimo. Otros autores
utilizan pajuelas de 0,5 ml que se incu-
ban primero a temperatura ambiente du-
rante 10 minutos seguido de a 4°C du-
rante otros 10 minutos y 10 minutos en
los vapores antes de ser sumergidas en
nitrégeno liquido (Al-Hasani et al.,
1999). Otros grupos utilizan congela-
cién programada con el Planer KryolO
I11 (Messer Griesheim, Germany), donde
se hace una congelacion inicial a -30°C
durante los primeros 5 minutos y luego
se congelan exponencialmente a -150°C
en los 55 minutos siguientes.

Cuando el nimero de espermatozoi-
des testiculares es extremadamente ba-
jo, se puede recurrir a la técnica de sin-
gle sperm freezing donde unos cuantos
espermatozoides (hasta 5) y el criopro-
tector (8% glicerol en PBS suplementa-
do con 3% HSA) son microinyectados en
zonas pelicidas vacias (Cohen et al.,
1997). Las zonas peldcidas con los es-
permatozoides se cargan en pajuelas de
0,25 ml, se exponen a vapores de nitro-
geno liquido durante la noche y se su-
mergen en nitrégeno liquido al dia si-
guiente.

Para la descongelacion, por la ma-
fiana temprano el dia de la puncién fo-
licular, el criotubo se descongela a
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temperatura ambiente durante 10 mi-
nutos y el contenido se transfiere a un
tubo Falcon y se afaden gota a gota vy
muy lentamente 5 ml de medio de cul-
tivo. Después de mezclar bien la sus-
pensién, se centrifuga a 300g durante
5 minutos y el pellet se resuspende en
100 pl de medio de cultivo. Unos po-
cos yl de esta suspension se van a uti-
lizar para ICSI. Esta suspension se de-
be incubar a temperatura ambiente
durante un minimo de 4 horas para po-
der maximizar la motilidad de los es-
permatozoides testiculares.

Cuando se congela tejido testicular
en lugar de suspensiones de esperma-
tozoides testiculares, la muestra de te-
jido se descongela incubéandola en un
bafio de agua a 37°C durante 3 minu-
tos, se centrifuga dos veces con medio
de cultivo (p.e., Ham's F10) y luego el
pellet de tejido testicular se corta fina-
mente con microtijeras (Al-Hasani et
al., 1999). El sobrenadante se incuba
durante 5 horas en un incubador de
CO: a 37°C y después se centrifuga a
500g durante 1 minuto. El peliet se re-
suspende con 3 pl de medio Ham's
F10 del cual se pueden obtener esper-
matozoides con movimiento flagelar.
Los espermatozoides de tejido testicu-
lar congelado también se pueden ex-
traer utilizando métodos enzimaticos
como el uso de colagenasa (Kupker et
al., 2000).

Purificacién microbioldgica y
virica del semen

Un estudio reciente ha reportade que
los gradientes de silica coloidal, cuando
se usan en combinacién con técnicas
asépticas, pueden abolir casi totalmen-
te la contaminacién bacteriana durante
la preparacién del semen para TRA (Ni-
cholson et al., 2000). Otros estudios in-
dican que el uso de gradientes de den-

sidad reduce la carga viral de VIH en el
pellet del gradiente (Politch et al.,
1999; 2004).

El protocolo que actualmente se re-
comienda en la preparacién del semen
de pacientes seropositivos para VHC vy
VIH para TRA incluye dos pasos de di-
lucion y centrifugacion, un gradiente de
densidad y un swim-up (Politch et al.,
2004; Garrido et al., 2001). Antes de
describir en detalle el protocolo, es im-
portante puntualizar que la preparacion
del semen de pacientes seropositivos
para YHC y VIH debe realizarse en una
cabina de seguridad bioldgica (Clase
[1/B3), que es el nivel de seguridad re-
comendado en estos casos (Kruse et al.,
1991). Ademés, deberian utilizarse
centrifugas e incubadores exclusiva-
mente dedicados para este fin.

Basicamente, una vez que se han
evaluado los parametros seminales en el
semen licuado, se hace un lavado del
semen haciendo una dilucién 1:1, v,
con medio de cultivo, seguido de cen-
trifugacion a 400g durante 10 minutos.
Se elimina el sobrenadante y el pellet se
resuspende en 1 ml de medio de culti-
vo. A continuacién, se prepara un gra-
diente de tres capas (50/70/90%) utili-
zando cualquiera de los gradientes ha-
bituales, se carga la muestra y se cen-
trifuga a 300g durante 20 minutos.
Una vez finalizada la centrifugacion, se
recoge el pellet, se diluye de nuevo con
medio de cultivo, se centrifuga a 300g
por 10 minutos, se elimina el sobrena-
dante y se afiaden lentamente sobre de
la pared del tubo 0,5 ml de medio de
cultivo y se hace un swim-up durante
60 minutos a 37°C. Finalmente, se as-
piran unos 350 pl de la capa superior
con especial cuidado, y se analizan los
parémetros de concentracion y motili-
dad. Si se va a hacer analisis de carga
viral por RT-PCR, una alicuota de la

muestra se almacena en nitrégeno liqui-
do para su analisis y el resto se trata con
crioprotectores para su congelacién y
posterior uso, en caso de que la carga
viral esté por debajo de los limites reco-
mendados (Garrido et al., 2001).
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Noticias

1.- CONVOCATORIAS ASEBIR'05

* 6 CARGOS DE LA JUNTA DIRECTIVA.

Seglin los estatutos de ASEBIR (Capitulo II1, art. 16) y cumplido el plazo de la mitad de los cargos de la Junta Directiva,
convocamos a todos los socios interesados en pertenecer al érgano directivo a que propongan su candidatura para las pro-
ximas elecciones a esta Junta. Para ello deberan presentar su peticion apoyada por un ndmero minimo de cinco socios a
la secretaria de ASEBIR, a la atencién de la Secretaria de la Junta.

* SEDE DEL IV CONGRESO ASEBIR 2007.

Se comunica que queda abierto el plazo para la presentacion de candidaturas para la organizacion del proximo con-
greso de ASEBIR a celebrar en el afio 2007. Los interesados deberén mandar a la secretaria de ASEBIR, a la aten-
cion de la Vocalia de Congresos, la siguiente documentacion:

- Datos de la persona responsable de la solicitud (incluido Centro de trabajo) y comité organizador local. Importante
la inclusién de una memoria con la trayectoria de la actividad en Biologia de la Reproducci6n del comité organiza-
dor solicitante.

- Ciudad que representa la candidatura, especificando comunicaciones y disponibilidad de alojamiento.

- Sede del Congreso (especificar caracteristicas como ubicacion, espacio disponible, etc.).

El plazo para la presentacion de solicitudes se prolongara HASTA EL DIA 1 DE OCTUBRE DE 2005 y las elecciones

tanto de los cargos directivos como la sede del proximo Congreso, se realizara en la proxima Asamblea General a cele-
brar el dia 17 de Noviembre del 2005 dentro del marco del 111 Congreso ASEBIR en Zaragoza.

2.- ENCUESTAS EN LA WEB

Animamos a todos los comparieros a participar en la ENCUESTA DE VALORACION EMBRIONARIA. Entrar en nuestra
pagina WEB (www.asebir.com) y dentro del apartado de Comisiones, la COMISION DE CATALOGACION DE GAMETOS
Y EMBRIONES Encontraréis indicaciones sobre cémo participar. Fecha limite para enviar la encuesta 15 de Julio. Y pa-
ra cualquier duda no dudéis en escribir a la siguiente direccion (encuesta_asebir@hotmail.com) y también nos gustaria
nos hicieras participe, a través de esta misma direccién, de vuestra intencién de participar en la encuesta.

Una vez realizada esta encuesta, el grupo de interés en dgp colgara otra de la que ya os informaremos mas adelante.

3.- CIRCULAR A LAS/LOS FAMACEUTICAS/0S

Estimados compaiieros:
Somos un grupo de farmacéuticos que como vosotros trabajamos en Reproduccion Asistida. EI motivo de es-

ta circular es intentar ponernos en contacto con el mayor numero de farmacéuticos que trabajan en este campo
y asf hacer entre todos presién ante nuestros representantes en el Consejo Oficial de Farmacéuticos de Espana.

Si eres farmacéutico y estas interesado, remite un correo electronico a la siguiente direccion adjuntando tu

nombre y nimero de colegiado. También puedes enviarnos tus sugerencias.

Un saludo
Juan Carlos Martinez Soto, adolfomv@airtel.net
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First world congress on human oocyte crypreservation
June 5-7 2005. Bologna (ltaly) /
eleonora.porcu@unibo.it

15th International Society of Developmental Biologists Congress (ISDB)
September 3-7, 2005 / Sydney, Australia
Address For CommunicationsTour Hosts Conference &
Exhibition Organisers
GPO Box 128 SYDNEY NSW 2001 AUSTRALIA
Deliveries: Level 10, 51 Druitt Street
Sydney NSW 2000 AUSTRALIA
Telephone: +61 2 9265 0700
Fax: +61 2 9267 5443
Email: isdb2005@tourhosts.com.au

6th Royan international Research Award & Congress
(Reproductive Biomedicine)
September 7-9 2005
Tehran - IRAN / Venue: Razi Hall, Iran Medical Science

University, Tehran, Iran

Secretariat Award contact name: Kamal Alizadeh

Organizer e-mail: info@royaninstitute.org
Web-site: www.Royanlinstitute.org

1st ESHRE Campus Course
“Molecular Reproductive Endocrinology”
“Molecular Biology for Reproductive
Medicine Specialists”
Organizing Secretariat: Serono Symposia International
Via del Pigneto 16 - 00176 Rome, Italy
Fax: +39-06-70384 677
E-mail: info@seronosymposia.org
Web-site: hitp:/fwww.seronosymposia.orglreproductivefevent_descrip.ihtmi?id=217

“Molecular Reproductive Endocrinology”
1st Course on Molecular Biology for Reproductive Medicine Spe-
cialists” 25 to 27 September 2005
Siena, ltaly - Collegio S. Chiara - Via Valdimontone, 1
53100 Siena - Italy
Phone:+39-0577-235945 / Fax:+39-0577-235942
www.unisi.it/santachiara

How to improve ART outcome hy gamete selection
October 7-8, 2005 - Gubbio, Italy
Contact Vesselina Kirilova, Serono Symposia International at:
/- Fax: +39-06-70384 677
e-mail: Vesselina.Kirilova@seronosymposia.org

1st International SGI Summit on “Preterm Birth”
November 10-12, 2005 - Siena (ltaly).
web site: http://www.sgionline.org.

ART in the 21st Century: A Time for Reflection and New Horizons
- Part 1 November 11-12, 2005
Nice, France. Organizer contact name:

Scientific organizer: David K. Gardner, USA
Organizing Secretariat: Serono Sympesia International
Via del Pigneto 16/ 00176 Rome, lialy
Fax: +39-06-70384 677 E-mail: info@seronosymposia.org
Wab-site: http:fwww.seronosymposia.org/ reproductive/event_descrip.ihtmi?id=248

International variation in Assisted Reproduction Technology
practice and data collection.

December 2-3, 2005/ Athens, Greece
Organizing Secretariat: Serono Symposia International
Via del Pigneto 16 /00176 Rome, ltaly
Fax: +39-06-70384 677
E-mail: info@seronosymposia.org
Web-site: http:/Awww.seronosymposia.org/reproductive/event_descrip.ibtml?id=247
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