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FECUNDACION IN VITRO

v Volumen recinto interior: 150 / 240 litros

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

v Sistema de alarma del nivel de agua

v Interface RS232

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

Heracell 150/240

Cabinas de flujo laminar para F

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

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

v Gran variedad de accesorios

Centrifugas:

v Capacidad: 4 x400 ml /32 x 15 ml /20 x 25 ml/ 12 x 50 ml

v Velocidad méxima: 6.000 rpm
? v FCR max.: 6.842 xg Centrifuga
v Disponible versién refrigerada Multifuge |

v Modelos verticales y horizontales

v Varias capacidades

v Generador de vapor integrado y completamente
independiente de la camara de esterilizacién

Autoclaves

Conservadores +4°C 5 Mobiliario
Balanzas Agitadores Congeladores -85°C Estufas de cultivo / técnico de

analiticas Cryoconservadores -150°C secado / esterilizacion laboratorio

Controltecnica Instrumentacion Cientifica S.L. SORVALU

C/ Artesanos, 7 (Prado del Espino) 28660 Boadilla - Madrid
Tel. 902 431 408 Fax. 91 729 44 54 Heraeus

BARCELONA: 93 486 46 60 ANDALUCIA: 679 2102 33

VALENCIA: 679 20 85 37 618 73 78 48
LA RIOJA: 648 09 27 09 MURCIA: 686 93 68 31 CONTROLT

www.controltecnica.com
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Proceso ESHRE de certificacion en embriologia clinica

Desde la Junta Directiva trabajamos duro para consolidar ASEBIR como sociedad de referencia en
los campos de la embriologia clinica y la biologia de la reproduccion.

Y un paso mas en esta tarea es nuestra participacion desde buen comienzo en el proceso de
certificacion individual en embriologia clinica a nivel europeo y que ESHRE, con la colaboracion de
organizaciones locales como ASEBIR, ha iniciado recientemente.

De entrada, de modo retrospectivo y de forma excepcional, ESHRE certificara como
“embriblogos/as clinicos/as sénior jefe de laboratorio” a las personas que cumplan los requisitos
planteados (licenciatura + 10 anos de experiencia + master y/o doctorado + cargo de jefe/director
de laboratorio) y que presenten candidatura antes del 31 de Octubre de 2007 segun el modelo
publicado en la Web de ESHRE/accreditation y en la Web ASEBIR. La lista de personas certificadas
se publicara al menos en la Web de ESHRE y se pretende que ellos/ellas sirvan de base, y a su
vez puedan avalar la suficiencia de otros, en el largo camino de las certificaciones europeas.

Mas adelante ESHRE certificara el resto de profesionales que lo deseen (hay voluntad de que este
reconocimiento, a medio plazo, se convierta en obligatorio) en dos niveles, uno superior o de
“embridlogo clinico sénior” y uno de basico o de “embriblogo clinico” mediante examenes tipo test y
de la presentacion de un curriculum contrastado.

La primera convocatoria de examenes esta prevista durante el congreso de ESHRE de Barcelona
2008, se abrira Unicamente a aquellos candidatos que postulen al nivel superior de “embridlogo/a
clinico/a sénior".

Y en el horizonte del ano 2009 esta previsto que se convoquen, al menos una vez cada aho,
examenes para los dos niveles acreditativos mencionados jTodo un reto!

Evidentemente la informacion de este importante proceso se publicara con suficiente antelacion en
la Web de ESHRE, y ASEBIR dara cuenta de ella inmediatamente.

Aunque esta certificacion es voluntaria y, por ahora, carece de respaldo del ejecutivo comunitario,
creemos que es un paso de gigante para conseguir el reconocimiento de la especialidad en
embriologia clinica y esperamos poder comentarla en nuestro congreso.

iNos vemos en Bilbao!
Mark Grossmann i Camps, Presidente Electo
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COMENTARIOS SOBRE EL REAL DECRETO 1301/2006 DE 10 DE
NOVIEMBRE DE 2006 SOBRE CELULAS Y TEJIDOS HUMANOS

Jorge Ten, Francisco Compari, Alejandro Montoya, Rafael Bernabeu

Instituto Bernabeu, Alicante

En este Real Decreto (RD) se estable-
cen las normas para todas las activida-
des relacionadas con la utilizacion de
células, tejidos humanos y derivados,
destinados a ser aplicados en el ser hu-
mano. El objetivo es claro, ya que trata
de asegurar la calidad y la seguridad de
las células y tejidos utilizados para evi-
tar la transmision de enfermedades y
facilitar su uso terapéutico. Esta enfo-
cado basicamente a la regulacion de
los trasplantes de células y tejidos hu-
manos, siguiendo los principios de vo-
luntariedad, anonimato, altruismo y so-
lidaridad que caracterizan el modelo de
trasplantes del Sistema Nacional de
Salud. No obstante, también se inclu-
yen las células reproductoras y, por tan-
to, las implicaciones en nuestra drea de
trabajo son evidentes. El plazo de adap-
tacion para los centros autorizados es
de 12 meses desde la entrada en vigor
el pasado 11 de noviembre de 2006.

Las actividades reguladas en este RD
incluyen la donacion, obtencion, eva-
luacién, procesamiento, preservacion,
almacenamiento, distribucion, aplica-
cion e investigacion clinica de las célu-
las y/o tejidos, existiendo una trazabili-
dad en cada uno de estos procesos.
Dicha trazabilidad incluye la ubicacion,
localizacion e identificacion de las célu-
las y/o tejidos hasta que llegan al recep-
tor o son desestimados y/o destruidos.
Asimismo, cubre la capacidad de loca-
lizar e identificar cualquier dato rele-
vante de los productos y materiales que
van a estar en contacto directo con las
células y/o tejidos y que puedan afec-
tar a la calidad y seguridad de los mis-
mos.

Mediante este RD, tal y como men-
ciona la Disposicion Final Segunda, se
incorporan al ordenamiento juridico es-
pafiol tanto la Directiva Europea
2004/23/CE relativa al establecimiento
de normas de calidad y de seguridad

para la donacion, la obtencion, la eva-
luacion, el procesamiento, la preserva-
cion, el almacenamiento y la distribu-
cion de células y tejidos humanos,
como la Directiva Europea 2006/17/CE
de la Comision por la que se aplica la
Directiva 2004/23/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo en lo relativo a
determinados requisitos técnicos para
la donacion, la obtencion y la evalua-
cion de células y tejidos humanos.

;Como nos afecta este RD a los cen-
tros de reproduccion asistida? ;Existe
alguna medida que debemos adoptar?
Estas y otras preguntas son las que nos
hicimos en el momento de conocer su
aparicion y son las que vamos a co-
mentar en este articulo. No obstante,
como embridlogos y clinicos, no somos
precisamente las personas mas apro-
piadas para realizar este tipo de tareas
que casi siempre nos resultan farrago-
sas. Evidentemente, los cambios cons-
tantes en la legislacion que regula
nuestra area de trabajo hacen que sea
inevitable un estudio a fondo de la mis-
ma. Por suerte, en los ultimos arios se
estan creando equipos juridicos y con-
sultivos que nos estan ayudando enor-
memente en las dudas que siempre
nos pueden surgir durante la praxis.
Sin ir mas lejos, en nuestra pagina web
(www.asebir.com) creamos reciente-
mente un servicio gratuito de Asesoria
Juridica en el que hemos recibido nu-
merosas consultas que han sido con-
testadas y aclaradas. Sin duda, el ana-
lisis exhaustivo de este RD nos plantea
algunas incognitas que solamente pue-
den ser solucionadas por estos profe-
sionales juridicos. A continuacion pasa-
remos a describir los aspectos mas im-
portantes de los 6 Capitulos y los 8
Anexos de los que consta este RD, cen-
trandonos en los puntos que implican
fundamentalmente a la donacion de
gametos. Para un estudio mds detalla-
do, se puede consultar este RD en
www.boe.es con el nimero 270 y pagi-

o

nas 39475 a 39502.

El Capitulo | hace mencion a las dis-
posiciones generales, y son varios los
puntos a tener en cuenta. De entrada,
el Articulo 1 contempla que este RD tie-
ne aplicacion a las células reproduc-
toras en todo lo no previsto en la Ley
14/2006, de 26 de mayo, sobre técni-
cas de reproduccion humana asistida.
Por tanto, esto nos obliga a conocer en
profundidad la Ley y el RD. Un aspecto
importante es la definicion que se hace
de células reproductoras en el Articulo
2, donde se incluyen aquellas células o
tejidos que pueden ser utilizados para
la reproduccion humana asistida. Por
tanto, habria que considerar también el
tejido ovarico y el de testiculo. Ademas,
los centros de reproduccion asistida
podemos considerarnos a efectos de
este RD como establecimientos de te-
jidos, ya que llevamos a cabo activida-
des de procesamiento, preservacion,
efc. desde su obtencion y hasta su uti-
lizacion o aplicacion en humanos.
También podemos ser los encargados
de la obtencion y evaluacion de tejidos
y células. EIl Capitulo | también contem-
pla una serie de requisitos, la mayoria
de los cuales estéan recopilados en la
Ley 14/2006, pero que pueden com-
plementar, si cabe, las acciones referi-
das a las donaciones de gametos en los
centros de reproduccion asistida:

El Articulo 3 fija el cardcter volun
tario, altruista y de procedimiento no
gravoso para la donacion, pudiendo re-
cibir compensacion limitada a cubrir
gastos, dietas, etc.

°

En cuanto a la promocion y publici-
dad (Articulo 4) seran de forma gene-
ral, sefialando su caracter voluntario, al-
truista y desinteresado. Estara someti-
da a inspeccion y en el caso de que sea
®a/sa o tendenciosa, que induzca a
error, sera incompatible con la autori-
zacion de actividad para el centro.

*
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Por supuesto, se garantizara la con-
fidencialidad de todos los datos relacio-
nados con la salud de los donantes, asi
como de los resultados y trazabilidad
de sus donaciones, de acuerdo con la
Ley Organica 15/1999 de Proteccion
®c Datos de Caracter Personal. Se apli-
card ademads el nivel alto de seguridad
respecto al tratamiento de los datos re-
lacionados con los donantes (RD
994/1999)

El Capitulo Il regula la donacién y
obtencion de células y tejidos huma-
nos, haciendo referencia a los donan-
tes vivos y fallecidos, a la seleccion y
evaluacion del donante, al procedi-
miento de obtencion, empaquetado,
etiquetado y transporte, asi como al sis-
tema de recogida y custodia de la infor-
macion y nos refiere a varios Anexos de
este RD. Respecto a las autorizaciones
de las actividades de los centros y uni-
dades, el Articulo 9 dice que se regula-
ran segun lo dispuesto en el RD
1277/2003, con una serie de requisitos
minimos que se detallan en el Anexo .
Ademads, los centros y unidades autori-
zados para la obtencion de células y/o
tejidos deberan facilitar los datos relati-
VoS a su actividad que les sean requeri-
dos por las autoridades sanitarias com-
petentes de su comunidad auténoma,
que los remitira a la Organizacion
Nacional de Transplantes (ONT) segtin
lo previsto en el Capitulo V de este RD.
No obstante, creemos que esto no nos
afecta ya que las autorizaciones que
nos regulan estan especificadas en el
articulo 17 de la Ley 14/2006. Ademas,
los registros de donantes y de actividad
y resultados de los centros de repro-
duccion asistida, asi como el suminis-
tro de informacion quedan regulados
mediante los articulos 21, 22 y 23, res-
pectivamente, de la Ley 14/2006.

ElCapitulo Il regula el procesamien-
to, almacenamiento y distribucion de
las células y tejidos, con las autorizacio-
nes a las que se hacen referencia en el
Capitulo 1. Podemos destacar los si-
guientes puntos:

Responsable técnico y personal
adscrito. Cada centro debera tener un

responsable con Titulacion Universitaria
Superior en el ambito de la Medicina o
las ciencias biomédicas y 3 arios de ex-
periencia minima. Velara, facilitara y
aplicara la normativa. Se notificara a la
s\utoridad competente sus datos perso-
nales y cualquier sustitucion que se re-
alice de esta persona. El resto del per-
sonal debera estar perfectamente cuali-
ficado. Por tanto, si realmente somos
un establecimiento de tejidos, tendria-
mos que adecuarnos a esta normativa
y realizar estos tramites. No obstante,
cabe resefiar que, como centros de re-
produccion asistida, el Articulo 18 de la
Ley 14/2006 regula las condiciones de
funcionamiento de los mismos, desig-
nando al director del centro o servicio
como responsable de las actuaciones
de todo el equipo.

Importacion y exportacion. Autorizado
por el Ministerio de Sanidad y
Consumo, previo informe de la ONT. Se
efectuara a través de los recintos adua-
neros especificados en el Anexo | del
RD 65/2006, de 30 de Enero, por la
que se establecen requisitos para la im-
®ortacion y exportacion de muestras
bioldgicas. Esta norma afectaria al en-
vio y recepcion de muestras (por ejem-
plo, seminales) con otros paises. No
obstante, en el contexto en que lo lee-
mos entendemos que seria para llevar
a cabo trasplantes entre diferentes pai-
ses. Esta es, por tanto, una cuestion
que habria que aclarar.

Relaciones entre los centros de teji-
dos y terceros. Establecimiento de con-
tratos y registros, donde se especifi-
quen claramente las responsabilidades
de los terceros en relacion con los pro-
cesos que van a llevar a cabo, asi como
una descripcion detallada de los mis-
®10s. E£sto podria afectar a la distribu-
cion de muestras (principalmente semi-
nales) a pacientes para uso particular o
derivacion a otros centros. Aunque este
punto no esté recopilado en la Ley
14/2006, lo que los centros hemos es-
tado llevando a cabo es que la persona
que quiere llevarse una muestra propia,
tiene que firmar una autorizacion o con-
sentimiento haciéndose responsable de
la misma. Por tanto, esto seria algo si-
milar a lo que el RD pide.

Junio 2007 Vol. 12 e N°1

Sistema de recogida y custodia de
la informacion. Se designara una per-
sona responsable de la recogida y cus-
todia de la informacion. Hay que remi-
tir informacion trimestral a organismos
competentes. Creemos que este punto
no nos afecta, ya que esta regulado por
la Ley 14/2006, en su Capitulo VII.

°

El Capitulo IV regula la aplicacion de
las células y tejidos, con los siguientes
puntos:

Autorizacion segin el RD
1277/2003 y el Anexo 1.4. Segun lo
comentado en el Capitulo I, en nuestro
caso estariamos regulados por el
Articulo 17 de la Ley 14/2006.

Acceso a las células y tejidos y con-
diciones generales de aplicacioén. Lo
podemos interpretar como el acceso
®ntre diferentes centros para llevar a
cabo principalmente trasplantes y, por
tanto, no lo tendriamos en cuenta.

Sistema de recogida y custodia de
la informacion. Capitulo V del presente
®D. Acceso restringido y confidencial.
Remitir informes trimestrales. Lo mis-
mo que en el Capitulo anterior, ya que
este punto esta regulado en la Ley
14/2006.

Investigacion clinica. Segun este
®D, los centros tienen que tener la au-
torizacion y presentar una documenta-
cion a incluir en la solicitud del proyec-
fo. La autoridad informara cada seis
meses de los proyectos autorizados y
en ejecucion dentro de su Comunidad
Auténoma. Este apartado tampoco nos
afectaria ya que estamos regulados res-
pecto a investigacion con gametos y
preembriones humanos en el Capitulo
IV de la Ley 14/2006. Ademas, existe
una Comision, dependiente del
Instituto Carlos Il encargada de emitir
informes relativos a los proyectos de in-
vestigacion relacionados con la obten-
cion, desarrollo y utilizacion de lineas
celulares troncales embrionarias.

En el Capitulo V se regulan los siste-
mas de informacion, seguimiento y
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biovigilancia:

Registro de centros. La ONT des-
arrollara un registro donde se detallaran
cada centro y cada actividad. Sera de
acceso publico y tendra un responsable
de mantenimiento y custodia. Este
apartado lo tenemos regulado en los ar-
ticulos 21 y 22 del Capitulo VIl de la Ley
14/20086.

Sistema de informacién general. La
®NT desarrollara un sistema de recogi-
da y custodia de la informacion.
Realizara un informe anual, que sera
accesible al publico y se remitira a los
centros. En disposicion transitoria pri-
mera establece el plazo de 6 meses
para que la ONT desarrolle este siste-
ma. También lo tenemos regulado en el
Capitulo VIl de la Ley 14/2006.

°

Trazabilidad. Anexo VI. Se codificara
segun los anexos VI'y VII. Contemplara
el rastreo de origen a destino de todas
las células y tejidos (asi como produc-
tos y materiales en contacto).

La informacion se guardara y custo-
diara de forma segura durante al me-
nos 30 afios a partir de su codifica-
cién. Creemos que estas codificaciones
®0 s0n necesarias en nuestro caso, ya
que los datos y registros que generamos
estan regulados y sometidos a audito-
rias externas tal y como refleja la Ley
14/2006.

Sistema de codificacion. Anexo VII.
8¢ establecera un sistema unico y obli-
gatorio de codificacion, compatible con
los sistemas de otros estados miembros
de la Union Europea para identificar de
forma tnica e inequivoca los tejidos y
células. De la misma forma que en el
apartado anterior, creemos que este sis-
tema de codificacion no tiene nada que
ver con las actividades que realizamos
en los centros de reproduccion asistida,
®ue como hemos comentado en el
apartado anterior tiene sus propias nor-
mas y regulaciones.

Sistema de Biovigilancia. Anexo VIII.

&
ACTUALIDAD

Garantizara un procedimiento rapido de
retirada de todo producto relacionado
con efectos adversos graves. Podriamos
considerar que este apartado tampoco
nos afecta, ya que no generamos pro-
blemas de salud publica que requieran
sistemas de biovigilancia. En la Ley
14/2006 tenemos una serie de normas
de funcionamiento de los centros y
equipos, asi como de infracciones y
sanciones y de seguimientos que regu-
®n la buena praxis de los centros de re-
produccion asistida.

En el Capitulo VI se detallan los as-
pectos relativos a la Inspeccion, evalua-
cion y acreditacion e infracciones y san-
ciones.

Inspeccion y evaluacién. Plan de
inspecciones periodicas, intervalos y
condiciones de realizacion.
Inspecciones extraordinarias y peticio-
nes. Como hemos comentado, la Ley
14/2006 recoge en su Articulo 19 la po-
sibilidad de someter a los centros a au-
®itorias externas en los centros de re-
produccion asistida.

Infracciones y sanciones. Articulo
37 de este RD. Reguladas en nuestra
®cy 14/2006 en el Capitulo VIII.

Una vez vistos los Capitulos de los
que consta el RD, pasaremos a comen-
tar los Anexos que puedan ser de inte-
rés o que nos pueden afectar. En con-
creto, en el Anexo IV, sobre seleccién y
evaluacion del donante de células re-
productoras, es donde podemos encon-
trar algtin aspecto a incluir en nuestra
®ractica habitual, y que no contempla
la Ley 14/2006. En concreto, los donan-
tes de esperma deben tener determina-
ciones seroldgicas concretas, y ademas
de los habituales, se incluyen marcado-
res negativos para Chlamidia en una
muestra de orina y por determinacion
mediante PCR. Hemos marcado en ne-
grita los aspectos que pueden ser de in-
terés y que se escriben a continuacion:

ANEXO |.- REQUISITOS Y CONDICIO-
NES MINIMOS PARA AUTORIZACIO-
NES.

1.- Requisitos minimos

c) Cuando el destino de las células o
tejidos extraidos sea su derivacion a un
establecimiento de tejidos para su pro-
cesamiento, debera existir un acuerdo
de colaboracion que incluira un proto-
colo consensuado con dicho estableci-
miento.

k) Mantener un archivo de sueros de
los donantes. En el caso de las célu-
las reproductoras, el archivo de sueros
se mantendra durante dos afos a par-
tir de la dltima transferencia.

i) Disponer de un procedimiento
operativo estandarizado para el enva-
sado, etiquetado y transporte de las
células y/o tejidos hasta el punto de
destino.

2.- Requisitos técnicos

a) En cuanto a la organizacion y
direccion:

1° Ademas del Director del estable-
cimiento se debe designar un respon-
sable técnico.

b) En cuanto a equipo y material:

3° Todo equipamiento nuevo o repa-
rado debe ser evaluado en el momen-
fo de su instalacion y debe ser valida-
do antes de ser utilizado.

4°. Las actividades de mantenimien-
to, limpieza, desinfeccion, saneamien-
to y revision del equipamiento critico
deben figurar en procedimientos docu-
mentados y se deben llevar a cabo de
forma regular.

¢) En cuanto a infraestructura y locales:

2°. Para el procesamiento de células
o tejidos en condiciones de exposicion
abierta, se deberan especificar las
condiciones de calidad de aire y lim-
pieza que exigen para minimizar los
riesgos de contaminacion.
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3° Siempre que las células o tejidos
Se vayan a procesos en exposicion
abierta se exigira una calidad de aire
con de particulas y de colonias micro-
biolégicas equivalente a la especifica-
da como grado A en el anexo | de la
Guia Europea de Normas de Correcta
Fabricacion.

6° Para el almacenamiento de las
células o tejidos, se deberan especifi-
car y definir las condiciones de alma-
cenamiento.

8°. Debera disponerse de una in-
fraestructura de almacenamiento que
permita separar y distinguir aquellos
tejidos y células que estan en cuaren-
tena de aquellos que han sido recha-
zados, o de los que han sido acepta-
dos.

3.- Requisitos para la autorizacion
de procesamiento, almacenamiento
y distribucion

b) En cuanto al almacenamiento:

3° Existiran medios de control am-
biental de las dreas de acondiciona-
miento y almacenamiento.

5° Deben poder identificarse cla-
ramente las células y tejidos almace-
nados en todas las fases del procesa-
miento en el establecimiento de teji-
dos y debe ser posible distinguir cla-
ramente entre aquellas células y teji-
dos que estan en cuarentena y los
que estan listos para ser distribuidos
o0 los que deben ser descartados.

c) En cuanto a su distribucién y
retirada:

1° Se deben definir las condicio-
nes y el tiempo maximo de transpor-
te, que permitan mantener las pro-
piedades bioldgicas y funcionales de
las células y tejidos.

2° El contenedor debe ser seguro
y garantizar que las células y tejidos

se mantienen en las condiciones es-
pecificadas.

6°. Las acciones deben estar em-
prendidas en tiempos predefinidos.

d) En cuanto al etiquetado:
Debido a la extension de este aparta-
do, y para no hacer demasiado exten-
so este articulo, recomendamos la lec-
tura de este apartado en el RD.

ANEXO IV. SELECCION Y EVALUACION
DEL DONANTE DE CELULAS REPRO-
DUCTORAS

2.- Donacion entre miembros de la
pareja para uso diferido

Cuando las células reproductoras
vayan a ser almacenadas o procesa-
das, se deberan seguir los siguientes
criterios:

2.1 El facultativo responsable del
proceso de donacion de gametos
debe determinar y documentar, sobre
la base de la historia clinica y la indi-
cacion terapéutica, la justificacion
para la obtencion y los criterios de se-
guridad para la madre y los hijos que
pudieran resultar del proceso.

2.2 Se realizaran los siguientes tests
seroldgicos:

HIV 1y 2: Anticuerpos Anti HIV-1, 2.

Hepatitis B: Antigeno HBs /

Anticuerpos anti HBC.

Hepatitis C: Anticuerpos Anti VHC.

Cuando los resultados de los tests
sean positivos o no estén disponi-
bles, o cuando se sabe que el donan-
te tiene algun factor de riesgo de
transmisioén de estas enfermedades,
se debera programar un sistema de
almacenamiento aislado.

2.3 Los tests de determinacién de
anticuerpos anti HTLV | y Il se reali-
zaran en donantes que viven o vienen
de dreas con una elevada incidencia
de enfermedad o cuyas parejas se-
Xxuales o progenitores vengan o vivan

Junio 2007 Vol. 12 e N°I

en dreas de elevada incidencia de
enfermedad.

2.4 En algunas circunstancias se
requeriran tests adicionales (mala-
ria, toxoplasma, Tripanosoma cruzi,
dengue, CMV, VEB, RhD).

2.5 El hecho de que los tests sean
positivos no impide necesariamente
que se puedan utilizar las células
obtenidas en casos de donacién en-
tre personas de la misma pareja.

3.- Donaciones fuera de la pareja

b) Los donantes deben tener mar-
cadores serologicos negativos para
HIV 1y 2, HVC y HVB y sifilis. Los
donantes de esperma deben tener,
ademas, marcadores negativos para
Chlamidia en una muestra de orina
y por determinacién mediante PCR.

c) Se realizaran tests de determina-
cion de anticuerpos anti HTLV 1 y Il
cuando se considere necesario.

d) En algunas circunstancias se
requeriran tests adicionales (mala-
ria, CMV, Tripanosoma cruzi, RhD).

f) Se llevara a cabo una evaluacion
de la carga genética en relacion a la
existencia de genes autosomicos re-
cesivos cuando proceda.

g) Se llevara a cabo una evaluacion
del riesgo de transmision de enferme-
dades hereditarias conocidas y pre-
sentes en la familia.

h) Se deberan realizar tests

bioldgicos:

1° Las muestras de sangre se ob-
tendran en el momento de la dona-
cion.

2° Las muestras de esperma se
mantendran en cuarentena, al me-
nos, 180 dias, tras lo cual se repe-
tiran los tests biol6gicos. Esta se-
gunda evaluacion se podra evitar si
la primera determinacion se hizo
mediante test de amplificacion de
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acidos nucleicos.

ANEXO V. PROCEDIMIENTOS DE
DONACION, EXTRACCION DE CELULAS Y
TEJIDOS Y SU RECEPCION EN EL ESTA-
BLECIMIENTO DE TEJIDOS.

1.4.- Documentacion del donante

i) En el caso de donantes de esper-
ma la informacién minima a consig-
nar sera:

1°. Nombre del establecimiento de
tejidos de destino.

2°. Datos de identificacion del do-
nante.

3°. Fecha y hora de la obtencién.

1.7.- Etiquetado del contenedor ex-
terno de transporte. Debe figurar una
etiqueta donde se especifique la si-
guiente informacion:

a)«Muestra bioldgica de células/te

Jidos - Manejar con cuidado».

b) Identificacion del establecimiento
de tejidos de origen del tejido y/o gru-
po celular.

c) Identificacion del estableci

miento de tejidos de destino.

d) Fecha y hora de inicio del transporte.

e) Especificaciones para mantener

las caracteristicas biologicas de
las células o tejidos durante el
transporte.

f) Especificaciones de

almacenamiento.

2.- Recepcion del tejido y/o grupo
celular en el establecimiento de teji-
dos

2.1 Condiciones Generales. Se lle-
vara a cabo un procedimiento docu-
mentado de verificacion de que el en-
vio recibido cumple con todos los re-
quisitos exigidos, tanto en este real de-
creto como en las especificaciones del
propio establecimiento de tejidos.

2.2- Registro de datos

2.2.2 En el caso de las donaciones
de células reproductoras fuera de la
pareja habitual, se consignaran ade-
mas los siguientes datos relativos a los
donantes: talla, peso, raza, color de
piel, color de ojos, color de pelo, tex-
tura de pelo, grupo sanguineo y Rh.

2.2.3. En el caso de células repro-
ductoras que van a ser utilizadas en
el seno de la pareja habitual, los da-
tos que se consignaran son:

a) Consentimiento /autorizacién
para la extraccion.

b) Datos de identificacion del
donante.

c) Datos de identificacion de la
pareja.

d) Lugar de la obtencion del grupo
celular.

e) Células o tejidos obtenidos y sus
caracteristicas mas relevantes.

ANEXO VI. INFORMACION MINIMA
EN EL SISTEMA DE TRAZABILIDAD

1.- Informacién que debe guardar
y custodiar el establecimiento de te-
jidos:

a) ldentificacion del centro, unidad
u organismo de obtencion autorizado.

b) Numero identificativo unico de
donacion.

c) Fecha de obtencion.

d) Lugar de obtencion.

e) Tipo de donacion /obtencion.

f) Identificacion del estableci

miento de tejidos.

g) Tipo de tejido o grupo celular.

h) Numero de lote, si procede.

i) Numero de subparticion, si

procede.

J) Fecha de caducidad.

k) Estatus del tejido/grupo celular:

Disponible/Descartado/ Cuarentena

1) Descripcion del producto células

o tejido.

m) Etiquetado interno y externo
del tejido o grupo celular.

n) Fecha de disponibilidad.

o) Identificacion del centro o
unidad de aplicacion.

2.- Informacién a guardar y custo-
diar el centro o unidad de aplicacion:

a) Identificacion del estableci
miento de tejido proveedor.

b) Identificacion del responsable
de la unidad o centro de
aplicacion.

c¢) Tipo de tejido/grupo celular.
d) Identificacion del producto.

e) Identificacion del receptor o per
sona en la que se aplica el teji
do o grupo celular.

f) Fecha de utilizacion, aplicacion
0 en su caso descarte y causa de
no utilizacion en este ultimo su
puesto.

Como hemos comentado, este RD
esta enfocado hacia los trasplantes de
células y tejidos. Hemos intentado
aclarar un poco cuales son los aspec-
tos que nos pueden afectar y que de-
bemos incluir en nuestros protocolos
actuales. No obstante, queremos in-
sistir en plantear cualgquier tipo de
duda a los profesionales cualificados
que disponemos hoy en dia para ello.
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EFECTO DE LA ECLOSION ASISTIDA EN RELACION AL
PORCENTAJE DE GESTACION EN EMBRIONES CRIOPRESERVADOS

Effects of Assisted Hatching on the rates of gestation in cryopreservation embryos.

Monica Dorado*, Maria Hebles**, Beatriz Migueles*, Mercedes Gonzalez*; Pascual Sanchez**, Fernando Sanchez**
*Fundacion Guadalquivir de Investigacion Médica.**Clinica Ginemed, c/Farmacéutico Murillo Herrera, n° 3, 41010, Sevilla, Espana.
ginemed@ginemed.com

RESUMEN: El objetivo del estudio es comprobar el efecto de la eclosion asistida con acido Tyrode en embriones
descongelados. Se estudiaron un total de 1224 parejas sometidas a ciclos de reproduccion asistida.

Observamos y evaluamos la calidad de los embriones descongelados en relacion al nimero de embriones que
sobreviven y el porcentaje de blastémeras lisadas de dichos embriones. Comparamos el porcentaje de embarazos en
ciclos de descongelados con y sin eclosion asistida. Aparecen diferencias significativas en el porcentaje de
embarazos en el grupo de embriones que han sido sometidos a eclosion asistida (P<0,05), y también observamos
una mejor tasa de embarazos en transferencias con embriones de calidad inferior (supervivencia inferior al 60%)
cuando son sometidos a eclosion asistida.

Palabras clave: eclosion asistida, Tyrode, criopreservacion de embriones

? SUMMARY: The objetive of this study is to evaluate the impact of embryos assisted hatching with Tyrode’s acid in #
thawed embryos. It was studied a total of 1124 couples undergoing infertility treatment. We observed and evaluate
the quality of thawed embryo in relation to the number of that survived, and the rate of blastomeres death. We
compared the rate of pregnancies on thawed embryos cycles with and without assisted hatching. There were some
significant differences between two group, we also detect a better rate pregnancy using assisted hatching when the
survival is badly (surviving rate is less than 60%).

Key words: Assisted hatching, Tyrode, cryopreservation embryos

INTRODUCCION

La baja tasa de implantacion del em-
brién humano es uno de los factores limi-
lantes para las técnicas de reproduccion
asistida (Bernabeu et al., 2004).

La estimulacion ovarica en los tra-
tamientos de fecundacion in vitro
(FIV) pretende conseguir un desarro-
llo folicular multiple para la obtencion
de varios ovulos y consecuentemente
un numero mayor de embriones. Esto
permite una mayor seleccion de em-
briones para transferir. Con este au-

mento en el numero de embriones
respecto a un ciclo natural, buscamos
en parte solucionar el menor poder
implantatorio de los embriones cultiva-
dos in vitro ( Ernest Hung Yu Ng et al.
2005). Habitualmente se transfieren 2 6
3 embriones, quedando embriones
para congelar segun criterios de cali-
dad, como numero de blastomeras,
grado de fragmentacion y ausencia de
multinucleacion. Los embriones crio-
preservados y posteriormente descon-
gelados tienen una tasa de implanta-

cion y embarazo disminuida con res-
pecto a los mismos en fresco (Turcker
etal. 1991).

Una de las causas de la disminu-
cion de la implantacion puede ser de-
bida al endurecimiento de la zona pe-
ltcida (ZP) ( Gabrielsen et al 2004),
producido durante el proceso de con-
gelacion - descongelacion. Otra causa
puede ser la presencia de blastome-
ros lisados e intactos en un embrion



tras la descongelacion, este hecho
puede afectar la viabilidad de los in-
tactos y comprometer el desarrollo
embrionario (Belil et al 2002).

Ernest Hung Yu Ng et al. 2005
han planteado la eficacia de la eclo-
sion asistida sobre la implantacion
embrionaria, especialmente en em-
briones que han sufrido congela-
cion-descongelacion. Estudios in vi-
tro con embriones humanos han
mostrado que una abertura en la ZP
mejora significativamente capacidad
del blastocisto para eclosionar (De
Vos et al. 2000).

Dos recientes meta-anélisis (Edi-
Osagie et al. 2003 y Sallam HN et al.
2003) refieren que el hatching asis-
tido (AH) incrementa el porcentaje
de implantacion y embarazos, espe-
clalmente en mujeres mayores o con
valores aumentados de FSH. Tao y
Tamis 1997 mostraron un aumento
significativo en el porcentaje de em-
barazos con hatching asistido me-
diante acido de tyrode en pacientes
con pobre prondstico, en mujeres
mayores de 38 afios y embriones de
mala calidad. Cohen et al. 1999 tam-
bién documentaron un aumento sig-
nificativo en ciclos de donacion de
ovulos.

El objetivo de este estudio es
comparar el efecto del hatching
asistido en la implantacion y des-
arrollo de los embriones que han
sido sometidos a procesos de con-
gelacion - descongelacion.

MATERIAL Y METODOS
Seleccidn de pacientes

Se realizé un estudio observacio-
nal retrospectivo que incluye 1224
ciclos de transferencia de embrio-
nes descongelados procedentes de
ciclos de ICSI y que fueron conge-
lados en dia +1 y/o dia +2 en un uni-
co centro. Todas las parejas con em-
briones congelados fueron informa-
das para poder participar en el estu-
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dio.

Realizamos un estudio compara-
tivo de las tasas de embarazo e im-
plantacion embrionaria obtenidas en
ciclos de embriones congelados y
descongelados de pacientes que han
sido sometidos a hatching frente a
los que no se les ha realizado hat-
ching.

Programacién del ciclo inicial de
FIV-ICSI

Los ciclos de ICSI seleccionados
fueron realizados en protocolo corto
tras un mes de reposo ovarico con
anticonceptivos. Para supresion se
utilizé analogos de la GnRH (aGnRH,
Decapeptyl! diario®) comenzando en
el Dia 2° del ciclo menstrual a dosis
de 1/2 vial al dia. Segtn los niveles
séricos de FSH, LH y estradiol, y en
funcién de la edad de la paciente, se
fijan las dosis de estimulacion ovarica
con hormona foliculo estimulante
(FSH, Gonal-F®) y Menotropina
(Menopur®).

La administracion de estos se indi-
vidualiza de acuerdo al control ecogra-
fico del ciclo. El criterio para la admi-
nistracion de la hormona gonadotro-
fica humana (10.000 Ul de hCQG,
Lepori®) es la presencia de la mayo-
ria de la cohorte de foliculos con 16
0 mas mm. de diametro. La adminis-
tracion de aGnRH y FSH se suspen-
de le dia de la administracion de la
hCG.

Las punciones se realizaron a las
36 horas de la administracion de la
hCG por via vaginal ecoguiada. La
microinyeccion se llevé a cabo entre
las 3 y 6 horas de la captacion ovoci-
taria. La fecundacion se evalud a las
16-20 horas y la seleccion de em-
briones a transferir a las 42-44 horas
(dia 2) o las 66-68 horas (dia 3) ca-
talogando los embriones segtin el
numero de blastomeras, simetria de
tamafio y la cantidad de fragmentos
citoplasmicos.

Procedimiento de congelacién de
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embriones

Todos los embriones excedentes
fueron crioconservados con Freezen
kit 1™ (Vitrolife) en pajuelas de 0,5
mlL (CryoBio System) en un congela-
dor manual Nicool MS21 de Air
Liquide. El congelador fue programa-
do para bajar 2°C/min desde una
temperatura de 25°C hasta -6,9°C.
Tras esperar 8 min a esta temperatu-
ra se realiza el seeding de forma ma-
nual. A continuacion el congelador
estd  programado  para  bajar
0,3°C/min hasta llegar a -29,9°C
cuando la pajuela es depositada en
el nitrégeno liquido a -196°C y alma-
cenadas en cantaras adecuadas
hasta su utilizacion.

Preparacién para las transferencias
en ciclo de congelados

Tras comprobar por ecografias
que el endometrio era delgado, el dia
5° del ciclo se comienza con una
sustitucion de estrogenos en parches
(ESTRADOT®) comenzando con
parches de 50 y aumentando en fun-
cion de la respuesta a nivel endome-
trial hasta obtener una endometrio
que sea anecdgeno, en triple linea y
por encima de 7 mm de espesor en-
tre ambas capas. Durante todo el
tiempo de tratamiento con estroge-
nos se suplementa con AAS (AAS-
100®) y se valora el flujo sanguineo
al utero. Los ciclos en los que hay un
SOPQ la paciente se encuentra en
tratamiento con Metformina
(Diamben 850®) con una o dos pas-
tillas al dia en funcién de tolerancia y
de forma continua. En el caso de que
en el Doppler que se hace de rutina
en la arteria uterina el flujo sea dis-
continuo se aflade un tratamiento
con Pentoxifilina (HEMOVAS 400®)

Cuando el endometrio esta listo
(mayor de 7 mm en triple linea y
anecogeno), se prepara para la
transferencia de los embriones: se
administran por via vaginal dos com-
primidos de progesterona
(Utrogestan 200mg®) cada 12 horas

13
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con un total de 800 mg al dia. Se co-
mienzan a administrar 3 dias antes
de la transferencia. EI tratamiento
con estradiol y progesterona se man-
tiene igual hasta el dia de la _-hCG
(dos semanas) y si ésta es positiva se
mantiene hasta la semana 12 de em-
barazo.

Todas las pacientes se suplemen-
tan con 4cido félico a partir de la
transferencia de los embriones.

Procedimiento de descongelacion

Se procede a la extraccion de las
pajuelas de congelacion y se elimina
el exceso de nitrégeno de la pajuela.
Se deja unos 30 segundos a tempe-
ratura ambiente y se pasa al bafio térmi-
co a 30°C otros 30 segundos. Despueés,
pasamos los embriones por cada uno de
los medios secuenciales de Thaw-kit
1™ (Vitrolife) preparados en placas
Nunc™ para eliminar el crioprotector.

Una vez terminado el proceso de
descongelacion se pasan los embrio-
nes a la placa de cultivo hasta el mo-
mento de la transferencia.

El protocolo de descongelacion
se lleva a cabo en funcién del dia en
que se congelaron los embriones: Si
la congelacion se hizo en prontcleos
la descongelacion se realiza dos dias
antes de la transferencia y si fue reali-
zada en dia +2, el dia de antes de la
descongelacion.

Una vez descongelados se verifi-
ca la calidad de los embriones y de
acuerdo con el protocolo se realiza
hatching asistido.

La transferencia se realiza aproxi-
madamente una hora después de
haber realizado el hatching. EIl nd-
mero de embriones transferidos va-
ria de 1 a 3 en funcion de la calidad.
Todas las transferencias fueron reali-
zadas con medio G2™ version 3 de
Vitrolife y catéter de Gynetics®.

Procedimiento de AH

Los embriones que iban a ser
transferidos fueron colocados en mi-
crogotas de 25 um de Oocyte Wash
Buffer (Cook) de forma individual
bajo aceite mineral de Cook® . Para
llevar a cabo el procedimiento se uti-
liz6 una placa Falcon 1006 (Becton
Dickinson, Dinamarca).

La pipeta Holding (20 um) y la de
hatching (9-10 pym) eran proporcio-
nadas por Humagen. El control de sali-
da del acido de Tyrode (Medi-Cult) ha-
cia la zona peltcida era llevado a cabo
con un microinyector (Narishige,
Dinamarca).

Para la realizacion del hatching
se realizo un orificio de 30 um de
diametro. Una vez efectuado, el
embrion se llevé al otro lado de la
gota para liberarlo del dcido. A con-
tinuacion fue pasado a la placa de
doble pocillo (Falcon 353037) en
medio Blastocyst (Cook) para la
posterior transferencia. Se utiliza-
ron 2 microinyectores Narishige en
una placa calefactora a 37°C en un
microscopio de contraste de fase
Nikon con dptica de Hoffman.

Andlisis estadistico

La comparacion estadistica fue
llevada a cabo mediante el test de
Student, test de Chi-Cuadrado y
test de ANOVA. Consideramos que
existen diferencias significativas
cuando se obtienen valores
P<0,05.

La edad media de las pacientes
entre el grupo control (grupo al que
no se realizo el AH) y el grupo estu-
dio (grupo con AH) fue comparada
utilizando el test de Student.

El embarazo clinico fue definido
por la presencia de 1 o mas sacos
de gestacion. Para analizar la tasa
de embarazo entre ambos grupos
se utilizo el test de ANOVA y el test

de Chi-cuadrado.
RESULTADOS

Los datos del presente trabajo
fueron obtenidos en el periodo
comprendido entre Abril del 2003 y
Abril 2006. Durante este tiempo se
realizaron un total de 1224 ciclos
de descongelacion, de los cuales a
590 ciclos se les practico el hat-
ching asistido (grupo estudio) y a
634 ciclos no les fue practicado (gru-
po control). Debido al proceso de
descongelacion 61 ciclos fueron ex-
cluidos por la no supervivencia de los
embriones entre ambos grupos.

Nosotros comparamos 1726 em-
briones a los que se les realiz6 AH
en 590 transferencias con el grupo
control de 1862 embriones en 634
transferencias a los que no se les re-
alizo. Los embriones no fueron da-
Aados durante el procedimiento. La
edad de las mujeres en el momen-
to de la aspiracion de los ovocitos
fue similar (33,32 frente a 33,17
anos). No existen diferencias en el
numero previo de ciclos, respuesta
ovarica y numero de ciclos de des-
congelados.

La media de embriones transfe-
ridos en el grupo estudio y grupo
control fue de 2,92 y 2,93 respecti-
vamente.

Consideramos embarazo cuan-
do se observa en la ecografia latido
fetal. Como muestra la tabla | exis-
ten diferencias significativas entre
ambos grupos en el porcentaje de
embarazo global 116 (19,66 %) fren-
tea 101 (15,93 %). La tabla || com-
para el porcentaje de embarazos en
relacion a la tasa de supervivencia de
la cohorte de embriones descongela-
dos.

En esta tabla también observamos
un mayor porcentaje de embarazos
cuando realizamos hatching en embrio-
nes que tienen una tasa de superviven-
cia menor del 60%, en concreto 20

*
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Tabla I: Comparacion de ciclos con y sin hatching
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sin hatching | con hatching | valor P
N° de ciclos 634 590
Edad pacientes 33,17+3 33,32+3,1 P=0,794 t-test
N° embriones transferidos 1862 1726 P=0,138 t-test
Embarazos en funcion del
n°® embriones transferidos
(5/120) (10/156)
0 5% 6,41% P=0,416 ANOVA
(14/104) (28/136)
1 13,46% 20,59% P=0,151 ANOVA
(18/154) (44/160)
2 11,69% 27,5% P=0,001* ANOVA
(64/252) (68/268)
3 25,39% 25,37% P=0,86 ANOVA
(101/634) (116/590) chi-cuadrado con
% embarazos total 15,93% 19,66% | P=0,001* °°“§’fa°;"’sn de

Tabla II: Comparaciéon de los ciclos con y sin hatching en funcion de la tasa de

supervivencia a la descongelacion de cada cohorte.

Tasa de supervivencia sin hatching | con hatching | valor P
(8 de 126) (20 de 130)
<60% 6,35% 15,38% P=0,021* [ ANOVA
(93 de 508) (94 de 460)
> 60% 18,30% 20,43 % P=0,315 | ANOVA
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(15,38%) frente a 8 (6,35%).
DISCUSION

La transferencia de embriones que
han sufrido un proceso de congelacion-
descongelacion arroja una tasa de em-
barazo menor que con la transferencia
de embriones en fresco, incluso tratan-
dose de embriones de igual calidad
(Gabrielsen et al., 2004).

Como se ha comentado anteriormen-
te, esto puede ser debido, entre otras
causas a una degeneracion de blastome-
ras y a un endurecimiento de la zona pe-
lucida.

Turcker et al. (1991) explicaron que
la reduccion de implantacion en ciclos de
FIV-ET puede ser debido al endureci-
miento de la zona pelticida. Para embrio-
nes tanto frescos como descongelados el
cultivo in vitro puede llevar a un endure-
cimiento de la zona pelucida (Cohen et
al., 1990)

En nuestro estudio hemos observado
que con la transferencia de 2 embriones
de calidad a los que se les practico el hat-
ching obtenemos tasas de embarazo
equiparables a la transferencia de 3 em-
briones de calidad; por tanto, podriamos
disminuir el ndmero de embriones a
transferir, bajando asi la probabilidad de
embarazo multiple.

La tasa global de embarazo entre am-
bos grupos muestra diferencias significa-
tivas cuando realizamos el AH.
Observamos que hay una tendencia a
una tasa de embarazo mayor tras la
transferencia de embriones a los que se
les practico el AH cuando no todos los
embriones son de buena calidad, con lo
cual estaria justificada su realizacion.

Gabrielsen et al. (2004) obtienen
unos resultados que apoyan nuestro es-
tudio. A pesar de ello, Al-Nuaim y Jenkins
(2002) concluyeron que es inapropiada
la realizacion por rutina por no existir evi-
dencias del beneficio en embriones de
buena calidad.

Cuando la tasa de supervivencia de los
embriones descongelados es baja (<60%)

es aconsejables la realizacion del AH,
pues observamos una diferencia significa-
tiva entre ambos grupos, favorables al gru-
po al que se le practico el AH.

En conclusion, el AH con &cido de
Tyrode mejora considerablemente en
embriones descongelados en transferen-
cias en las que no todos los embriones
son de buena calidad. Hemos paliado la
mala calidad embrionaria con la aplica-
cion del AH consiguiendo las mismas ta-
sas de embarazo que embriones de bue-
na calidad.

En descongelaciones en las que la
lasa de supervivencia es menor del 60%
también es recomendada su aplicacion
ya que mejora significativamente la tasa
de embarazo.

Cuando la transferencia se lleva a
cabo con embriones de buena calidad
no se observa un incremento en la tasa
de embarazo, por lo tanto no esta justifi-
cada su realizacion por rutina. La reali-
zacion del AH selectivo mejora la tasa de
gestacion respecto a realizarla a todos
los embriones.
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Biopsia Embrionaria “Aspectos Técnicos”
Embryo Biopsy “Iechnical Aspects”

Juan Manuel Moreno

Unidad de Reproduccién Hospital Clinica Vistahermosa de Alicante. e-mail:lab@urvistahermosa.com

RESUMEN

La Biopsia embrionaria es una técnica que se utiliza en los laboratorios de reproduccién asistida con el animo de mejorar la eficacia
de los procesos de fecundacion in vitro. Actualmente, entre las razones que hacen dificil apreciar el beneficio verdadero de esta
técnica es su heterogeneidad metodolégica, por lo que se pretende describir y valorar su utilidad a la luz de los conocimientos
existentes.

Palabras clave: Biopsia embrionaria, transferencia embrionaria, acido Tyrode, DGP.
ABSTRACT

The Embryo Biopsy is a technigue that is used in the Assisted Reproduction Laboratories with the spirit to improve the efficacy of the /n
vitro fertilization cycles. At the moment, between the reasons that make difficult to appreciate the true benefit of this technigue is its

methodological heterogenelty, reason why It 1s tried fo describe and fo value his utiity fo the light of the existing knowleage.

Key words: £mbryo biopsy, embryo transfer, Tyrodes acia, PGL.

INTRODUCCION

La biopsia embrionaria es una técnica
gue consiste en extraer una o dos cé-
lulas de un embrion en division para
analizarlas genéticamente (diagnosti-
co genético preimplantacional, DGP)
vy asi poder seleccionar aquellos em-
briones libres de una determinada al-
teracion genética antes de ser trans-
feridos al utero. El resultado posibilita
la identificacion de anomalias en es-
tadios previos a la implantacion, evi-
tando el desarrollo de anomalias ge-
néticas y previniendo el aborto espon-
taneo provocado por estas.

La combinacion de estos dos proce-
sos, biopsia y posterior estudio gené-
tico, surgié en 1990 como alternativa
al diagnaostico prenatal en parejas con
un elevado riesgo  genético
(Handyside et al., 1990).
Actualmente, es una técnica amplia-

mente utilizada no sélo en parejas
portadoras de enfermedades genéti-
cas hereditarias, anomalias cromoso-
micas o enfermedades monogénicas
(Renwick and Ogilvie, 2007) sino
también para aumentar las tasas de
implantacion en parejas de fecunda-
cion in vitro de mal prondstico (Kuliev
and Verlinsky, 2005) tales como pa-
clentes de edad materna avanzada
(Rubio et al., 2005), con fallos de im-
plantacion (Caglar et al., 2005), abor-
tos previos (Munné et al., 2006) o fac-
tor masculino (Donoso et al., 2006).
Incluso, se han incorporado otras in-
dicaciones como la deteccion de de-
terminados tipos de cancer (Davis et
al., 2006), enfermedades degenerati-
vas y tipaje de HLA para transplante
de células madre procedentes de
sangre de cordon umbilical en nifios
afectos de patologias hematoldgicas,

genéticas o adquiridas (Verlinsky et
al., 2007), aunque algunas de estas
indicaciones no estan exentas de po-
lémica tanto desde el punto de vista
de su utilidad como desde la ética
(Coulam et al., 2007; Kuliev and
Verlinsky, 2005; Munné et al., 2006;
Patricio et al., 2007; Twisk et al.,
2006).

VALORACION DE LOS METODOS DE
REALIZACION DE BIOPSIA

Segun la literatura existente, es acon-
sejable realizar la microinyeccion in-
tracitoplasmatica (ICSI) para generar
los embriones que se vayan a biopsiar,
ya que la ausencia de espermatozoi-
des y células de la granulosa adheri-
das a la zona pelucida, presentes du-
rante una fecundacion in vitro conven-
cional (FIV), evitarian riesgos de con-
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taminacion durante el analisis genéti-
co posterior (Lissens and Sermon,
1997: Sermon et al., 1998).

Hay estudios que demuestran que
la biopsia embrionaria en la etapa de
8 células.

Ao B PALNd [RIah 2 eatelicles B tdlioias

posterior del blastocisto debido a que
el indice mitético es mas alto, com-
pensando asi con mayor rapidez la cé-
lula perdida y ademas, la ausencia de
compactacion en los embriones per-
mite que dicho estadio celular sea el
idoneo para realizar el proceso (Hardy
et al., 1990; Cieslak-Janzen et al.,
2006).

Al parecer, si se extrae una célula
en el estadio de cuatro células, duran-
te el desarrollo del blastocisto se redu-
ce la relacion de la masa celular inter-
na con el trofoectodermo (Tarin et al.,
1992). No obstante, los embriones en
el estadio de 6 u 8 células presentan
un cierto grado de compactacion de-
bido a la formacion de uniones celula-
res calcio-dependientes. Esto se pue-
de solucionar utilizando un medio que
bloguee las uniones entre las células
(Dumoulin et al., 1998) y permita rea-
lizar la extraccion de forma correcta.
Sin embargo, para algunos autores
esto puede provocar la despolariza-
cion de las células interfiriendo en el
desarrollo  posterior del embrion
(Antczak and Van Blerkom, 1999;
Edwards and Beard, 1997; Tarin and
Handyside, 1993). Otra posibilidad es
realizar la biopsia en la etapa de blas-
tocisto, en los dias 5 y 6 de desarrollo.
Se obtendria un mayor numero de cé-
lulas que permitiria una mayor fiabili-
dad en el diagndstico aunque se dis-
ponga de menos tiempo para realizar

el analisis genético. De hecho en un
estudio (Evsikov and Verlinsky, 1998)
donde se biopsiaron células proce-
dentes de la masa celular interna del
blastocisto se observo un porcentaje
elevado de blastocistos con mosaicis-
mo. Mas recientemente, Coulam
(Coulam et al., 2007) ha demostrado
la presencia de un 75% de embriones
con una situacién de mosaico, discor-
dantes cuando se hace biopsia de dos
células y estudio cromosémico de las
mismas mediante FISH en dia tres;
aunque un tercio de estos embriones
andmalos se autocorrigen (Munné et
al., 2005) no se puede excluir, en es-
tos casos, la posibilidad de una diso-
mia uniparental. Ademas, hay un es-
tudio experimental para la beta-talase-
mia (Kokkali et al., 2007) que sugiere
que la biopsia del trofoectodermo pue-
de ser mas ventajosa que la biopsia del
embrion en division con respecto al re-
sultado del diagndstico al obtener una
tasa de implantacion del 47,6% frente
al 26,7% procedente de la biopsia y
andlisis efectuado en dia 3.

Para poder extraer la célula del
embrion es necesario realizar previa-
mente la eclosion asistida que consis-
te en crear, de manera artificial, un
orificio en la zona peltcida del em-
brién. En la literatura hay descritos va-
rios métodos (mecanicos, quimicos,
con laser) y cada laboratorio usa uno
u otro dependiendo de la experiencia
del embriologo que lo realiza y la dis-
ponibilidad técnica. En cualquier
caso, el proceso requiere mucho cui-
dado en su ejecucion para que no se
produzca la lisis de alguna de las cé-
lulas del embrion y reste posibilidades
de éxito. Ademads, se ha valorado si la
eclosion asistida provocaba algun
efecto perjudicial en los embriones y
se demostro que la técnica no afecta
en la tasa de anomalias cromosémicas
en los nacidos vivos (Ma et al., 2006).

Un estudio prospectivo randomiza-
do (Makrakis et al., 2006) que compa-
raba los métodos mecanicos y el ldaser
dio como resultado una tasa de im-
plantacion significativamente mds alta
en el grupo del laser, ademas de una
tasa de embarazo a término mayor
aunque no significativa. Puede que el
método mecanico, aunque facil de

ejecutar, no de muy buenos resultados
debido a que el pequerio orificio que
se crea por la aguja de diseccion, pro-
duzca la posterior estrangulacion del
blastocisto cuando intenta eclosionar
(Cohen et al., 1990). Otro método me-
céanico, con resultados prometedores es
el piezo-micromanipulador que consiste
en un sistema de vibracion de alta fre-
cuencia que rompe la zona pelucida. Sin
embargo su inconveniente principal es
que al igual que el laser es un método
costoso (Nakayama et al., 1999).

En otro estudio también prospecti-
vo randomizado (Jones et al., 2006)
donde se evalud el método quimico
con acido de Tyrode y el laser en el
desarrollo del blastocisto, ambos mé-
todos dieron un resultado similar al no
encontrar diferencias significativas en
la proporcion de blastocistos obteni-
dos. El método quimico, aunque re-
quiere entrenamiento previo, tiene la
ventaja de estar al alcance de cual-
quier laboratorio (Moreno and Ldpez,
2006a) pero debemos tener cuidado
con el acido pues corremos el riesgo
de que un volumen excesivo darie al-
guna célula de los embriones. Por otro
lado, el laser endurece el area de la
zona peldcida expuesta (Malter et al.,
2001), pudiendo dificultar la posterior
aspiracion de la blastémera. Sin em-
bargo, las ventajas de utilizar el laser
frente al acido de Tyrode son la veloci-
dad y precision en su ejecucion, no es
toxico y puede que se constituya como
meétodo de eleccion al reducir la expe-
riencia técnica necesaria para llevarla a
cabo (Joris et al., 2003). En otras pala-
bras, puede estandarizar una técnica
que actualmente no esta normalizada.

Varios estudios relacionan el tama-
fio del orificio en la zona pelticida con
el incremento de la frecuencia de ge-
melos monocigéticos (Hershlag et al.,
1999; Schieve et al., 2000) por lo que
Se aconseja no realizar aberturas muy
pequefias que puedan causar la her-
niacion del blastocisto.

Tampoco son recomendables las
aberturas muy grandes ya que se co-
rre el riesgo de la salida de algun blas-
témero que comprometa la capacidad
de desarrollo del embrion. La abertura
del orificio debe ser aproximadamente
_ partes el didmetro del blastémero a
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biopsiar.

Una vez realizado el orificio, la cé-
lula puede extraerse mediante aspira-
cion del blastomero o desplazamiento
del mismo, sea con liquido o ejercien-
do presion con la micropipeta contra
la zona pelidcida. Nosotros, al igual
que la mayoria de los centros, biopsia-
mos utilizando la aspiracion con liqui-
do (Moreno and Lépez, 2006b) pues
se controla mejor el proceso sin llegar
a dafar la célula extraida ni al embrion
biopsiado (Cieslak-Janzen et al.,
2006).

Para realizar el proceso de biopsia
es necesario usar un medio suple-
mentado con un 10% de HSA para
evitar que el embrion y el blastémero
extraido se fijen a la placa. Ademas,
debe llevar como solucion amortigua-
dora HEPES que impida cambios de
pH durante la realizacion de la técni-
ca, e incluso carecer de Ca y Mg para
bloquear las uniones entre los blasto-
meros del embrion y asi favorecer la
extraccion. No obstante, es recomen-
dable que el embrion no esté mas de
10 minutos en estos medios ya que
pueden comprometer el desarrollo in
vitro posterior.

La biopsia embrionaria se puede
efectuar con ayuda de un microinyec-
tor pero nosotros utilizamos un siste-
ma bucal

de fabricacion propia que nos permite
realizar el proceso de una forma rapi-
da, econémica y controlada (Moreno
and Lopez, 2006b). Mediante accion
controlada con la boca, se aspira en el
interior de la micropipeta la cantidad

suficiente de medio que evite la pre-
Sistema bucal de fabricacion para biopsia

embrionaria

sion negativa al aspirar posteriormen-
te el blastomero. A continuacion, se
acerca la micropipeta a la abertura de
la zona peludcida, se expulsa ligera-
mente medio para expandir la abertu-
ra que bloquearemos con ayuda de la
micropipeta. Posteriormente, se aspi-
ra el blastémero de forma suave, reali-
zando un movimiento de arriba para
abajo, de tal manera que éste pueda
adaptarse a la luz de la micropipeta y
no se rompa. Para ello, se debe pre-
sionar el blastomero al tiempo que lo
aspiramos poco a poco

A veces, es necesario separar la
micropipeta intentando arrastrar el
blastémero hacia el exterior del em-
brién pero en este caso hay que evitar
la aspiracion porque se corre el riesgo

Deeaidis aUnianséz extalforsrbiesio me-
blBS IS8 GErPEHET RIS (R oXimiG a1 &mRoco a
PBFion.

Por ultimo, se devuelve el embrion
biopsiado a la placa de cultivo hasta
obtener el diagndstico.

El nimero de células a extraer de
cada embrion va a depender de la ca-
lidad del embrion a biopsiar y del ana-

//515 %e,nético que se vaya.a realizar, no
lastomero una vez biopsiado
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observando diferencias significativas
en la tasa de implantacion posterior
(Van de Velde et al., 2000; Parriego et
al., 2003), aunque hay autores que re-
comiendan extraer dos células para
evitar un posible error de diagnostico
(Coulam et al, 2007). Sin embargo, en
este estadio se activa el genoma em-
brionario (Tarin and Handyside, 1993;
Fraude et al., 1988; Mottla et al.,
1995) y la aspiracion de dos células
afectaria a dicha diferenciacion pu-
diendo dar lugar a blastocistos con
una menor proporcion en el nimero
de células de la masa celular interna y
del trofoectodermo, comprometiendo
asi su capacidad de implantacion.

Los resultados de un ciclo de DGP
también van a estar influenciados por
el numero de embriones que se pue-
dan analizar en cada caso. Por ello,
hay grupos que aconsejan cancelar
aquellos ciclos en los que se espera
obtener menos de 6 ovocitos, ya que
las expectativas de transferencia y
embarazo se reducen considerable-
mente pues no todos los ovocitos se
fecundan, ni todos los embriones son
aptos para realizar el proceso
(Vandervorst et al., 1998; Platteau,
2006). Incluso, durante el proceso al-
gun embrion puede dafiarse acciden-
talmente, comprometiendo asi su des-
arrollo.

COMENTARIOS FINALES

La incorporacion de la biopsia em-
brionaria a los Laboratorios de
Fecundacion in vitro y posterior estu-
dio genético parece mejorar en el re-
sultado general de los programas de
reproduccion asistida pues favorece
un embarazo sano evolutivo con un
menor gasto psicoldgico, fisioldgico, e
incluso econdomico. Es una técnica
ampliamente utilizada no solo en pa-
rejas con cariotipo alterado (Renwick
and Ogilvie, 2007) sino también para
aumentar las tasas de implantacion en
parejas de fecundacion in vitro de mal
prondstico (Kuliev and Verlinsky,
2005; Rubio et al., 2005; Caglar et al.,
2005; Munné et al., 2006; Donoso et
al., 2006). Incluso, se han incorpora-
do otras indicaciones como la detec-
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cion de determinados tipos de cancer
(Davis et al., 2006), enfermedades de-
generativas y tipaje de HLA para trans-
plante de células madre procedentes
de sangre de cordon umbilical en ni-
fios afectos de patologias hematologi-
cas, genéticas o adquiridas (Verlinsky
etal., 2007).

Sin embargo, a la luz de los dltimos

estudios, el beneficio real del DGP es
materia de controversia. En un meta-
analisis realizado por Twisk y colabora-
dores (Twisk et al., 2006) se ha con-
cluido que en los casos de edad mater-
nal avanzada, fallos repetidos de FIV,
abortos de repeticion y factor masculi-
no su eficacia sigue siendo confusa.
De hecho, los datos disponibles para la
edad maternal avanzada no demostra-
ron ninguna diferencia en las tasas de
embarazo evolutivo y nacido vivo. Por
tanto, concluian que hasta que no se
demuestre un beneficio significativo
debemos evitar su uso rutinario.

CONCLUSION

La biopsia embrionaria y posterior

estudio genético son claramente (tiles
para la seleccion de embriones con sin
enfermedades monogénicas y en el ti-
paje de HLA para obtener embriones
compatibles con hermanos que tengan
algunas enfermedades hematoldgicas
susceptibles de recibir trasplantes.

Sin embargo, en parejas de fecun-

dacion in vitro de mal pronostico debe-
mos ser cautos y hacer una correcta
seleccion de los casos que se van a be-
neficiar del estudio genético. Ademas,
el avance de la técnica debe ir unido al
desarrollo de los aspectos profesiona-
les, éticos, legales y sociales que ase-
guren una accesibilidad, seguridad y
equidad en los procedimientos.
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INTRODUCCION A AULA JOVEN

En este numero de la revista ASEBIR abrimos nuevamente la seccion AULA JOVEN que da cabida a los trabajos, en formato
breve, de los/las alumnos/alumnas que realicen practicas en los centros de RA. Desde la vocalia de publicaciones animamos a
todos los equipos de biologia y de embriologia a que “empujen” a sus miembros mas jovenes a realizar sus primeros pasos en la
ardua tarea de publicar resultados y a éstos los animamos a compartir con todos nosotros sus primeros resultados. Esperamos
que esta seccion sea una herramienta dtil en su aprendizaje.

ESTUDIO DEL EFECTO DE PROLONGAR 1 HORA EL TIEMPO DE
INCUBACION EN LA TECNICA DE SWIM-UP

Ndria A/caﬁ/zZ, Ivan Solvas', Mark Grossmanrt, Francesca VidaF, MCarme Pons'
"Unitat de Reproduccio Assistida. Centro Médico Teknon (Barcelona) ura@cmieknon.com. 2Unitat de Biologia Cel-lular. Universitat Autonoma de Barcelona

RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto del tiempo de incubacién prolongado sobre la recuperacién de espermatozoides méviles en la
técnica de swim-up.

Ubicacion: Laboratorio de la Unitat de Reproduccié Assistida de Centro Médico Teknon (Barcelona). Estudio incluido en la
asignatura “Practicas en empresa” de la titulacion de Biologia de la Universitat Autonoma de Barcelona (NA).

Material: 44 muestras de semen con un volumen >1,5ml y una concentracién y movilidad de espermatozoides que permitiese
su preparacion mediante la técnica de swim-up.

# Disefio: Preparar en paralelo dos fracciones de semen segtn el protocolo de swim-up descrito por la OMS y comparar la #
recuperacion espermatica (REM).

- Grupo 1 (incubacion estandar de 1h): 0,75 ml de semen se reparten en 3 tubos y se cubren con 0,5 ml de medio de cultivo
por tubo. Incubacion durante 60 min a 37°C y 6%C02, en posicion inclinada de 45°.

-Grt:jgo_z (incubacion prolongado de 2h): Misma preparacion pero con un periodo de incubacion de 2h en las mismas
condiciones.

Medidas principales: Se valora volumen, recuento espermatico, movilidad y morfologia en cada muestra de semen y REM
después del periodo de incubacion.

Conclusion: No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre el REM de los dos grupos, por lo que no se
considera util aumentar el tiempo de cultivo en ninguna muestra.

Palabras clave: swim-up, tiempo de incubacion y REM

ABSTRACT

Objective: To assess the effect of incubation time (1h versus 2h) during swim-up techniqgue on motile spermatozoa recovery.

Centre: Laboratory of Unitat de Reproduccio Assistida (Centro Médico Tekron, Barcelona). This stuay is included in the Blology
aegree at Universitat Autonoma de Barcelona of one of us (IVA).

?lagef/jaz- 44 semen samples with volume 21,5m/ and appropiate spermartozoa concentration and motiity to perfom the swim-up
echnigue.

Experiment] design: Two allguots from the semen sample were processed in parallel as follows:

-Method 1 (1h standard incubation period): 0,75 ml from the orjginal semen sample were gently added fo fresh medium at the
bottom of 3 /a/asf/c tubes then placed in 45° "a/zg/e Tor incubation during 60 min (37°C and 6% C0Z).

-Method 2 (2h incubation period): 3 plastic tubes filled in similar way were incubated during 2h under the same in vitro condltions.
Main mesurements: Volume, sperm count, motiity and morphology in semen samples and REM in the recovered fractions.

Coniclusion: There are no statistically sigrificant diiferences betweer the 2 groups. So it is useless to extend the period of incubation
in any semen sarmple.

Aey wordls: swim-up, period of incubation, sperm count and motility after incubation
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INTRODUCCION

La técnica de preparacion del se-
men para Reproduccion Asistida
mas utilizada en el laboratorio de re-
produccion asistida y la recomenda-
da por la Organizacion Mundial de
la Salud (WHO, 1999) es el Swim-
up o técnica de migracion ascen-
dente.

Este protocolo se recomienda
por su sencillez y rapidez ya que la
seleccion de los espermatozoides se
realiza de forma pasiva aprovechan-
do su capacidad natatoria para mi-
grar hacia el medio de cultivo.

Dicha capacidad natatoria de-
pende de varios factores como el
porcentaje de espermatozoides mo-
viles y el tipo de movilidad de éstos,
asi como de la composicion del me-
dio de cultivo y del tiempo de incu-
bacion (Andolz and Bielsa, 1995).

La técnica de swim-up evita la
excesiva manipulacion de la mues-
tra reduciendo el riesgo de contami-
nacion externa (Inaudi et al., 2002)
asi como también reduce la genera-
cion de Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS) responsables de pro-
vocar darnos en la membrana celu-
lar de los espermatozoides (Aitken
and Clarson, 1988) y disminuir la
funcion espermatica.

Segun Andolz y Bielsa los esper-
matozoides seleccionados mediante
la técnica de swim-up presentarian
una mayor estabilidad nuclear asi
como una elevada tasa de penetra-
cioén en ovocitos de hamster (Andolz
and Bielsa, 1995), aunque Sakkas
et al. (2000) publicaron conclusio-
nes opuestas ya que obtienen ma-
yores porcentajes de espermatozoi-
des con integridad de DNA usando,
como método de capacitacion, gra-
dientes de densidad.

A pesar de que el swim-up es
una técnica que presenta mdultiples
ventajas, generalmente no se consi-
dera la técnica de eleccion en la
preparacion de muestras de semen
de baja calidad ya que su rendi-
miento es inferior al obtenido por la
técnica de separacion por gradien-
tes de densidad.

Por lo tanto, en un intento por
aprovechar las ventajas que ofrece
la técnica de swim-up, nuestro ob-
Jetivo fue valorar la utilidad de pro-
longar el tiempo de incubacion so-
bre el rendimiento final, especial-
mente en muestras de semen de
baja calidad.

Por ello planteamos comparar
los resultados de incubar una ali-
cuota de cada una de las muestras
de semen durante una hora (proto-
colo OMS; WHO, 1999), con los re-
sultados de incubar una segunda
alicuota de la misma muestra en las
mismas condiciones de cultivo aun-
que durante un periodo mds largo,
en concreto de dos horas.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de semen estudia-
das provinieron de pacientes que
consultan por esterilidad en la
Unidad de Reproduccion Asistida
de Centro Médico Teknon, durante
el periodo comprendido entre Junio
vy Octubre de 2006.

Cada muestra fue recogida en un
frasco estéril entre 48 horas y no
mdas de 7 dias de abstinencia se-
xual, siempre por masturbacion y
sin utilizar lubricantes artificiales
(WHO, 1999).

Las muestras fueron analizadas
en la primera hora post-recoleccion
siguiendo los criterios de la OMS (WHO,
1999), con valoracion de la concentra-
cion espermadtica mediante Camara de
Neubauer Improved y estimacion subje-
tiva de la movilidad.

En total se aceptaron 44 muestras
cuya clasificacion segun los pardametros
serminales OMS se muestra en la Tabla |.

De cada muestra se utilizaron
dos alicuotas que fueron procesa-
das independientemente mediante

Tabla I. Descripcion de las caracteristicas de las muestras procesadas
caracteristicas seminales n (=44)
normozoospermia 11
astenozoospermia 2
astenoteratozoospermia 10
oligozoospermia 2
oligoastenozoospermia 1
oligoteratozoospermia 3
oligoastenoteratozoospermia 3
teratozoospermia 12




la técnica de swim-up, e incubadas
durante una o dos horas, respecti-
vamente.

Las muestras se procesaron se-
gun el protocolo establecido en
nuestro laboratorio (Solvas et al.,
2002). Brevemente, 1,5 ml de me-
dio de cultivo SpermRinse (Vitrolife,)
se repartieron en 3 tubos de fondo
cénico (Nunc,, 347856) y en cada
uno de ellos cuidadosamente se de-
positaron 0,25 ml de semen.

Los tubos se incubaron en posi-
cion inclinada a 37°C y 6% COZ2 du-
rante el tiempo establecido tras lo
cual los 2/3 superiores del sobrena-
dante se recogen en un unico tubo.
Se valoré la muestra recuperada
(volumen, recuento y movilidad) y
se calculd el REM.

Definimos REM como el recuen-
to de espermatozoides con movili-
dad traslativa que se obtienen tras
la técnica de preparacion de se-
men. Asi, REM-1 corresponde al
numero de espermatozoides movi-
les recuperados de la incubacion de
una alicuota durante 1 hora y REM-
2 al numero de espermatozoides
moviles recuperados de la incuba-
cién de la otra alicuota durante dos
horas.

Tras la incubacion una persona
distinta a la que preparo las mues-
tras se encargo de estimar la movili-
dad espermadtica, obteniéndose asi
una valoracion “a ciegas”.

El anédlisis estadistico se realizd
con el programa Instat de GraphPad,,
que compar?d los resultados obteni-
dos en una y dos horas de incuba-
cion, es decir, se comparo el REM-
1 frente al REM-2 con el test U de
Mann-Whitney y nivel de significa-
cion de P<0,01.

RESULTADOS
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La tabla Il muestra las medias de
los parametros seminales de las
muestras de semen procesadas y el
rendimiento global obtenido con cada
uno de los tiempos de incubacion.

Como se ilustra en la tabla I, la

N
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podia mejorar la calidad de la
muestra de espermatozoides recu-
perados prolongando en 1 hora el
periodo de incubacion en el proto-
colo de swim-up, protocolo de capa-
citacion con las minimas manipula-
ciones posibles.

25

Tabla II. Media y desviacién estandar (DS) de las variables seminales de las muestras

procesadas y de los resultados de REM post swim-up

Media DS min. max.
volumen (ml) 3,9 0,8
recuento espermatico (x10%ml) 72,9 122,0
movilidad +++ (%) 17,8 3,5
movilidad ++ (%) 32,3 3,5
morfologia (%) 12,8 3,5
REM-1 (x10°%) 6,0 8,5 0,01 434
REM-2 (x10% 7,6 11,2 0,04 58,6

Tabla III. Analisis estadistico del REM-1 versus REM-2 en los grupos estudiados

n REM-1 REM-2
(x10%) (x10%)
todas las muestras 44 6,03 7,57 ns
normozoospermia 11 14,9 18,6 ns
oligozooospermia severa 3 0,07 0,23 ns
astenozoospermia severa 16 1,67 2,44 ns
teratozospermia severa 11 1,81 2,63 ns

ns = estadisticamente no significativo

comparacion de las medias de
REM-1 y de REM-2 analizando el
conjunto de todas las muestras no
dio diferencias estadisticamente
significativas. Tampoco se observa-
ron diferencias cuando se analiza-
ron subgrupos en funcion de la al-
teracion seminal que presentara la
muestra: oligo-, asteno- y teratozo-
ospermia severa.

DISCUSION

En este trabajo valoramos si se

Aunque se sabe que una incu-
bacion prolongada de los esperma-
tozoides humanos puede tener
efectos deletéreos sobre la funcion
espermatica, nuestro estudio no de-
tecta diferencias en el REM, de ma-
nera que concluimos que un tiem-
po de incubacion de 2 h no es tiem-
po suficientemente largo como para
disminuir la calidad de los esperma-
tozoides recuperados, pero tampo-
co para mejorarla.

En la literatura cientifica no he-
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mos hallado estudios recientes so-
bre el efecto del tiempo de incuba-
cion en swim-up. Calamera et al.,
publicaron un articulo donde anali-
zaban el efecto de la incubacion
prolongada en cuatro tiempos con-
secutivos (a las 1, 5, 23 y 47 horas)
sobre diferentes variables (movili-
dad espermatica, hiperactividad,

niveles de ROS...). Y centrando-
nos en la movilidad espermatica en
la segunda observacion, a las cinco
horas, ya detectan una disminucion
del porcentaje de espermatozoides
moaviles que se acentua a lo largo
del  tiempo de  incubacion
(Calamera et al., 2001).

Nuestros datos no son compara-
bles con los de Calamera et al., ya
que nuestro intervalo de estudio (1
y 2 h) queda entre sus dos prime-
ras observaciones (1 y 5 h) en un
intervalo en el que no realizan valo-
raciones.

Podria pues argumentarse que
Se podria alargar el tiempo de incu-
bacion mas allé de las 2 h pero me-
nos de 5 h para obtener mejores
rendimientos o bien para detectar
efectos adversos (ya que en nues-
tro estudio no observamos diferen-
cias), pero consideramos que esa
opcion careceria de interés practico
ya que no podria trasladarse a la ru-
tina diaria de un laboratorio de FIV.

Como conclusion podemos afir-
mar que en el laboratorio de FIV,
donde el tiempo es algo muy impor-

tante, no merece la pena una incu-
bacion prolongada de la muestra de
semen sea cual sea la calidad de
ésta puesto que en este trabajo no
encontramos diferencias en la cali-
dad de la muestra recuperada.
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IV CONGRESDO
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CONGRESO DECLARADO DE INTERES SANITARIO POR EL DEPARTAMENTO DE SANIDAD DEL GOBIERNO
VASCO / EUSKO JAURLARITZA
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= Excma. Sra. Dfia. Elena Salgado Méndez
Ministra de Sanidad y Consumo

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

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

COMITE ORGANIZADOR COMITE CIENTIFICO
Presidenta - Dra. Victoria Aparicio

- Dra. Carmen Ochoa - Dra. Begona Aran
Vocales

- Dra. Itziar Belil

- Dra. Nieves Cremades

- Dra. Maria José de los Santos

- Dr. José Luis de Pablo

- Dr. José Maria Fernandez

- Dr. Mark Grossmann i Camps

- Dra. Maria Victoria Hurtado de Mendoza
- Dra. Rosario Mendoza

- Dr. Ernesto Veiga

= Dr. Jon Aizpurua

- Dra. Rosa Argatxa

- Dr. Txema Aritzeta

- Dr. Gorka Barrenetxea
- Dra. Beatriz Corcostegui
- Dra. Antonia Exposito

= Dr. Roberto Lertxundi

- Dra. Carmen Mar

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

= Dra. Esperanza Navarro

Secretaria ASEBIR
Telf.: +34 91 367 89 94
E-mail: asebir@asebir.com

Secretaria Técnica del Congreso
Grupo Process
Telf.: +34 91 377 14 23

E-mail: IVcongreso@asebir.com
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PROGRAMA CIENTIFICO PRELIMINAR

21 de noviembre (miércoles)

- 15:00 -20:00 h. Apertura de secretaria para entrega de documentacion.

- 16:00 h. Inauguracion del IV Congreso Nacional de ASEBIR.
- Aurresku de Honor.

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

- A la inauguracién han sido invitadas y esperamos la comparecencia de la Excma.
Sra. Dfia. Elena Salgado Méndez, Ministra de Sanidad y Consumo, el Excmo. Sr. D.
Juan José Ibarretxe, Lehendakari del Gobierno Vasco, el Excmo. Sr. D. Gabriel Inclan,
Consejero de Sanidad del Gobierno Vasco y el Excmo. Sr. D. Ifiaki Azkuna, Alcalde de
Bilbao.

- 17:00-20:30 h. GRUPOS DE INTERES ASEBIR.

-17:00 h. CALIDAD EMBRIONARIA.
Moderador: Dr. Fernando Prados

- 17:00-17:15 h. Clasificacion ASEBIR de la calidad embrionaria. Estado
actual.
Dr. Jorge Tén Morro

- 17:15-17:30 h. Normalizacién de datos de laboratorio de reproduccién
humana.
Dra. Maria José de los Santos

- 17:30-17:45 h. Proyectos de futuro del grupo de interés de
calidad embrionaria.
Dr. Jorge Cuadros

- 17:45-18:30 h. Mesa redonda.

-18:30 h. DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL (DGP).
Moderador: Dr. Carles Giménez

- 18:30-18:45 h. Realidad diagnostica del DGP.
Dra. Esther Fernandez

- 18:45-19:00 h. Gestién de calidad en los laboratorios de DGP.
Dr. Xavi Vendrell

- 19:00-19:15 h. Ensayo piloto de un programa de control de calidad
externo para FISH en espermatozoides.

Dr. Juan Pablo Ramirez Lopez

-19:15-19:30 h. La nueva ley de reproduccion asistida y sus implicaciones
para el DGP.

Dra. Esther Velilla

- 19:30-20:00 h. Mesa redonda.

- 20:30 h. Cocktail Inaugural en el Hall de Exposiciones del Palacio Euskalduna.



ASEBIR 007+++:revista manolo junio06 08/02/10 17:02 Pagina 30

&
PROGRAMA CONGRESDO

Programa Congreso

30

22 de noviembre (jueves)

MANANA

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

- 08:30-09:00 h. COMUNICACIONES ORALES (3).

- 09:00-11:30 h. I SESION: Investigacion basica en embriologia.

- 09:00- 09:30 h. Sistema opioide y fertilidad masculina.
Dr. Jon Irazusta

- 09:30-10:00 h. Calidad ovocitaria: Importancia del diagnostico para el pronéstico y la
decisién terapéutica.
Dr. Mario Sousa

- 10:00-10:30 h. La sélection des spermatozoides au grossissement de 6000X: IMSI.
Dr. Pierre Vanderzwalmen

- 10:30-11:00 h. Pluripotencialidad de las células madre embrionarias.
Dr. Angel Raya

-11:00-11:30 h. Discusion.
- 11:30-12:00 h. Pausa. Café.
- 12:00-14:00 h. COMUNICACIONES ORALES (12).
- 14:00-15:00 h. Almuerzo

- 15.00-16.00 h. Simposium satélite MediCult Espafa.
Maduracién de ovocitos In Vitro

TARDE
- 15:00- 19:30 h. Secretaria.
- 16:00 -17:20 h. II SESION: Laboratorio de embriologia.

- 16:00- 16:30 h. Marcadores no morfolégicos de calidad embrionaria.
Dr. Marc Van den Bergh

- 16:30-17:00 h. Indicadores de calidad en el laboratorio de embriologia.
Dr. Ernesto Veiga

-17:00-17:20 h. Discusion.
- 17:20-17:40 h. Pausa (Visita stands y poster).
- 17:40-20:00 h. III SESION: Relacion Clinico-Embrioldgica.

- 17:40-18:10 h. Tipos de tratamientos de estimulacion ovarica y motivos de seleccién.
Dr. Francisco Fabregues

- 18:10-18:40 h. Infertilidad de causa genética.
Dr. Rafael Oliva

- 18:40-19:10 h. Métodos contraceptivos y fertilidad posterior.
Dr. Ezequiel Pérez

- 19:10-19:40 h. Resultados SEF 2004.
Dr. José Antonio Castilla

- 19:40-20:00 h. Discusién.
- 18:30 h. Cierre mesa electoral ASEBIR.

- 20:30 h. Visita privada Museo Guggenheim.
- 22:00 h. Cena Congresual Gran Hotel Domine Bilbao.

o
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23 de noviembre (viernes)

MANANA

- 08:00-14:00 h. Apertura de secretaria.
- 08:30-09:30 h. COMUNICACIONES ORALES (6).

- 09:30-11:00 h. IV SESION: Aspectos juridicos de los tratamientos de reproduccién asistida
humana.

- 09:30-10:00 h. Ley 17/2006 sobre técnicas de reproduccion asistida humana y
Real Decreto 1301/2006. Limites y controversias.
Dr. Fernando Abellan
- 10:00-10:30 h. Directivas del Parlamento Europeo y del Consejo 2004/23/CE
y 2006/17/CE, relativas a las normas y requisitos técnicos para la donacion y distribucidén de
células y tejidos humanos. Y su relaciéon con las recomendaciones de las sociedades cientificas
Europeas.
Dr. Vicente Jasa
-10:30-11:00 h. Discusion.
-11:00-11:30 h. Pausa. Café.
-11:30-13:00 h. ASAMBLEA ASEBIR y presentacion nueva Junta Directiva.
- 13:00-14:00 h. COMUNICACIONES ORALES (6).
- 14:00-15:00 h. Almuerzo
- 15.00-16.00 h. Simposium satélite EMB-Vitrolife
Human embryo culture and vitrification
TARDE
- 16:00-16:30 h. AULA VIRTUAL: Métodos de fijacion de blastomeras tras biopsia embrionaria.
Dra. Carmen Rubio
-16:30-17:30 h. COMUNICACIONES ORALES (6).
- 17:30-17:45 h. Pausa (visita stands y pdster).
- 17:45-18:45 h. V SESION: DEBATE: Diferentes métodos de cultivo embrionario.
Dra. Olga Cairé
Dr. Nicolads Prados
- 18:45-19:00 h. Exposicién Premio ASEBIR-EMB 2005.
- 19:00-19:30 h. Entrega Premios ASEBIR-EMB 2007.

- ASEBIR-EMB de Investigacidon Basica en Embriologia.
- ASEBIR-EMB de Embriologia Clinica.

- 19:30-20:00 h. Clausura del IV Congreso Nacional de ASEBIR.

- 21:00 h. Cena de Clausura en los salones de la Sociedad Bilbaina.
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Introduccion a Debate

En este nimero incluimos opiniones sobre
el tema propuesto “;Estamos realizando ci-
clos de ICSl y de DGP mas alla de sus indi-
caciones contrastadas?”. Y para el proximo
numero nuestra propuesta a debate se centra

en la Clasificaciéon Morfolégica Embrionaria
propuesta en el segundo cuaderno ASEBIR
de embriologia clinica, e invitamos a todos
aquellos equipos que ya la estén usando a que
nos cuenten su valoracion de los primeros 100

La FIV convencional goza de buena salud

dias. Desde la vocalia de publicaciones os in-
vitamos a participar en este tema o en los an-
teriores: recordad que una vez planteado un
tema permanece siempre abierto a nuevos co-
mentarios.

Jorge Cuadros, Paloma Sanchez-Aparicio, Lara Andrés, Marta Sanchez de Burgos
Clinica de Medicina de la Reproduccion y Ginecologia FIV-Madrid.

Segun el Registro SEF 2003, en dicho
afio el 63,8% de las punciones realizadas
fueron sometidas a ICSI. Este nimero au-
menta al 73,8% si se incluyen los ciclos en
los que se realiza FIV convencional
(FIVe)+ICSI. Se podria suponer que a fe-
cha de hoy, este porcentaje seria atin ma-
yor.

De ahi que algunos compafieros, em-
bridlogos o0 médicos, afirmen que se podria
estar abusando del uso de la ICSI; es de-
cir, utilizéndola sin una indicacion especi-
fica. Pero jcudles son las indicaciones es-
pecificas de la ICSI? principalmente, factor
masculino, algunos casos de factor feme-
nino y el miedo al fallo de fecundacion por
(FIVc). Del mismo Registro SEF 2003, se
observa que con la FIVc se realizé la trans-
ferencia embrionaria en el 90,4% de los
casos, mientras que con la ICSI se realizoé
la transferencia en el 93,2% de los casos.

Asumiendo que, proporcionalmente,
los ciclos en los que no se realizaria la
transferencia por la congelacion de todos
los embriones serian los mismos con las
dos técnicas, se deduce que hay un nu-
mero mayor de fallos de fecundacioén por
FIVe. Dadas las cifras del Registro, la dife-
rencia entre el nimero de transferencias
por puncion realizada entre FIVc e ICSI es
estadisticamente significativa.

Ademas, dado que los fallos de fecun-
dacion por ICSI son extremadamente raros,
lo mas probable es que estos datos se de-
ban a ciclos en los que se habria microin-
yectado un numero inferior a 3 oocitos.

Por otra parte, algunos de los reparos fren-
te a la ICSI todavia se podrian relacionar
con el efecto que pudiera tener la técnica
sobre los nifios nacidos. Sin embargo, di-
versos estudios, como los realizados por
Maryse Bonduelle en la Universidad Libre
de Bruselas demuestran que no hay dife-

rencia en el desarrollo psicomotor entre los
nifios nacidos por ICSI y los nacidos por
FIVe (Bonduelle et al., 2003), ni diferencia
en el porcentaje de malformaciones con-
génitas entre estas dos técnicas
(Bonduelle et al., 2002), siendo en ambos
casos superior al de los nacidos por con-
cepcion espontanea, lo que indica que la
mayor probabilidad de anomalias se debe-
ria a caracteristicas de los pacientes (o, en
opinion de algunos expertos, a la estimula-
cion ovdrica) y no a la técnica utilizada
para la fecundacion.

En un estudio reciente de este grupo,
el seguimiento hasta los 8 afios de edad de
nifios nacidos por ICSI demuestra que el
desarrollo cognitivo y motor de estos nifios
es similar al de los nacidos por concepcion
espontanea (Leunens et al., 2006). Por otra
parte, algunos estudios han sugerido que
los embriones de FIVc son de mejor calidad
que los de ICSI. Pero en estos trabajos se
suele comparar FIVc con normozoosper-
mia versus ICSI con factor masculino seve-
ro.

Por lo tanto, las razones que explicari-
an por qué estamos “abusando” de la ICSI
serian:

-Evitar los casos inesperados de fallo de fe-
cundacion por FlVe. Los fallos de fecunda-
cién por ICSI son anecdcticos.

-Del Registro SEF 2003 también se deriva
que, si las tasas de embarazo, aborto y em-
barazos multiples son similares entre la
FiVe y la ICSI, la potencialidad de los em-
briones provenientes de ICSI no es diferen-
te, teniendo en cuenta ademas que en es-
tos casos suele haber un factor masculino
severo.

-Estudios realizados durante los dltimos
afios han demostrado que los nifios naci-

dos por ICSI tienen la misma probabilidad
de malformaciones congénitas que los de
FIVe, y que su desarrollo motor y cognitivo
es similar al de los nifios nacidos por con-
cepcion espontanea.

-Finalmente, en nuestra experiencia, las
tasas de fecundacion por ICSI siempre han
sido superiores a las de la FIVc, por lo que,
en cada ciclo, microinyectar implica tener
mds embriones para seleccionar, lo que
consideramos es fundamental para el éxi-
to del procedimiento. Es decir, la FIVc goza
de buena salud, sin duda, pero la ICSI no
representa desventaja alguna y en la préc-
tica, salvo anécdotas, asegura que en cada
ciclo tengamos embriones para transferir.

Bibliografia

Bonduelle M; Ponjaert I; Van Steirteghem A;
Derde M-P; Devroey P; Liebaers |.
Developmental outcome at 2 years of age
for children born after ICSI compared with
children born after IVF. Hum Reprod
2003; 18:342-350.

Bonduelle M; Liebaers I; Deketelaere V- et al.
Neonatal data on a cohort of 2889 infants
born after ICSI (1991-1999) and of 2995
infants born after IVF (1983-1999). Hum
Reprod 2002; 17:671-94.

Leunens L; Celestin-Westreich S; Bonduelle
M; Liebaers I; Ponjaert-Kristoffersen |.
Cognitive and motor development of 8
year-old children born after ICSI compared
to spontaneously conceived children. Hum
Reprod 2006; 21:2922-29.

Registro FIV-ICSI de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad (Registro SEF), afio 2003.
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FIV versus ICSI ;SE USAN DE MANERA RACIONAL?

Carmen Ochoa
Clinica Euskalduna, Bilbao

A principio de la década de los
80, cuando en nuestro pais se co-
menzo a trabajar en Fecundacion In
Vitro (FIV), los grupos que a ello nos
dedicabamos ibamos ampliando la
indicacion originaria de obstruccion
tubéarica con la intencién de dar solu-
cion a los problemas de esterilidad
que presentaban “nuestras” parejas.

La Fecundacion In Vitro, conse-
guia solucionar muchos déficits re-
productivos y consiguié que muchas
parejas tuvieran hijos genéticamente
propios en situaciones que en otro
momento no hubiera sido posible.
Pero no todo era solucionable.

Los defectos de fecundacion co-
menzaron siendo uno de los proble-
mas que ocurrian con una relativa
frecuencia, sobre todo cuando am-
pliamos la indicacion del procedi-
miento al factor masculino. Surgieron
todos los estudios y test, que intenta-
ban relacionar los datos del semino-
grama con la probabilidad de conse-
guir fecundacion de los ovocitos inse-
minados en una FlV, intentamos sa-
ber si era la motilidad, la morfologia o
el recuento espermadtico, el dato que
tenia un valor mas futurible respecto
a este resultado. Surgieron los test
que intentaban valorar la fisiologia es-
permadtica y su capacidad de fecun-
dacién, como fueron el test de
Hamster, el HOS test, el test de fe-
cundacion de los ovocitos humanos
no vivos e incluso la FIV fue conside-
rada como un test en si misma, en re-
alidad intentabamos valorar la inter-
accion ovocito—espermatozoide, con
la intencion de dar un dato prondsti-
co al ciclo de FIV.

En 1992, Palermo et al., publica-
ban en la revista “THE LANCET” el
primer embarazo, gemelar, que se
consiguio tras inyeccion intracitoplas-
madtica de espermatozoides (ICSI) en

un ovulo. Este hecho supuso un im-
portantisimo avance a uno de los pro-
blemas que venian aconteciendo en
los tratamientos de reproduccion asis-
tida, como eran los defectos de fecun-
dacion en la FIV. Practicamente ya no
existian fracasos de fecundacion, po-
diamos hablar de que la técnica con-
seguia que mas que el 90% de las pa-
rejas que se sometian a un ciclo de
ICSI tuvieran algtn tipo de transferen-
cla de embriones, y se la atribuian ta-
sas de fecundacion de alrededor del
66%.

Al hilo de los conocimientos que
nos aporto la ICSl y de sus posibilida-
des terapéuticas, fueron publicados,
en 1995 por Silver et al., los resulta-
dos que proporcionaba la técnica en
el caso de las azoospermias tanto
obstructivas como secretoras, obte-
niéndose los espermatozoides del tes-
ticulo y/6 del epididimo, en relacion a
las tasas de fecundacion y a las posi-
bilidades de embarazo. Habiendo de-
mostrado previamente (Silver et al.,
1994) que la ICSI proporcionaba ma-
yor tasa de fecundacion que la FIV, en
este colectivo de pacientes.

Nadie puede poner en duda lo que
aportoé la ICSI a la esterilidad de la pa-
reja en general, y al factor masculino
en particular. Nadie puede dejar de
indicar una ICSI ante un diagndstico
de presencia de anticuerpos anties-
permatozoides, de azoospermia, de
oligo-asteno-teratozoospermia etc.

Pero no tiene porqué ser una téc-
nica que eclipse a la FIV convencio-
nal: cada una tiene sus indicaciones.
No debemos olvidar que la ICSI no
consigue mas tasa de nifio en casa
que la FIV, ni tampoco consigue mas
tasa de fecundacion cuando extrapo-
lamos esta técnica a la generalidad de
parejas que necesitan un tratamiento
de reproduccion asistida, ni tampoco

consigue un mayor numero de trans-
ferencias frente a la FIV... si esta ulti-
ma esta bien indicada.

Los datos de nuestro grupo en
cuanto a tasa de fecundacion en la
FIV, siempre en parejas cuidadosa-
mente diagnosticadas y por tanto se-
leccionadas, frente a los datos de fe-
cundacion en ICSI son muy pareci-
dos (77% versus 82 %), diferencia
que desaparece entre ambos resulta-
dos cuando la tasa de fecundacion
en FIV la calculamos respecto al nu-
mero de ovocitos en MIl, como se
hace en la ICSI, en lugar de frente al
total de ovocitos inseminados. Lo
mismo ocurre cuando valoramos los
defectos de fecundacion que ocasio-
nan no transferencia de embriones,
siendo en la primera técnica del
2,5% ydel 2,1% en la segunda, di-
ferencias que no fueron estadistica-
mente significativas.

Y por dltimo, la tasa de embarazo
por transferencia, segun los datos pu-
blicados por la SEF en el registro de
2003 son también muy parecidos
(36,8% versus 36,1%).

A la vista de lo expuesto cada grupo
podra utilizar la técnica que se adapte
mas a su estructura de trabajo o su cri-
terio personal, pero lo que no se puede
es usar la ICSI disminuyendo la valia
de la FIV, no en base a los actuales re-
Sultados que aportan ambas técnicas.

No olvidemos un principio médico y
biosanitario fundamental que dice: “pri-
mero diagnosticar y después tratar y
siempre hacerlo de menos a mas”.
Bibliografia
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Entendemos por Guia de Practica
Clinica (GPC) el conjunto de recomen-
daciones desarrolladas de manera sis-
temadtica, con el objetivo de guiar a los
profesionales y a los enfermos en el
proceso de toma de decisiones sobre

; QUE LE OCURRE A LA FIV CONVENCIONAL HOY EN DIA?

MCarme Pons, Mark Grossmann

Unidad de Reproduccion Asistida. Centro Medico Teknon, Barcelona. ura@cmteknon.com

Cuentan los embridlogos seniors
(v lo refrenda la literatura cientifica)
que corria el afio 1977 cuando se lo-
gro el primer nacimiento a partir de
un embrion humano fecundado en
el laboratorio. Para aquella hazana
se uso lo que se llamaria fecunda-
cion in vitro convencional (FIVc).

Transcurridos los afios y cambiado
el milenio ;alguien recuerda hoy qué
es la inseminacion de los ovocitos?
jA veces parece que no!

Resulta que en la década de los
arfios 90 se describié una técnica
que permitio inyectar espermatozoi-
des (incluso inmaviles y/o morfologi-
camente aberrantes) en el citoplas-
ma de un ovocito mediante un sofis-
ticado y caro sistema de micromani-
pulacion: y a tanta modernidad se la
llamo ICSI.

Evidentemente la ICS/ es la téc-
nica de obligada eleccion en los ca-
sos de esterilidad por factor masculino y
en los fallos de fecundacion en algtin ci-
clo previo de FIVc. También en los ca-
sos de Diagndstico  Genético
Preimplantacional mediante PCR u
otros protocolos moleculares, y en todos

ellos funciona muy bien. ;Pero qué ocu-
rre con todos los demds casos? A pe-
sar de que la FIVc es una técnica mu-
cho menos agresiva, con muchos mas
afnos de demostrada eficacia, con mas
datos en el seguimiento de los bebés
nacidos y mucho mas facil (tanto en
procedimiento, como en tiempo y cos-
tes), detectamos que va perdiendo
adeptos a pasos agigantados y que
cada vez son menos y menos y menos
los ciclos de FIVc que se realizan en
nuestro pais, a diferencia de lo que
ocurre en otros paises europeos en
donde la FIVc mantiene su cuota es-
table.

;Qué le pasa a nuestra FIVc hoy en
dia? Pues quizds que sufre del sindro-
me del “miedo al fracaso”. Es cierto
que el porcentaje de ciclos con fallo
completo de fecundacion es mas alto
en FIVc que en ICSI... aunque jal-
guien sabe si estas diferencias son
estadisticamente significativas?
Probablemente no lo sean.

Y mucho mds definitivo ;la tasa
de nifio/a en casa es mas alta en los
ciclos de FIV-ICSI que en los de
FIVc? Las revisiones Cochrane (The
Cochrane Lybrary 2003; van

Rumste et al., 2004) no muestran
superioridad alguna de la ICS| so-
bre la FIVc ni en la tasa de fecunda-
cion, ni en la de implantacion ni en
la tasa de nifios/as en casa.

Y la practica clinica deberia susten-
tarse en la evidencia.

De la misma manera que la ICS/
demostro su utilidad en unas pato-
logias muy concretas, pensamos
que para las demas deberia plante-
arse la FIVc como primera opcion
en lugar de optar directamente a
FIV-ICSI.

Alternativamente, en los casos
con eyaculados en el limite de la
normalidad se podrian programar
ciclos mixtos de FIVc + FIV-ICSI y
asi, usando estas estrategias, se
conservaria el valor diagndstico del
ciclo de FIV.

Ademas, tanto la tasa de fecun-
dacion después de inseminacion o
la tasa de fallo completo pueden
usarse como indicadores de calidad
dentro de un equipo de
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Reproduccion Humana Asistida y
son parametros mucho mas sen-
sibles que los mismos pero obte-
nidos de los ciclos de FIV-ICSI.

Asi pues, y en nuestra opinion,
no hay base cientifica que justifi-
que anteponer la FIV-ICSI a la
FIVe, tal y como esta ocurriendo
en muchos de nuestros centros.
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qué intervenciones sanitarias son
mas adecuadas en el abordaje de
una condicion clinica especifica en
circunstancias sanitarias concretas.

La necesidad de disefiar una
GPC esta determinada por diferentes
factores, entre los que destacan:
presencia de variaciones en la pres-
cripcion y/o utilizacion de diferentes
intervenciones sanitarias en el abor-
daje de condiciones clinicas especi-
ficas, variabilidad en el consumo de
recursos sanitarios, necesidad de
elaborar criterios de idoneidad, des-
arrollo de estandares de calidad asis-
tencial, incertidumbre en la determi-
nacion de los resultados clinicos es-
perados e incertidumbre en la prac-
tica clinica y las dificultades para asi-
milar de manera critica el inmenso
volumen de informacion disponible
en la literatura cientifica.

Actualmente son la base sobre la
que se debe asentar la medicina mo-
derna. Su importancia en nuestro
entorno es tal que el pleno del
Consejo Interterritorial del Sistema
Nacional de Salud de 26 de marzo
de 2003 acordoé implantar y desarro-
llar el Proyecto Guia-salud, con el

objetivo de estimular el acceso y la
utilizacion de las GPC, desarrollando
redes para la implantacion de guias y
establecer una cultura de compara-
cién y de buena practica. Este pro-
yecto es uno de los pilares del Plan de
Calidad para el Sistema Nacional de
Salud de abril de 2007.

Por otra parte, si analizamos el re-
gistro de técnicas de reproduccion
asistida de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad de 2003 podemos deducir
que un elevado porcentaje (20%) de
las indicaciones de Diagndstico
Genético Preimplantacional (DGP) fue
la existencia de un factor masculino se-
vero, que corresponde a unos 200 ci-
clos (aungue no existe esta categoria
en dicho registro queda englobada en
“otras indicaciones”). Si analizamos el
registro del Consorcio de la Sociedad
Europea de Reproduccion Humana y
Embriologia (ESHRE) sobre DGP de
2003, un 6% de las indicaciones fue
factor masculino severo, lo que co-
rresponde a 188 ciclos. Parece por
tanto que entre un 6 y un 20% de los
ciclos de DGP que se realizan son por
factor masculino severo.

Sin embargo, tras analizar diferen-
tes GPC (Tabla 1) de diagndstico y tra-
tamiento de la esterilidad por factor
masculino, ninguna indica dicha téc-
nica como opcion terapéutica valida
para la atencion a la pareja estéril por
factor masculino severo. Creemos por
tanto, que este ejemplo, probable-
mente aplicable a otras indicaciones
de DGP como edad materna o abor-
tos de repeticion sirva para entender
que el tratamiento de la esterilidad no
debe de ir al margen de lo que el
mundo cientifico y las autoridades sa-
nitarias consideran una de las herra-
mientas mas utiles en la mejora de la
calidad sanitaria, como son las GPC.
Por tanto, mientras que no exista , al
menos una GPC que indique el DGP
en esterilidad por factor masculino
severo, creemos que dicha indicacion
no es adecuada.

Tabla | Guias de Préactica Clinica
de esterilidad por Factor Masculino

www.auanet.org Report on manage-
ment of obstructive azoospermia.
American Urological Association,
2001
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www.auanet.org Report on evalua-
tion of the azoospermic male.
American Urological Association,
2001

www.uroweb.org Guidelines on male
infertility. European Association of
Urology, 2004

www.emaqn.org European Academy
of Andrology (EAA) / European
Molecular genetics Quality Network
(EMQN) best practice guidelines for
molecular diagnosis of y-chromoso-
mal microdeletions. State of the art
2004. Int J Androl 2004;27:240-249

www.cua.org. The work-up of azoos-
permic males. Canadian Urology
Association, 1998

www.cfas.com. Canadian Fertility
and Andrology Society. Consensus
Document for the Investigation of

Infertility; 2002.

www.guideline.gov.  Brigham and
Women's Hospital. Infertility. A guide
to evaluation, treatment and counse-
lling. Boston (MA): Brigham and
Women's Hospital; 2003.

www.guideline.gov.  Institute  for
Clinical Systems Improvent (ICSI).
Diagnosis and management of basic
infertility. Bloomington (MN): Institute
for Clinical Systems Improvement
(ICS1); 2004.

www.guideline.gov. National
Collaborating Centre for Women's and
Children’s Health. Commissioned by
National  Institute  for  Clinical
Excellence. Fertility: assessment and
treatment for people with fertility pro-
blems. London: RCOG Press; 2004.
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¢ SE ESTA APLICANDO EL DGP DE FORMA ABUSIVA?

Fanny Vidal

Unitat de Biologia Cel-lular. Facultat de Biociencies.
Universitat Autonoma de Barcelona. francesca.vidal@uab.cat

Desde su primera aplicacion cli-
nica en 1990, el Diagndstico
Genético Preimplantacional (DGP)
aparece en el programa de practica-
mente todos los Congresos y reunio-
nes cientificas que tratan de repro-
duccion asistida.

A lo largo de los afios, su uso se
ha extendido, la lista de indicaciones
se amplia continuamente y el nume-
ro de casos en los que se utiliza cre-
ce de forma exponencial.

La aplicacion del DGP esta nece-
sariamente ligada a la fecundacion in
vitro (FIV o FIV-ICSI) para la obten-
cion de los embriones susceptibles
de ser analizados. No obstante, las

tornas estan cambiando y percibimos
que, cada vez mas, es la FIV la que pa-
rece depender del DGP. A partir de este
punto surge la controversia.

La creciente indicacion de DGP
para ciertos grupos de pacientes
(aborto de repeticion, fallos previos de
ciclos de F1V, edad materna, anomali-
as de la meiosis masculina, etc...), con
el objetivo de llevar a cabo un estudio
cromosémico que nos permita una
mejor seleccion de los embriones a
transferir, sirve de partida para la dis-
cusion.

En algunos casos, el debate se diri-

ge a la sempiterna disputa sobre la de-
nominacion que debemos dar al tipo de

o

analisis que estamos realizando.

En este aspecto, no considero en
absoluto necesario dedicar esfuerzos
en establecer si los estudios de aneu-
ploidias merecen ser incluidos bajo el
término “DGP” o deben ser obligatoria-
mente nombrados con epigrafes alter-
nativos (screening de aneuploidias,
PGS, AS, ...) que para algunos colegas
conllevan un cierto deje de menospre-
cio.

Segtin mi opinion, lo importante es
identificar claramente el tipo de estudio
que se lleva a cabo en cada caso y que
los resultados obtenidos se presenten
de forma comprensible para poder ex-
traer las conclusiones oportunas.



El caracter de la discusion toma
un cariz distinto cuando se orienta
hacia los resultados clinicos deriva-
dos de la aplicacion del DGP para
los estudios de aneuploidias. La
gran mayoria de centros que llevan
a cabo un gran numero de ciclos de-
fienden su aplicacion y presentan
datos que apoyan su uso con tasas
de embarazos y abortos que lo justi-
fican.

Por otra parte, si evaluamos las
recopilaciones de resultados (ES-
HRE PGD Consortium), elaboradas
a partir de los datos aportados por
centros diversos, se observa que no
reflejan porcentajes tan positivos. Es
evidente que los resultados de un
solo laboratorio nos ofrecen una

vision sesgada. Por otra parte, la
heterogeneidad de las recopilacio-
nes suele distorsionar los resultados
al no considerar aspectos como el
criterio de seleccion de las parejas
de los diversos centros, los resulta-
dos generales de FIV de cada labo-
ratorio, aspectos técnicos de la rea-
lizacion de las biopsias embriona-
rias o la experiencia del laboratorio
que lleva a cabo el diagndstico.

Puntos como los pocos estudios
randomizados “de verdad”, la hete-
rogeneidad de los grupos de pacien-
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tes, los resultados dispares en ciclos
repetidos, el numero de ciclos sin
transferencia o el coste del diagnosti-
co suelen ser puntales para la discu-
sion de los “no creyentes”. Mientras
que, en la esquina opuesta, se nos
presentan resultados y porcentajes de
efectividad que deben ser observados
de forma sensata y tratados con la
consideracion que merecen.

En resumen, hay argumentos vali-
dos para ser esgrimidos tanto por los
defensores a ultranza del DGP como
para sus detractores mas acérrimos.

Es evidente que estas diferencias
son dificiles de dirimir e incluso resulta
curioso que el mismo argumento pueda
ser utilizado para justificar la postura de
los dos grupos en discusion (como por
ejemplo el elevado nimero de anomali-
as cromosomicas observadas en los
embriones analizados).

No obstante, no deja de sorprender
que gran parte de las opiniones criti-
cas hacia el uso del DGP para mejorar
los resultados de FIV no provenga de
resultados negativos obtenidos des-
pués de su aplicacion sino de la “lec-
tura y re-andlisis” de los resultados
que han presentado los grupos que
Justifican su uso.

La controversia y la division de opi-
niones respecto a la aplicacion del

Junio 2007 Vol. 12 e N°1

DGP se mantienen desde sus inicios
pero el debate se ha intensificado en
los dltimos tiempos. Mantengamos el
debate abierto, busquemos argu-
mentos, que los centros evalten los
resultados que estan obteniendo y
los presenten a discusion (ASEBIR es
un foro excelente).

Finalmente, seamos consecuentes
con los resultados obtenidos y recor-
demos que el DGP no sustituye al
diagndstico prenatal. Es evidente que
el uso indiscriminado del DGP va en
su propio detrimento, ya que los resul-
tados no se ajustan a las expectativas
creadas. Quizas un cierto uso extensivo
(jno abusivo!) durante un periodo servi-
ra para que podamos ubicar al DGP en
el lugar que le corresponde.

Pregunta inicial: ;Se esta aplicando el
DGP de forma abusiva?

Respuesta: jTengo el corazon partido!
Pregunta abierta a la reflexion:

JEstamos siendo mas criticos con el
uso del DGP de lo que hemos sido en
Su momento con otras técnicas en re-
produccion asistida (ICSI, TESE, ROSI,
...) 0 la propia FIV?

39
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Somos los primeros

en conocerte ...

SERVICIOS

Diagnéstico genético preimplantacional

Estudio de aneuploidias (3, 5, 7, 9 y 12 cromosomas)
Estudio de reorganizaciones cromosémicas
Estudio de enfermedades monogénicas

Estudio genético de la infertilidad masculina

Biopsia testicular

Estudio de meiosis

FISH en espermatozoides

Estudio de fragmentacion del DNA

Microdeleciones del Y (screening de 20 microdeleciones)
Test CVBA (screening de 30 mutaciones del gen CFTR +
polimorfismo 1VS8-Tn)

OTROS SERVICIOS

Biopsia embrionaria y fijacion de blastomeros

Consejo Genético

Formacion en biopsia y fijacion

Alvarez de Baena, 4 - 28006 Madrid - Tf. 91 4115080
Fax 91411 50 81- dgpi@centromedicinaembrionaria.com

www.centromealicinaemnprionaria.com

Servicio de Diagnéstico Genético
Preimplantacional

Dra. Esther Velilla Garcia

Dra. Maria Oter Renom

Dra. Mercedes Garcia Bermudez
Dra. Silvia Ferndndez Ferndndez
Dra. Ana Colomar Torres

Servicio de Andrologia ?
Dr. Ferran Garcia José

Asesor Cientifico

Dr. Prof. Juan G. Alvarez

centro de medicina
embrionaria

www.centromedicinaembrionaria.com

... Y sabemos que

creceras sano
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PAPEL DE LA INTERACCION CELULAR EN FOLICULOGENESIS

The role played by cell interaction in folliculogenesis

Paloma Sanchez-Aparicio’, Ricardo Ramos? y Jorge Cuadros’
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Resumen: El proceso de crecimiento y maduracion folicular que conlleva a la formacion de gametos femeninos funcionales
se denomina foliculogénesis. Este proceso esta estrictamente regulado de forma endocrina y paracrina. Ademas, las
interacciones celulares, tanto célula-célula como célula-MEC (matriz extracelular), desempefian un papel fundamental. En
concreto, el correcto didlogo intercelular controla la adecuada maduracion oocitaria. Este articulo es una revisién de los
principales mecanismos de interaccién celular asi como las familias de moléculas de adhesion implicadas.

Palabras Clave: adhesion, interaccion celular, foliculogénesis

Abstract: The process of follicular growing and maturation which leads fo the formation of functional female gametes /s named
Tolliculogenesis and /s subject to a strict endocrine and paracrine regulation. In aadition, cell interactions (cell-cell and cell-

aialogue. This review focuses on the main mechanisms of cell interaction as well as the most imporiant families of aadhesion

ECM) play an essential role in this process. In particular, the proper maturation of oocyres Is controlled by a correct intercellular #

moflecures involved.

Key Words: adhesion, cell-cell interaction, folliculogenesis

Regulacion funcional del ovario

El proceso de foliculogénesis tie-
ne lugar en los ovarios y asegura la
formacion de gametos femeninos
funcionales (oocitos) que estan dise-
fAados para transmitir la carga gené-
tica a la siguiente generacion. Los
gametos, que son haploides, daran
lugar a un zigoto diploide cuyas cé-
lulas proliferaran y terminaran por di-
ferenciarse.

En la cavidad peritoneal se en-
cuentran los ovarios cuya arquitectu-
ra tisular es sencilla: en cada uno de
ellos se distingue una region cortical
y un estroma medular central.
Asimismo, el tejido ovdrico estd
constituido por células germinales,

células epiteliales superficiales cir-
cundantes y células de estroma -cé-
lulas de tejido conectivo y producto-
ras de hormonas-.Las células germi-
nales daran lugar a los oocitos mien-
tras que el resto de las células estan
implicadas en la creacion del micro-
ambiente adecuado que garantiza el
correcto desarrollo oocitario. Desde
la pubertad hasta la menopausia, el
ovario se caracteriza por tener una
estructura dindmica donde los folicu-
los ovéricos estan en continuo des-
arrollo. Los foliculos se situan en la
region cortical del ovario y estan en
evolucion continua a partir del esta-
dio primordial. Los foliculos primor-

diales se forman, en su totalidad, du-
rante el desarrollo prenatal y estan
constituidos por un oocito detenido
en profase de la primera division
meidtica y una capa de células so-
maticas planas circundantes (Lei et
al., 2006). Durante un periodo varia-
ble, los foliculos primordiales estan
en estado de quiescencia (Fortune et
al., 2000). La mayoria permanecen
en este estado hasta que degeneran
0 se activan por sefales especificas
que les hacen entrar en fase de creci-
miento, sufriendo entonces un drama-
tico proceso de proliferacion y diferen-
ciacion (Figura 1).

Aunque los mecanismos concretos
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Cuerpo Luteo

Ovulacion

Oocito Secundario

Figura 1

Oocito primario

e Foliculo Primario

Células de la
granulosa

Foliculo Maduro

Figura 1. Representacion esquemadtica del ovario. Los foliculos primordiales, que se forman durante el desarrollo prenatal y permanecen en estado de quies-
cencia durante largo tiempo, estan constituidos por un oocito detenido en profase de la primera division meidtica y una capa de células somaticas planas. Se
habla de foliculo primario cuando un foliculo primordial ha abandonado su estado de quiescencia y las células de la granulosa empiezan a crecer y diferen-
ciarse. El proceso de crecimiento y maduracion folicular se denomina foliculogénesis y culmina con la ovulacion. Durante este proceso, el oocito primario, que
esld detenido en profase, avanza en su division meidtica. Finalmente, se produce la liberacion del primer corptsculo polar al finalizar la primera division meictica y

se Inicia la segunda division meidtica, deteniéndose el oocito en metafase. En este estadio tiene lugar la ovulacion.

que bloguean o inician el crecimiento
de los foliculos primordiales en estado
quiescente no se han establecido con
exactitud, el conocimiento de los genes
que se expresan podria ayudar a en-
tender los mecanismos de regulacion
de este proceso (Kocabas et al., 2006;
Yoon et al., 2006).

Dicho proceso de crecimiento y
maduracion folicular constituye la foli-
culogénesis y culmina con la ovulacion
en cada ciclo ovdrico durante el perio-
do reproductivo. El ovario ademas de
estar implicado en la produccion de
gametos desempefia una funcion en-
docrina esencial. La produccion de
hormonas esteroideas estd, a su vez,
implicada en la propia generacion de
gametos por parte del ovario. Dicha
produccion hormonal esté bajo el con-
trol del eje hipotalamo-hipofisario, con

mecanismos de control estrictamente
regulados (regulacion endocrina).

Los ovarios disponen ademas de
sistemas de regulacion locales; esto
es, células cuyas secreciones se auto-
rregulan (regulacion autocrina); y célu-
las cuyas secreciones se producen
para intervenir en el control de células
vecinas de la misma gonada (regula-
cioén paracrina). Por tanto, las células
de los ovarios responden al ambiente
externo y a las sefiales de otras célu-
las; la correcta produccion de gametos
depende de la accion combinada de
este complejo sistema de secreciones.
Las seriales que reciben las células del
tejido ovarico son trasladadas a dife-
rentes partes de la propia célula, in-
cluido el ntcleo (Pangas et al., 2000).

Estas vias de transduccion de se-

fales acaban regulando el crecimien-
to, la supervivencia, la diferenciacion,
la migracion y el metabolismo celular,
y por tanto la transcripcion de un nu-
mero considerable de genes. En todo
este proceso, los oocitos avanzan en su
estado madurativo y simultaneamente
las células de la granulosa desarrollan
capacidades esteroidogénicas especi-
ficas.

En etapas iniciales, se han descrito
numerosos factores intra-ovario, miem-
bros de distintas familias de factores
de crecimiento que influyen en el cre-
cimiento y la maduracion folicular a
través de la sefalizacion paracrina
(Herndndez et al., 1991, 1992; Matzuk
etal., 2002). Sin embrago, los estadios
tardios del desarrollo folicular son de-
pendientes de las hormonas hipofisa-
rias FSH (hormona foliculo estimulan-
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te) y LH (hormona luteinizante)
(Shimada et al., 2002); la primera es el
mayor promotor de la maduracion foli-
cular aumentando la proliferacion de
las células de la granulosa y regulando
la produccion de la hormona estradiol
(hormona esteroidea), la segunda jue-
ga un papel destacado en estadios
avanzados del desarrollo folicular, esti-
mulando la maduracion del oocito, la
ovulacion y el proceso de luteinizacion.
A su vez, los factores de crecimiento
producidos por los propios foliculos
son capaces de modular, amplificando
o0 atenuando, la accion de la hormona
FSH (Adashi et al., 1993).

En definitiva, el proceso de la foli-
culogénesis esta regulado por meca-
nismos intra-ovario y endocrinos que
coordinan el proceso de crecimiento,
proliferacion y diferenciacion celular
(Peramo et al., 2002). En el interior del
foliculo las interacciones paracrinas
entre el oocito y las células de la gra-
nulosa circundantes son criticas para
una correcta funcion celular y un ade-
cuado desarrollo oocitario (Guigon et
al., 2006).

De especial relevancia en el creci-
miento del oocito son los procesos me-
diados por la interaccion Kit-kit ligand
(Driancourt et al., 2000), asi como Kit
ligand a través de la interaccion con
GDF9 y BMP15 (Hutt et al., 2006;
Thomas et al., 2006; Miyoshi et al.,
2006).

Mecanismos de interaccion celular

Los procesos de interaccion celular ase-
guran el mantenimiento de la arquitectu-
ra tisular y garantizan el correcto desarro-
llo funcional de los érganos. Dichos pro-
cesos incluyen las interacciones célula-
célula y célula-MEC (matriz extracelular)
vy pueden tener lugar via estructuras de
gran complejidad (cell junction) o a través
de simples contactos celulares (non cell
Junction).Las cell junctions incluyen espe-
cializaciones de la membrana celular del
tipo de las tight junctions, adherens junc-
tions, gap junctions, desmosomas, hemi-
desmosomas o contactos focales; mientras
que las segundas son meros contactos cé-
lula-célula y célula-MEC de gran sencillez
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estructural y dinamismo (Figura 2).

En los ovarios, y en particular en los
foliculos, se dan la mayor parte de los
mecanismos de interaccion celular
mencionados. De todos ellos, las gap
Jjunctions (GJ) han sido descritas como
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al., 2002; Wright et al., 2001). Estd am-
pliamente admitido que las interacciones ce-
lulares que se producen en el propio foliculo
ovarico desempefian un papel esencial para
la correcta maduracion oocitaria. Asi pues,
el complejo dialogo intercelular resul-

Figura 2

Adherens
Junctions

Célula Gap Junctions

Desmosomas

Hemidesmosomas

Filamentos
Intermedios

Tight Junctions S

Filamentos Actina

Célula

Contactos Focales

Filamento:
Actina

Figura 2. Representacion esquematica de los mecanismos de interaccion celular. Las células pueden
establecer procesos de adhesion con células contiguas (interaccion célula-célula) o con las proteinas
de la matriz extracelular (interaccion célula-MEC). En ambos casos, la interaccion puede tener lugar a
través de estructuras complejas (cell junctions) o via meros contactos celulares de escasa complejidad

estructural (non cell junctions).

elementos clave en el proceso de la fo-
liculogénesis. Las GJ son agrupaciones
de canales intercelulares que permiten
una comunicacion citoplasmatica di-
recta entre células adyacentes (Evans
et al., 2002). Estos canales estan, a su
vez, formados por subunidades de pro-
teinas denominadas conexinas (Cxs); y
permiten el paso de pequefias molécu-
las -iones, metabolitos, segundos men-
sajeros- haciendo posible de este
modo la sincronizacion del comporta-
miento celular. Estas estructuras per-
miten la coordinacion entre las propias
células de la granulosa, y de éstas con
el oocito; de ahi la relevancia de las GJ
en la maduracion oocitaria (Kidder et

ta crucial para la regulacion de este
proceso. Ademas de las ya citadas
Cxs, existen otras moléculas implica-
das en estos procesos. Estas dltimas
pertenecen a distintas familias de
moléculas de adhesion que incluyen
la superfamilia de las Integrinas, la
superfamilia de las Ig(s), la familia de
las Selectinas, la familia de las
Cadherinas, la familia de los
Proteoglicanos y las Sialomucinas
(Tabla I; Figuras 3-6); y estan for-
mando parte de las complejas estruc-
turas mencionadas o de simples con-
tactos  celulares, segtin  los
casos.Procesos de interaccion célu-
la-célula implicados en foliculogéne-
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sis. Durante el proceso de foliculogé-
nesis, las interacciones célula-célula
mediadas a través de las GJ, en par-
ticular las GJ de conexina 43 (Cx43),
desempenfian un papel fundamental
(Tabla I1).

La Cx43 es un miembro de la fami-
lia de las Cxs que se expresa mayorita-
riamente en el foliculo ovarico y cuyo
papel es clave en foliculogénesis. El
estudio llevado a cabo con ratones
knockout para Cx43 pone de manifies-
to que la presencia de esta molécula
resulta imprescindible para mantener
la comunicacion entre las células de la
granulosa que rodean al oocito y sos-
tener, por tanto, la proliferacion de es-
tas células y la maduracion folicular;
en ausencia de Cx43 los foliculos se
detienen en estadio preantral tempra-
no y los oocitos resultan incompeten-
tes (Juneja et al., 1999; Ackert et al.,
2001).

Las GJ de Cx43 existen ya en foli-
culos primordiales, la expresion de
Cx43 se acumula coincidiendo con el
crecimiento folicular, y dicha expresion
esta sujeta a modulacion durante el ci-
clo ovarico a través de las hormonas
FSH y LH: la primera estimula la sinte-
sis de Cx43 y la amplificacion de cana-
les intercelulares funcionales, mientras
que la segunda, en una respuesta in-
mediata, interrumpe la comunicacion
célula-célula por la fosforilacion y cam-
bio conformacional de la molécula de
Cx43 que conduce al cierre de los ca-
nales de las GJ (Granot et al., 2002,
Yogo et al., 2002; Yogo et al., 2006).

La hormona LH tiene, por tanto, un
efecto inmediato que es seguido por
una respuesta tardia que conduce a la
eliminacion de la proteina por estimu-
lacion de la reduccion de los niveles de
mRNA; y a la desaparicion final de las
GJ de Cx43 (Gittens et al., 2005).
Algunos autores han propuesto ade-
mdas que el efecto de las hormonas
FSH y LH esta mediado por las hormo-
nas esteroideas sintetizadas en el pro-
pio ovario, aunque se desconocen con
exactitud los mecanismos implicados

Tabla |
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Familias de moléculas de adhesion

Superfamilia de las integrinas

Superfamilia de las Igs

Selectinas

Cadherinas

Proteoglicanos

Tabla I. Familias de moléculas implicadas en procesos de adhesion celular. Algunas de estas familias reciben
la denominacion de superfamilias. La mayoria de estas familias incluyen un ndmero considerable de molécu-
las que se encuadran en cada familia por su similitud estructural y funcional.

Subunidad a Subunidad B

Fig. 3. Superfamilia de las Integrinas

Figura 3. Supertamilia de la Integrinas. Esta super-
familia esta constituida por un nimero considera-
ble de miembros con amplia distribucion tisular e
importantes implicaciones funcionales. Las integri-
nas, que estan implicadas en interacciones célula-
célula y célula-MEC, son glicoproteinas integrales
de membrana que estan formadas por una subu-
nidad a y otra subunidad b. Cada subunidad con-
tiene un dominio extracelular, un dominio trans-
membrana y un dominio intracelular. Ambos domi-
nios extracelulares participan en la union al entor-
no extracelular, produciendo cambios en los domi-
nios citoplasmaticos de las subunidades que, a su
vez, alteran su interaccion con el citoesqueleto y otras
proteinas intracelulares. La sefializacion tiene lugar a
través de la membrana en ambas direcciones, outsi-
de-in e inside-out que finalmente regulan la adhe-
sién, el crecimiento y la migracion celular.

Fig. 6. Familia de las Cadherinas

Figura 6. Familia de las Cadherinas. Las cad-
herinas se engloban junto a las proto-cadheri-
nas y otras moléculas adicionales implicadas en
adhesion celular en una familia que recibe su
nombre. Los miembros de esta familia (E, N,
BR, P, R, M, VE, OB, KSF, T&H) son dependien-
tes de iones de Ca2+ y juegan un papel impor-
tante en interacciones célula-célula garantizan-
do asi la integridad de tejidos y estructuras mul-
ticelulares. A nivel molecular, estan constituidas
por cinco dominios repetidos en su dominio ex-
tracelular, un segmento transmembrana, y una
region citoplasmatica que interacciona con mo-
léculas de catenina que, a su vez, se unen al ci-
toesqueleto de actina. Las cadherinas general-
mente median interacciones célula-célula de
caracter homotipico y actdan, simultaneamen-
te, como receptor y ligando.
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Tabla Il
Moléculas de interaccidon célula-célula
implicadas en foliculogénesis

Superfamilia de la Igs (ICAM-1, VCAM-1, LFA-1)

Selectinas (L-Selectina)

Cadherinas (N-Cad, E-Cad)

Conexinas (Cx43, Cx37)

Tabla Il. Moléculas de interaccion célula-célula implicadas en foliculogénesis. La tabla muestra una re-
copilacion de aquellas moléculas cuya expresion se ha descrito en ovario (ICAM-1, VCAM-1, LFA-1, L-
Selectina, N-Cadherina), asi como otras moléculas cuyo papel en foliculogénesis resulta clave. La Cad-
E presenta un papel importante en foliculogénesis, y mas atn la Cx43 y la Cx37 resultan imprescindi-

bles.

en este proceso.

Ademas, se ha descrito la expre-
sion de otros miembros de la familia de
las Cx(s), entre ellos, Cx26, Cx30,
Cx32, Cx37, Cx40 y Cx45 en tejido ova-
rico de diferentes especies de mamife-
ros (Goodenough et al., 1999;
Teilmann et al., 2005; Simon et al.,
2006). Aunque las células de la granu-
losa se comunican entre ellas a través
de GJ de Cx43, éstas se comunican
con el oocito a través de GJ de Cx37
(Gittens et al., 2005).

La Cx37 desempefna un papel
esencial para el desarrollo folicular, la
maduracion del oocito y la ovulacion;
en ausencia de Cx37, los foliculos no
llegan a foliculo antral y es causa de in-
fertilidad en ratones (Simon et al.,
2002) (Tabla I1). La comunicacion ce-
lular a través de las GJ de Cx37 garan-
tiza el paso de nutrientes y segundos
mensajeros al interior del oocito desde
las células de la granulosa y viceversa.
Esta ampliamente admitido que la co-
municacion oocito-células de la granu-

losa es bidireccional, de manera que el
oocito recibe informacion del exterior
pero a su vez la informacion proceden-
te del oocito condiciona la evolucion de
las células de la granulosa que lo rode-
an (Guigon et al., 2006).

Existen otras moléculas implicadas
en contactos célula-célula que desem-
pefian un papel relevante en la arqui-
tectura y el desarrollo folicular (Tabla
I1). Este es el caso de las moléculas de
adhesion dependientes de calcio, las
cadherinas, que regulan la formacion
de las cell junctions, asi como el esta-
blecimiento de la polaridad celular
(Schuldt et al., 2005).

La implicacion de las cadherinas en
la remodelacion tisular sugiere una im-
plicacion inequivoca en la reorganiza-
cion celular del ovario en su desarrollo
postnatal. Asi pues, cambios de expre-
sion de las cadherinas N y E (Cad-N,
Cad-E) se han descrito coincidiendo
con el crecimiento ovarico y la foliculo-
génesis (Machell et al., 2000), asi
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como cambios en el perfil de distribu-
cion de otras cadherinas (Machell et
al., 2003; Ziv et al., 2002).

La Cad-E esta presente entre las
células de la granulosa y forma parte
de las estructuras tipo cell junctions
que garantizan un estrecho contacto
celular; y desempefia un papel impor-
tante en el estadio preantral tardio y
antral (Machell et al., 2003). Ademas,
el andlisis de los ratones knockout para
Cad-E demuestra el papel esencial que
desempefia esta molécula en el des-
arrollo embrionario temprano puesto
que ninguno de los embriones sin Cad-
E llega a alcanzar el estadio de blasto-
cisto (Larue et al., 1996).

Finalmente, otras moléculas impli-
cadas en interacciones célula-célula,
como por ejemplo ICAM-1, VCAM-1 y
L-Selectina (Campbell et al., 1995) o in-
cluso LFA-1 (Lu et al., 2002) también se
han detectado en oocitos aunque su
funcion exacta se desconoce hasta el
momento (Tabla Il).

Procesos de interaccion célula-
MEC implicados en foliculogénesis

Los procesos de interaccion celu-
lar engloban, ademas de las interac-
ciones célula-célula, las interacciones
que las células establecen con protei-
nas de la matriz extracelular (MEC).
La MEC esta formada por un conjun-
to de macromoléculas como laminina,
fibronectina, perlecan, nidogen y dis-
tintos tipos de colageno, que partici-
pan en procesos biologicos como mi-
gracion celular, proliferacion, creci-
miento y desarrollo. En el ovario, la
MEC constituye la lamina folicular ba-
sal y esta presente entre las células
foliculares y en el fluido folicular, y
juega un papel relevante en la funcion
ovarica segun demuestran los nume-
rosos trabajos publicados en los dlti-
mos ahos (Clavero et al., 2004;
Ahmed et al., 2005; Irving-Rodgers et
al., 2005, 2006; Shozu et al., 2005;
Russel et al., 2006; Curry et al., 2006;
Berkholtz et al., 2006a,b).
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En el ovario, los foliculos contienen di-
ferentes tipos celulares y comparti-
mentos separados que cambian a lo
largo del proceso de crecimiento y
desarrollo folicular.

Aunque la cantidad relativa y la distri-
bucién de las proteinas de matriz
dentro del foliculo en desarrollo no se
sabe con exactitud (Berkholtz et al.,
2006a) parece claro que son capaces
de promover o inhibir procesos celu-
lares como la proliferacion, la diferen-
ciacion y la supervivencia celular que
ocurren durante el desarrollo folicular.

Los componentes de la matriz ex-
tracelular varian en los distintos com-
partimentos foliculares, teniendo di-
chos componentes una implicacion
diferencial en los procesos de des-
arrollo folicular y atresia celular
(Irving-Rodgers et al., 2006).
Ademas, la composicion de la matriz
no solo varia por los cambios en la
sintesis de nuevos componentes,
sino por la degradacion proteolitica
de las proteinas debida a la accion de
enzimas como las metalloproteasas,
activadores del plasmindgeno y pro-
teinas ADAMTS (Shozu et al., 2005;
Curry et al., 2006).

En la actualidad se ha demostrado de
forma inequivoca el papel de la MEC
en la regulacion de los procesos ce-
lulares que tienen lugar en el ovario
(Berkholtz et al., 2006b), asi como la
activacion transcripcional de algunos
genes de MEC en la transicion de fo-
liculos primordiales a foliculos prima-
rios, o incluso la inhibicion de un nu-
mero elevado de otros genes de MEC
en el mismo estadio de desarrollo
evolutivo (Yoon et al., 2006). Por tan-
to, la formacion y el desarrollo, asi
como la ovulacion y la regresion de
los foliculos se asocian a una conside-
rable remodelacion tisular, tal que los
distintos constituyentes de la MEC -a
través de sus receptores especificos
de membrana- estarian directamente
implicados en tales procesos (Ahmed
et al., 2005; Irving-Rodgers et al.,
2005, 2006; Shozu et al., 2005;
Russel et al. 2006).

Dominios tipo Ig

Fig. 4. Superfamilia de las Igs

Figura 4. Superfamilia de las Igs. Esta superfamilia contiene numerosos miembros que estan implica-
dos en adhesion celular (ICAM-1, VCAM-1, LFA-1), asi como otras moléculas relacionadas con trans-
porte molecular, regulacion de la expresion génica, migracion celular y otros procesos bioldgicos. Sin
embargo, pese a su diferente funcionalidad, todos los miembros de esta familia comparten una estruc-
tura molecular en dominios especificos de alta homologia con las conocidas inmunoglobulinas (1gs),
cuya estructura tipo esta representada en esta figura. El grupo de moléculas de esta familia que estan
implicados en procesos de adhesion celular tienen un ndmero variable de dichos dominios.

Fig. 5. Familia de las Selectinas

P-Selectina

E-Selectina L-Selectina

<l P <l

Figura 5. Familia de las Selectinas. Esta familia esta constituida por tres miembros: P-Selectina (PAD-
GEM), E-Selectina (ELAM-1) y L-Selectina. Todas ellas son glicoproteinas transmembrana de cadena
Unica cuya region extracelular esta formada por un dominio lectina en posicion amino-terminal, un do-
minio tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF), y entre dos y nueve unidades repetidas estructural-
mente homdlogas a proteinas de unién al complemento. La expresion de estas moléculas mediadoras
de adhesion celular a carbohidratos se asocia a procesos inflamatorios.
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Las moléculas que se expresan en la
superficie celular y actuan como re-
ceptores de las proteinas de MEC per-
tenecen, a su vez, a distintas familias
de moléculas de adhesion (ver Tabla
1). La familia mds numerosa y mas am-
pliamente descrita es la superfamilia
de las integrinas (Figura 3), cuyos
miembros pueden formar parte de es-
tructuras complejas o participar en
meros contactos celulares.

Las integrinas facilitan la adhesion
de las células a la MEC y activan ade-
mas los mecanismos de sefializacion
que regulan la reestructuracion del ci-
toesqueleto, el comportamiento celu-
lar y la sintesis de proteinas. Diversos
trabajos han demostrado la presencia
de distintas subunidades a y b de las
integrinas en el ovario (Burns et al.,
2002), en oocitos (Pate et al., 2006) y
en células de la granulosa (Clavero et
al., 2004).

En concreto, la subunidad a6 de
las integrinas se ha descrito en células
de la granulosa de foliculos preovula-
torios (Nakamura et al., 1997) y des-
empefia un papel clave en foliculogé-
nesis (Honda et al., 1995; Fujiwara et
al., 1996) (Tabla Il1). Asimismo, la in-
tegrina abbl asociada a CD9 esta im-
plicada en la regulacion de la posterior
luteinizacion de estas células a través
de su ligando de MEC, la laminina
(Takao et al., 1999).

A su vez, miembros de otras fami-
lias de moléculas de adhesion como
CD44 (HCAM), receptor del acido hia-
lurénico y miembro de la familia de los
proteoglicanos, esta implicado tanto
en procesos de interaccion célula-cé-
lula como célula-MEC, y también se
expresa en oocitos (Lu et al., 2002) asi
como en complejos cumulo-oocito
(Assou et al., 2006; Sato et al., 2005)
(Tabla I11).

En conclusion, la foliculogénesis
es un proceso de una extraordinaria
complejidad, que por tanto esta suje-
to a una estricta regulacion y en el
que las interacciones celulares des-
empefian un papel fundamental.
Numerosos estudios desarrollados
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en animales experimentales demues-
tran que el estrecho didlogo interce-
lular garantiza la correcta consecu-
cion de la maduracion oocitaria.
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Ackert CL, Gittens JE, O'Brien MJ,
Eppig JJ, Kidder GM. Intercellular
communication via connexin 43
gap junctions is required for ova-

Tabla Il
Moléculas de interaccion célula-MEC
implicadas en foliculogénesis

Superfamilia de las integrinas (a6p1)

Proteoglicanos (CD44)

Tabla Ill: Moléculas de interaccion célula-MEC implicadas en foliculogénesis. Esta tabla incluye sélo
dos moléculas cuyo papel es destacado en foliculogénesis; se trata de la integrina abbl y del proteogli-
cano CD44. Ambas moléculas se expresan en la superficie celular y actuan como receptores de ligan-
dos de MEC. La interaccién receptor-ligando especifica activa una cascada de sefalizacion intracelular
que conduce al efecto bioldgico final de dicha interaccion.

En este articulo se hace una revi-
sion de las numerosas moléculas im-
plicadas tanto en contactos célula-
célula como célula-MEC, asi como
las diferentes estructuras de las que
forman parte, que gobiernan por me-
canismos diversos el proceso de la
foliculogénesis.

En conclusion, una sincronizada
interaccion bidireccional entre las
células somadticas y las células germi-
nales asegura el proceso normal de
la foliculogénesis y su adecuada du-
racion.

Financiacion: Este trabajo ha sido
financiado en su totalidad de forma
privada por la gerencia de la Clinica
de Medicina de la Reproduccion y
Ginecologia, FivMadrid.
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CONVOCATORIAS ASEBIR, 07

Estimados companeros / as:
Se comunica que a partir del 1 de abril de 2007, quedara abierto el plazo de

presentacion de candidaturas para:

6 CARGOS DE LA JUNTA DIRECTIVA.
Segun los estatutos de ASEBIR (Capitulo 1ll, 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 6rgano directivo a que propongan su candidatura para las proximas
elecciones a esta Junta. Para lo cual deberan presentar su peticion apoyada por un
numero minimo de cinco socios a la secretaria de ASEBIR, a la atencion de la

Secretaria de la Junta.

é SEDE DEL V CONGRESO ASEBIR 20009. $

También se comunica que queda abierto el plazo para la presentacion de candidaturas

para la organizacion del préximo congreso de ASEBIR a celebrar en el afio 2009. Los

interesados deberan mandar a la secretaria de ASEBIR, a la atenciéon 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 Reproduccion del comité organizador 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 2007 y las elecciones tanto de los cargos directivos como la sede del
proximo Congreso, se realizara en la préxima Asamblea General a celebrar el dia 23
de Noviembre del 2007 dentro del marco del VI Congreso ASEBIR en Bilbao.

La Junta Directiva de ASEBIR
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Il CUADERNO DE EMBRIOLOGIA CLINICA.
PUBLICACION Y FE DE ERRATAS

II Cuaderno de Embriologia Clinica. Publicacion y fe de erratas
Desde la Junta Directiva de ASEBIR tenemos la inmensa satisfaccion de comunicar

la publicacion del 2° volumen de la coleccion Cuadernos de Embriologia Clinica.

En esta ocasion se analizan los criterios de valoracion morfologicos de oocitos,
embriones tempranos y blastocistos humanos, fruto del duro trabajo de un amplio
grupo de profesionales expertos. Desgraciadamente un error durante el proceso de
correccion y maquetacion impidio que la lista de autores se publicase completa, por lo

que a continuacion volvemos a publicar dicha relacion:

Coordinadores: Manuel Ardoy y Gloria Calderén. Ponentes: Jorge Cuadros,
# Raquel Herrer, Maria José Figueroa, Juan Manuel Moreno, Agueda Ortiz, Fernando ?
Prados, Luz Rodriguez, Josep Santalo, Maria José de los Santos, Jorge Ten y M. José

Torello.

Finalmente anunciamos que este segundo volumen también quedara “colgado” en
la pagina web www.asebir.com en su version definitiva. Lamentamos las molestias

ocasionadas y pedimos disculpas.

AGENDA

Il Workshop de Biopsia y Fijaciion de Blastomeros
3 a 7 de Septiembre de 2007. Madrid, Espaiia
http://www.centromedicinaembrionaria.com

In-Vitro fertilization and Embryo Co-Culture.
Agosto 2007. Chennai, India
http://groups-beta.google.com/group/invitrobaby
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5th World Congress on Ovulation Induction
13 a15 de Septiembre de 2007. Roma, Italia

http://www.ovulationinduction.org/

2nd International IVI congress
19 a 21 de Septiembre de 2007. Barcelona, Espaiia
http://www.congresoivi.com/barcelona/

Andrology Symposium
20 de Septiembre de2007. Barcelona, Espaiia
http://www.congresoivi.com/barcelona/

3rd Course on Molecular Basis and Translational Studies in Reproductive Medicine
$ ESHRE campus $
21 a 22 de Septiembre de 2007. Utrecht, Holanda

http://www.eshre.com/

Polycystic Ovary Syndrome —-A condition of our time
Joint RCOG / ESHRE conference
15 a 16 de Noviembre de 2007. Londres, Gran Bretaia
http://www.eshre.com/

IV Congreso ASEBIR
21 a 23 de Noviembre de 2007. Bilbao, Espaiia
http://www.asebir.com/

13th World Congress of Gynecological Endocrinology
28 de Febrero a 2 de Marzo de 2007. Florencia, Italia
http://www.gynecologycalendocrinology.org/
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DE |INSCRIPCION

BOLETIN DE INSCRIPCION

Boletin de Inscripcion

DATOS PERSONALES

Formacicn Bésica (Médico, Bidlogo, FarmacEutico, €1C.): ..........cocveveveveevevererrseesireriseeeresernenn. Grado Académico (Licenciado, Doctor, ESpecialista en..., €1C.).........cccoevvvevrrvererrvirrirrirnnn

CENTRO DE TRABAJO

DESEA PERTENECER COMO MIEMBRO NUMERARIO A LA ASOCIACION PARA EL ESTUDIO DE LA BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION, ASEBIR

DATOS BANCARIOS

BANCO/CAJA.......cooiiiiiie e AGENCIA ..o

ez, S O . oy

Desea recibir la correspondencia en:  Direccion Particular [ | Direccién de Trabajo [ _|

FIRMA FECHA

ENVIAR A: Secretaria ASEBIR C/ Cronos N° 20 Blogue 4, Planta 1¢, N°6, 28037 MADRID.
HOJA DE ORDEN DE PAGO BANCARIO (EJEMPLAR PARA EL BANCO)

RUEGO A USTED SE SIRVA CARGAR EN ...ttt 222211222ttt
L R O SR
Los recibos que le presente al cobro la ASOCIACION PARA EL ESTUDIO DE LA BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

FIRMA FECHA
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IV CONGRESO ASEBIR

21 AL 23 DE NOVIEMBRE DE 2007
BILBAO. PALACIO EUSKALDUNA

&SV \SEBIR

| V C ONGRESDO

BI LBAUO 2 0 0 7

ASOCIACION PARA EL ESTUDIO
DE LA BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

e



