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CERTIFICADO ASEBIR EN REPRODUCCION ASISTIDA HUMANA. EMBRIOLOGIA CLINICA

Como todos sabéis, la primera convocatoria sobre la certificacion ASEBIR en Reproduccién Asistida Humana: Embriologia Clinica,
ha finalizado el 31 de Marzo del presente afio. Quiero comentaros que ha sido un éxito; 137 comparieros la han solicitado a través
de la via de convalidacién.

Los listados con los nombres de cada uno, se encuentran publicados en el drea restringida a los socios de nuestra pagina Web, con
laintencién de mantener la privacidad.

A partir de este momento, elevaremos a escritura publica ante notario el citado listado y a continuacién se realizaran los diplomas,
con el namero de registro individual de cada uno de vosotros. Y se os entregaran, personalmente, en el préximo congreso de
ASEBIR, a todos aquellos que podais asistir. Al resto se os enviara a vuestra direccién postal.

Desde ASEBIR se continda trabajando en aras a conseguir el reconocimiento de nuestra especialidad, y entendemos que la
certificacién significa un paso transitorio y necesario, que surgi6 a instancias del Ministerio de Sanidad, Consumo, Politica Social
e Igualdad (MSCPSel), para seguir avanzando en nuestro proyecto.

El reconocimiento de la existencia de una necesidad social y profesional existe, y ha sido aceptado en los diferentes apoyos que
hemos recibido por parte de los colegios profesionales y organizaciones generales de colegios profesionales, asi como de diversas
sociedades cientificas.

ASEBIR, a través de la comisién de especialidad y de sus delegados autonémicos, estd gestionando estos apoyos e intentando
que exista un reconocimiento oficial, via sanidad, via educacion en las diferentes comunidades auténomas, y por supuesto en el
Ministerio.

Sabemos que es una tarea ardua y larga, y que posiblemente algunos de nosotros no la disfrutemos, pero estamos convencidos de
que es estrictamente necesaria.

La sociedad y los pacientes necesitan profesionales regularmente formados y controlados administrativamente, y somos nosotros,
los propios profesionales, los que lo estamos demandando.

Es por esto que os animo a que participéis en las siguientes vias de obtencién de dicho Certificado, la via rdpida y la via mediante
examen. Ambas convocatorias ya estan abiertas; inscribiros en ellas y utilizar el listado de los embridlogos que han obtenido la
certificacién, para pedirles los avales de los que hablan las normas.

Es un esfuerzo que debemos hacer cada uno de nosotros; solo asi conseqguiremos las razones suficientes para seguir luchando por
el reconocimiento de nuestra especialidad.

Carmen Ochoa Marieta
Vicepresidenta de ASEBIR
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IMPLEMENTACION DE LOS NUEVOS CRITERIOS DE LA OMS EN LA

PRACTICA CLINICA

Cristina Gonzélez Ravina*?, Alberto Pacheco Castro®?
Laboratorio de Andrologia y Banco de Semen. Clinica IVI Sevilla, 2Laboratorio de Andrologia y Banco de Semen. Clinica IVI Madrid, 3Grupo de

Interés de Andrologia ASEBIR

Como es bien sabido, el primer Manual
de Laboratorio para el analisis de
semen humano y su interaccién con
el moco cervical se publicé en 1980,
en respuesta a la elevada necesidad
de estandarizar los protocolos para
dicho andlisis (WHO Laboratory
Manual, 1999a). Dicho manual ha sido
sometido a 3 revisiones posteriores,
y el afio pasado, la OMS elaboré la 52
edicién del “Manual para el examen y
procesamiento del semen humano”.
En esta dltima version, entre otros
aspectos, se han revisado los valores
de referencia, el algoritmo para los
diagnésticos 'y la interpretacion
clinica de estos diagnésticos.
Hasta el afio pasado, en todos los
laboratorios de Andrologia, asi como
los de reproduccién asistida, se
trabajaba conforme a las directrices
recomendadas en los tres manuales de
1999 (WHO, 1999a, by c).

Haciendo un breve repaso de los
mismos, asi como de los valores de
referencia existentes hasta el 2010,
observamos que si bien cuando
se establecieron en 1999 podrian
haberse considerado como dtiles, con
el paso de los afios se fue haciendo
evidente una necesaria actualizacién
de los mismos. No debemos olvidar
que los trabajos realizados para
establecer los valores de referencia
en 1999 se basaron en el andlisis
de dos muestras de semen de un
ndmero no muy elevado de varones,
en diferentes laboratorios en los
que no se habia estandarizado los
métodos de trabajo ni implantado los
sistemas de calidad correspondientes.

En el manual publicado en 1999, los
espermatozoides se clasificaban en 4
categorias enfuncién de la movilidad:
tipo a (méviles progresivos rapidos),
tipo b (méviles progresivos lentos),
tipo c (méviles no progresivos) y tipo
d (inméviles). Una de las principales
limitaciones de aquella clasificacién

es que se reconoci6 que el estudio de
la movilidad progresiva espermatica
(espermatozoides tipo a y b), asi
como el de la morfologia, aparte de
ser subjetivos no estaban sujetos a
ningdn protocolo bien estandarizado
entre los laboratorios (Cooper et al.,
1992; Dunphyetal., 1989; Neuwinger
etal., 1990). Sin embargo, los valores
obtenidos para la concentracién
espermdtica 'y la movilidad
total (a+b+c) si se consideraron
aceptables, puesto que podian
medirse de manera reproducible en
la mayoria de los centros. Por esto,
se recomendé que cada laboratorio
estableciese sus valores limite de
normalidad para dichas variables, y
que ademas incluyese los adecuados
controles de calidad tanto interno
como externo, que han quedado
ampliamente desarrollados en el nuevo
manual de 2010.

A pesar de todo, comparando las
caracteristicas espermaticas de una
serie de varones y utilizando analisis
estadistico, se definieron rangos
de referencia para los principales
parametros seminales atendiendo a su
capacidad para discriminar entre las dos
poblaciones estudiadas (fértil vs sub-
fértil o sub-fértil vs infértil) (Comhaire
etal., 1987; Ombelet etal., 1997a).

Con respecto a la morfologia, el
manual refiere la puesta en marcha
de un estudio multicéntrico para el
andlisis de este pardmetro seminal.
En esta edicion de 1999 se especifica
que los datos obtenidos en centros
con programas de reproduccion
asistida sugieren que valores de
morfologia por debajo del 15% estdn
relacionados con una disminucién
de la tasa de fecundacién en FIV
(Ombelet et al., 1997b).

En cuanto a la nomenclatura, los
términos utilizados para expresar
valores del seminograma por debajo de
los valores de referencia son:

ASTENOZOOSPERMIA: méviles progresivos
<50% a+b 6 <25%a

OLIGOZOOSPERMIA: concentracion < 20
millones/ml

TERATOZOOSPERMIA: morfologia < 15%
formas normales

NECROZOOSPERMIA: vitalidad < 75 %

CRIPTOZOOSPERMIA:  ausencia  de
espermatozoides en la muestra de
eyaculado en su andlisis inicial, y
presencia de espermatozoides tras la
centrifugacion.

En la tabla se muestran los valores de referencia establecidos en 1999:

Volumen 2.0 mililitros
pH 7.2
Concentracién 20 millones de espermatozoides por mililitro

Nimero total de espermatozoides

40 millones de espermatozoides por eyaculado

Movilidad

50% a+b de los espermatozoides del eyaculado
25% a de los espermatozoides del eyaculado

Vitalidad

75% vivos de los espermatozoides del eyaculado

Morfologia

15% formas normales
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AZOOSPERMIA: ausencia de
espermatozoides en la muestra de
eyaculado en su andlisis inicial vy
ausencia de espermatozoides tras la
centrifugacion. Concentracion = 0.

ASPERMIA:
Volumen =0.

ausencia de eyaculado.

En base a la clasificacion seminal
del varén, su historia clinica y su
exploracién fisica (asi como cualquier
otra informacién adicional) se
podria dar el diagnéstico del varén
atendiendo a un diagrama que recoge
diferentes situaciones en cuanto
a la concentracion espermatica,
desde muestras con azoospermia,
criptozoospermia u oligozoospermia
(WHO, 1999). Cabe destacar que
en el manual de 1999 se utiliza una
subclasificacion de las distintas
alteraciones seminales (oligo-,
asteno-, terato-, necrozoospermia) en
grados que van de leve a grave pasando
por moderado.

NOVEDADES DEL MANUAL OMS 2010

Tras 11 afos desde la edicion de 1999,
se hizo cada vez mas necesaria una
revisién y actualizacién de los valores
dereferenciay los protocolosdetrabajo
establecidos, de manera que la nueva
edicién online del Manual OMS de 2010
presenta un nivel de detalle mucho mas
elevado en cuanto al analisis seminal:
soluciones de trabajo, procedimientos,
calculos e interpretacion de los
resultados. Ademas recomienda usar
un método concreto en aquellos casos
en que exista mas de una posibilidad o
técnica de analisis.

Dentro de este aspecto, los principales
cambios reflejados en la 52 edicion
incluyen:

a) un nuevo protocolo de trabajo a
la hora de realizar el recuento de
la concentracién espermdtica. Se
han modificado las diluciones de
semen recomendadas y las areas de
la camara de recuento necesarias
para establecer el ndmero de
espermatozoides (concentracién)
con objeto de poder contar 200
espermatozoides por replicado. Se
hace mayor hincapié en reducir los
errores de muestreo, dando un mayor

peso al volumen de la muestra (que
antes no era tan relevante) que debe
ser medido con precisién utilizando el
método recomendado por la OMS

b) respecto al diagnéstico de
azoospermia, se profundiza en el
protocolo de trabajo a seguir con
este tipo de muestras en las que no
se encuentran espermatozoides en
el eyaculado, diferenciando entre
la necesidad de obtener un valor de
concentracién y/o movilidad preciso o
centrifugar la muestra para aumentar
la  probabilidad de encontrar
espermatozoides tras el lavado

c) se recogen cambios muy
significativos en las categorias de
movilidad espermatica. Se recomienda
a partir de ahora diferenciar los
espermatozoides (inicamente segln 3
categorfas: méviles progresivos (PM)
(uniendo las anteriores categorias a
y b), méviles no progresivos (NP) (la
anterior categoria c) e inméviles (IM)
(como categoria previa d)

d) en esta edicién se recoge con
mayor detalle el analisis de la
morfologia, y se incluyen fotos
de espermatozoides considerados
normales y espermatozoides con una
o varias anomalias morfoldgicas,
asi como explicaciones precisas para
mejorar la formacién de los técnicos en
el estudio de dicho parametro seminal

Por otra parte, cuenta con un capitulo
sobre  criopreservacion de semen
ampliado e incluido en el apartado de
preparacién de semen; asi como un
capitulo entero dedicado a los controles
de calidad, que aparte de novedoso
supone una recomendacién de la OMS
paratener garantia de calidad en nuestros
laboratorios. Incluye tanto el control de
calidad externo como elinterno.

Con todo ello, la 52 edicion del Manual
queda dividida en 3 partes:

- Analisis de semen (capitulos 2-4)
- técnicas estandar
- tests opcionales
- tests de investigacion

- Preparacion de semen (capitulos 5y 6)

- Control de calidad (capitulo 7)

CRITERIOS DE INCLUSION Y
METODOLOGIA EMPLEADA

Para el estudio se analizaron
las muestras de semen de unos
4500 varones de 14 paises y 4
continentes, divididos en 3 grandes
grupos: varones fértiles, varones
de fertilidad desconocida y varones
normozoospérmicos segln el manual
de 1999. ElL grupo de varones
cuya pareja habia conseguido
gestaciéon en un plazo < 12 meses
se escogié como grupo control para
establecer los valores de referencia
de los parametros seminales (1953
varones, 5 estudios en 8 paises de 3
continentes).

Todos los  laboratorios  que
participaron en el  estudio
obtuvieron los datos utilizando

métodos estandarizados de andlisis
seminal (WHO, 1999a, b). Como en
dicho manual se ofrecen diferentes
métodos para la determinacién
del volumen, la concentracion
espermaticaylatincién morfoldgica,
el método empleado en cada
laboratorio se ha tenido en cuenta
a la hora de valorar los resultados.
Ademas, en muchos laboratorios se
implantaron con retraso controles
de calidad externos e internos, por
lo que los datos se han revisado
para calcular la distribucién de
referencia teniendo en cuenta
este hecho (Castilla et al., 2006).

Para el estudio se utilizé una dnica
muestra de semen eyaculado por
varén, que fue recogida con un
periodo de abstinencia sexual de
2 a 7 dfas. La concentracién se
midié en la mayoria de los casos
empleando el hemocitémetro de
Neubauer mejorado, y, respecto a
la movilidad, se recogieron datos
sobre movilidad total (WHO 1999:
a+b+c) y movilidad progresiva (WHO
1999: a+b) (Cooper and Yeung.,
2006). Los datos de morfologia se
tuvieron en cuenta sélo de aquellos
centros que utilizaron el criterio
estricto de Tygerberg (WHO, 1999),
y para la vitalidad (analizada
por tincién eosina-nigrosina), el
nimero de muestras estudiadas fue
significativamente menor que para
el resto de los parametros seminales

Rev Asoc Est Biol Rep Junio 2011 Vol. 16 Ne1
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(s6lo aportaron datos 2 centros). La
ventaja de tener estandarizados los
protocolos de trabajo es que se ha
minimizado el error analitico y los
valores presentados se consideran
representativos de las caracteristicas
seminales de un varén fértil.

NUEVOS VALORES DE REFERENCIA Y
DIAGNOSTICOS

En esta edicion se revisan y
establecen los nuevos valores de
referencia con los que debemos
trabajar  actualmente, que se
encuentran recogidos en el articulo
(de acceso libre) publicado en Mayo
de 2010 en la revista internacional
Human Reproduction Update (Cooper
et al., 2010). En la tabla II, obtenida
de este articulo, se recogen los
valores de referencia establecidos
con un 95% CI.

En la tabla A1.1 se recogen con
mayor claridad los limites inferiores
de referencia del quinto percentil
de los valores en una poblacién de
referencia de varones fértiles (Cooper
etal., 2010).

Todo esto va a su vez acompafnado
de algunos cambios en cuanto al
diagnéstico de las muestras, de
modo que aunque se mantiene la
nomenclatura, se han producido
algunas modificaciones:

TERATOZOOSPERMIA: Formas normales
por criterio estricto (Tygerberg) <4 %

Table A1.1 Lower reference limits (5th centiles and their 95% confidence intervals) for semen charac-

teristics
Parameter Lower reference limit
Semen volume (ml} 1.501.4-1.7)
Total sperm number (10° per ejaculate) 39 (33-46)
Sperm concentration (10° per mi) 15 (12-16)
Total motility (PR+NP. %) 40 (38-42)
Progressive motility (PR, %) 32 (31-34)
Vitality (live spermatozoa, %) 58 (55-63)
Sperm morphology (normal forms, %) 4(3.0-4.0)
Other consensus threshold values
pH 27.2
Peroxidase-positive leukocytes (10° per mi) <1.0
MAR test (motile spermatozoa with bound particles, %) <50
Immunobead test (motile spermatozoa with bound beads, %) <50
Seminal zinc (umol/ejaculate) 22.4
Seminal fructose (umol/ejaculate) =13
Seminal neutral glucosidase (mU/gjaculate) 220

ASTENOZOOSPERMIA: Méviles
progresivos < 32 % (no se tiene en
cuenta el total de méviles (% PR+NP)
aunque esté por debajo del valor de
referencia).

OLIGOZOOSPERMIA: Nimero total de
espermatozoides < 39 millones. La
OMS prefiere este parametro antes
que la concentracién de la muestra,
que era el parametro de eleccién en el
manual de 1999.

NECROZOOSPERMIA: Vitalidad < 58
% y porcentaje de espermatozoides
inméviles muy elevado. Este segundo
criterio es arbitrario ya que la OMS
no indica un ndmero concreto,

pero si que haya también muchos
inméviles. De esta manera se evitan
falsas necrozoospermias que alarmen
injustificadamente.

CRIPTOZOOSPERMIA/AZOOSPERMIA:
No hay cambios respecto a 1999.

PROBLEMAS Y MEJORAS DE LA NUEVA
CLASIFICACION OMS

Como en todo cambio o revision,
nos hemos encontrado con mejoras
importantes pero también con algunos
inconvenientes que tendremos que ir
solucionando a medida que nos vayamos
familiarizando con las modificaciones.
Algunas de ellas han sido:

Table Il Distribution of values, lower reference limits and their 95% CI for semen parameters from fertile men whose
partners had a time-to-pregnancy of 12 months or less

N Centlles

25 (95% CI) 5 (95% CI) 10 25
Semen volume (ml) 1941 | 2 (I 0 I 3) I.S {I 4 I 7) 2
Sperm concentration (IO‘/mI] 1859 9 8-11) 15 (12-16) 2 41
Total number (10°/Ejaculate) 1859 23 (18-29) 39 (33-46) 69 142
Total motility (PR + NP, %)* 1781 34 (33-37) 40 (38-42) 45 53
Progressive motility (PR, %)* 1780 28 (25-29) 32 (31-34) 39 47
Normal forms (3) 1851 3 (20-3.0) - (3.0-4.0) 55 9
Vitality (%) 428 53 (48-56) 58 (55-63) 64 72

2.7

50 75 90 95 971.5
37 48 6 6.8 7.6
73 e 169 213 259
255 2 647 802 928
6l 69 75 78 8l

55 62 69 72 75
15 245 36 44 48
79 84 88 9l 92

*PR, progressive motility (WHO, 1999 grades a+ b); NP, non-progressive motility (WHO, 1999 grade ).
The values are from unweighted raw data. For a two-sided distribution the 2.5th and 97.5th centiles provide the reference limits; for a one-sided distribution the fifth centile provides the

lower reference limit
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1. Cambio del concepto de
oligozoospermia. La OMS de 1999
asignaba este diagnéstico a aquellas
muestras con concentraciones por
debajo del valor de referencia de
dicho pardmetro (20 millones/ml).
Sin embargo, se ha hecho evidente
que la propia concentracién
depende del volumen final de la
muestra, por lo que en el Manual de
2010 se vincula preferentemente el
diagnéstico de oligozoospermia al
nimero total de espermatozoides,
siempre que éste se encuentre por
debajo de los 39 millones. Esto ha
supuesto una mejoraen lavaloracién
de dicho parametro.

2. Cambio en las categorias de
movilidad espermdtica. Dado que la
antigua categoria “a” del Manual de
1999 era dificil de justificar cuando
el recuento de movilidad de una
muestra se realizaba sin un sistema
computerizado, y que realmente se
observé que lainformaciénrelevante
de este parametro se encontraba en
el n° total de méviles progresivos
(a+b), se han modificado las
categorias de movilidad espermadtica
que ahora recomiendan diferenciar
los espermatozoides segln 3 tipos:
moviles progresivos (PM), méviles
no progresivos (NP) e inmdviles
(IM). Algunos centros consideran
ventajosa la eliminacién de dicha
categoria.

3. Disminucién del porcentaje de
formas normales en la morfologia.
Es bien sabido que este parametro
es, no s6lo el mdas subjetivo

del andlisis seminal sino el que
mayor controversia ha suscitado
a efectos de indicar uno u otro
tipo de tratamiento en las clinicas
de reproduccién asistida. Se han
publicado  numerosos  articulos
en defensa o detrimento de la
importancia de la morfologia
en muchos de los aspectos clave
de estos tratamientos: tasa de
gestacion, tasa de implantacién,
éxito en la fecundaci6n, etc.
(Kruger et al., 1986; Kruger et al.,
1988; Menkveld., 1990; Mortimer
and Menkveld., 2001; Garrido et
al., 2005). De cualquier modo,
siempre ha sido objeto de debate,
no sélo dentro del laboratorio de
andrologfa y FIV, sino entre estos
departamentos y los clinicos, pues,
salvo casos extremos de morfologias
con elevadas anomalias, se ha
hecho dificil unificar los criterios
de valoracion morfoldgica de
las muestras, incluso realizando
los correspondientes  controles
de calidad tanto internos como
externos.

4. La vitalidad espermatica y la
necrozoospermia. Parece que este
parametro, que ademdas la OMS
no incluye como “de obligatorio
estudio” en el seminograma sino
como algo muy recomendable,
toma fuerza en esta nueva edicién.
Su vinculacién con el porcentaje
de espermatozoides inméviles, sin
que aparezca establecido un valor
exacto a partir del cual diagnosticar
una necrozoospermia, hace que sea
fijado de maneraindividualizada por

Volumen 2.0 mililitros 1.5 mililitros
15x10° espermatozoides/
Concentracién 20x10° espermatozoides/ | mililitro
mililitro 39x10° espermatozoides
totales
Movilidad progresiva 50% 32%

Morfologia

15% formas normales

4% formas normales

Millones méviles

progresivos 20

a2
12

cada grupo de trabajo en funcién
de la metodologia empleada en el
centro y la informacién que espera
obtener con dicho diagnéstico. Es
bien sabido que el estudio de la
vitalidad resulta esencialenaquellos
casos en que nos encontremos con
un porcentaje de espermatozoides
inméviles por encima del 50%. No
es lo mismo tener un porcentaje de
espermatozoides inméviles elevado
pero que estén vivos tras test de
tincién (que orientaria a posibles
defectos estructurales de la cola;
Chemes and Rawe, 2003), que un
elevado porcentaje de inméviles y
ademas muertos (mas relacionado
con patologia del epididimo; Wilton
etal,1988; Correa-Pérezetal., 2004).

5.Elhechodequehayandesaparecido
los “adjetivos” de leve, moderado y
grave hace que los diagndsticos de
las muestras con alteraciones queden
incompletos y se obligue a tener
en cuenta los valores numéricos
de volumen, concentracion,
movilidad y morfologia para poder
hacernos una idea real del estado
de la muestra. Ya que en funcién
del ndmero de millones de méviles
progresivos determinaremos el tipo
de tratamiento a realizar en una
pareja, no sera lo mismo unvarén con
alteraciones leves, que en algunos
casos permitiria realizar técnicas
de inseminacidn artificial, que otro
varén con alteraciones graves que
serfan clara indicacion de FIV o
incluso ICSI.

6. Para finalizar, quizds el aspecto
que mds puede haber llamado la
atencién es la diferencia entre
1999 y 2010 de un varén con un
seminograma con sus parametros
dentro de los valores de referencia
en cada caso. Veamos las dos
posibles situaciones.

Observamos que el cambio en cuanto
al ndmero de millones de méviles
progresivos se ve reducido en un 64%
(0 un 40% si utilizamos el criterio
de espermatozoides totales ahora
recomendado), respecto al que
se obtenia para un varén con una
muestra de semen con los valores
limite de referencia en 1999. El
cambio en este aspecto podria
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resultar mds problematico a nivel
de consulta clinica, ya que varones
ahora diagnosticados como normales
en nuestros centros pueden recibir la
recomendacién de someterse a un ciclo
deIAH oincluso de FIV. Evidentemente,
cada centro debera decidir si cambia
sus criterios o bien si hace el esfuerzo
de explicar a los pacientes que con los
parametros de referencia actualmente
aceptados se asume la posibilidad de
que, aun siendo normales, pueden
indicar un determinado tratamiento de
reproduccién asistida.

DISCUSION

Es importante en primer lugar
recordar que el seminograma, por si
solo, no tiene capacidad diagnéstica
(sensibilidad y especificidad) para
indicar infertilidad masculina. Los
diagnésticos del seminograma se
entienden mejor como una simple
descripciéon de la muestra para ver
si se “asemejan” a los valores de una
poblacién fértil. Si podrian tener
utilidad diagnéstica clinica para
detectar una criptozoospermia o
azoospermia.

Por otra parte, no estaria de mas
reflejar que, para aquellos que
nos dedicamos a la reproduccién
asistida, es conveniente diferenciar
entre diagnéstico seminal de un
varén y utilidad “real” de la muestra
en un tratamiento de infertilidad.
Sabemos que la OMS establece
claramente que estar por debajo de
los valores de referencia o tener una
muestra no “normozoospérmica” no
indica infertilidad masculina, sino
que ese parametro seminal estd por
debajo del quinto percentil del valor
de ese parametro en una poblacién
de referencia de varones fértiles. En
otras palabras, que ese valor estd por
debajo del 95% de los valores que
presentaban estos varones fértiles.
En teoria, por la forma en la que se
han obtenido (estadistica de los
parametros en unos 2000 varones
fértiles), es posible que los valores
de referencia vayan actualizandose
a medida que se vayan ampliando
los estudios poblacionales. Pero,
aparte de su utilidad para el
diagnéstico de la pareja infértil,
el seminograma, junto al resto

de pruebas y reconocimientos, es
una herramienta datil para tomar
decisiones terapéuticas. EL objetivo
principal es valorar si la muestra,
una vez capacitada, permite obtener
el minimo de millones de moéviles
progresivos para realizar uno u
otro tratamiento de reproduccién
(inseminacion artificial: IAH,
Fecundacién in  Vitro: FIV o
Microinyeccién Intracitoplasmadtica:
ICSI). Podemos pensar que para
una FIV estdndar los nuevos
valores de referencia no deberian
modificar los valores internos que
cada laboratorio establece segln
su protocolo de inseminacién, sin
embargo deberemos tener cuidado

con muestras normozoospérmicas
con valores en los limites inferiores
de los diferentes pardametros,

como ya hemos visto. Por su parte,
la morfologia sigue siendo un
parametro de dudosa utilidad clinica
para evaluar un seminograma o
derivar un paciente directamente a
FIV/ICSI, y debe ser considerado en
su justa medida.
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El Diagnéstico Genético Preimplantacional
(DGP) fue desarrollado para poder
seleccionar  embriones libres de
enfermedades monogénicas en un
estadio previo a la implantacién
(Handyside et al., 1990). Para ello
se requiere un procedimiento de
fecundaciénin vitro que permita generar
los embriones en el laboratorio.

Teniendo en cuenta que la aneuploidia
es una de las causas mds evidentes
del fallo reproductivo humano y es
responsable de sindromes compatibles
con la vida, el concepto de seleccién
preimplantacionalprontoseadapté para
la deteccion de pérdidas o ganancias
cromosomicas en los embriones,
dando lugar al DGP para el cribaje de
aneuploidias o PGS (Preimplantation
Genetic Screening). EL objetivo del PGS
esincrementar la tasa de implantacion,
disminuir la tasa de aborto y evitar el
nacimiento de individuos afectados
por cromosomopatias en pacientes con
especial riesgo.

Las primeras aplicaciones del PGS
fueron llevadas a cabo por Verlinsky
et al. (1995) y Munne et al. (1995)
y consistieron en el andlisis de los
cromosomas cuyas alteraciones
producen sindromes viables, es decir,
X, Y, 13, 18 y 21, mas el cromosoma
16, la alteracion del cual se halla
frecuentemente en abortos.

Desde de las primeras aplicaciones,
el PGS se ha convertido en un andlisis
rutinario para pacientes en los que se
sabe que la aneuploidia es uno de los
factores causantes de la infertilidad.
En la dltima recopilacion de datos de la
European Society of Human Reproduction
and Embryology (ESHRE) PGD Consortium
se contabilizan 16342 casos de PGS
desde Enero de 1997 hasta Diciembre de
2007 (Harperetal., 2010). Sin embargo,
la tasa global de implantacién de los
embriones transferidos después de ser

seleccionados es del 15% (embriones
que muestran latido cardiaco respecto
a los transferidos). Aunque cabe tener
en cuenta que los datos proceden
de centros de distintos paises, con
politicas de transferencia diferentes,
esta realidad queda lejos de las
esperanzas depositadas inicialmente en
el PGS. De hecho, en los lltimos anos
se ha generado una controversia en
torno a la utilidad de esta estrategia:
mientras algunos autores publican un
incremento en la tasa de implantacién
de embriones de pacientes sometidos
al PGS (Gianaroli et al., 1997; Munne
et al., 1999, 2003), otros ponen de
manifiesto que este sistema no es capaz
de mejorar los resultados en mujeres
de menos de 36 afos (Staessen et al.,
2008) o que incluso los empeora en
mujeres de edad avanzada (Staessen
et al., 2004; Mastenbroek et al., 2007;
Hardarson et al., 2008).

Evaluando los resultados globales
obtenidos hasta hoy, pues, es necesario
hacer una reflexion sobre las estrategias
utilizadas en el PGS, incidiendo en
puntos esenciales como qué pacientes
pueden beneficiarse del diagnéstico,
qué técnica es la mds idénea para el
andlisis cromosémico o en cual estadio
celular debe hacerse la biopsia.

INDICACIONES PARA EL PGS
EDAD MATERNA AVANZADA

Es bien sabido que a medida que
aumenta la edad de la madre disminuye
la tasa de implantacién. Se han
propuesto varios factores que podrian
estar implicados en dicho declive, de
los cuales los dos mds aceptados son la
disminucién de la receptividad del Gtero
y el envejecimiento de los ovocitos
(Meldrum, 1993). No obstante, se han
descrito tasas de embarazo elevadas en
mujeres de edad avanzada receptoras de
ovocitos de donantes jévenes (Abdalla

et al., 1993; Sauer et al., 1996), por
lo que el primer factor no quedaria
claramente asociado a este fenémeno.
En cambio, existen muchas evidencias
de la implicacion ovdrica en los
problemas de fertilidad de mujeres de
> 37 afos, especialmente de la elevada
incidencia de aneuploidias en sus
ovocitos (Nicolaidis y Petersen, 1998;
Pellestor et al., 2003, 2005; Fragouli et
al., 2006). Ademas, se han observado
altas tasas de aneuploidia (40-80%)
en embriones derivados de este grupo
de pacientes (Gianaroli et al., 1997,
1999; Staessen et al., 2004; Platteau
et al., 2005), independientemente
de la morfologia embrionaria. Por
consiguiente, en mujeres de edad
avanzada existe un elevado riesgo de
no implantacién, de aborto o incluso
de tener descendencia que padezca
sindromes originados por alteraciones
cromosomicas. De hecho, se ha descrito
un incremento exponencial de la
incidencia del sindrome de Down con el
aumento de la edad de la madre (Hassold
y Jacobs, 1984). El riesgo también
aumenta para el resto de trisomias
viables (las de los cromosomas 13, 18,
XeY) (Warburton, 1986).

Parece evidente, pues, que la seleccion
de embriones libres de alteraciones
cromosémicas es una condicién clave
para aumentar el éxito reproductivo en
este grupo de pacientes. Sin embargo,
los resultados de distintos estudios
clinicos aleatorizados (randomized
controlled trials, RCT) de PGS en mujeres
de edad avanzada son dispares:
mientras algunos autores describen
un claro incremento de la tasa de
embarazo (Schoolcraft et al., 2010),
otros no encuentran argumentos a
favor del diagnéstico en términos de
resultados clinicos por ciclo iniciado
(Staessen et al., 2004; Mastenbroek
et al., 2007; Hardarson et al., 2008;
Schoolcraft et al., 2010). Sin embargo,
algunos de estos estudios han sido
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criticados por su disefio, es decir, por
no incluir los pacientes adecuados, por
el método de analisis utilizado, etc.
(Munne et al., 2007). Como veremos
mds adelante, la estrategia utilizada
para el cribado de aneuploidias
puede influir enormemente en los
resultados obtenidos.

ABORTOS DE REPETICION

EL término “abortos de repeticion”
se asigna a parejas que han sufrido
dos o mas abortos consecutivos. La
prevalencia de este fenémeno en la
poblacién es del 1% y en el 50% de
los casos no existe una causa aparente
(i et al., 2002). La presencia de
alteraciones cromosémicas numéricas
en abortos espontdneos (Hassold et al.,
1980), asi como su elevada incidencia
(50-60%) en embriones de parejas con
abortos de repeticion no explicados
(Pellicer etal., 1999; Rubio etal., 2003;
Munne etal., 2005) hace pensar que, en
estos casos, la aplicacién del PGS podria
ser beneficiosa. De todos modos, los
estudios realizados hasta el momento
son controvertidos y no esta claro
que la tasa de aborto pueda reducirse
Ginicamente mediante una seleccién
cromosomica (Werlin etal., 2003; Rubio
etal., 2005; Munne etal., 2005), puesto
que otros factores como la morfologia
embrionaria, la receptividad del
endometrio o el sistema inmunitario
podrian estar también implicados.

FALLOS RECURRENTES DE IMPLANTACION

EL término “fallos recurrentes de
implantaciéon” se asigna a pacientes
que han realizado tres o mds ciclos de
FIV sin éxito o que no han conseguido
el embarazo después de la transferencia
de 10 embriones de buena calidad (en
distintos ciclos de FIV) (ESHRE PGD
Consortium Steering Commitee, 2002).
Del mismo modo que en los abortos de
repeticion, se cree que pueden existir
muchos factores causantes del fallo
implantatorio. La elevada incidencia
de aneuploidia es uno de ellos, pero
también lo son una receptividad
endometrial disminuida, patologias
uterinas o incluso una técnica de
transferencia embrionaria inadecuada
(Donoso et al., 2007). Se encuentran
pocos datos publicados, pero existe
controversia: algunos estudios no

muestran mejoria en los resultados
clinicos del PGS (Gianaroli et al., 1999;
Munneetal., 2003; Harper etal., 2006),
mientras que otros describen tasas de
implantaciéon mds elevadas (Pehlivan
et al., 2003; Platteau et al., 2006).

FACTOR MASCULINO

EL PGS también se recomienda a dos
grupos en los que la aneuploidia
parece tener un origen claramente
masculino. El primer grupo es el de
pacientes con azoospermia, obstructiva
0 no obstructiva, en los embriones
derivados de los cuales se ha observado
una elevada incidencia de alteraciones
cromosémicas (Platteau et al., 2004;
Rubio et al., 2005). EL segundo grupo
es el de pacientes con teratozoospermia
severa, puesto que se ha detectado un
ndmero incrementado de aneuploidias
en sus espermatozoides (Bernardini
et al., 1998; Calogero et al., 2003).
De todas formas, practicamente no
existen estudios que demuestren el
efecto positivo del PGS sobre la tasa de
implantacién y embarazo en estos casos
y, en consecuencia, se trata de una
indicacién minoritaria.

En cambio, el PGS sise aplica a pacientes
con resultados previos de Hibridacion
in situ Fluorescente (Fluorescent in
situ Hybridization, FISH) alterada en
espermatozoides o bien con resultados
previos de meiosis alterada (Sanchez-
Castro et al., 2009; Barri et al., 2005),
independientemente de la calidad
seminal.

TECNICAS UTILIZADAS EN EL PGS
HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE

En la mayoria de centros donde se
practica el PGS, la estrategia mas
comlnmente utilizada es la biopsia de
uno o dos blastémeros de los embriones
en el dia+3 del desarrollo y su posterior
analisis citogenético mediante FISH.
Esta técnica permite identificar algunos
cromosomas predeterminados en el
nicleo interfasico de la célula fijada.
Consiste en la hibridacién de sondas
de DNA especificas (complementarias
a determinadas regiones
cromosémicas conocidas) marcadas
con fluorocromos de colores distintos.
Se trata de un procedimiento rapido y

sencillo, ya que el tiempo de hibridacién
puede durar entre una y 14 horas,
aproximadamente, y el analisis de los
resultados se lleva a cabo de forma muy
agil. Otra de las ventajas de la técnica
es que permite identificar y localizar la
presencia del material cromosémico in
situ, es decir, en la muestra examinada;
esto permite re-biopsiar una segunda
célula para evitar embriones sin
diagnéstico. Pero la FISH también
presenta limitaciones: para poder
aplicarla es necesario fijar previamente
el material nuclear en un portaobjetos.
Este proceso requiere gran habilidad
y experiencia, de lo contrario, puede
ocasionar pérdidas de cromatina, que
se interpretardn como falsas pérdidas
cromosémicas. Ademas, el hecho de que
la FISH detecte un dnico locus en cada
cromosoma hace la estrategia menos
robusta y mas susceptible de producir
errores de diagnéstico. En ocasiones,
las sefiales fluorescentes pueden ser
dificiles de interpretar: por ejemplo,
sefales dobles pueden corresponder a
regiones replicadas de un cromosoma

y, en consecuencia, tratarse de
disomias; o bien a duplicaciones
cromosémicas, que producen

trisomias. Asimismo, solapamientos
de DNA pueden serinterpretados como
falsas monosomfas.

Por los motivos anteriores, se
recomienda llevar a cabo el reanalisis
de los nicleos con sefiales dudosas
utilizando sondas distintas a las
iniciales. Esta estrategia ha permitido
disminuir la tasa de error de la FISH
hasta el 4,7%, siempre que se desarrolle
el proceso en condiciones dptimas (Colls
etal., 2007).

De todos modos, la mayor limitacién de
la técnica es el nlimero de cromosomas
que se pueden analizar en un PGS, un
maximo de 13 (Abdelhadi et al., 2003),
aunque rutinariamente se suelen
estudiar 9 cromosomas (Pujol et al.,
2003). Es decir, entre 11 y 15 de los
24 tipos de cromosomas existentes (1-
22, X e Y) quedan sin analizar. Esto es
debido a la restriccién en el ndmero
de fluorocromos disponibles y a la
probabilidad de solapamiento de las
sefiales (Wilton, 2005). Por lo tanto,
es necesario hacer varias rondas de
hibridaciéon para poder analizar mas
de cinco cromosomas (el nimero de
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cromosomas que se puede estudiar en
una sola ronda), aunque se ha descrito
que en la tercera ronda se dafia ya gran
parte de la cromatina (Liu et al., 1998).
Asi pues, no es posible examinar todo
el complemento cromosémico de una
célula mediante la FISH.

Este podria ser el principal motivo
por el cual la tasa de implantacion
de los embriones seleccionados vy
transferidos después del PGS es menor
que la esperada, como hemos apuntado
anteriormente, del 15% segln los
datos recopilados por la ESHRE PGD
Consortium (Harper et al., 2010). Y es
por eso que la tendencia actual en el PGS
es pasar a la utilizacién de técnicas que
permitan estudiar simultaneamente los
22 cromosomas autosémicos mas los
dos sexuales.

HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA

La Hibridacién Genémica Comparada
(Comparative Genomic Hybridization,
CGH) es una de las técnicas mejor
establecidas para el analisis completo
del cariotipo humano. Fue descrita por
Kallioniemi et al. en 1992 como método
para detectar marcadores cromosémicos
en el DNA tumoral. Posteriormente,
su procedimiento se adapté para el
andlisis de desequilibrios cromosémicos
presentes en células aisladas, previa
amplificacion de su DNA (Voullaire et
al., 1999; Wells et al., 1999).

El fundamento de la CGH reside en
hibridar de forma competitiva, es
decir, con una proporcién 1:1, el DNA
de una muestra problema (p.e., un
blastémero aislado) y el de una célula
control (p.e., un fibroblasto euploide)
sobre metafases de linfocitos euploides
(46,XY) fijadas en un portaobjetos.
Antes de la hibridacion, las muestras
de DNA se marcan fluorescentemente
con dos colores distintos, por ejemplo,
en verde el DNA control y en rojo el DNA
problema. Para la interpretacién de los
resultados es necesario disponer de un
programa informdtico con el que capturar
una docena de imdgenes de metafases
hibridadas por cada célula problema,
realizar su cariotipoyevaluar la ratio entre
las dos fluorescencias hibridadas en cada
uno de los cromosomas. Si la intensidad
de la fluorescencia para un cromosoma
en concreto es igual en las dos muestras

(controly problema), este cromosoma se
visualiza en la metafase de coloramarillo/
naranja (verde + rojo). En cambio, si la
intensidad de fluorescencia de la muestra
problema es superior a la de la muestra
control (rojo > verde) el cromosoma
metafasico en cuestion se observara mds
rojo. Por el contrario, si la intensidad de
fluorescencia de la muestra problema es
inferior a la de la muestra control (rojo
< verde) el cromosoma metafdsico en
cuestion se observara mas verde. A partir
de los resultados obtenidos, el programa
informa de las ganancias y pérdidas de
cualquier cromosoma, de modo que se
obtiene un diagndstico citogenético
completo de la célula problema.

Asi pues, la CGH permite analizar todos
los cromosomas y en toda su longitud,
siendo su limite de resolucién de 10-20
Mb, por lo que, aparte de las alteraciones
que afectan a todo el cromosoma, se
pueden detectar también alteraciones
parciales de los cromosomas. Ademas,
la CGH aplicada al andlisis de una sola
célula tiene una gran ventaja: la célula
analizada se introduce en un tubo de PCR
para su lisis y posterior amplificacion
en vez de ser fijada en un portaobjetos.
El éxito de diagnéstico mediante
esta técnica es aproximadamente del
94% (Gutierrez-Mateo et al., 2004;
Schoolcraft et al., 2010).

Sin embargo, la CGH también presenta
limitaciones. Una de ellas es el hecho
de que no permite detectar cambios de
ploidia (triploidias, tetraploidias, etc.)
ni tampoco permite distinguir entre
euploidia y presencia de alteraciones
cromosémicas  equilibradas  (aunque
éstas no tienen significancia clinica). En
cuanto al procedimiento, esta técnica
requiere una gran especializacion del
personal que la realiza, tanto para el
procesado de las muestras como para
el andlisis de los resultados. En la CGH
convencional el tiempo necesario para
llevar a cabo todo el proceso es de
aproximadamente cuatro dias, ya que la
hibridacion transcurre durante 40-72h;
lo que implica la criopreservacién de
los embriones biopsiados en el PGD de
blastémeros en dia+3 y la transferencia
de los seleccionados en un ciclo adicional
posterior. Aunque las técnicas de
vitrificacién han incrementado el éxito de
lacriopreservaciénylasupervivenciadelos
embriones después de la descongelacién,

ACTUALIDAD

la situaciénideal es evitar este proceso en
el ciclo de FIV con PGS. Con esta finalidad,
se ha desarrollado hace poco una version
modificada de la CGH convencional, la
CGH rdpida (Rius et al., 2010, 2011) con
la que se obtienen los resultados en poco
mds de 24 horas, gracias a una reduccion
deltiempo de hibridacién hasta 12 horas.
Esta técnica rinde un éxito de diagnéstico
del 94% (Rius et al., 2010). Al obtener los
resultados el dia+4, se puede realizar la
transferencia “en fresco” de los embriones
seleccionados en el mismo ciclo de FIV,
evitando la criopreservacion y el retraso
de la transferencia embrionaria.

MICROARRAYS

Recientemente, la metodologia de la
CGH convencional se ha adaptado a la
tecnologia de los microarrays, lo que ha
originado una nueva variedad de la CGH,
el array-CGH (Hu et al., 2004; Le Caignec
et al., 2006; Wells et al., 2008). Con esta
estrategia, los DNAs problemay controlno
se hibridan sobre metafases de linfocitos
fijadas en un portaohjetos comdn, sino
que se utiliza un portaobjetos en el que
se han adherido secuencias de DNA que
cubren todo el genoma. Por tanto, el
resultado de la CGH se obtiene evaluando
la fluorescencia hibridada en cada uno
de los puntos que contiene el microarray.
Esta tecnologia tiene dos ventajas respeto
a la CGH convencional:

En primer lugar, [a resolucién es mas
elevada, ya que viene dada por el
tamano de las secuencias adheridas en
el portaobjetos. Aun asi, los criterios de
analisis disponibles hasta el momento
Gnicamente permiten detectar con
seguridad alteraciones que involucren
unas 10 Mb del cromosoma (Hellani et al.,
2008; Vanneste et al., 2009). En segundo
lugar, la duracién del proceso puede llegar
a ser de 16-18 horas y el analisis de los
resultados se hacedeformaautomatizada,
por lo que, al igual que con la CGH
rapida, se puede hacer la transferencia
de los embriones  seleccionados
durante el mismo ciclo de FIV.
Actualmente ya se han llevado a cabo
algunas aplicaciones clinicas del array-
CGH (Hellani et al., 2008; Fishel et al.,
2010) con resultados esperanzadores,
a la vez que se avanza en la validacin
de la metodologia (Gutierrez-Mateo et
al., 2010) para asegurar la fiabilidad
del diagnéstico en el PGS. EL éxito de
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diagnéstico mediante array-CGH es del
89% (Gutierrez-Mateo et al., 2010).

Otro sistema desarrollado con microarrays
es el del array-SNPs, que puede ofrecer un
andlisis mas completo del DNA problema
(Handyside et al., 2009). Esta técnica
utiliza un portaobjetos en el que se han
adherido secuencias de DNA polimérficas,
SNPs (single nucleotide polymorphisms),
que se encuentran repartidas por todo el
genoma. Con los array-SNPs, no sélo se
puede determinar el nimero de copias
de un cromosoma, sino que ademas se
obtiene una “huella dactilar” Gnica del
DNA analizado, que identifica el genotipo
de la muestra problema. En este caso, el
DNA control y el problema se hibridan
separadamente en distintas dreas de
SNPs de un mismo portaobjetos y se
puede utilizar el mismo fluorocromo para
marcarlos. EL nimero de copias de cada
cromosoma se calcula comparando las
intensidades de fluorescencia obtenidas
para la hibridacién controly la hibridacién
problema. El éxito de diagnéstico
mediante array-SNPs es del 96% (Treff
et al., 2010). Esta metodologia podria
tener un gran potencial de aplicacion,
pero a dia de hoy una de las limitaciones
mas importantes es la falta de precisin
en el diagnéstico. Para solucionar
este problema, es necesario analizar
un gran ndmero de SNPs y realizar un
procesamiento estadistico de los datos.
Ademds, para poder comprender y valorar
los resultados es necesario el analisis del
DNA parental, lo que supone un proceso
previo afadido. La complejidad del
sistema hace que de momento su coste
sea muy elevado y quede limitado a una
pequenia parte de pacientes.

ESTADIO CELULAR Y MOSAICISMO

Uno de los temas mds polémicos en el
campo del PGS, a parte de la técnica
utilizada, es el estadio celular en el
cual debe realizarse el diagndstico. Y la
controversia ha surgido, principalmente,
debido a la existencia de mosaicismo.
El mosaicismo es la presencia de dos o
mas lineas celulares cromosdémicamente
distintas en un mismo embrién, y es un
fenémeno muy comidn en embriones
humanos (Munne et al., 1994a; Vanneste
etal., 2009). Recopilando varios estudios
de FISH, se ha visto que la proporcion de
embriones que presentan mosaicismo
se encuentra entre el 25% y el 60%

(Bielanska et al., 2002; Wilton, 2005).
Aunque se cree que este fenémeno podria
tener un predominio en embriones en
estadio de dia+3, se ha observado tanto
en embriones de 6-8 células (Munne et
al., 1994b; Delhanty et al., 1997), como
en blastocistos (Evsikov y  Verlinsky,
1998; Coonen et al., 2004; Daphnis et
al., 2008). Por el hecho de que la célula
diagnosticada puede tener una dotacién
cromosomica distinta a la del resto, el
mosaicismo es uno de los principales
obstaculos del PGS en embriones.

Una de las estrategias que esta tomando
de nuevo fuerza en el PGS es el andlisis del
primerysegundo corpUsculospolares (1CP,
2CP) (Verlinsky et al., 2001; Wells et al.,
2002; Obradors et al., 2008, 2009, Kuliev
etal., 2011). Estas dos células tienen una
dotacién cromosémica complementaria
a la del ovocito en estadio de metafase
IT (MII), por lo que con su andlisis se
obtiene un diagndstico indirecto de la
composicion cromosémica del ovocito.
El estudio del gameto femenino se
basa en que aproximadamente el 90%
de las aneuploidias encontradas en
los embriones son de origen materno
(Nicolaidis y  Petersen, 1998). Las
principales ventajas de esta estrategia
son que se analiza una célula que no
interfiere en el desarrollo embrionario y,
tanto con FISH como con CGH, se evita
la criopreservaciéon. Pero no pueden
detectarse ni los errores cromosdmicos de
origen paterno, ni los errores mitdticos
producidos en la etapa poszigética, que
generan mosaicismo en el embrién.

Sin embargo, la estrategia mds
comlnmente utilizada para el PGS en la
actualidad es el andlisis de blastémeros
de los embriones en dia+3. De hecho,
segln los datos recopilados por el ESHRE
PGD Consortium (Harper et al., 2010),
en el 83% de los casos de PGS se ha
utilizado la biopsia de blastémero. Esta
estrategia permite detectar alteraciones
cromosémicas de origen tanto paterno
como materno, asi como posibles
anomalias generadas en las primeras
divisiones mitéticas del embridn.

Para poder detectar el mosaicismo, se
ha propuesto realizar la biopsia y el
analisis de dos blastomeros (Baart et al.,
2006). Aunque se han descrito tasas de
implantacién aceptables siguiendo este
método (Van de Velde et al., 2000), otros

estudios recomiendan una estrategia
menos invasiva, biopsiando un solo
blastémero, ya que la biopsia de mas
de una célula puede comprometer la
viabilidad del embrién (Goossens et al.,
2008; De Vos et al., 2009).

Porotrolado,algunosautoresargumentan
que la constitucién cromosémica de
los blastémeros de embriones en dia+3
podria no representar correctamente la
del embrién que implanta (en estadio
de blastocisto) (Li et al., 2005; Fragouli
et al., 2008; Barbash-Hazan et al.,
2009). En esta linea, se ha postulado
que algunos embriones mosaicos con
células euploides y aneuploides podrian
llevar a cabo una autocorreccion de las
alteraciones cromosémicas mediante el
crecimiento preferencial de las células
euploides sobre las aneuploides, durante
los primeros estadios de la embriogénesis
y después de la implantacién (Li et al.,
2005; Barbash-Hazan et al., 2009).
Contrariamente, otros estudios sugieren
que estos embriones podrian acumular
mds alteraciones cromosdmicas causadas
por errores mitticos (Munne et al., 2005;
DeUgarte etal., 2008).

Independientemente de si  existe
correccion o acumulacién de errores
cromosomicos, recientemente se
ha promocionado el analisis del
trofoectodermo de blastocistos como
estrategia de PGS, con el fin de obtener el
diagnéstico del embrién en el momento
mds préximo a la implantacién. En este
caso, se podrian analizar varias células
utilizando la FISH (McArthur etal., 2005),
hecho que permitiria una mayor deteccion
del mosaicismo. Pero consustancial a la
FISH, reside el problema de la limitacion
en el nimero de cromosomas estudiados.
Utilizando la CGH convencional, rapida
o el array-CGH, se logra un analisis
completo del cariotipo, aunque las
5-10 células del trofoectodermo que
se obtienen por biopsia se procesan y
analizan conjuntamente (Fragouli et al.,
2008; Schoolcraft et al., 2010). Por un
lado, el andlisis de varias células juntas
ofrece un diagnéstico mas robusto; por
otro lado, al obtener un resultado que
representa una media de las distintas
células, tampoco se puede descartar la
presencia de mosaicismo. Se ha postulado
que, con este método, sélo se detecta la
aneuploidia que realmente podria tener
una repercusion en el desarrollo del
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embrién, y que alteraciones presentes en
una frecuencia menor a un tercio de las
células (no detectables mediante CGH)
no tendrian relevancia clinica (Fragouli et
al., 2008). Si esta hipétesis se confirma,
el PGS aplicado al trofoectodermo podria
representar una potente herramienta
de seleccion embrionaria. Aparte, hay
que tomar en consideracién que el PGS
aplicado a blastocistos no es apropiado
para pacientes que producen embriones
con poco potencial de desarrollo in vitro y
serequiere la optimizacion del laboratorio
de FIV para cultivar con éxito los
embriones hasta el estadio de blastocisto.
Otra limitacion de esta estrategia es
que requiere la criopreservacion de
los embriones biopsiados mientras se
obtienen los resultados.

Como hemos visto, el diagnéstico de
aneuploidias puede ser beneficioso
en casos de edad materna avanzada,
abortos de repeticion, fallos repetidos de
implantacién y casos de factor masculino
severo. Pero se debe tener en cuenta que
existen muchos factores que contribuyen
al éxito del PGS. Aunque tradicionalmente
se ha utilizado la FISH como método
de andlisis por su sencillez y rapidez, la
limitacién en el ndmero de cromosomas
examinados ha hecho que se desarrollen
otras estrategias para el estudio de todo
el complemento cromosémico, como la
CGH vy su versién rdpida, el array-CGH
o el array-SNPs. Estas técnicas pueden
aplicarse tanto para el analisis del primer
y segundo corplsculos polares, de
blastémeros o bien de algunas células del
trofoectodermo de los blastocistos. Cada
estrategia presentaventajasydesventajas
respecto a las demds, si bien es verdad que
ninguna de ellas evita el obstaculo del
mosaicismo. La realizacién de estudios
clinicos aleatorizados en que se prueben
las nuevas metodologias, confirmardn si
estas técnicas contribuyen a aumentar
el éxito del PGS, incrementando la
tasa de implantacién de los embriones
seleccionados y transferidos.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar si es posible una mejor seleccion espermatica con la técnica MSOME. Para ello, se
compararon de manera retrospectiva 245 ciclos de ovodonacion, 119 con IMSI'y 126 con ICSI. Todas las muestras usadas para
la microinyeccion fueron diagnosticadas como teratozoospérmicas.

Nuestros resultados muestran que el uso de la técnica MSOME supone un aumento significativo de las tasas de implantacion
(grupo IMSI: 36%; grupo ICSI: 25%), asi como de las de gestacion (grupo IMSI: 55%; grupo ICSI: 38%). Concluimos, por
tanto, que la técnica MSOME es una herramienta vdlida para seleccionar espermatozoides cuando trabajamos con muestras
teratozoospérmicas. Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):19-23.

Palabras clave: técnica MSOME, donaci6n de 6vulos, teratozoospérmicas, implantacién, gestacion.

SUMMARY

The aim of this study was to assess that if by applying the MSOME method a better sperm selection could be possible. To prove
this, a comparative retrospective study was completed with a total of 245 ovodonation cycles, 119 with IMSI and 126 with
ICSI. All the sperm samples used for the microinjection were diagnosed as teratozoospermia.

Our results show that implantation rates (IMSI group: 36%; ICSI group: 25%), and pregnancy rates (IMSI group: 55%; ICSI
group: 38%) are significantly higher when the MSOME method is used. Therefore, in conclusion, we identify the MSOME
method as a valid tool for spermatozoa selection in samples with teratozoospermia. Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):19-23.

Keys words: MSOME method, oocyte donation, teratozoospermia, implantation, pregnancy.

INTRODUCCION

Tras el desarrollo del MSOME (Evaluacién
de la Morfologia de los Organulos de
Espermatozoides Méviles), la morfologia
normal del ndcleo espermdtico fue
definida por laforma simétricay oval, por
la textura lisa, asi como por el contenido
de una masa cromdtica homogénea
sin presencia de invaginaciones,
intrusiones y con menos del 4% del
area nuclear ocupado por vacuolas.
Seglin Bartoov et al. (2002), con menos
de un 20% de espermatozoides con
nicleo morfolégicamente normal, no
se conseguian embarazos a término,
demostrando la gran importancia
de la forma y contenido del ndcleo
espermatico en los resultados de un
ciclo. Una pequefia desviacién de la
morfologia de la cabeza puede llegar
a dar embarazo; sin embargo, superar
el umbral de vacuolas establecido por
Bartoov et al., en 2002, puede acabar

en aborto (Berkovitz et al., 2005) vy
se ha correlacionado con una menor
capacidad de desarrollo hasta blastocisto
(Vanderzwalmen et al., 2008).

La presencia de vacuolas puede reflejar
defectos moleculares responsables de
las anomalias que se producen en el
empaquetamiento de la cromatina del
espermatozoide durante la maduracién
espermdtica, y por lo tanto hacer al
espermatozoide mds vulnerable a
sufrir dafios en su ADN e interferir en
el desarrollo embrionario a partir del
dia 3 de desarrollo (Cayli et al., 2003;
Vanderzwalmen et al., 2008). Aunque
no se han observado diferencias
significativas en  las  calidades
embrionarias al comparar grupos ICSI-
IMST (Hazout et al., 2006; Mauri et al.,
2008) o grupos IMSI entre si (Berkovitz
et al., 2006a), los resultados en
términos de implantacién y embarazo
han sido significativamente mejores

en los ciclos donde se realizaba una
seleccion espermdtica mds estricta
(Antinori et al., 2008; Bartoov et al.,
2003; Berkovitz et al., 2005, 2006a,b;
Hazout et al., 2006; Mauri et al., 2008).

Lla fragmentacion del ADN se ha
posicionado como un parametro objetivo
yfacilde diagnosticar, siendo responsable
de muchos de los fallos de ICSI por factor
masculino (Evenson et al., 2002). La
presencia de grandes vacuolas en la
cabeza espermdtica, se ha relacionado
con mayores tasas de fragmentacién
(Franco et al., 2008), asi como con una
peor funcién mitocondrial y existencia de
aneuploidias (Garolla et al., 2008).

En parejas con
oligoastenoteratozoospermias severas
y elevada fragmentacion de ADN se
ha visto que la utilizacién del IMSI
(inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides seleccionados
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morfolégicamente), después de 2
o mads ciclos fallidos de FIV-ICSI,
supone un aumento significativo en
lastasas de embarazo eimplantacion,
asi como una reduccién en las tasas
de abortos cuando se compara con
grupos controles donde se realiza
microinyeccién convencional
(Antinori et al., 2008; Bartoov et
al., 2003; Berkovitz et al., 2006b;
Hazout et al., 2006). Sin embargo,
para Berkovitz et al. (2005) los
resultados del primer ciclo ya estan
condicionados por la morfologia
espermatica. En este sentido, el
MSOME permite excluir, enlaseleccién
para ICSI, a espermatozoides con
defectos nucleares y disminuye la
probabilidad de inyectar ovocitos
con ADN dafnado (Vanderzwalmen et
al., 2008).

Basandonos  en esta revision
bibliografica, el objetivo de este
estudio, unicéntrico y retrospectivo,
fue demostrar que una seleccion
mds estricta de los espermatozoides
mediante la 6ptica del MSOME, mejora
los resultados de ciclos de ovodonacion
cuando trabajamos con muestras
teratozoospérmicas.

MATERTALES Y METODOS

Se analizaron de forma retrospectiva
245 ciclos de ovodonacion llevados
a cabo en nuestro centro en el afo
2009. Por peticion de las pacientes,
en 119 ciclos se realizé IMSI, mientras
que en los 126 ciclos restantes, ICSI.
Todas las muestras usadas para la
microinyeccion fueron diagnosticadas
como teratozoospérmicas.

Metodologia FIV-ICSI. Las receptoras
sesometieronasupresionhipofisaria,
y/o preparacién endometrial con
estrogenos. La fase litea se apoyo
con dosis de progesterona, via oral o
via vaginal. Confirmada la gestacion,
la administracion de estrégenos
y progesterona se mantuvo hasta
un maximo de 100 dfas. Tras el
frenaje ovdrico de la donante, la
estimulacién ovarica controlada
comenz6 con dosis de FSHr (100UI-
225UI), en pauta con antagonistas.
La puncién ovdrica se programé
con la visualizacion de 2-3 foliculos
superiores a 17mm, administrando

bolo de GnRH andlogo 32/48 horas
previas a la puncién ovarica.

Lasmuestrasseminalesfueronobtenidas
por masturbacién. Se diagnosticaron
siguiendo los parametros de la OMS
1999 y se procesaron en un periodo
maximo de 1 hora, manteniéndolas
siempre a 37°C. Si las muestras eran
criopreservadas, para la congelacion se
utilizé criopreservante Sperm Frezee™
Ferti Pro. La capacitacion se hizo
mediante columnas de gradientes con
medios de cultivo de la serie VITROLIFE.

Tras la puncién, la recuperacion vy
decumulacién de los complejos climulo-
ovocito, se realizd la microinyeccion
siguiendo el protocolo habitual. Los
ovocitos microinyectados se cultivaron de
forma individualizada, hasta el dia de la
transferencia, en placas NUNC IVF 35x10
utilizando medios de cultivo VITROLIFE.

A las 18-20h post inseminacion,
se evalué la fecundacion mediante
la visualizacion de 2 prondcleos vy
2 corpudsculos polares. La tasa de
fecundacién se calculé considerando
los ovocitos correctamente fecundados,
respecto del total inseminados. La
division de los zigotos se evalué y
categorizé siguiendo las pautas de
la Asociacion para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccion (ASEBIR).
El porcentaje de embriones de calidad
A+B se calculé respecto al nidmero
total de embriones viables en dia 3 de
desarrollo. En este mismo dia se realiz6
la transferencia en todos los casos.

A los 14 dias de la transferencia
ecoguiada se realiz6 la B-hCG para
confirmar embarazo. Se consideré
gestacion clinica la visualizaciéon de
latido cardiaco. Cuando la gestacion
no llegd a término fue considerada
aborto. El porcentaje de implantacién
se calculé tomando el ndmero de sacos
gestacionales respecto al total de
embriones transferidos; y el porcentaje
de gestacion considerando el nimero
de embarazos clinicos respecto al total
de transferencias realizadas. El nimero
de abortos representa el nimero de
embarazos no llegados a término
respecto al total de gestantes.

Seleccion espermdtica. En el grupo
IMSI, la seleccibn espermatica se

hizo a temperatura ambiente y con
microscopio invertido Nikon Eclipse Ti
acoplado al sistema MSOME, utilizando
placas 50x40 Willco-Dish. Se siguieron
los criterios y el protocolo de Bartoov et
al., 2002, 2003.

El sistema MSOME estd basado en cuatro
parametros principales: un objetivo
de 100x, un selector de aumento de
1,5x, un acoplador de magnificacién
de 0,99x acoplado a una cdmara,
y un magnificador de la imagen de
44,45x, mediante el cual la morfologia
espermdtica puede ser visualizada a
6600 aumentos (100 x 1.5 x 0.99 x 44.5)
sin necesidad de tincién y a tiempo real
(Bartoov etal., 2002).

En el grupo ICSI, la seleccion se llevd
a cabo bajo el objetivo 40x en un
microscopio Nikon Eclipse TE2000S con
placa calefactada a 37°C.

Estudio estadistico. Elanalisis de los datos
se realiz6 con el paquete estadistico
SPSS XVI. Se utilizé6 un estadistico de
contraste, la prueba de independencia
de y?, estableciendo como nivel de
significacion el p valor 0,05.

RESULTADOS
1. Muestras seminales.

Grupo IMSI. En el 68% (81) de los
ciclos las muestras  procedieron
de eyaculados congelados y
en el 32% (38) de eyaculados
frescos. Dentro de las muestras
congeladas, el 59% (48) presentaron
astenozoospermia y teratozoospermia
y el 41% (33) oligoastenozoospermia
y teratozoospermia. En las muestras
en fresco, el 39% (15) presenté
astenozoospermia y teratozoospermia,
y el 61% (23) oligoastenozoospermia.

Grupo ICSI. En el 73% (92) de los
ciclos las muestras procedieron de
eyaculados congelados y en el 27%
(34) de eyaculados frescos. El 56%
(52) de las muestras congeladas
presentaron astenozoospermia v
teratozoospermia, y el 44% (40)
oligoastenoteratozoospermia. EL
41% (14) de los eyaculados frescos
presentaron asteno y teratozoospermia,
y el 59 % (20) oligoastenozoospermia y
teratozoospermia.
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No se han observado diferencias Congelado Fresco
significativas entre la utilizacion de Grapo IMST 31(08%) 3862%)
muestras congeladas y frescas entre
ambos grupos, al igual que tampoco Grupe ICSI 92(73%) 34(27%)
las ha habido al comparar la calidad
seminal; p>0,05, Tabla 1.

o AT OAT AT OAT
2. Resultados FIV-ICSI. CONGELADAS ERESCAD

Grupo IMSI 48(59%) 33(41%) 15(39%) | 23(61%)
Grupg IMSI. Se inseminaron 1%?2 Grupo ICSI 52(56%) 40(44%) 14(41%) | 20(59%)
ovocitos. La tasa de fecundacion

(2PN y 2CP) fue del 62%. EL ndmero
de embriones totales el dia de la

Tabla I. Porcentaje de muestras con teratozoospermia utilizadas considerando la procedencia
(congelado y fresco), y la motilidad y concentracion. AT:Astenoteratozoospermia: OAT:

transferencia fue de 5,5 + 2,5 por
paciente. En 115 (96%) ciclos se hizo
transferencia. De las 5 (4%) pacientes
que transfirieron un dnico embrién, 4
fueron transferencias selectivas. En
total, se transfirieron 225 embriones,
siendo el 54% embriones de categoria
A+B. El 36% de los embriones
transferidos fue capaz de implantar. En
el 30% (19) de los ciclos se visualizaron
dos sacos gestacionales. En total
63 pacientes quedaron gestantes,
terminando 13 en aborto.

Grupo ICSI. Se inseminaron 1508
ovocitos. La tasa de fecundacion en 2PNy
2(CPfue del 60%. La transferencia se llevo
a cabo en 117 (93%) ciclos, en 6 de los
cuales (5%) se transfirié un solo embrién
(5 fueron transferencias selectivas).
De los 228 embriones viables el dia
de la transferencia, el 58% fueron de
categoria A+B. EL25% de los embriones
transferidos consiguieron implantar.
Similar al grupo IMSI, en el 29% (13) de
los casos se confirmé gestacion mdltiple.
Hubo 45 gestaciones y 7 no lograron
llegar a término.

No se han observado diferencias
significativas entre ambos grupos en
ninguno de los siguientes parametros:
tasa de fecundacion, calidad
embrionaria (tipo A+B) y nimero de
embriones transferidos; p>0,05. Se
observaron diferencias significativas
entre las tasas de implantacién (36%
en el grupo IMSI; 25% en el grupo
ICSI; p<0,05), al igual que en la
tasa de gestacion (55% grupo IMSI;
38% en el grupo ICSI; p<0,01). La
tasa de embarazo mdltiple, aunque
no se estudié6 mediante un calculo
estadistico, aparece equiparable entre
ambos grupos. Respecto a la tasa
de aborto, aunque se observa una
tendencia alalza en el grupo IMSI, no se

Oligoastenoteratozoospermia.

vieron diferencias significativas entre
ambos grupos; p>0,05. Tabla 2.

DISCUSION

Elefectopaternohasidovaloradoen los
ciclos de FIV-ICST usando como modelo
la recepcion ovocitaria (Tesarik, 2005).
Con la introduccion del MSOME, se han
desarrollado estudios retrospectivos
(Berkovitz et al., 2006a), prospectivos
(Antinori et al., 2008; Bartoov et al.,
2002) y/o randomizados (Mauri et al.,
2008), con el fin de poder testar los
beneficios de la IMSI en los resultados
de un ciclo de FIV. Sin embargo, este
estudio es el primero en el que se
comparan de forma retrospectiva ciclos
de IMSI e ICSI utilizando un modelo de
ovodonacion.

En todos los casos, las muestras
seminales tuvieron mds de dos
parametros afectados, siendo la
teratozoospermia el  diagnéstico

comun. Los datos, analizados
estadisticamente, muestran que las
diferencias obtenidas entre los grupos
IMSI e ICSI no estan influenciadas ni por
la procedencia de la muestra (congelada
o fresca), ni por los parametros de
motilidad y concentracién. Todos los
ciclos se realizaron en el mismo periodo
de tiempo, bajo idénticas condiciones
de seleccion de pacientes, estimulacion
ovarica, calidad espermatica y equipo
material y humano. La dnica diferencia
entre grupos fue el tipo de dptica y
el protocolo para la seleccion de los
espermatozoides. Teniendo en cuenta
que la morfologia espermdtica se
ha posicionado como un pardmetro
clave para predecir los resultados
de un ciclo de reproduccién asistida
(Bartoov et al., 1994, 2002, 2003;
De Vos et al., 2003), nuestros datos
nos llevan a proponer la técnica
del MSOME como una herramienta
vdlida para llevar a cabo la seleccién
espermdtica previa a la microinyeccion.

Grupo IMSI (n=119) | Grupo ICSI (n=126)
Inseminados 1452 1508
Fecundados 62% (926) 60% (908)
Embriones totales 71% (653) 74% (671)
Categorias A+B 54% 58%
Embriones transferidos | 225 (1.89=0.4) 228 (1.8140.5)
Implantados 36% (82)* 25% (58)°
Gestaciones 55%(63)* 38% (45)°
Abortos 21% (13) 16% (7)

Tabla II. Estudio comparativo entre IMSI e ICSI. Diferentes superindices indican diferencias

significativas entre columnas (p<0,05).
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La literatura y nuestra propia
experiencia sugieren que existen
malformaciones en el espermatozoide
capaces de dar lugar a embarazos,
incluso en casos de teratozoospermia
total (Berkovitz et al., 2005). Sin
embargo, el aumento significativo de
las tasas de implantacién y gestacion
en el grupo IMSI apoyan la idea de
que a 400 aumentos existen defectos
que no pueden ser detectados
(Bartoov et al., 2002). Al igual que
otros estudios, podemos concluir que
una buena morfologia espermatica,
asi como intentar microinyectar
espermatozoides libres de vacuolas
nucleares, aumenta las posibilidades de
éxito (Berkovitz et al., 2006a; Hazout et
al., 2006; Vanderzwalmen et al., 2008).

La evaluacién con MSOME de muestras
con indicacion para ICSI, muestra
que solamente el porcentaje de
espermatozoides vacuolados se sitla en
torno al 40% (Berkovitz et al., 2006a),
y en el 22% de los casos no es posible
encontrar  ninglin  espermatozoide
morfolégicamente  normal  (Bartoov
et al., 2003), aunque otros autores
documentan que esto ocurre en el 50% de
los casos (Vanderzwalmen et al., 2008).

En nuestro laboratorio, el porcentaje de
vacuolizacién de las muestras usadas
para ICSI no fue valorado previamente
con MSOME, pero, si tenemos en
cuenta lo anteriormente expuesto,
la  probabilidad de seleccionar
espermatozoides con un bajo potencial
implantatorio es mds alta en el grupo
ICSI. De esta manera, apoyamos que
una mejor seleccién supone una mejora
de resultados (Bartoov et al., 2002),
y que la calidad de la muestra no es
representativa del espermatozoide
seleccionado (De Vos et al., 2003).

Estudiando espermatozoides de manera
individualizada, se ha relacionado
la morfologia con bajas tasas de
implantacién y embarazo, y, a su
vez, con defectos cromosémicos que
pudieran ser transferidos al embridn
(De Vos et al., 2003; Garolla et al.,
2008). La zona peldcida presenta
una alta sensibilidad a ser penetrada
por espermatozoides portadores de
anomalias cromosémicas (Liu and
Baker et al., 2007), pero en ciclos de
microinyeccién se llegan a conseguir

buenas tasas de fecundacién y calidad
embrionaria, alin microinyectando con
muestras con elevada fragmentacion
en el ADN espermatico (Larson
et al., 2000). Pero, eliminar esta
seleccién natural puede jugar un papel
importante en eldesarrollo embrionario
(Vanderzwalmen et al., 2008).

Usando un modelo de donacién de
ovocitos se han distinguido dos tipos de
efectos paternos: un efecto temprano
implicado en el proceso post-fecundacién,
visible en el estadio de prondcleos,
y un efecto tardio que, sin producir
alteraciones en la velocidad de desarrollo
y morfologia embrionaria, haria disminuir
las tasas de implantacion (Tesarik et al.,
2004, 2005). El efecto paterno tardio ha
sido relacionado con los dafios en el DNA,
provocando que la expresién genémica
embrionaria se paralicealrededordelas 72
horas post-fecundacion (Vanderzwalmen
etal., 2008).

Independientemente de la 6ptica
usada para la selecciéon espermatica
(Hoffman o Nomarski), la tendencia
ha sido observar igualdad en las
tasas de fecundacion y calidades
embrionarias, pero microinyectar
con espermatozoides anormales, y
sobre todo cuando éstos presentan
alta vacuolizacién, genera embriones
con bajo potencial implantatorio
(Antinori et al., 2008; Berkovitz et
al., 2006a; Hazout et al., 2006; Mauri
et al., 2008). Nuestros resultados no
difieren de los mostrados por estos
autores, las tasas de fecundacion
se mantienen similares entre ambos
grupos (grupo IMSI: 62%; grupo
ICSI: 60%), a igualdad de embriones
transferidos (grupo IMSI: 225; grupo
ICSI: 228) y calidades embrionarias
tipo A+B (grupo IMSI: 54%; grupo
ICSI: 58%), y aunque observamos
una tendencia al alza respecto a
la calidad embrionaria en el grupo
ICSI, las diferencias observadas
suponen un aumento del 11% en las
tasas de implantacién (grupo IMSI:
36%; grupo ICSI: 25%) y un 17% en
las de gestacién (grupo IMSI: 55%;
grupo ICSI: 38% ) en el grupo IMSI.
En relacion a la disminucidn de los
abortos, expuesto por otros autores
cuando se realiza IMSI, la dnica
explicacién es pensar que cuando se
realizd el estudio estadistico, mas de

la mitad de los embarazos no habian
llegado a término, lo que nos lleva a
no observar diferencias significativas.

La IMSI podria ser un buen método
para excluir de la seleccion a
espermatozoides  vacuolados  que
pudiesen portar algin tipo de anomalia
cromosémica responsable del mal
desarrollo embrionario. Sin embargo, la
técnica se enfrenta a los inconvenientes
de suponer una inversién econémica
por parte del centro para la adquisicién
del equipo, y una puesta a punto
de la técnica por parte del equipo
humano del laboratorio, ademdas de
un aumento significativo del tiempo
empleado por caso para la seleccién de
espermatozoides.

Optimizar la seleccién de gametos es la
mejor herramienta con la que contamos
los embriélogos, por lo que proponemos
el MSOME como un buen método de
seleccion espermdtica, mediante el
cual podemos ofrecer a las parejas
una técnica de microinyeccion mas
pulida. Y concluimos que, en nuestro
laboratorio, el MSOME ha supuesto una
ventaja para parejas que se someten a
ciclos de ovodonacién con muestras
teratozoospérmicas.
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RESUMEN

En este trabajo, hemos analizado un amplio grupo de varones que acuden con sus parejas a nuestro centro para someterse a
un tratamiento de reproduccion asistida. ELanalisis de los diferentes parametros de fertilidad ha demostrado que los varones
con habitos de practica deportiva presentan unincremento en el volumen de eyaculado, concentracion de espermatozoides y
movilidad espermatica respecto a los que tienen una actividad fisica ocasional o unos habitos de vida sedentarios. Ademas,
el porcentaje de muestras normozoospérmicas en el grupo de varones con habitos de vida deportiva fue significativamente
superior al resto de los grupos. Por otro lado, al agrupar los varones en funcién del indice de masa corporal, se comprobé que el
recuento de espermatozoides moviles estaba disminuido en varones preobesos u obesos en grado I. Finalmente, el porcentaje
de varones con alguna anomalia espermatica esta incrementado en los preobesos y en los obesos de grado I. En resumen,
los resultados de este trabajo demuestran que la actividad fisica y el indice de masa corporal son factores directamente
relacionados con la calidad espermatica de los varones. Seria aconsejable recomendar dieta y ejercicio a aquellos varones
que se sometan a tratamientos de reproduccion asistida. Ademas estos factores podrian ser empleados como un criterio de
seleccion previo a la donaci6n de espermatozoides. Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):25-32.

Palabras clave: Ejercicio, Indice de masa corporal, Calidad espermatica

SUMMARY

In this work, we have analysed a group of male patients from couples who undergo fertility treatment in our Center for Assisted
Reproduction. The analysis of semen parameters has demonstrated that male patients with regular physical activity show an
increased ejaculation volume, sperm concentration as well as increased sperm motility in comparison with patients with a
sedentary lifestyle or patients with occasional physical activity. Moreover, the percentage of normozoospermic patients with
regular physical activity was significantly higher compared with other patients. On the other hand, patients were grouped
according to their Body Mass Index. In this analysis, we found that the recovery of motile sperm is decreased in pre-obese
and obese class I patients. In addition, the percentage of patients diagnosed with spermatic anomalies was increased in
pre-obese and obese class I patients. Diet and exercise could be recommendable when patients are involved in reproductive
treatment. In summary, our results demonstrate that physical activity and Body Mass Index are directly related with the
sperm quality. These two factors should be considered for the previous selection of sperm bank donors. Rev Asoc Est Biol Rep
2011; 16(1): 25-32.

Key Words: Exercise, Body Mass Index, Sperm quality

INTRODUCCION

El significativo aumento de la
infertilidad masculina en los paises
desarrollados en los dltimos afios ha
incrementado el interés en el estudio
de los factores que pueden afectar
al descenso de la calidad seminal.

Los cambios socioeconémicos y la
adquisicion de nuevos habitos de vida
podrian ser la explicaciéon a dicho
descenso. Aunque en algunos hombres
la infertilidad se debe a algin tipo
de desorden, en la mayoria de los
casos no existe una causa aparente
de infertilidad (Sharpe, 2000), de

hecho, en numerosas ocasiones se
encuentran buenos parametros de
calidad espermdtica pero una baja
tasa de fecundacién (Ivorra et al.,
2008). Probablemente no exista
un solo agente responsable de la
infertilidad masculina, sino que son
multiples los parametros (estilos de
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vida, condiciones medioambientales
o la situacién socioecondémica
del individuo) que determinan la
creciente infertilidad en el hombre
(Tas et al., 1996).

Numerosos estudios hablan sobre
el estilo de vida en los paises
desarrollados y en vias de desarrollo
y como éste afecta la fertilidad de la
poblacién (Robbins et al., 2005). La
dieta, elejerciciofisicoylasemociones
son parametros importantes en el
individuo, que afectan directamente
a la fisiologia del testiculo. Las
dietas pobres en frutas o verduras,
insuficientes en antioxidantes
naturales, el exceso de conservantes,
de antioxidantes sintéticos (Amaral
and Ramalho-Santos, 2009; Delbes
et al., 2010) y el exceso de cafeina
(Jensen et al., 2010), entre otros,
producen alteraciones hormonales
que afectan a la fertilidad masculina.
En los dltimos afos, una de las
consecuencias de lamalaalimentacion
es el aumento de la obesidad, que
podria considerarse como un factor
asociado a la infertilidad masculina.
Hay estudios que relacionan la
obesidad (Cabler et al., 2010) con el
aumento de la temperatura testicular,
produciendo la alteracién de la
espermatogénesis (Hjollund et al.,
2000) y la subsiguiente infertilidad
delindividuo.

Por otro lado, el
considerado un buen habito de
vida; sin embargo, hay estudios
que relacionan diferentes tipos
de entrenamientos con la calidad
seminal. De hecho, el deporte al mds
alto nivel también podria comprometer
la fertilidad masculina (Vaamonde et
al., 2009; Safarinejad et al., 2009).
Ademds, un estilo de vida o una
actividad profesional sedentaria puede
provocar el aumento de la temperatura
testicular; no obstante, en diferentes
estudios  realizados, hay datos
contradictorios entre sedentarismo y
mala calidad espermdtica (Bonde and
Storgaard, 2002; Stoy et al., 2004).
Por todo ello, consideramos necesario
que se hagan estudios epidemiolégicos
restringidos a aquellas parejas con
problemas de fertilidad que acuden a
centros de reproduccion asistida. Estos
estudios nos permitirian determinar

deporte estd

mas concretamente los factores
causales asociados a la infertilidad.

En este trabajo, hemos analizado
un amplio grupo de varones que
acuden con sus parejas a un centro de
reproduccién asistida para someterse
a un tratamiento de infertilidad. En el
analisis de los diferentes pardmetros
de fertilidad, se ha observado que
los varones con hdbitos de practica
deportiva presentan un incremento
en la movilidad espermatica respecto
de varones con habitos deportivos
ocasionales o sedentarios. En los
varonesconaltoindicedemasacorporal
(pre-obesos u obesos en grado I) se
observé un descenso en el parametro
R.E.M. (recuento de espermatozoides
moviles).  Ademds, el porcentaje
de varones normozoospérmicos fue
superior en el grupo de varones con
hdbitos de vida deportiva y con indice
de masa corporal normal.

MATERIALY METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO
1.1. OBTENCION DE LA MUESTRA

Las muestras se obtuvieron de
pacientes (n=106) que acudieron
a Clinica Norba Ginecologia vy
Reproduccién para someterse a un
tratamiento de fertilidad. La recogida
de la muestra se realizé mediante
masturbacién, requiriéndose de 3 a5
dias de abstinencia sexual. En todos
los casos se obtuvo el consentimiento
informado de los pacientes y fue
aprobado por la Comisién de Bioética
de la Universidad de Extremadura
cumpliendo con los principios enunciados
en la declaracién de Helsinki.

1.2. MANIPULACION DE LA MUESTRA
Las muestras de semen se dejaron

licuar entre 20 y 40 minutos antes
de analizar el volumen, viscosidad,

licuefaccion, pH, nimero,
movilidad, vitalidad espermatica,
presencia de células redondas,

morfologiay R.E.M, y se clasificaron
segln los parametros de referencia
propuestos por la Organizacién
Mundial de la Salud publicados en
2010 (WHO laboratory manual for
the examination and processing of
human semen, fifth edition, 2010).

2. VALORES DE REFERENCIA DE LA OMS

Segln el manual de la OMS del afio
2010, el volumen de eyaculado de una
muestra normal tiene que ser superior
a1,5ml, laconcentraciéon espermatica
debe ser > de 15 millones/ml o > de
39 millones en el eyaculado total.
El nimero de espermatozoides con
movilidad progresiva a + b debe
ser >32%. Los valores normales de
morfologia espermdtica deben ser >
a 4% de espermatozoides normales,
siguiendo el criterio estricto de
Kruger (Menkveld and Kruger, 1995,
Kruger and Coetzee, 1999) y el
ndmero normal de espermatozoides
vivos debe ser > 58%.

3. RECUENTO DE ESPERMATOZOIDES
MOVILES

Las muestras fueron procesadas
utilizando la técnica de swim-up. En
resumen, elsemen licuado se mezclé en
igual proporcién con el medio de lavado
Sperm (Origio) y se centrifugaron a
1000 x g durante 10 min. Al pellet con
los espermatozoides y restos celulares
se le afadié6 1 ml de medio Sperm
(Origio, Jyllinge, Denmark) y se incubd
a 37°Cy 5% de CO, durante 1 hora. El
fundamento de la técnica consiste
en que los espermatozoides mdviles
suban hacia el medio mientras que los
inmoviles y restos celulares quedan en
elpellet. ELsobrenadante se recogid, se
lavé con medio IVF (Origio) a 500 x g 10
minutos y se resuspendié en el mismo
medio. EL R.E.M se obtuvo calculando
el ndmero de espermatozoides moéviles
por el volumen del medio en el que
estan resuspendidos.

4. FACTORES RELACIONADOS CON EL
PACIENTE
4.1. HABITOS DE PRACTICA DEPORTIVA

Para poder relacionar la actividad
fisica con los parametros seminales,
un total de 94 pacientes fueron
agrupados en funcion de los habitos de
practica deportiva que desarrollaban.
Los individuos definidos como
sedentarios eran aquellos varones
que semanalmente no realizaban
ninguna  actividad  fisica.  Los
individuos definidos como deportistas
ocasionales, eran individuos que
realizaban al menos una actividad
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Figura 1. Distribucion de varones en funcion de los habitos de vida deportiva y el indice de masa corporal. En la figura se muestran los varones agrupados en funcion

de los hébitos de vida deportiva (n=94) y en funcién de su indice de masa corporal (n=106).

fisica semanal con wuna duracién se empled el test T de Student. Para

productos quimicos y herbicidas, el

minima de una hora. Por dltimo, los
individuos definidos como deportistas,
eran individuos que realizaban
diariamente alguna actividad fisica con
una duracién minima de una hora.

4.2. INDICE DE MASA CORPORAL

El indice de masa corporal (IMC) de
los pacientes se calculé a partir de
los datos de peso y altura y fueron
agrupados de acuerdo con los criterios
de la OMS. Los pacientes fueron
agrupados como individuos con peso
normal (18,5-24,99), pre-obesos (25-
29,99) e individuos con obesidad de
grado I (30-34,99).

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron
mediante los programas Excell de
Microsoft Office y SPSS-15 (SPSS.
Inc., Chicago, IL). Para las diferentes
variables se calculé el promedio y las
desviaciones estandar. Para comparar
dos variables con distribucion normal,

comparar tres grupos, se empled el
test de Kruskal-Wallis con el programa
SPSS. Se considerd que las diferencias
eran significativas cuando el valor p fue
menor o iguala 0,05.

RESULTADOS

DISTRIBUCION DE VARONES EN FUNCION
DE LOS HABITOS DE VIDA DEPORTIVA Y EL
INDICE DE MASA CORPORAL.

En este trabajo se ha realizado el
diagnéstico seminal en un grupo de
varones que acuden con sus parejas a
una clinica de reproduccién asistida
para someterse a un tratamiento
de fertilidad (n=106). Junto con
el consentimiento informado para
participar en el estudio, se les
hizo entrega a los pacientes de un
cuestionario para conocer el peso, la
talla y los hdbitos de vida deportiva
del individuo. En este cuestionario
se incluyeron ademds los habitos
de consumo de alcohol, los habitos
de tabaquismo, el contacto con

tipo de dieta y la edad.

En este trabajo se muestra el resultado
obtenido de los diagnésticos realizados
en los varones agrupados en funcién de
los habitosdevidadeportivayenfuncién
de suindice de masa corporal (IMC). Los
varones se diagnosticaron siguiendo los
criterios de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) publicados en 2010.

La primera clasificacién de los varones
se realiz6 en funcién de sus hdbitos de
vida deportiva (Figura 1).

Se agruparon como sedentarios a
aquellos varones que semanalmente
no realizaban ninguna actividad fisica.
Se definieron como ocasionales a
aquellos individuos con una actividad
fisica moderaday que realizaban alguna
actividad fisica al mes. Por dltimo, se
consideraron deportistas habituales
a aquellos individuos que realizaban
alguna actividad fisica diaria. Los
resultados demostraron que el 32% de
los varones que acudieron a nuestra
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A
Deportista habitual Deportista ocasional Sedentario
¥ 19 44 31
(nimero de individuos)
Edad 374+ 47 362+ 48 376+ 50
(afos)
Peso 81+ 10 825+ 8,3 851+ 11,7
(Kg)
Talla 18+0,1 18+01 17+01
(m)
Abstinencia 44+ 1 47+18 54+ 5,1
(dias)
Volumen eyaculado 52+ 29 38119 38417
(mi)
Espe_rmatozmdes 549+ 42 4 *48,9 + 36,7 *41,1 + 30,1
(millones/mil)
Movilidad - .
(A+B) 49 * 16,4 39,7 + 20,7 39,9 & 20,4
_REM 224+ 293 204+ 34,2 19 + 20,4
(millones/mil)
Morfologia 148+ 66 178 + 13 16+53
(espermatozoides normales)
B
Deportista habitual Deportista ocasional Sedentario
Azoospérmico Azoospérmico
Ast -
gtzno Oligoasteno 6% Ollgoa”steno 6%
10% 3%
i L Oligo Asteno
Diagnostico del semen 17% Asteno 15%
20%
(WHO laboratory manual for
the Examination and
processing of human semen, Oligo
fifth edition, 2010 ) 15%
Normo Normo Normo
4% Oligo 48% 61%
16%

Figura 2. Relacidon entre actividad fisicay calidad espermatica: distribucion de varones segtin diagnéstico. En la figura se muestra el efecto de la actividad deportiva
sobre la calidad espermética de los pacientes estableciendo tres grupos: deportistas habituales (n=19), deportistas ocasionales (n=44) y sedentarios (n=31). A)
Tabla con los parametros de calidad espermatica * P-Value < 0,05. B) Diagnéstico de donantes en funcion de los actuales valores de referencia de la OMS.

clinica de reproduccién asistida llevan
un tipo de vida sedentaria. Por el
contrario, casi la mitad (46%) eran
individuos que realizaban alguna
actividad fisica a la semana. Por dltimo,
s6lo el 22% de los individuos realizaban
alguna actividad fisica diaria (Figura 1).

Una vez analizada la distribucién
de los pacientes en funcién de los
hdabitos de vida deportiva, se procedid
a determinar el IMC en cada uno de los

grupos. Los resultados demostraron
que el 86% de los individuos
sedentarios son considerados
preobesos o alcanzan el Grado I de
obesidad. En el caso de los individuos
con actividad fisica ocasional, la
preobesidad y la obesidad de grado I
disminuyé hasta el 71%. Finalmente,
en el grupo con actividad fisica
habitual, los pocentajes de individuos
con preobesidad 'y obesidad
de grado I se redujeron al 61% (Figura 1).

RELACION ENTRE ACTIVIDAD FISICA Y
CALIDAD ESPERMATICA: DISTRIBUCION
DE VARONES SEGUN DIAGNOSTICO

Para el estudio del efecto de la
actividad deportivasobre la calidad
espermatica de los pacientes, se
establecieron tres grupos como
se describié anteriormente:
deportistas habituales (n=19),
deportistas ocasionales (n=44) y
sedentarios (n=31). Cada individuo
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Peso nommal Preobesidad Obesidad grado |
n 29 61 16
(nimero de individuos)
Edad 357+ 44 36,7+ 4,7 381+ 5
(afios)
Peso 75+ 56 85+ 66 98 + 96
(Kg)
Talla 18+01 18+01 17+01
(m)
Abstinencia 45119 36=19 64=74
(dias)
Volumen eyaculado 46+ 27 45+19 43+18
(mi)
Espe_rmatozmdes 515+ 39 1 448+ 356 381+325
(millones/mil)
Movilidad
(A+B) 456 + 18,3 35+ 19,8 46,6 + 20,9
_REM 33,9+ 405 *16,0 + 15,7 *16,9 + 395
(millones/mi)
Morfologia 179+ 103 152+ 57 152+ 183
(espermatozoides normales)
B
Peso normal Preobesidad Obesidad grado |
Azoospérmico Azoospérmico Azoospérmico
4% - 2% 6%
Asteno Oligoasteno
1% 10% Oligoasteno
0
Diagnostico del semen 12%
(WHO laboratory manual for Oligo Asteno ﬁsztgzo
the Examination and 21% 25% ngf,'zo
processing of human semen,
fifth edition, 2010 )
; Oligo
Oligo Normo
o 10% 53% 18%

Figura 3. Relacidn entre indice de masa corporal y calidad espermatica. En la figura se representa la relacién entre el IMC y la calidad espermdtica de los pacientes.
Se establecieron tres grupos segtn los criterios de la OMS: individuos de peso normal (n=29), individuos con preobesidad (n=61) e individuos con obesidad de grado
1(16). A) Tabla con los parametros de calidad espermdtica * P-Value < 0,05. B) Diagnéstico de donantes en funcién de los actuales valores de referencia de la OMS.

fue diagnosticado en funcién de
los actuales valores de referencia
de la OMS.

En este trabajo comprobamos que
los pacientes que acuden con sus
parejas a nuestra clinica a someterse
a un tratamiento de reproduccién
asistida presentan una mejora
de sus pardametros seminales que
estarfan directamente asociados
con los habitos de vida deportiva
de éstos. En la Figura 2A se observa
que los deportistas habituales

tienen aumentados el volumen de
eyaculado, la concentracién de
espermatozoides y la movilidad
espermatica.

Por otro lado, se pudo observar
un incremento en el porcentaje
de pacientes normozoospérmicos
asociado al incremento en los
habitos de vida deportiva. En el caso

de los deportistas habituales,
un 74% de los donantes
eran diagnosticados como

normozoospérmicos; sin embargo,

este porcentaje disminuy6é hasta
el 48% y 61% en los deportistas
ocasionales y sedentarios (Figura
2B). Es interesante resefiar
que la actividad fisica no alteré
el porcentaje de pacientes
diagnosticados como oligozoospérmicos,

sin embargo, el porcentaje
de pacientes diagnosticados
como oligoastenozoospérmicos,

astenozoospérmicos y azoospérmicos
estaba incrementado a medida
que disminuia la actividad fisica
de los pacientes (Figura 2B).
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RELACION ENTRE INDICE DE MASA
CORPORAL Y CALIDAD ESPERMATICA

Para determinar la posible relacién
entre el IMC y la calidad espermdtica
de los pacientes, se establecieron tres
grupos segln los criterios de la OMS.
Estos grupos fueron definidos como
individuos de peso normal, individuos
con preobesidad e individuos con
obesidad de grado I.

En nuestro analisis, observamos una
disminucién de la concentracién
de espermatozoides a medida que
aumenta el indice de masa corporal
de los individuos (aunque este
descenso no fue estadisticamente
significativo). Ademds, es interesante
indicar el descenso significativo del
R.E.M. a medida que se incrementa
el indice de masa corporal. Por un
lado, los pacientes con peso normal
presentaron un valor R.E.M. de
33,9+40,5 que fue menor en los
pacientes preobesos (16,9+15,7) vy
en pacientes con obesidad de grado I
(16,9+39,5) (Figura 3A).

Aligualque enelanalisis en funcién de
los hdbitos deportivos, el andlisis de
los parametros seminales en funcién
delIMCserealiz6 siguiendo los valores
de referencia de la OMS del afio 2010.
Los resultados mostraron que existe
una clara disminucién en el porcentaje
de pacientes diagnosticados como
normozoospérmicos a medida que
aumenta el indice de masa corporal.
Por un lado, el 64% de los pacientes
de peso normal fueron diagnosticados
como normozoospérmicos, mientras
que, el 53% y el 52% de los
pacientes preobesos o con obesidad
de Grado I fueron diagnosticados como
normozoospérmicos (Figura 3B).

DISCUSION

En junio de 2010 la OMS definié
los nuevos valores de referencia
espermdtica, siendo actualmente el
valor de referencia espermatica 15
millones/c.c. (WHO laboratory manual
for the Examination and processing
of human semen, fifth edition,
2010). Estos valores de referencia
han ido disminuyendo de forma
significativa en los dltimos afios; de
hecho, en el ano 1986 el nimero de

espermatozoides considerado normal
era de 60 millones/c.c, en 1992 este
valor era 20 millones/c.c. y ha ido
disminuyendo paulatinamente hasta
los valores actuales. No existe un solo
agente responsable de la infertilidad
masculina, por el contrario, son
mdltiples los pardmetros que podrian
ser los responsables del descenso en
la calidad seminal. El estilo de vida,
las condiciones medioambientales,
el drea geografica o la situacion
socioeconémica del individuo son
determinantes en la creciente
infertilidad del hombre.

El objetivo de este trabajo ha sido
relacionar los hdabitos de practica
deportiva y el indice de masa
corporal con la calidad espermatica
de individuos que acuden a
nuestra clinica para someterse
con sus parejas a un tratamiento de
reproduccién asistida. Es importante
indicar, que en este trabajo la
poblacién de estudio y muestreo se
limita a un grupo de individuos muy
concreto con residencia habitual en
la Comunidad de Extremadura; por
ello, los resultados de este estudio
no pueden ser extrapolados hacia
una poblacién general.

En el grupo de individuos que han
participado en este estudio hemos
observado en primer lugar una clara
coincidencia entre los hdbitos de vida
deportivayelindice de masa corporal.
Como era de esperar, la mayoria de
los individuos que practican algdn
deporte de manera habitual presentan
indices de masa corporal normales. En
estos individuos, (tanto deportistas
habituales como donantes con indice
de masa corporal normal) hemos
observado unos mejores parametros
de la calidad espermatica, asi como
un mayor porcentaje de individuos
normozoospérmicos. Es importante
indicar que generalmente estos
individuos, aparte de realizar alguna
actividad fisica, también practican
otros hdbitos de vida saludable,
como no fumar, no abusar de bebidas
alcohédlicas y mantener una dieta
equilibrada (datos no mostrados)
Esta descrito que el consumo habitual
de tabaco y alcohol, el sedentarismo
(Bonde and Storgaard, 2002; Stoy et
al., 2004; Gebreegziabheretal., 2004;

Magnusdottir et al., 2005), el entorno
medioambiental (Tas et al., 1996;
Giwercman and Bonde, 1998; Sharpe,
2000; Safe, 2005; Lopez-Teijon et al.,
2008) y la mala alimentacién (Vujkovic
et al., 2009), pueden también afectar
a la calidad espermatica. Por ello, en
el estudio que estamos realizando en
la actualidad, van a serincluidos otros
hdbitos de vida con el objetivo de
determinar suimportancia relativa en
el descenso de la calidad espermatica.

En la primera parte de este trabajo,
sehaestudiadolaposiblecorrelacién
entre los habitos de vida deportivay
los diferentes pardmetros de calidad
espermatica. Aunque el deporte es
un hdbito saludable aconsejado por
los médicos, el ejercicio constante
y a elevados niveles puede provocar
el descenso de la testosterona (Di et
al., 2002) lo que induce la supresién
enddgena de la GnRh (Safarinejad et
al., 2009). Puesto que la secrecion
de GnRh modula la secrecién de
la FSH y LH, el eje hipotaldmico-
hipofisario-gonadal se ve alterado
y, por consiguiente, el proceso de
espermatogénesis (Safarinejad et
al., 2009). Otro efecto del ejercicio
de alto nivel es el estrés oxidativo
que provoca un aumento de los
niveles de especies reactivas de
oxigeno (Tremellen, 2008; De Iuliis
etal., 2009). Seglnalgunosautores,
el mecanismo antioxidante del
semen en algunos casos no es capaz
de equilibrar el exceso de especies
reactivas de oxigeno provocado por
un elevado estrés oxidativo (Manna
et al., 2004; Tremellen, 2008;
Amaral and Ramalho-Santos, 2009).

En nuestro estudio, los resultados
indican que existe una mejora de los
parametros seminales en pacientes
con una actividad fisica habitual.
Sin embargo, es importante resefar
que los pacientes de los cuales
hemos obtenido la muestra no
son deportistas profesionales o
de alto nivel. Por tanto, aunque
estd demostrado que una actividad
fisica intensa y constante tiene
efectos negativos sobre la capacidad
fecundante del espermatozoide,
unos habitos de actividad fisica
moderaday frecuente repercutiria de
forma positiva en la calidad seminal.



En la segunda parte de nuestro
trabajo, se ha tratado de relacionar
el indice de masa corporal con
la calidad espermdtica de los
individuos. Estd demostrado que
un indice de masa corporal elevado
(30 - 34,99), contribuye directa o
indirectamente a la alteracién del
proceso de espermatogénesis (Kort
et al., 2006). Del mismo modo, la
obesidad también se ha relacionado
con la disminucién de los niveles
de testosterona, afectando asi a la
fertilidad (Kort et al., 2006, Nguyen
et al., 2007, Cabler et al., 2010).
En individuos con alto grado de
obesidad se produce ademas una
acumulacién de grasa en zonas
préoximas a los testiculos que
pueden producir un aumento de la
temperatura reduciendo la calidad
seminal (Cabler et al., 2010). Por
Gltimo, los individuos obesos suelen
tener dietas pobres en elementos
esenciales como el Zinc (Koca et al.,
2003) y un bajo consumo de dcido
folico que estd relacionado con
defectos en la espermatogénesis y
el aumento del estrés oxidativo y la
apoptosis (Vujkovic et al., 2009).

En nuestro estudio hemos observado
como el porcentaje de individuos
normozoospérmicos se reduce a
medida que incrementa el indice de
masa corporal de éstos. Ademas,
nuestros resultados coinciden con
otros estudios que correlacionan el
parametro de la concentracién de
espermatozoides con el indice de
masa corporal (Nguyen et al., 2007,
Vujkovic et al., 2009). Por tanto, en
nuestro estudio podemos concluir
que un indice de masa corporal
normal, habitualmente asociado
a una alimentacién equilibrada se
correlacionaria con un potencial
fértil 6ptimo.

En definitiva, en este trabajo se
demuestra la relaciéon entre hdbitos
de vida deportiva e indice de masa
corporal con la calidad espermadtica.
Consideramos que estos factores
deberian de ser tenidos en cuenta
a la hora de realizar un proceso
de seleccion mas estricto de los
donantes de esperma. Ademas,
deberia de recomendarse unos
habitos de vida deportivos asi como

la pérdida de peso en los pacientes
que acuden a las clinicas con el deseo
de tener descendencia. Finalmente
es importante, indicar que son
mdltiples los factores que determinan
la disminucidn de la fertilidad en las
dltimas décadas y sélo el estudio de
todos ellos en su conjunto puede
darnos una explicacién del aumento
de la infertilidad masculina en los
paises desarrollados.
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RESUMEN

La posible relacion entre las alteraciones de la morfologia ovocitaria con las tasas de fecundacion y el posterior desarrollo de los
embriones es una cuestion aiin discutida y todavia surge mas controversia cuando las anomalias hacen referencia especificamente
a alteraciones extracitoplasmaticas.

El objetivo de nuestro estudio ha sido evaluar la influencia de las alteraciones extracitoplasmaticas de los ovocitos sobre la tasa
de fecundacion en procedimientos de FIV-ICSI, en su posterior desarrollo embrionario y la tasa de implantacion.

Se han estudiado un total de 476 ovocitos en metafase II procedentes de 65 ciclos de ovodonacidon. Los ovocitos evaluados se han
agrupado en funcién de la presencia (grupo de estudio GE) o no de alteraciones en el espacio perivitelino (grupo control GC).

En nuestro estudio se ha observado que el 20,17% de los ovocitos analizados presentaban alteraciones en el espacio
perivitelino. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos analizados para ninguno
de los parametros estudiados: tasa de fecundacion, calidad embrionaria, tasa de compactacion a d+4, tasa de blastocisto a
d+ 5y tasa deimplantacion.

A partir de nuestros resultados, podemos concluir que las anomalias en el espacio perivitelino no influyen en el resultado de
la fecundacién mediante ICSI, tampoco en el posterior desarrollo embrionario in vitro, ni en su capacidad de implantacion.
Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):34-37.

Palabras clave: Morfologia ovocitaria, espacio perivitelino, calidad embrionaria, tasa de fecundacién

SUMMARY

The possible relationship between alterations of oocyte morphology, fertilization rate and subsequent embryo development
isanissue still under debate and even more controversial when extracitoplasmatic alterations are the focus of the discussion.

The aim of this study was to evaluate the influence of oocyte extracitoplasmatic alterations in the rate of fertilization (ICSI)
and the subsequent in vitro embryo development and implantation rate.

We have evaluated a total of 476 metaphase II oocyte from 65 cycles of oocyte donation. Oocytes have been grouped according to
the presence (study group GE) or absence of alterations in the perivitelline space (control group GC).

Anomalies in perivitelline space have been observed in 20.17% of the oocytes evaluated. No significant differences were found
between the two groups of study for any of the parameters analyzed: fertilization rate, embryo quality, compaction rate,
blastocyst rate at day + 5 and implantation rate. From our results, it can be concluded that an increased perivitelline space does
not affect ICSI fertilization outcome or subsequent in vitro embryo development. Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):34-37.

Key words: oocyte morphology, perivitelline space, embryo quality, fertilization rate.

INTRODUCCION morfologia ovocitaria son: alteraciones espacio perivitelino incrementado,
citoplasmaticas (granulosidad en el alteraciones del primer corpdsculo
En el laboratorio de Fecundacién centro del ovocito, agregacién del polar y anomalias de la zona peliicida)

in vitro (FIV) la evaluacion de la
morfologia ovocitaria se realiza en
el caso de la ICSI. Los parametros
mas frecuentemente estudiados de la

reticulo endoplasmatico liso, vacuolas
e inclusiones citoplasmdticas), vy
alteraciones extracitoplasmaticas
(exudados en el espacio perivitelino,

(Ardoy etal., 2008).

La medida en que la morfologia de los
ovocitos esta relacionada con la calidad



y la funcionalidad de éstos suscita
una controversia que se mantiene
vigente a dia de hoy. Varios estudios
realizados sobre esta tematica aportan
conclusiones divergentes y sostienen
posturas enfrentadas (Rienzi et al.,
2011). Algunos autores sostienen
la idea de que las alteraciones
citoplasmaticas y extracitoplasmaticas
del ovocito juegan un  papel
determinante en la fecundaciény en el
posterior desarrollo embrionario (Xia,
1997; Rienzi et al., 2008). En este
sentido, trabajos concretos reflejan
la influencia de las alteraciones
extracitoplasmdticas en detrimento
de la calidad embrionaria después de
la ICSI (Suppinyopong et al., 2000;
Lasiene et al., 2009), contrariamente
a aquellos que asocian un mayor
tamafio del espacio perivitelino a
una mejor calidad embrionaria (Ten
et al., 2007). Otros destacan que el
espacio perivitelino incrementado
reduce la tasa de fecundacion o puede
disminuir el potencial de implantacion
de los embriones obtenidos (Serhal
et al., 1997). En contraposicion a
estos resultados, otros estudios no
demuestran ninguna correlacién entre
la morfologia ovocitaria, las tasas de
fecundaciény el desarrollo embrionario
(Sutter et al., 1996; Balaban et al.,
1998; Chamayou et al., 2006).

El presente estudio tiene como
objetivo analizar especificamente si
las alteraciones extracitoplasmaticas
del ovocito, en concreto el incremento
del espacio perivitelino y la presencia
de exudado, tienen repercusion en la
fecundacién, el posterior desarrollo
embrionario 'y el potencial de
implantacién de los embriones.

MATERIAL Y METODOS

Se han analizado 476 ovocitos
maduros destinados a FIV-ICSI de
65 ciclos de ovodonacidon realizados
en nuestro centro. Los ovocitos
estudiados proceden expresamente
de donantes, para descartar
posibles efectos de los factores
de esterilidad femenina sobre la
morfologia ovocitaria.

Las donantes (edad 18-35 afios) han
sido tratadas siguiendo una pauta
de estimulacion con gonadotropinas

Rev Asoc Est Biol Rep Junio 2011 Vol. 16 Ne1

Figura 1: (A) Ovocito grupo control. (B) Ovocito con anomalias en el espacio perivitelino.

recombinantes y urinarias, vy
antagonistas de la GNRH, establecida
por nuestro centro. Al tercer dia
después de la regla se inici6 la
administracién de FSHr (225,4
+/- 63,1 UI). EL 94,5% recibieron
LH durante la estimulacion. La
administracion del antagonista se
realiz6 en base al tamano folicular
(13-15 mm de didmetro maximo), y
en régimen de administracién diaria.
La sefial de la ovulacién se indicé en
d+10,7 habitualmente con 0,2 mg
de triptolerina, mas una ampolla
de 2500 Ul de hCG, administradas
via subcutanea 36 horas antes de la
puncion folicular.

Sehanincluido en el estudio los ovocitos
destinados a ICSI, independientemente
de que en el mismo ciclo haya otros
ovocitos que se destinen a FIV
convencional.

La decumulacion de los ovocitos se
ha realizado mediante un proceso
combinado, enzimatico (hialuronidasa)
y mecdnico (a través de pipetas de
140 y 170 ym de didmetro; Cook®).

Una vez realizada la decumulacién
y previamente a la ICSI se evalué la
morfologia de los ovocitos en Metafase
II. La valoracion se llevé a cabo con
aumentos de 40x a través de un
microscopio de modulacién de contraste
de Hoffman ( IX51 Olympus®).

Los ovocitos fueron clasificados en
funcién de la presencia (GE, grupo
de estudio) o ausencia (GC, grupo
control) de alteraciones en el espacio
perivitelino. (Figura 1)

Los ovocitos microinyectados y los
embriones obtenidos se mantuvieron

en cultivo en microgotas de 40pl
(G1+, Vitrolife serie 5+®), permitiendo
el sequimiento individualizado de cada
uno de ellos, evaludndose la tasa de
fecundacién y la calidad embrionaria.
En los ciclos en los que se realizd
un cultivo largo (G2+, Vitrolife serie
5+®) también se analiz6 la tasa
de compactacion a d+4 y la tasa de
formacion de blastocisto a d+5.

La transferencia embrionaria se
realizé en dia +3 o en dia +5, segln
el ndmero de embriones de buena
calidad y cada caso en particular. La
transferencia se llevé a cabo mediante
catéter de transferencia Wallace® con
seguimiento por ecografia, segin el
protocolo de transferencia del centro.

La tasa de implantacion se calculd sélo
teniendo en cuenta aquellos ciclos en
los que se realizo la transferencia en dia
+3, incluyendo aquellos que se habfan
transferido embriones procedentes del
mismo grupo de ovocitos (GE 0 GC) y que
mediante ecografia se pudo confirmar
la implantacién de un 100% o0 0%.

En conjunto, los parametros evaluados
en el estudio fueron: la incidencia
de alteraciones en el espacio
perivitelino, la tasa de fecundacién,
la tasa de embriones de buena calidad
(transferidos y vitrificados), la tasa
de compactacion, la tasa de formacion
de blastocistoy, por Gltimo, la tasa de
implantacion de aquellos ciclos en los
que la transferencia se realiz6 a d+3.

El analisis estadistico utilizado para
establecer las comparaciones entre
los resultados obtenidos respecto
a los dos los grupos (GE, GC) fue la
comparacién de proporciones (Prueba
Z) con un nivel de significacién p=0,05.
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RESULTADOS

En los 65 ciclos realizados se analizaron
un total de 476 ovocitos en Metafase
IT'y un 20,17% (96/476) presentaron
alteraciones en el espacio perivitelino.

La tasa de fecundaciéon en los
ovocitos con un espacio perivitelino
anémalo (GE) fue del 83,33% y en
los ovocitos normales (GC) de un
81,32%. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas
(p>0,05) en las tasas de fecundacién
entre los dos grupos de ovocitos (z =
0,46; p=0,652). (Figura 2).

Se contabilizaron como embriones
de buena calidad aquellos que por su
buena morfologia fueron transferidos
o congelados (vitrificados). No se
observaron diferencias estadisticamente
significativas  (p>0,05) entre los
embriones de buena calidad obtenidos a
partir de ovocitos con espacio perivitelino
alterado respecto al de los procedentes
de ovocitos normales (55,0% en GE vs
48,2%en GC; z=1,12; p=0,250). (Figura 2).

Se mantuvieron en cultivo largo hasta
dia +5 un total de 86 embriones. No se
observaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) entre los dos
grupos de embriones en cuanto a tasa de
compactacion a d+4. De los embriones
del grupo de estudio un 62,42%
compactaron correctamente mientras
que del grupo control compactaron
un 68,42% (z = -0,55; p = 0,582).
Tampoco  encontramos  diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05)
entre los dos grupos de embriones que
fueron capaces de formar blastocistos a
d+5. La tasa de formacion de blastocisto
fue de 41,38% en el grupo de estudio y
54,39% en el grupo control (z=-1,14; p
=0,250). (Figura 3).

Los resultados obtenidos en cuanto
a tasas de implantacién tampoco
mostraron diferencias significativas
entre los dos grupos estudiados (50%
en GE vs 37,04% en GC) (z=0,23; p =
0,401). (Figura 4).

DISCUSION
Tal y como queda reflejado en los

Criterios ASEBIR, (Ardoy et al.,
2008) existe disparidad respecto a

90%
80% m Tasa fecundacién GC
70%
60% 7 0O Embriones buena
50% calidad GC
40% ® Tasa fecundacion GE
30%
20% 0O Embriones buena
10% calidad GE

0% :

Grupo Control Grupo de Estudio

Figura 2: Comparativa porcentual de la tasa de fecundacién y del porcentaje de embriones de buena

calidad obtenidos.

80% B Tasa de compactacion GC
70%
DU B Tasa de fi ion de
” asa de formacion
50% Blastocisto GC
40%
30%j B Tasa de compactacion GE
20%
10% Tasa de formacion de
0% Blastocisto GE

Grupo Control

Grupo Estudio

Figura 3: Comparativa porcentual de la tasa de compactacién y de la tasa de formacién de blastocitos.

las caracteristicas de la morfologia
ovocitaria cuya influencia sea relevante
en relacién a los criterios de seleccién
embrionaria. No obstante, la valoracion
previaalaICSIdeparametrosovocitarios
de facil evaluacién y la recopilacion de
los resultados obtenidos en los ciclos
realizados, ofrecen datos deinterés que
podrian ser usados como marcadores
de calidad o viahilidad embrionaria y
capacidad de implantacién. (Balaban
etal., 1998).

El tamafo del espacio perivitelino, asi
como la presencia de exudado, son
caracteristicas facilmente valorables, y en
este trabajo nos propusimos determinar
su relacion con diferentes variables de
calidad embrionaria e implantaciéon.

El estudio se ha realizado
exclusivamente en ovocitos de donante
para minimizar un posible efecto de
la infertilidad femenina sobre los
ovocitos. No obstante, nos sorprende
la incidencia observada de alteraciones
extracitoplasmdticas (20,17%). Este
hecho, podria hacer pensar que estas

alteraciones sean consideradas como
variables de la normalidad y deberse
a factores intrinsecos de los ovocitos
(Balaban etal., 1998). De todas formas,
no hay que olvidar que estos ovocitos
se encuentran in vitro y habria que
considerar si factores extrinsecos como
la estimulacién ovarica, la aspiracion
folicular, el cultivo y manipulacién in
vitro o la decumulacién, pueden afectar
estos parametros (Balaban et al.,
1998). Para profundizar en el posible
efecto de la estimulacion ovarica,
seria interesante poder ampliar estos
estudios relacionando la presencia
de alteraciones extracitoplasmdticas
seglin la media de ovocitos obtenidos
por ciclo y la concentracion de
estradiol el dia de la hCG, pudiendo
asi establecer una relacién entre
la presencia de alteraciones y la
respuesta a la estimulacién ovarica.

Algunos autores, con modelos animales
(Suppinyopong et al., 2000; Talbot
and Dandekar, 2003), postulan que el
tamafio del espacio perivitelino puede
afectar al mecanismo de aproximacion
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Figura 4: Comparativa porcentual entre ovocitos EP afectados y no afectados en cuanto a tasa de

implantacion.

del espermatozoide a la membrana del
ovocito, influyendo en la fusion de las
membranasy en la tasa de fecundacion.
En nuestro estudio, las tasas de
fecundacién obtenidas son similares
para ambos grupos de ovocitos (GE y
GC), aunque por la naturaleza de la
ICSI no podemos valorar la posible
interferencia de las anomalias del
espacio perivitelino sobre el proceso de
fusion de membranas.

De esta forma, debemos ser conscientes
de que la conclusién de este estudio
s6lo es aplicable a los ovocitos que
han sido microinyectados, ya que en el
estudio no se contabilizan los ovocitos
de FIV convencional y por tanto no
podemos asegurar que éstos tengan el
mismo comportamiento.

Asimismo, los resultados indican que
las anomalias observadas en el espacio
perivitelino no afectan negativamente
a la compactacién de los embriones, ni
tampoco a la formacién del blastocisto.
Por tanto, el establecimiento de
los sistemas de adhesion celular y
comunicacion intercelular, necesarios
para la formacién de la mérula, no
parecen verse afectados por el tamafio
del espacio perivitelino. Dicho tamafio

puede  condicionar indirectamente
el establecimiento de contactos
interblastoméricos segin la teoria

clasica de determinaciony diferenciacién
celular. De la misma manera, a partir de
los resultados de nuestro trabajo y de
la tasa de obtencién de blastocistos
en los dos grupos, se evidencia que
la polarizacion y la determinacién
de las estirpes celulares tampoco
se ven influidas por las anomalias
extracitoplasmaticas ovocitarias.

Eldisefio experimental de nuestro estudio
presenta una limitacién respecto a la
valoraciénde lastasasdeimplantacién, ya
que si en una transferencia los embriones
proceden de los dos grupos (GE y GC),
no han podido ser contabilizados por no
saber con certeza qué embrién es el que
ha implantado (a no ser que obtengamos
un 0 o 100% de implantacién). Seria
necesario ampliar la serie de estudio y
realizar transferencias homogéneas para
poder confirmar los resultados obtenidos.
No obstante, los resultados preliminares
derivados del estudio realizado indican
que el proceso de contraccién y dilatacién
del embrién necesario para la eclosion
no se ve alterado por la presencia de
anomalias en el espacio perivitelino.

En conclusion, los resultados derivados
de nuestro estudio coinciden con los
reportados previamente por diferentes
autores (Sutter et al., 1996; Balaban
et al., 1998) y confirman que no se
observa correlacién entre la morfologia
alterada del espacio perivitelino y la
capacidad del ovocito para desarrollar
embriones de buena calidad y con un
buen potencial de implantacién.
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:ESUTILEL ESTUDIO DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO
PARA LA INDICACION DE IAC COMO TRA?

IS THE SPERM DNA FRAGMENTATION TEST USEFUL TO THE IUI INDICATION AS ART?

Maria José Ldzaro, Laura Vidal, Concepcidn Linares, Luz Rodriguez.

Laboratorio de Andrologia, Unidad de Reproduccion Humana, Servicio de Ginecologia y Obstetricia, Fundacion Jiménez Diaz, Madrid.
e-mail: lrodriguezr@fjd.es

Fecha recepcion: 30 Septiembre 2010 - Fecha aceptacién: 31 Octubre 2010

RESUMEN

Objetivo: Valorar la utilidad de realizar el test de fragmentacion de ADN espermatico para indicar una IAC como técnica
recomendada a una pareja infértil en la Unidad de Reproduccion de la Fundacion Jiménez Diaz.

Ubicacion: Laboratorio de Andrologia, Unidad de Reproduccion, Servicio de Ginecologia y Obstetricia, Fundacion Jiménez Diaz, Madrid.
Material: Kit de fragmentacion de ADN espermatico Halosperm de Halotech, tincion Diff-Quick, microscopio de campo claro.

Disefio: Durante el periodo comprendido entre abril y junio de 2010, se realiz6 el test de fragmentacion de ADN espermatico
a las muestras de semen procedentes de aquellos pacientes que cumplian los siguientes criterios de inclusion: REM mayor o
igual a 5 millones y edad del varén menor o igual a 45 aiios.

Conclusién: En este grupo de pacientes el estudio de los niveles de fragmentacién de ADN espermatico no aporta informacién
adicional al estudio de semen para indicar la TRA que se realiza en nuestra unidad. Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):39-41.

Palabras clave: ADN, fragmentacion, muestra seminal, IAC

SUMMARY

Aim: To assess the usefulness of sperm DNA fragmentation test to indicate IUI to aninfertile couple as recommended technique
in the Reproduction Unit of Fundacion Jiménez Diaz.

Location: Andrology Laboratory, Reproduction Unit, Gynaecology and Obstetrics, Fundacion Jiménez Diaz, Madrid
Material: Kit Halosperm from Halotech for sperm DNA fragmentation, Diff-Quick staining, light microscope.

Design: Between April and June 2010, DNA fragmentation test was done in semen samples from patients who complied with
the following inclusion criteria: REM greater or equal to 5 million, male younger or equal to 45 years old.

Conclusion: In this group of patients, the study of the levels of sperm DNA fragmentation does not provide additional
information to the study of sperm for ART which is performed in our Unit. Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1): 39-41.

Key words: ADN, fragmentation, sperm sample, IUI

INTRODUCCION 2003), y que existe una correlacién de la cromatina entre aquellos

La Inseminacién Artificial Conyugal
(TAC) es la primera opcion terapéutica
en aquellas parejas infértiles que
presentan, al menos, integridad
anatémica de las trompas de Falopio,
y un ndmero de espermatozoides
con movilidad progresiva tras la
capacitacion (REM) superior a 5x10°
Millones (WHO, 1999).

Se sabe que la integridad del
ADN paterno es necesaria para
la consecucién de un embarazo
a término (Evenson et al., 1999;
Larson et al., 2000; Fernandez et al.,

negativa entre dicha integridad y
la fertilidad tanto in vivo como in
vitro (Evenson et al., 1999; Saleh et
al., 2002). Ademds, existe cierta
controversia en cuanto a si hay
alguna relacién entre el porcentaje de
fragmentacion del ADN espermatico
y  los  pardmetros  seminales
analizados  rutinariamente  como
concentracién y movilidad (Irvine et
al., 2000; Cohen-Bacrie et al., 2009).
Esta integridad del ADN espermatico
se puede estimar, entre otras técnicas,
mediante el test SCD (Sperm Chromatin
Dispersion), que consiste en producir
una descondensacién diferencial

espermatozoides que presentan ADN
fragmentado con respecto a aquellos
que lo mantienen intacto.

Evenson et al. (2002), mediante
la técnica SCSA, consideraron que
valores del indice de fragmentacion
de ADN espermatico entre 25-30%
corresponden a un bajo potencial para
la fecundacién, y valores superiores al
30% corresponden a un potencial muy
bajo (cercano a cero). Sergerie et al.
(2005) propone un valor umbral del
20% con el ensayo TUNEL, y Fernandez
et al. (2005) de un 27% usando SCD.
Bungum et al. (2007), publicé que
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las parejas que realizan IAC tienen
una mayor tasa de embarazo cuando
el porcentaje de fragmentacion es
inferior del 30% con la técnica SCSA.

El estudio de semen para Técnicas
de Reproduccién Asistida (TRA) que
se realiza en la Fundacién Jiménez
Diaz incluye el analisis del volumen,
la concentracién, la movilidad y el
REM. Este nos permite evaluar si una
muestra de semen es adecuada para
realizar una IAC. El valor de REM
minimo recomendado por la OMS 1999
para indicar inseminacién conyugal
es de 5 millones de espermatozoides
moéviles. Debido a que en nuestro
centro no se tiene en cuenta la
integridad del ADN espermatico
para recomendar IAC como TRA, nos
proponemos, como objetivo de este
trabajo, valorar la utilidad de la
inclusion del test de fragmentacion
de ADN en el estudio inicial del semen

MATERTALES Y METODOS

En este estudio, realizado en el
laboratorio de Andrologia de la
Fundacién Jiménez Diaz en el periodo
comprendido entre abril y junio de
2010, fueron analizadas un total de
50 muestras seminales.

Criterios de inclusién: Varones cuya
edad no supere los 45 afos, que
hayan obtenido la muestra de semen
en la Fundacién Jiménez Diaz y ésta
haya sido completa, con un periodo
de abstinencia inferior a 10 dias y
con un REM mayor de 5 millones.
Muestras de semen y procesado: Las
muestras fueron recogidas en una sala

privada de la Fundacién Jiménez Diaz,
cercana al laboratorio de andrologia,
obtenidas por masturbacién en frascos
de plastico estériles, y procesadas
para el estudio de fragmentacién en
un tiempo no superior a una hora tras
la eyaculacion.

El andlisis inicial de las muestras
fue realizado en base a los criterios
de la OMS, evaluando volumen,
concentracionymovilidad delamisma.

La capacitacién espermatica, necesaria
paraelcalculodelREM de la muestra, se
realiz6 mediante gradientes de densidad.

Lafragmentacion del ADN espermatico
fue estudiada utilizando el Kit
Halosperm, siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante; los
portaobjetos con la muestra fijada
fueron tefiidos con Diff-Quick.

El contaje de espermatozoides en los
portaobjetos tefidos fue realizado
siempre por dos observadores,
mediante un microscopio de campo
claro a 400 aumentos, contando
cada uno de ellos un minimo de
300 espermatozoides, sin existir
diferencias significativas entre los
resultados obtenidos por ambos
observadores. Ademadas, antes del
comienzo del estudio, se realizaron
10 contajes de prueba, cuyos
resultados fueron contrastados con
los obtenidos en un laboratorio con
mdas experiencia en esta técnica,
sin que tampoco se observaran
diferencias. El andlisis estadistico se
realizé aplicando el test estadistico
no paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 1. Distribucion de las frecuencias de % de fragmentacion redondeadas a la unidad

REM N Media fragmentacion
(Millones) (%)
5-10 11 9.50
10-15 13 6.35
15-20 15 7.57
20-25 5 4.56
25-30 4 4.27
>30 2 4.55

Tabla I: Relacién entre el REM y el porcentaje de
fragmentacion

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestran los resultados
del estudio, donde se observan los
porcentajes de fragmentacion de
las 50 muestras. Se puede observar
que todas las muestras presentan
una fragmentacién inferior al 20%
(valor umbral de fragmentaciéon mas
bajo en la bibliografia consultada),
encontrandose 41 de las 50 muestras
analizadas por debajo del 10%.

EnlatablaIsemuestranlosresultadosde
fragmentacion obtenidos relacionados
con el REM. Parece existir una relacién
inversa entre la fragmentacién del ADN
espermatico y el REM, pero, puesto que
el tamafio muestral de los grupos es
pequefio, no podemos aplicar ningin
test estadistico.

Al relacionar el periodo de abstinencia
y el porcentaje de fragmentacién de
la muestra seminal, se observa un
incremento de la fragmentacion del
ADN cuando el periodo de abstinencia
es superior a 5 dias. Esta diferencia
resulta estadisticamente significativa al
aplicar el test no paramétrico de Mann-
Whitney, con una p = 0,005 (Tabla II).

periodo de Media
abstinencia| N fragmentacién
(dfas) (%)
<5 43 6.16
6-10 7 12.06

Tabla II: Relacién entre los dias de abstinenciay
el porcentaje de fragmentacion (p =0,005)
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El tiempo medio hasta el inicio del
procesamiento de la muestradesemen para
el estudio de la fragmentacion del ADN fue
de 17 minutos, siendo el tiempo de espera
mas largo de 45 minutos. Seagruparon los
resultados estableciendo como punto de
corte 15 minutos. En la tabla IT se muestra
los resultados, observandose que la media
de fragmentacién es practicamente igual.

DISCUSION

En nuestro estudio no se ha encontrado
ninguna muestra con un porcentaje
de fragmentacién por encima de los
umbrales de normalidad descritos en la
bibliografia consultada (Evenson et al.,
2002; Fernandez et al., 2005; Sergerie
et al., 2005; Bungum et al., 2007).
Esto puede ser debido a que todos los
eyaculados estudiados tenian un REM
superior a 5 millones. Esto implica que,
aunquetuvieranalgdn pardmetroseminal
alterado, todos tuvieron un recuento
total elevado de espermatozoides
méviles en el eyaculado. Segin Cohen-
Bacrie et al. (2009), este tipo de
muestras presentan mayoritariamente
un grado de fragmentacion del 0 al 20%.

En nuestro estudio, al aumentar los dias
de abstinencia aumenta el porcentaje de
fragmentacion, lo que concuerda con lo
observado por Thomson et al. (2009) vy
Cohen-Bacrie et al. (2009). El hecho de
que el ndmero de pacientes con mas de
5 dias de abstinencia sea bajo obliga a
que esta conclusion sea considerada con
reservas, teniendo en cuenta que otros
autores como De Jonge et al. (2004)
no han observado esta correlacion.
Segln los criterios utilizados en la
Fundacion Jiménez Diaz, las muestras
que constituyen nuestra poblacién
de estudio serian aptas para IAC. Al
incluir los resultados de fragmentacion
espermatica no se modificaria en ningtin
caso la indicacién de IAC, lo que nos
hace pensar que la inclusién sistemadtica
del estudio de fragmentacion del ADN
espermatico en este tipo de pacientes no
resultaria Gtil. Sin embargo, debido a que
el ndmero de muestras analizado es bajo,
serfa conveniente aumentar el tamafio
muestral para confirmar el resultado.
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TIEMPO HASTA INICIAR LA TECNICA N Media fragmentacion
(minutos) (%)
<15 30 7.13
>15 20 7.90

Tabla III: Relacién entre el tiempo hasta inicio de la técnica y el porcentaje de fragmentacion. (p = 0,58).
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la técnica de la fragmentacion del ADN
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su colaboracién en los controles de las
pruebas de contaje iniciales.
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INFORMACION A PACIENTES EN EL DIAGNOSTICO pENETIgo
PREIMPLANTACIONAL EN ENFERMEDADES DE APARICION TARDIA:

ALGO A MEJORAR.

Rosales A, Clavero A, Gonzalvo MC, Carrillo S, Molina I, Gonzdlez B, Morales N, Palacios ER, Ortiz AP, Montero L, Castilla JA.
Laboratorio de Embriologia y Andrologia, Unidad de Reproduccién, Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada.

La mayoria de los profesionales
(clinicos, embridlogos, genetistas
y especialistas en ética) estan de
acuerdo en ofrecer a familiares y
pacientes con enfermedades de
aparicion tardia la opcién del DGP.
Este porcentaje alcanzaria hasta al
92% en nuestro medio (Fortuny et
al., 2009). Sin embargo, segun estos
autores, el porcentaje de profesionales
a favor de utilizar el Diagnéstico
Genético  Preimplantacional (DGP)
para seleccionar embriones libres de
mutaciones de alta penetrancia para
cancer hereditario se reduce al 61%.
Este menor porcentaje probablemente
sea reflejo de las creencias personales
de los profesionales, y viene a poner
en evidencia la objetividad de los
profesionales sanitarios a la hora de
informar a sus pacientes.

Este elevado porcentaje de
profesionales (61%) que aceptan esta
técnica contrasta con la opinién de los
pacientes con estos sindromes y sus
familiares. En los primeros estudios
publicados con tamafios muestrales
pequefios, n=20 en el estudio de
Kastrinos et al (2007) y n=52 en el
de Menon et al. (2007), las tasas de
aceptacion del DGP en pacientes con
enfermedades de aparicion tardia eran
elevadas, 90% y 75% respectivamente.
No obstante, este panorama ha ido
cambiando conforme han aparecido
estudios de tamafos muestrales
superiores, n=111 en el estudio
de Quinn et al. (2008) y 216 en el
estudio de Lammens et al. (2009), con
porcentajes de aceptacion del 57%y el
35%, respectivamente.

Pero lo que llama la atencién es
cuando se le pregunta a los pacientes
y familiares si ellos se someterian a
dicha técnica, resultando que sélo
un 13 % (Staton et al., 2008) y 14%
(Menon et al., 2007) lo utilizarfan
personalmente. Entre las razones
por las cuales no lo utilizarian estd

la posibilidad de que el DGP tenga
un efecto a largo plazo en los nifos
nacidos, la baja tasa de éxitos de la
técnicaylaposibilidad dediagnésticos
erréneos (Lammens et al., 2009)

Creemos que estas discrepancias entre
profesionales y pacientes, ponen en
evidencia la necesidad de replantearnos
las vias de comunicacién con nuestros
pacientes y que las herramientas
utilizadas hasta ahora para ello no han
sido todo lo dtiles que se esperaban. La
tnica fuente de informacion disponible
para nuestros pacientes sobre las
técnicas de reproduccion asistida, a
parte de la facilitada por los propios
centros, son los registros nacionales de
actividad.

Aunque el registro de la SEF (Lucefio et
al., 2010) recoge datos sobre DGP, éstos
no son lo suficientemente detallados
para obtener informacion precisa sobre
el DGP en enfermedades de aparicion
tardia. Creemos que el registro y otros
proyectos puestos en marcha por ASEBIR
sobre DGP paliardn este déficit (Boaday
Grossmann, 2010). Es de desear que la
informacion recabada por este registro
esté a disposicion de los pacientes y
sirva para recortar la distancia que
separa a profesionales y pacientes en
este campo. Para que el DGP en este tipo
de enfermedades sea una herramienta
demandada por nuestros pacientes, es
necesario que éstos dispongan de toda
la informacién necesaria para una toma
de decisiones informada. Y para ello
es fundamental que los profesionales
tomemos conciencia de la necesidad de
cambiar nuestros modelos y canales de
informacion a pacientes (Cabello et al.,
2009; Gomez-Palomares et al., 2010) y
desterrar de una vez por todas actitudes
(Rodriguez et al., 2010) que nos han
llevado a esta situacién de desencuentro
entre pacientes y profesionales. 0
cambiamos, 0 nos encontraremos
con maravillosas técnicas que los
pacientes no estdan dispuestos a usar.
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DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA ENFERMEDADES

DE APARICION TARDIA

Mireia Florensa
IVI-Barcelona

La corea (o0 enfermedad) de Huntington

fue descrita por primera vez por George
Huntington en 1872 en su articulo “On
Chorea” donde subrayaba el caracter
hereditario de la enfermedad, la
tendencia a la locura y al suicidio y su
manifestacién en la etapa adulta del
individuo. Tras casi 140 anos de ciencia,
estos descubrimientos se han podido
redefinir y hoy en dia sabemos que se
trata de una enfermedad con herencia
autosémica dominante que pertenece a
la familia de las enfermedades causadas
por la expansion de secuencias
repetidas de tripletes de nucleétidos.
Al igual que la corea de Huntington,
se han descrito otras enfermedades de
aparicion tardia entre las que destacan
la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
familiar, el insomnio familiar fatal o la
enfermedad de Alzheimer de aparicion
precoz. Todas ellas son fatales, tienen
una penetrancia completa y son de
herencia autosémica dominante con lo
que existe un riesgo tedrico del 50 por
ciento de transmision de la enfermedad
a la descendencia. Se trata de
enfermedades neurodegenerativas muy
severas en las que se sitda la aparicion
de los primeros sintomas entre los 20 y
los 50 afios de edad y para las que, por
el momento, no existe cura.

Para los individuos portadores de
una mutacién responsable de una de
estas enfermedades que deseen evitar
su transmision a su descendencia, el
diagnéstico genético preimplantacional
(DGP) se presenta como una alternativa
muy valida al diagnéstico prenatal. El
DGP obligard a muchos pacientes sin
problemas de fertilidad a someterse
a un ciclo de Fecundacién in vitro

(FIV), con los riesgos y esfuerzos que
ello supone, pero evitara la necesidad
de interrumpir el embarazo en caso
de que el feto sea portador de la
mutacién. Debido también a su caracter
neurodegenerativo irreversible,
muchos pacientes con parientes afectos
de alguna enfermedad de aparicion
tardia optan por no conocer su estatus
genético pero siguen queriendo
asegurarse de que la mutacién (en
el caso de que la portasen) no es
transmitida a sus descendientes. Para
estos casos, existen dos modalidades
de DGP: el DGP por exclusiéon y el DGP
con no-revelacion. EL DGP por exclusion
consiste en la seleccion (mediante
marcadores familiares) de embriones
libres de cualquier alelo proveniente
del abuelo/a afecto. De esta manera,
ni los pacientes, ni los profesionales
encargados de dicho andlisis, ni nadie
del personal de la clinica de FIV puede
conocerelestatus genéticodel paciente,
evitando asi cualquier revelaciéon al
respecto. EL mayor inconveniente de
este método es que el 50 por ciento
de embriones diagnosticados como
afectos (por ser portadores de un
alelo proveniente del abuelo) seran en
realidad sanos (Sermén et al., 2002;
Moutou et al., 2004).

Por otro lado, el DGP con no-revelacion
consiste en la evaluacién del estatus
genético del individuo y la realizacion
de un ciclo de FIV, con o sin DGP
segln el resultado de la evaluacién,
sin que éste sea revelado al paciente.
Este método conlleva complicaciones
logisticas puesto que, para evitar
cualquier suspicacia, los pacientes no
seran informados de ningln aspecto

relacionado con el ciclo de FIV; no
recibirdn informacion del ndmero de
ovocitos obtenido, del ndmero de
embriones obtenido tras fecundacién,
de los embriones biopsiados ni de los
transferidos o congelados. Aparte
de los problemas inherentes al no
poder revelar el resultado del test y la
informacion del ciclo de FIV, a menudo
los profesionales se verdn forzados a
simular una transferencia embrionaria
porque no existen embriones sanos
para transferir o porque, aunque éstos
no hayan sido analizados, ninguno
de ellos ha llegado al estadio de
blastocisto. En estos casos, para
evitar levantar sospechas por parte
del paciente, es de vital importancia
que el minimo necesario de personas
implicadas en el proceso de FIV sea
informado del estatus genético del
paciente (Braude et al., 1998). En
nuestro pais, el grupo de interés de
genética y reproduccién de ASEBIR ha
elaborado un documento al respecto
donde se evalda la mejor aproximacion
a la hora de abordar estos casos.

Aligualque en el caso de las mutaciones
relacionadas con la predisposicion
al cancer, la seleccion de embriones
libres de m utaciones relacionadas
con una enfermedad de aparicidn
tardia ha originado un largo debate
ético. Los defensores del uso del DGP
génico para dichos fines enfatizan el
caracter grave de estas enfermedades.
Estos argumentan que el hecho de que
tiendan a desarrollarse en etapa adulta
es irrelevante en relacién al uso del
DGP y que, habiendo los recursos para
evitarlo, seria perverso evitar que las
parejas que lo desearan pudieran hacer
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uso de dichos recursos (Robertson,
2003). Para los detractores de dicha
practica, el DGP solamente deberia
ser usado para seleccionar contra
enfermedades que pongan en peligro
el embarazo o el recién nacido en su
etapa de vida mds temprana. Ademas,
estos autores consideran éticamente
inaceptable asistir al nacimiento
de nifios en casos en los que muy
probablemente uno de los progenitores
tendra una esperanza de vida reducida
(Towner y Loewy, 2002; Noble, 2008).

Para ello es de vital importancia que la
decision de realizar un ciclo de DGP para
estas enfermedades vaya acompafiada
siempre de un consejo genético donde se
evalten dafos y beneficios adaptados a la
particularidad de cada caso. Puesto que
muchas de estas enfermedades tienen
una penetrancia variable que incluye una
edad de aparicién y una progresion de la
enfermedad variables, el consejo genético
debe tener en cuenta no solamente
las caracteristicas de la enfermedad,
el estado de dicha enfermedad en el
paciente o las posibilidades reproductivas
de la pareja, sino también la historia
familiar de la enfermedad.

En paises como el Reino Unido, el
6rgano gubernamental que regula el
uso del DGP, la Human Fertilisation and

Embryology Authority (HFEA), permite el
uso de dicha técnica para la seleccion de
embriones sanos para enfermedades de
aparicion tardia tras evaluar caso a caso
las solicitudes que hacen los mismos
pacientes (HFEA, 2008). En Espafa, la
ley permite la aplicacién del DGP para
los casos de enfermedades graves, de
aparicion precoz y no susceptibles de
curacion. Para el resto de supuestos, se
requiere de una autorizacién expresa
caso a caso por parte de la autoridad
sanitaria correspondiente previoinforme
favorable de la Comisién Nacional
de Reproduccion Humana Asistida
(CNRHA) (ley 14/2006 sobre técnicas
de reproduccion humana asistida).
Debido a la ambigiiedad inherente en los
conceptos de gravedad y de precocidad
relacionada a las enfermedades de
aparicion tardia, dichos conceptos estan
siendo revisados constantemente con el
fin de adecuarse lo mejor posible tanto
a las necesidades de los pacientes y los
profesionales comoal marco éticoy moral
de la aplicacién del DGP en estos casos.
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DIAGNOSTICO PREIMPLANTACIONAL PARA EVITAR LA APARICION
TARDIA DE ENFERMEDADES

Jorge Cuadros. Clinica FIVMadrid

Recientemente ha nacido el primer
nino libre de la mutacion BRCA1,
que predispone al desarrollo del
cancer de mama, mediante la
utilizaciéon del diagnéstico genético
preimplantacional para la deteccion
de embriones portadores de esta
alteracién. La autorizacion de la
Comisién Nacional de Reproduccion
Humana Asistida y la autoridad
competente fue otorgada al caso;
es decir, si alguna otra pareja fuera
portadora de la misma alteracion
genética, deberia realizar todo el
proceso de solicitar una autorizacion
especifica para su caso.

Desde algunos circulos, ajenos
a la actividad cientifica, se ha
cuestionado esta posibilidad de

acceder a las técnicas de diagnéstico
para identificar los embriones
portadores de la mutacién, que
podrian dar lugar a nifios con una
alta probabilidad de desarrollar la
enfermedad. El cuestionamiento se
debe al hecho de que no es seguro que
se desarrolle la enfermedad, sino sélo
una probabilidad. El trabajo de los
responsables de dar los permisos, y
de alli la necesidad de la autorizacién
caso a caso, es determinar si la
probabilidad de que la enfermedad

ocurra es mas o menos alta, en funcion
por ejemplo de la historia familiar.

Efectivamente, podria ser valido realizar
un planteamiento ético, desde que la
seleccion de los embriones portadores de
la mutacion podria segregar embriones
que nunca desarrollarian la enfermedad.
Pero esto es valido desde un punto de
vista tedrico. La realidad, al menos en
los casos que ya han sido autorizados, es
que la probabilidad de desarrollo de un
cancer de mama es muy elevada. Por lo
tanto, la pregunta seria ;es ético tener
la posibilidad de evitar una enfermedad
grave, como el cancer, y no hacerlo?
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DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACION EN PACIENTES CON
RIESGO DE PADECER LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Vendrell X., Giménez C., Martin J., Fernandez, E., Velilla E.
Grupo de interés en Genética y Reproduccion de ASEBIR

La Enfermedad de Huntington (EH)
es una enfermedad incurable vy
degenerativa que causa la muerte de los
pacientes tras 16 afnos, de media, desde
la aparicion de los primeros sintomas.
La enfermedad debuta entre la terceray
cuarta década de la vida y esto provoca
que muchas de las parejas con riesgo de
trasmitir la enfermedad planeen tener
descendencia, y consideren el DGP como
su mejor opcién reproductiva. En estas
circunstancias, es muy frecuente que
las personas con riesgo manifiesten dos
deseos: tener descendencia sana y no
conocer su propio estatus genético.

Este derecho a “no saber” esta basado
en el principio de autonomia y debe
ser garantizado de forma universal tal
como recogen diferentes consensos
internacionalesy legislaciones especificas
de diferentes paises. No obstante, puede
existir alguna objecién a este derecho. La
principal razén que limita este derecho
radica en que su ejercicio pueda perjudicar
a otros. En este sentido, la pareja y la
descendencia de una persona con riesgo
que no quiera conocer su estatus genético
pueden verse directamente involucrados.
Indirectamente, en los paises en los que
el sistema publico sufraga los gastos del
procedimiento, el propio sistema puede
verse perjudicado. Algunos autores
apelanalprincipio de “solidaridad social”.
Si un paciente con riesgo realmente no
es portador de la mutacién responsable,
se estarfa sometiendo a unas técnicas
costosas einnecesarias. En contrapartida,
el nacimiento de una persona sana tras
DGP evita los gastos médicos directos
asociados a la enfermedad.

Este escenario complejo ha generado, y
sigue generando, un debate ético, social
eincluso legal en muchos paises. En este
contexto, los componentes del Grupo
de Interés en Genética Reproductiva de
ASEBIR nos encontramos muy a menudo
inmersos en este debate. Con el objeto
de conciliar el derecho a no saber con
evitar la transmision de la enfermedad,
se elaboré un documento de consenso
pionero en Espafna y en los paises de

nuestro entorno. Este documento
revisa las diferentes aproximaciones
diagnésticas que han sido propuestas en
relacion con el DGP y la EH. Finalmente
emitimos unas recomendaciones que
pretendemos puedan llegar al mayor
nlimero posible de usuarios y equipos
biomédicos implicados en este proceso.
Estedocumentoserd presentado en breve
a la Comision Nacional de Reproduccion
Humana Asistida para su aprobacién.

Documento de consenso:

“Diagndstico Genético Preimplantacion
en pacientes con riesgo de padecer la
Enfermedad de Huntington”.

Documento de Consenso del Grupo
de Interés en Genética Reproductiva
(GiGR) de ASEBIR

Autores: Xavier Vendrell, Carles Giménez,
Julio Martin, Esther Fernandez, Esther Velilla

Miembros del Grupo de Interés en
Genética Reproductiva de ASEBIR:
Joan Blanco, Fernando Bronet, Cristina
Camprubf, Paula Eibes, Esther Fernandez,
Silvia  Fernandez, Elena  Garcia,
Carles Giménez, M2 Carmen Martinez,
Laura Peralta, Ménica Parriego, M2
Carmen Rubio, Joaquin Rueda, Mireia
Sandalinas, Esther Velilla, Xavier Vendrell

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El Diagnéstico Genético Preimplantacion
(DGP), en combinacién con las técnicas
de fecundacién in vitro (FIV), es una
técnica consolidada para evitar la
transmision de enfermedades genéticas
a la descendencia. En el caso de las
enfermedades monogénicas, una de las
premisas que debe cumplirse para la
aplicacion de este tipo de diagnéstico, en
el marco de un proyecto reproductivo, es
el conocimiento del estatus genético de
los futuros padres para laenfermedad que
se pretende descartar en los embriones.

En el contexto delacto médico, la decision
de un paciente de ejercer suderecho sobre

aceptar o rechazar recibir informacion,
mayoritariamente tiene implicaciones
Gnicamente para dicho paciente. No
obstante, en determinadas enfermedades
yen especial en las de causa genética, esta
decision puede interferir con su adecuado
manejo clinico e incluso presentar un
riesgo para otros miembros de la familia
y/o para su descendencia.

En este escenario, la Enfermedad de
Huntington (EH) resulta un ejemplo
paradigmatico. La decision de un
individuo de no conocer su estatus
genético a riesgo de padecer EH, podria
comprometer o retrasar su cuidado y
potencialmente situar a otras personas
en riesgo. Por otro lado, también
afectard a los profesionales sanitarios
que interaccionan con estos pacientes.
No obstante, el paciente tiene derecho
ano querer conocer su estatus genético.

En el contexto del DGP, el deseo de
descendencia sana en parejas con
antecedentes familiares de EH, es una
de las demandas mas habituales. En
muchos de los casos, los individuos
con riesgo de padecer la enfermedad
manifiestan su deseo expreso de no
conocer su estatus genético. En estos
casos el adecuado asesoramiento
genético resulta de radical importancia
para el correcto manejo de estas parejas.

EL objetivo del presente documento

es doble. En primer lugar, revisar
las aproximaciones diagnésticas
consensuadas a nivel nacional e

internacional en relacién con los estudios
genéticos presintomaticos de la EH y
proveer de unas recomendaciones para
los casos de DGP de la Enfermedad de
Huntington en los que los pacientes
solicitan no conocer su estatus genético.
Ensegundo lugar, solicitar que la Comision
Nacional de Reproduccién Humana
Asistida apoye la propuesta recomendada
por el GiGR respecto la metodologia de
diagnéstico de las peticiones de DGP
realizadas por parejas a riesgo de EH que
no desean conocer su estatus genético,
siendo que dicho método, DGP de
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exclusién, quede incluido dentro de los
supuestos que recoge el articulo 12.1a de
la Ley 14/2006.

2. LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La Enfermedad de Huntington consiste
en una alteracién neurodegenerativa
progresiva provocada por una muerte
neuronal selectiva a nivel de la corteza
cerebral. Se caracteriza por la aparicién
demovimientosinvoluntariosirregulares
(corea), demencia, cambios de
personalidad y afectacion psiquidtrica.
La edad media de aparicién es de 40
anos. La enfermedad esincurabley causa
la muerte a los 16 afios de media; tras la
aparicion de los primeros sintomas.

La EH es una enfermedad genética y
hereditaria que setransmite con un patrén
de herencia autosémico dominante. El
50% de la descendencia de una persona
afecta tiene riesgo de heredar/padecer
la enfermedad. La prevalencia de la
enfermedad se estima entre 3-7/100.000
en la poblacién europea.

La mutacién responsable es una expansion
del triplete CAG en el primer exén del gen
HTT (también conocido como IT15 o HD)
localizado en el cromosoma 4 (4p16.3).
Existen tres presentaciones alélicas. Los
alelosdelgen HTTseclasificancomonormal,
premutado, o patoldgico en funcién del
ndmero de repeticiones del triplete CAG: 1)
alelo normal, 26 o menos repeticiones, 2)
alelo premutado, de 27 a 35 repeticiones y
3) alelo patolégico, 36 o mds repeticiones.
En la mayoria de los casos la enfermedad
debuta en la edad adulta con un rango de
45-55 repeticiones. No obstante se han
descrito manifestaciones mas tempranas
con unas repeticiones del orden de 60.
Se considera que tener un alelo con 40
0 mas repeticiones corresponde con una
penetrancia completa. Existe un rango
patoldgico de repeticiones, entre 36y 39,
que presenta una penetrancia incompleta.

El tamafio de la expansién varia de
generacion en generacion por extension
o contraccion debido a inestabilidad
del triplete CAG de tamafio anormal;
esta tendencia a incrementarse de una
generacién a la siguiente explica el
fenémeno conocido como anticipacion
observado en la EH: mayor severidad y
debut mas temprano de una enfermedad
hereditaria en la siguiente generacion.

La inestabilidad del triplete CAG
es especialmente importante en la
transmision paterna; de hecho la
EH de aparicién juvenil, donde se
detectan grandes expansiones, se debe
mayoritariamente a una transmision
paterna. No obstante, ya pesar de que
existe una correlacién inversa entre el
tamafio de la expansién y la edad de
aparicion de los primeros sintomas,
la longitud de las repeticiones
CAG no explica completamente la
variabilidad en la edad de aparicién,
el fenotipo clinico o la progresion de la
enfermedad. Esto sugiere la existencia
de otros factores que juegan un papel
importante en el desarrollo de esta
enfermedad.

3. RECOMENDACIONES SOBRE EL
DIAGNOSTICO PRESINTOMATICO DE LA EH

En relacion con el test presintomatico
o predictivo, existen unas directrices
internacionales publicadas por la
International Huntington Association y
la World Federation of Neurology Research
Group on Huntington’s Choreay la National
Society of Genetic Counselors, que se
vienen utilizando por la comunidad
biomédica como ayuda y recomendacién
para resolver los problemas éticos
asociados a un estudio genético
presintomdtico en una enfermedad de
aparicién en la edad adulta.

Las directrices pretenden preservar
la autonomia, la confidencialidad y la
privacidad del paciente y ponen especial
énfasis en el manejo de estos casos. En
particular destacan el hecho de que los
estudios presintomdticos de la EH en
todos los paises deben estar precedidos de
un asesoramiento genético especializado,
que debe contar con la participacién de
un genetista, un psicélogo, un neurélogo
y un experto en asesoramiento genético.
En este sentido, estas unidades especiales
deben garantizar que las personas
con riesgo de padecer la enfermedad
reciban una adecuada educaci6n
previa al estudio, un asesoramiento
genético y un seguimiento después
de recibir los resultados del estudio.
Es importante destacar que no existen
recomendaciones especificas dirigidas a
loscasosde DGPdeEH. Estehechoeselque
motiva la redaccién de este documento
de recomendacién consensuado
entre expertos nacionales en DGP.

4. OPCIONES REPRODUCTIVAS EN
PACIENTES CON RIESGO DE PADECER EH

Los individuos que presentan riesgo de
padecer EH se enfrentan a decisiones
complejas durante su planificacién
familiar. En muchas ocasiones, la
decisiéon sobre realizarse o no el
estudio presintomdtico se plantea
en las parejas cuando deciden tener
descendencia. En ese momento es
frecuente que las parejas contemplen
el hecho de no querer conocer su
estatus genético, pero, al mismo
tiempo, deseen tener descendencia
sana. El hecho de no querer conocer
el propio estatus genético en relacién
con una enfermedad, esta recogido en
normas nacionales e internacionales,
en particular la Ley Bdsica Reguladora
de la Autonomia del Paciente y de
Derechosy Obligaciones (Ley 41/2002),
La ley de Investigacion Biomédica (Ley
14/2007) y la Declaracion Universal
sobre el Genoma Humanoy los Derechos
Humanos: “Debe ser respetado el
derecho de cada individuo a decidir si es
informado, o no, de los resultados de los
estudios genéticos y las consecuencias
que de ellos se deriven” (articulo 5c).

Bdsicamente distinguimos las siguientes
opciones reproductivas:

1. Tener hijos con una carga genética
ajena a la pareja, mediante donacién de
gametos y/o adopcién.

2. Asumir el riesgo de una posible
transmision de la enfermedad a la
descendencia.

3. Evitar la posible transmisién de la
enfermedad a la descendencia. En este
Gltimo supuesto, pueden optar por
el diagnéstico prenatal o la seleccién
embrionaria mediante técnicas de DGP.

En el caso que se desee evitar la posible
transmision a la descendencia, las
opciones que contempla el diagnéstico
prenatal estan ampliamente recogidas
en las recomendaciones citadas y en
la literatura, y no son el objeto del
presente documento. Por el contrario,
respecto al DGP, en combinacién o no
con el estudio presintomatico previo,
no esta discutido en las directrices y
recomendaciones, y es el objeto del
presente documento de consenso.



5. OPCIONES DE DGP EN PACIENTES CON
RIESGO DE PADECER EH

A) Escenario 1. Pacientes que aceptan el
estudio presintomatico y consienten en
conocer su estatus genético. “DGPdirecto”

Larealizaciéndelestudiopresintomatico
tiene una tasa de deteccién cercana
al 100%. Desde el punto de vista
reproductivo, el manejo de estos
pacientes que se someten a este estudio
deben seguir las recomendaciones
descritas. Siresultan portadores de una
expansion patoldgica, son debidamente
informados acerca de la evolucion de la
enfermedad. En este caso concreto,
el DGP estd encaminado a conocer el
estatus genético de los embriones
generados mediante técnicas de FIV con
los gametos de la pareja. Sélo aquellos
embriones libres de la enfermedad se
transfieren al dtero materno.

B) Escenario 2. Pacientes que aceptan
el estudio presintomatico y rehdsan
conocer su estatus genético. “DGP de
no revelacion”.

En este supuesto inicialmente se
procede de la misma forma, realizando
el estudio presintomatico. No obstante,
los padres consienten no conocer el
resultado del estudio sabiendo que,
independientemente  del resultado
del estudio presintomdtico, la pareja
se tendrd que someter a las técnicas
de FIV. Si el estudio presintomdtico es
positivo, se procede al DGP directo de
la EH, como en el supuesto anterior. Si
el estudio es negativo, los embriones
no son analizados genéticamente, por
no existir riesgo de transmision de la
enfermedad, y todos son susceptibles
de ser transferidos al Gtero materno.
Ambas situaciones tienen en comdn el
hecho de requerir una eficaz custodia de
la informacién genética para que no sea
revelada a los pacientes; asimismo, esta
opcidn lleva implicito una comunicacién
limitada de toda la informaciéon clinica
relacionada con el ciclo de FIV, a fin
de evitar a los interesados conjeturas
respecto de su estatus genético.

Debido a lo anterior, se ha planteado un
debate ético en relacion con este tipo de
aproximacion. En el caso de que el estudio
presintomdtico resulte negativo, se
genera un dilema en los profesionales que
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intervienen en el proceso, ya que dicho
resultado anula la indicacién clinica de
someterse a técnicas invasivas como la
FIV, cuando no existe ningln riesgo de
transmision de la enfermedad. Por otra
parte, si el estudio presintomdtico resulta
positivo, deberfagarantizarsequeentodos
los ciclos existan embriones disponibles
para la transferencia. En caso contrario, si
no se realiza la transferencia embrionaria,
indirectamente se estaria revelando al
paciente su estatus de portador. Para
evitar esta situacion, se deberia recurrir
a estrategias que aseguren al mdximo
la existencia de embriones disponibles
para la transferencia. En este sentido, el
desarrollo de las técnicas de vitrificacion
de ovocitos/embriones puede permitir
la obtencién del maximo ndmero de
embriones disponibles para el estudio
genético. No obstante, debe tenerse en
cuenta que la aplicacién de estas técnicas
de vitrificacion es posible que no resulte
eficaz en todos los casos.

C) Escenario 3. Pacientes que rehidsan
el diagnéstico presintomatico. “DGP de
exclusion”.

En este escenario, no se realiza el estudio
directo del gen de Huntington. Se recurre
al estudio genético familiar indirecto
de la transmisién del gen asociado a la
EH. EL objetivo del estudio indirecto es
garantizar que ninguno de losimplicados
en el proceso conozca el estatus genético
del paciente a riesgo. En este supuesto,
se requiere de la participacion de
familiares del miembro de la pareja a
riesgo. Con las conclusiones del estudio,
durante el DGP, los embriones que
hereden la copia del gen del abuelo/a
afectado/a, se consideran embriones
potencialmente con riesgo de padecer la
enfermedad y no son considerados para
la transferencia al Gtero materno.

La limitacién principal de este supuesto
consiste en que, al igual que en el
supuesto anterior, para el 50% de los
casos la pareja no tiene riesgo genético,
y tampoco existiria indicacién clinica de
someterse a técnicas invasivas como la
FIV combinada con DGP.

Las principales ventajas de esta opcion
son, por un lado, que el personal
sanitario implicado en el proceso no
conoce el verdadero estatus genético del
paciente, minimizando asi dilemas éticos

y, por otro, desaparece el problema de
la custodia de la informacién genética.
Finalmente, otra gran ventaja es el
hecho de que los pacientes pueden
recibir informacién completa sobre los
resultados clinicos de su tratamiento.

6.RECOMENDACIONDELGRUPODEINTERES
EN GENETICA REPRODUCTIVA DE ASEBIR

EL DGP en pacientes con antecedentes
familiares de EH es una de las peticiones
mas habituales de las parejas que acuden
a los centros de reproduccion asistida. Es
evidente que el escenario 1 representa
la mejor opcién desde el punto de vista
reproductivo. No obstante, la voluntad de
no conocer el propio estatus genético es un
derecho del paciente. En este sentido, en
opinién del GiGR de ASEBIR, el escenario 3,
conocido como “DGP de exclusion”, permite
conciliar el derecho de no conocer el estatus
genético de un paciente y el deseo de
tener descendencia sana. Ademas, permite
atenuar el dilema ético de los profesionales
queintervienen en el proceso.

EL “DGP de exclusion” permite resolver
los tres puntos de conflicto que
presentan las parejas con riesgo de
transmision de la EH, que no quieren
conocer su estatus genético pero
quieren evitar el riesgo de transmision
de la enfermedad a la descendencia:

1) Permite tener descendencia
propia, sin acudir a otras opciones
genéticamente no emparentadas.

2) Respeta el deseo de no conocer el
estatus genético de los pacientes.

3) Permite evitar la transmisién de la
enfermedad.

Basandonos en los argumentos
anteriores, y sabiendo que el escenario
3seglin lavigente Ley 14/2006, de 26 de
mayo, sobre Técnicas de Reproduccién
Humana Asistida, queda incluido
en el punto 2 del articulo 12 sobre
diagnéstico genético preimplantacion,
y, por tanto, con el consiguiente
requisito de su autorizacion expresa,
manifestamos nuestra recomendacion
de valorar la posibilidad de incluir el
diagnéstico genético preimplantacion
de la enfermedad de Huntington
mediante DGP de exclusién dentro del
punto 1a del citado articulo 12.
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Moderadores: Dr. José Antonio Castilla (H. U. Virgen de las Nieves, Granada) y Dra. Mariona Hugas (Clinica Girona, Girona)

20:30 hrs. Cocktail Inaugural en el Auditori Palau de Congressos
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JUEVES, 6 DE OCTUBRE DE 2011

08:00 - 14:00 hrs. Apertura de Secretaria

09:00 - 11:00 hrs. Sesion de Embriologia.
Moderadores: Dra. M@ José Torellé (H. Quirdn, Barcelona) y Dra. Inmaculada Molina (H. U. La Fe, Valencia)

09:00 - 09:40 hrs. Estado actual del Grupo de Interés de Embriologia.
Ponente Dra. M@ José de los Santos, IVI Valencia
09:40 - 10:20 hrs. Técnicas de diagndstico no invasivo de seleccion embrionaria.
Ponente Dr. Mark Graham Larman, Vitrolife, Colorado (USA)
10:20 - 11:00 hrs. Uso en el laboratorio de la catalogacion embrionaria de ASEBIR. Estado actual.
Ponente Dra. Victoria Hurtado de Mendoza, Centro Masvida Reproduccion, Sevilla
11:00 - 11:30 hrs. Pausa café.
11:30 - 12:30 hrs. Comunicaciones Orales Embriologia (6 comunicaciones)
Moderadores: Dra. Yolanda Minguez (IVI, Madrid) y Dr. Emilio Gomez (TAHE Fertilidad, Murcia)
12:45 - 13:30 hrs. Symposium Satélite EMB
IVF Witness. RFID (Radio frequency identification) technology to reduce the risk of IVF errors
Ponente Dr. Ronny Janssens. Centre for Reproductive Medicine, UZB, Brussels.

(El simposium contara con traduccion simultanea)

13:30 - 15:30 hrs. Comida congresual
15:00 - 19:30 hrs. Apertura de Secretaria

15:30 - 17:30 hrs. Sesion de Calidad.
Moderadores: Dr. Juan Manuel Moreno (Clinica Vistahermosa, Alicante) y Dra. Laura Marqués (Clinica Sagrada Familia, Barcelona)

15:30 - 16:10 hrs. Estado actual del Grupo de Interés de Calidad del Laboratorio de Reproduccion Asistida
Ponente Dr. Antonio L. Gonzalez-Utor, Centro Masvida Reproduccion, Sevilla

16:10 - 16:50 hrs. Medidas de seguridad en el manejo de las muestras bioldgicas
Ponente Dra. Montse Boada, Institut Universitari Dexeus, Barcelona

16:50 - 17:30hrs. Control de calidad en los procesos del laboratorio de embriologia
Ponente Dr. Klaus Wiemer, Northwest Center for Reproductive Sciences, Seattle, USA

17:30 - 18:00 hrs. Pausa y visita Pdsters
18:00 - 19:00 hrs. Comunicaciones Orales Calidad del Laboratorio de Reproduccion Asistida (6 comunicaciones)

Moderadores: Dr. Mark Grossmann (Centro Médico Teknon, Barcelona) y Dr. Yosu Franco (Centro Sanitario Virgen del Pilar, San Sebastian)
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VIERNES, 7 DE OCTUBRE DE 2011

08:00 - 14:00 hrs. Apertura de Secretaria
09:00 - 11:00 hrs. Sesion de Genética.
Moderadores: Dr. Josep Santalo (UAB, Barcelona) y Dr. Julio Martin (IVI, Valencia)

09:00 - 09:40 hrs. Estado actual del Grupo de Interés de Genética y Reproduccion
Ponente Dra. Esther Velilla, Centro de Medicina Embrionaria, Barcelona
09:40 - 10:20 hrs. Aplicacion del array-CGH en el screening de aneuploidias
Ponente Dra. Mireia Sandalinas, Reprogenetics Spain, Barcelona
10:20 - 11:00 hrs. Estandarizacion de las técnicas de biologia molecular al DGP
Ponente Dra. Esther Fernandez, Geniality Diagnostico Genético, Madrid
11:00 - 11:30 hrs. Pausa café
11:30 - 12:30 hrs. Comunicaciones Orales Genética (6 comunicaciones)
Moderadores: Dra. Francesca Vidal (UAB, Barcelona) y Dr. Francics Xavier Vendrell (Sistemas Gendmicos, Valencia)
12:30 - 13:15 hrs. Symposium Satélite ORIGIO
Physiologic ICSI
Ponente Dr. Lodovico Parmegiani. GynePro Medical Centers, Bologna, Italy.
(El simposium contara con traduccion simultanea)
13:15 - 14:15 hrs. XXV Asamblea de Socios ASEBIR
14:15 - 16:00 hrs. Comida congresual
15:00 - 19:30 hrs. Apertura de Secretaria
16:00 - 16:40 hrs. Exposicion 4 Posters seleccionados para discusion
Moderadores: Dra. Carmen Ochoa (CER. Clinica Cotero Santander, Santander) y Dra. M@ Dolores Lozano (H. U. Virgen del Rocio, Sevilla)
16:40 — 17:20 hrs. Aula Virtual
Moderadores: Dra. Gemma Arroyo (I. U. Dexeus, Barcelona) y Dra. Mercé Durban (Clinic Eugin, Barcelona)
Embryoscope
Ponente Dr. Marcos Meseguer, IVI Valencia
17:20 - 18:00 hrs. Sesion de Debate
Moderadores: Dr. Jorge M. Cuadros (FIV-Madrid, Madrid) y Dra. Gloria Calderdn (IVI, Barcelona)
Embridlogos clinicos: ésomos realmente lo que queremos ser?
Ponente Dr. Antonio Urries, Clinica Quirdn, Zaragoza
18:00 - 18:30 hrs. Pausa y visita Pdsters
18:30 - 18:45 hrs. Premio ASEBIR al Mejor Péster 2011
18:45 - 19:05 hrs. Exposicion Premios ASEBIR-EMB 2009
Moderadores: Dra. Anna Rabanal (Barcelona IVF, Barcelona) y Dr. Ignacio Santiago Alvarez (IERA, Badajoz)
18:45 - 18:55 hrs. Premio ASEBIR-EMB 2009 de Embriologia Clinica
Aplicacion de la tecnologia del embrioscope para la cuantificacion de la calidad ovocitaria mediante el
analisis de los patrones de respiracion.
Ponente Dr. Javier Herrero Zapata, IVI Valencia
18:55 - 19:05 hrs. Premio ASEBIR-EMB 2009 de Investigacion Basica
Hibridacion gendmica comparada en célula Unica (SC CGH): nueva herramienta para el screening genético
preimplantacional (SGP).
Ponente Dra. Belén Lledo Bosch, Instituto Bernabeu, Alicante
19:05 - 19:15 hrs. Clausura VI Congreso Nacional ASEBIR 2011
21:30 hrs. Cena de Clausura, anuncio y entrega de los Premios ASEBIR-EMB 2011
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CELULAS MADRE EMBRIONARIAS Y CELULAS PLURIPOTENTES INDUCIDAS:
¢PASADO, PRESENTE Y/0 FUTURO EN LA MEDICINA REGENERATIVA?

EMBRYONIC STEM CELLS AND INDUCED PLURIPOTENT CELLS: PAST, PRESENT AND/OR
FUTURE IN THE REGENERATIVE MEDICINE?

José Luis Cortés* y José Luis Garcia-Pérez. Banco Andaluz de Células Madre. Centro de Investigacién Biomédica. Universidad de Granada. Cam-
pus de la Salud. Granada.
*e-mail: jlcortes@fundacionhvn.org

RESUMEN

Actualmente, los estudios en medicina regenerativa estan dirigidos a la investigacion y conocimiento de las células
pluripotentes inducidas (iPSCs). Para algunos, son las células llamadas a coger el relevo de las células madre embrionarias
(ESCs), que hasta hace poco fueron el objetivo principal de investigacion en este campo de la biomedicina. Un andlisis de
las ventajas e inconvenientes de cada tipo de células, asi como un estudio de los factores que las limitan, es necesario para
establecer una vision real de las expectativas creadas, que sigue siendo la aplicacion de este tipo de células en terapia celular.
Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):55-61.

Palabras clave: células madre embrionarias, células pluripotentes inducidas, diferenciacién, medicina regenerativa,
pluripotente, reprogramacion

SUMMARY

At present, most regenerative medicine studies are centered in the use of induced pluripotent stem cells (iPSCs). According
to some of them, these cells represent the substitute of embryonic stem cells (ESCs), which until recently were the main
research objective in Biomedicine. A critical analysis of the advantages and disadvantages of each cell type is truly needed for
the establishment of a real view of the great expectative generated: their application in cellular replacement therapies. Rev
Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):55-61.

Keywords: embryonicstemcell, induced pluripotentcells, differentiation, regenerative medicine, pluripotent, reprogramming

ESCALADO IMPACIENTE DE LA CIENCIA Respecto a las investigaciones en las caracteristicas fenotipicas propias

Cuando los nifiosvanalaescuelayasisten
a las clases de matematicas, raro es el
maestro que no aconseja aprender esta
asignatura peldafio a peldafo, como si de
una escalera se tratara, haciendo énfasis
en que si se falla en la asimilacién o base
de conceptos, es posible que tengan que
subir esa escalera imaginaria de una
manera menos firme, y la progresion del
nifio comience a fallar.

Con la Investigacion Biomédica no pasa
lo mismo. Es muy frecuente que antes
de adquirir los conocimientos plenos
sobre algunos tipos de comportamientos
moleculares, celulares o incluso tisulares
que ocurren en nuestro organismo,
la Ciencia de un paso mas alla,
credndose nuevas perspectivas y vias
de investigacién que, en muchos casos,
dan giros radicales en los enfoques
originados inicialmente.

Medicina Regenerativa y sus posibles
aplicaciones, sobre todo en el campo
del transplante alogénico y autogénico,
tenemos uno de los mejores ejemplos.
Nos referimos a las investigaciones con
células madre embrionarias humanas
(hESCs), y su intento de sustitucion
por las células pluripotentes inducidas
(iPSCs), originadas a partir de células
diferenciadas, y que soportan una carga
ética y moral menor que las primeras.

CELULAS MADRE, TRONCALES 0 STEM CELLS

A pesar de su diferente origen,
todas las células troncales, o células
madre, comparten una serie de
caracteristicas comunes, si bien
pueden expresarlas en distintos
grados (Liew et al., 2005):

- Indiferenciacion: las células madre son
células indiferenciadas que no poseen

de los tipos celulares diferenciados
que integran los diferentes tejidos de
un organismo adulto. Presentan una
morfologia redondeada o fusiforme y
carecen de estructuras citoplasmaticas
peculiares (citoesqueleto desarrollado,
predominio especifico de algunos
organulos, diferenciaciones de
membrana, etc.) que son propias de
los tipos celulares diferenciados que
integran los distintos érganos.

- Capacidad de autoperpetuacion: las
células madre o troncales tienen capacidad

para perpetuarse, mediante divisiones
mitéticas que originan nuevas células, de
caracteristicas similares. A través de este
proceso, una célula madre puede proliferar
paradarlugarauna numerosa poblacién de
células troncales. Igualmente, un conjunto
limitado de células madre, en el seno de
un determinado tejido u 6rgano, puede
mantener su ndmero o incrementarlo
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Célula diferenciada

. Cl@ Célula madre
-® ©
|

Resultado de
division asimétrica

Figura 1: Comportamiento de una célula madre tras una divisién simétrica y asimétrica (Imagen tomada

del Banco Andaluz de Células Madre [BACM]).

ante  necesidades  especificas, ain
cuando tales células estén participando
en un proceso de regeneracién tisular.

- Posibilidad de diferenciacién:
las células troncales pueden, ante
determinadas condiciones experimentales
o de forma natural 7n vivo, abandonar su
estado indiferenciado y transformarse,
mediante un proceso de diferenciacion,
en alguno de los tipos celulares adultos,
propios de los distintos tejidos y 6rganos.
De este modo, pueden dar lugar a células
nerviosas, cardiacas, secretoras o
sanguineas, adquiriendo las caracteristicas
morfoldgicas y funcionales propias de
estos tipos celulares. Esta posibilidad,
junto con su capacidad de proliferacion,
es lo que convierte a las células madre en
una fuente importante para la obtencién
de tipos celulares, facultandolas para
tratar mediante terapia regenerativa las
alteraciones que se producen en algunos
tipos de enfermedades.

Lascaracteristicasantesmencionadasdibujan
un esquema (Figura 1), como un microchip
en blanco, capaz de ser programado para la
realizacién de una funcién determinaday con
la posibilidad de contar previamente con una
gran cantidad de ellos de forma natural, antes
de iniciar la programacion correspondiente.
Son, sin duda, estas caracteristicas las que
han hecho fijar en las células madre el centro
deatencién de la biomedicina actual.

CELULAS MADRE EMBRIONARTAS HUMANAS

Desde que se obtuvieron los primeros cultivos
de células embrionarias de raton derivadas
de blastocistos en 1981 (Evans y Kaufman,
1981; Martin, 1981), se sentaron las bases
para el desarrollo de las metodologias
necesarias que conducirian mas tarde a
generar células embrionarias humanas
con caracteristicas similares a las del raton.

A estas células embrionarias aisladas se
las denoming células madre o troncales
embrionarias (ESCs, por Embryonic Stem
Cells).Cuando en noviembre de 1998, elgrupo
estadounidense liderado porJames Thomson
publicé los primeros datos sobre la derivacion
de lineas de células madre embrionarias
humanas (hESCs) a partir de blastocistos
en fase de preimplantacién (Figura 2), se
abrié una nueva puerta de esperanza para la
curacion de numerosas enfermedades hasta
ahora incurables (Thomson et al., 1998).
Este grupo consigui6 5 lineas de hESCs a
partir de 14 masas celulares internas (ICM),
mediante la técnica de inmunocirugia (Solter
y Knowles, 1975), y utilizando un cultivo
sobre fibroblastos embrionarios de ratén
(MEFs). Todas las lineas fueron caracterizadas
mediante métodos fenotipicos y genotipicos,
confirmando entre otras caracteristicas la
capacidad de diferenciacion de estas células
hESCs a cualquier tipo celular.

Ademds de su interés en Medicina
Regenerativa, este tipo de células suponen
una herramienta de enorme valor para el
“screening” de nuevos farmacos, asi como
un modelo para estudiar la etiologia de las
enfermedades que tienen su origen durante
la etapa embrionaria, y para estudiar procesos
que ocurren durante el desarrollo embrionario
humano (Menendez etal., 2006).

Las caracteristicas esenciales que
permiten que una célula se defina como

Figura 2: Ejemplo de blastocisto humano donde se detallan las diferentes partes del mismo, destacando la
masa celular interna (ICM), de donde se obtiene las hESCs (Imagen tomada del BACM).
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Figura 3: Ejemplos de colonias de (A) células madre embrionarias humanas (hESCs), y (B) células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs). (Imdgenes tomadas del BACM).

ESC se pueden reducir a las siguientes
(Alonso-Bedate, 2004):

1) Se derivan de células de la MCI del
blastocisto (Figura 2).
2)Soncélulasdiploidesestablesyposeenun
cariotipo normal cuando se cultivan invitro.
3) Se pueden propagar de forma indefinida
en el estado embrionario y por tanto son
capaces de experimentar un nidmero
ilimitado de divisiones simétricas sin
diferenciarse (Figura 3A).

4) Se pueden diferenciar de forma
espontdnea para dar lugar a mdltiples
células que pe rtenecen a las tres capas
de células germinales embrionarias
(endodermo, mesodermo y ectodermo).

5) Se pueden diferenciar tanto si son
transplantadas a un embrién temprano
como a uno tardio, es decir, son capaces
de integrarse en todos los tejidos fetales
durante el desarrollo.

6) Se pueden diferenciar in vitro de forma
dirigida en las condiciones apropiadas.
7) Pueden dar lugar a cualquier célula
del cuerpo adulto, incluso las células
germinales, cuando colonizan  un
blastocisto huésped.

8) Tienen la capacidad de colonizar
lineas germinales dando lugar a 6vulos y
espermatozoidesy expresar el factor Oct-4.

Aunquetodosestosrequisitossonnecesarios
para definir con precision el cardcter troncal
de una ESC, los elementos esenciales se
pueden reducir a dos: que las ESC se puedan
cultivar in vitro y que se puedan expandir
de forma indefinida in vitro manteniendo el
caracter indiferenciado caracteristico de las
células de las que se derivaron (Figura 1).

LIMITACIONES EN EL POTENCIAL DE LAS
CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Los estudios sobre células madre
constituyen hoy en dia uno de los temas mas

controvertidos en el campo de las ciencias
biomédicas. Por una parte han logrado
motivar a la comunidad cientifica, y ademas
han trascendido hasta el ambito social,
convirtiéndose en un objeto de atencién
generalizada. El alcance mediatico de este
tipo de investigaciones ha acaparado prensa,
radio, television, e internet, aunque en
muchas ocasiones la espectacularidad de las
noticias ha abierto expectativas infundadasy
en otras los planteamientos ideol6gicos han
oscurecido la realidad de los logros.

Existen mdltiples problemas conocidos
que impiden prever qué enfermedades se
beneficiarian de un posible uso de tejidos
celulares derivados de las hESCs.

En primer lugar, la derivacion de hESCs
tiene un grado de eficacia muy bajo, siendo
necesarios un gran ndmero de embriones
para poder consequir lineas estables. De ahi
que los dltimos experimentos con este tipo
de células estén encaminados al aumento
de a eficacia en la derivacion de dichas
hESCs, teniendo en cuenta factores como
la calidad del blastocisto, el método de
derivacion utilizado, e incluso la superficie
de crecimiento utilizada (Cortes etal., 2009).

En segundo lugar, las hESCs forman
teratomas al ser implantadas en
estado indiferenciado en animales de
laboratorio. Este problema desaparece si
seimplantan después de su diferenciacién
total, por lo que cualquier protocolo de
transferencia de hESCs deberd incluir una
diferenciaciéon en su totalidad hacia el
linaje de interés. Es importante resaltar
que la existencia de hESCs indiferenciadas
residuales promoverd la aparicion de
teratomas (Cortes et al., 2009).

Un tercer problema para la aplicacion
terapéutica de las hESCs reside en la
dificultad de obtener células diferenciadas

a un linaje celular puro. Cuando se estimula
su diferenciacion, las hESCs son capaces
de originar cualquier tipo celular, pero
raramente lo hacen de manera homogénea
y reproducible, sino que dan lugar a
poblaciones de células en las que se mezclan
distintos tipos especializados (Odorico
et al., 2001; Wobus et al., 2001). Gracias
a experimentos en células en cultivo y a
modelos animales, hoy conocemos genes
de diferenciacién que controlan las vias
de diferenciacion. Por ejemplo, existen
genes miogénicos que determinan la
diferenciacion hacia musculo (ej. Myo-D),
neurogénicos que inducen la diferenciacion
hacia neuronas (gj. Sox-1), genes que
determinan los distintos tipos celulares
pancredticos (ej. Pax4), etc. La activacion
controlada de genes de diferenciacion en las
hESCs podria producir el tipo celular deseado
para cada aplicacién (Wobus et al., 2001).
El cuarto problema seria que las células
implantadas podrian sufrir el mismo tipo
de rechazo alogénico que se produce en el
transplante de drganos (Menendez et al.,
2005). Para evitar esto, desde la primera
derivacion de hESCs en 1998, a fecha de hoy
se han derivado mds de 300 lineas hESCs en
el mundo. Sin embargo, estudios recientes
demuestran que la variabilidad genética de
éstas no es muy alta (Mosher et al., 2010),
limitando su posible uso en humanos por
problemas de rechazo.

Teniendo en cuenta todas estas
limitaciones, debido a su poder
medidtico y en Medicina Regenerativa,
actualmente hay en curso al menos dos
ensayos clinicos en EEUU que utilizan
células derivadas de hESCs para curar
enfermedades como la Distrofia Macular
de Stargardt’s o la pardlisis de columna
(http://stemcells.nih.gov/info/health.
asp). En estos ensayos clinicos, sera
necesario comprobar que se trata de
células funcionalmente activas, de
manera que ademds de estudios de
fenotipado y genotipado, sera necesario
realizar estudios de funcionalidad de
estas células, ya que muchas de ellas
pueden mantener cierto grado de
inmadurez. Por otro lado, sera necesario
contar con laseguridad de que no quedan
células indiferenciadas que, transferidas
a un paciente, pudieran provocar
teratomas (tumores germinales). Para
esto ya se han realizado experimentos
mediante la transfeccion de genes bajo
el control de promotores especificos
de hESCs y sensibles a antibiéticos, de
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Diferenciacion

Célula somatica

Célula madre
embrionaria

Reprogramacion

—
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Diferenciacion

"~

Célula
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Figura 4: Comportamiento de una célula madre embrionaria tras diferenciacion a célula somdtica y posibili-
dad de reprogramarse a célula pluripotente inducida, asi como transdiferenciacion posterior de estas células
a otros tipos de células somdticas (Imagen tomada del BACM).

tal manera que, en presencia de éstos,
las hESCs indiferenciadas residuales
desaparecen (Schuldiner et al., 2003).
También la separacién celular se podria
utilizar como una herramienta valida,
aunque previamente seria necesario
encontrar anticuerpos de membrana
celular especificos para el tipo celular
que queramos seleccionar.

Pero quizds, los aspectos que mds afectan
a las investigaciones con hESCs son los
éticos y morales, debido a los sectores
de la sociedad que no estdn de acuerdo
con la destruccion de los embriones
para utilizarlos en investigacion. Este
hecho hace que sea necesaria una gran
regulacién legislativa, no sélo a nivel
nacional, sino a nivel europeo.

En Espafia, actualmente, la Ley 14/2006,
sobre técnicas de reproduccion asistida,
el Real Decreto 1301/2006, sobre
células y tejidos humanos, y la Ley
14/2007, de investigacion biomédica,
constituyen la norma fundamental del
ordenamiento juridico en este ambito
de la asistencia y la investigacion.

DelInstituto de Salud Carlos III depende
la Comisién de Seguimiento y Control
de donacién y utilizaciéon de células

y tejidos humanos. En particular, le
corresponde la emisién del informe
relativo a los proyectos de investigacion
relacionados con la  obtencion,
desarrollo y utilizacién de hESCs.

A nivel Europeo, se ha publicado la
Directiva 2004/23/CE, de 31 de marzo,
relativa al establecimiento de normas
de calidad y de seguridad para la
donacion, la obtencion, la evaluacion,
el procesamiento, la preservacion, el
almacenamiento y la distribucion de
células y tejidos humanos. Esta Directiva
se creé con la intencién de unificar la
diversidad de estdndares presentes en
los distintos paises de la Unién Europea
respecto a la importacién/exportacion
de células y tejidos, la necesidad de
incrementar la disponibilidad de células
y tejidos donados y la efectividad de
usarlos, asi como eliminar los errores
creados con unos sistemas de codificacién
y clasificaciéon distintos entre centros
y paises europeos. En esta Directiva se
engloban lamayoriade los tejidosy células
humanas, las células reproductoras,
tejidos fetales, asi como las células
madre adultas humanas (hASCs) vy
hESCs. En los primeros borradores de la
Directiva se proponian unos requisitos
de calidad importantes, sobre todo

con respecto a la calidad del aire tipo A
de las salas donde se iban a manipular
estos tejidos y células (salas GMP, siglas
inglesas de Good Manufacturing Practice).

Debido a este punto, esta Directiva hasido
criticada por expertos en reproduccion
que declaran que las unidades de FIV
no necesitan de tantas exigencias para
poder realizar su trabajo, aunque de
alguna manera no deja de ser una critica
pragmatica, ya que parece encaminada a
razones financieras y politicas (Mortimer,
2005). Si las clinicas de FIV tuvieran que
cefirse a tales exigencias, la inversion
necesaria para adecuar los laboratorios a
la nueva Directiva serfa insostenible en la
mayoria de los casos, llevando a la clinica
al cese de sus actividades o encareciendo
exhaustivamente los ciclos de FIV.
Debido a estas criticas, la Unién Europea
ha publicado la Directiva 2006/17/
CE de la Comision, de 8 de febrero de
2006, 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 donacién,
la obtencién y la evaluacién de células
y tejidos humanos. En esta Directiva
se matiza sobre la distincion entre
laboratorios de reproduccién asistida y
laboratorios donde se derivan hESCs a
partir de embriones humanos, siendo
las propuestas menos exigentes con los
primeros en lo referente a la calidad del
aire (Cortes y Menendez, 2009).

Conjuntamente con la legislacion
europea, existen iniciativas europeas
importantes, financiadas parcialmente
por el 7° Programa MARCO de la Comision
Europea, dondesebuscadartransparencia
a las hESCs respecto a las condiciones
de almacenamiento y caracterizacion
(hESC Registry, Internacional Stem Cell
Initiative, Stem Cell Banking Initiative).

CELULAS PLURTPOTENTES INDUCIDAS

En el afio 2006, el grupo japonés de
Shinya Yamanaka demostraba en
ratén que la simple introduccién de
cuatro genes en células somdticas
diferenciadas eran capaces de revertir
todo el programa de diferenciacién y
reprogramar las células a un estadio
embrionario (Takahashi y Yamanaka,
2006) (Figura 3B, 4). Estas células,
denominadas iPSCs  (por induced
pluripotent stem cells), demostraron
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su capacidad real como célula madre
en experimentos de transferencia de
blastocistos en raton (Takahashi y
Yamanaka, 2006). Dados los resultados
de este estudio, estos descubrimientos
tuvieron una importante repercusion
medidtica, y la produccién de iPSCs
fue considerada como el hallazgo
mds importante de la década por la
prestigiosa revista Norteamericana
Science. Quizas lo mds importante en
lo que refiere a Medicina Regenerativa,
es que la metodologia desarrollada por
el grupo de Yamanaka fue utilizada por
su grupo y otros para generar lineas
iPSCs humanas (Lister et al., 2011).
Portanto, la generacién deiPSCs a partir
de células somdticas ofrece un inmenso
potencial terapéutico, asi como una
herramienta para el estudio de
enfermedades, desarrollo embrionario,
screening de farmacos, etc.

Es importante sefialar que el proceso de
reprogramacién por el cual una célula
somatica adquiere la pluripotencialidad
no es una transformacién genética, sino
que consiste en una transformacion
epigenémica (Lister et al., 2011).

Como hemos dicho anteriormente,
el origen de las iPSCs consiste en la
introduccién de cuatro genes en células
somaticas. Los métodos mas utilizados
para ello son:

Realizacion de wuna transformacion
retroviral con los genes OCT-4, SOX2,
KLF4 y MYC (Daley et al., 2009)

Realizacién de unaintegracion lentiviral
de los genes 0CT-4, SOX2, NANOG y
LIN28A (Yu et al., 2007).

Reprogramacién sin la utilizaciéon de
vectores episomales integrados. (Yu et
al., 2009).

Actualmente, aunque @ reprogramacion
puede ser inducida por los genes antes
enumerados, constantemente estan saliendo
nuevos genes, como ESRRB y NR5A2, que
realizando entre todos ellos combinaciones
alternativas consiguen el establecimiento
de nuevas iPSCs (Ichida et al., 2009). De
igual forma, diversos tipos celulares han
demostrado ser (tiles en la reprogramacion
aiPSCs (fibroblastos, queratinocitos, celulas
de la sangre, precursores neuronales, etc.)
(Hannaetal., 2010).

e
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Figura 5: Esquema de una de las posibles trayectorias de reprogramacion epigenética para conseguir la
pluripotencia a partir células somdticas (Imagen tomada del BACM).

Por lo tanto, el proceso de reprogramacién
de células somdticas esta acomparnado por
laremodelacién de marcadores epigenéticos
(Figura 5). En las células somaticas, los
promotores de los genes antes mencionados
estan altamente metilados, reflejando
su estado transcripcional reprimido. La
formacién de iPSCs conlleva la activacion
de estos genes, y su demetilacion es
usada como control de la reprogramacion
(Mikkelsen et al., 2008). En principio,
la demetilacién puede ocurrir mediante
un mecanismo pasivo, produciéndose la
inhibicion de la DNA metiltransferasa 1
durante la replicacion de DNA, o puede
ocurrir mediante un mecanismo activo,
donde la base metilada es reemplazada por
DNA no replicativo. Una vez conseguidas las
iPSCs, los estudios actuales se centran en las
posibilidades de transdiferenciacion a los
distintos estados somdticos.

Precisamente en estos acontecimientos
es donde encontramos las limitaciones
de las iPSCs.

LIMITACIONES EN EL POTENCIAL DE LAS
CELULAS PLURIPOTENTES INDUCIDAS

En primer lugar, la generaciéon de células
iPSCs parece anular en gran medida la
controversia generada en torno al uso de
embriones humanos congelados, dado que
no requieren el empleo de ningln material
embrionario humano, por lo tanto no se

necesitan leyes y regulaciones especificas
como es el caso de las hESCs. Ademads,
teéricamente, el origen de lineas iPSCs, a
partir de una célula somatica de unindividuo,
facilitaria la aplicacion de un transplante
autogénico, lo que hasta hace un tiempo se
pensaba que sélo era posible utilizando las
técnicas de transferencia nuclear, o mediante
elempleo de células madre adultas.

Pero, la reprogramacion de células somdticas
implica la reconfiguracion epigenémica,
dotando a las iPSCs de caracteristicas
similares, pero parece ser que no idénticas, a
las ESCs.

Actualmente, se estdn  publicando
trabajos donde se comprueba que existen
diferencias, aunque minimas, en la
estructura de la cromatina y expresion de
genes entre las hESCs y las iPSCs (Guenther
et al., 2010). Por otro lado, se han visto
diferencias epigenémicas entre los dos
tipos celulares (Kim et al., 2010; Stadfeld
et al., 2010), asi como alteraciones en el
potencial de diferenciacién de las iPSCs,
comparadas con las ESCs (Hu et al., 2010).
Estos descubrimientos indican que existen
diferencias fundamentales entre las ESCs y
las iPSCs, formuldndonos la pregunta de si
realmente con las iPSCs se ha vuelto a caer
en el error de lanzar grandes expectativas
antes de tiempo, al igual que ocurrié a
mediados de la pasada década con las ESCs
(Hanna etal., 2010).
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Mas recientemente se han publicado varios
articulos donde se demuestra a gran escala
que los metilomas de las iPSCs y de las ESCs
son muy similares, pero que existe una
variabilidad epigenética significativa, y
que las iPSCs conservan una “memoria”,
traducida en diferencias entre las regiones
metiladas, y que estas diferencias son
transmitidas en alta frecuencia al proceder
a la posterior diferenciacion de las
mismas (Lister et al., 2011). Ademds, se
ha demostrado que durante el proceso de
reprogramacion se producen alteraciones
genéticas, que aunque no muy severas,
su repercusion en la funcionalidad de
las iPSCs es desconocida (Hussein et al.,
2011). Estos dltimos descubrimientos han
vuelto a dividir a la comunidad cientifica,
formandose dos bandos: los que abogan
por afirmar que estas diferencias no son
tan importantes, y que merece la pena
seguir invirtiendo en el estudio de las
iPSCs, y otro bando donde se encuentran
los defensores de la investigacion con
ESCs, con una defensa firme de la completa
pluripotencialidad, e invirtiendo su tiempo
en el control de la proliferacion celular, uno
de los factores limitantes para un futuro
uso en transplantes.

CONCLUSIONES

Volviendo al ejemplo de la escalera
imaginaria de la clase de matematicas,
en la que debemos subir los peldafios
uno a uno, pensamos que no es mala
la idea de poner un pie en un peldafo,
y otro en el siguiente, parandonos
el tiempo suficiente y pensando bien
cuando avanzar, dando un impulso
mayor. De hecho, existen estudios en
los que se recomienda la fusion de las
células somaticas a reprogramar junto
con ESCs, demostrandose una mejora en
la reprogramacion a iPSCs (Bhutani et
al., 2010).

Lo que estd claro es que derivar hESCs por
aumentar el ndmero de lineas existentes
es ya obsoleto, aunque cabe destacar que
el proceso de rechazo inmunoldgico estd
lejos de ser resuelto, y en teoria un panel
extenso de hESCs podria solucionar en
parte este problema. Se han establecido
el nimero suficiente de hESCs para poder
investigar. Esto no quita que se propongan
nuevas estrategias en el método de
derivacién, cultivo de la colonia primaria
sobre nuevos modelos celulares, el
establecimiento de hESCs mutagénicas

para unamplio abanico de enfermedades, a
partir de embriones afectos detectados por
diagnéstico genético preimplantacional
(DGP), etc. La dnica pregunta que nos
quedaria por contestar es qué podemos
hacer con los embriones congelados
que sigue habiendo en las clinicas de
reproduccién, y que ya no son candidatos
a ser utilizados para crear nuevas hESCs.
Nuestra respuesta es clara, una cosa es
investigar utilizando embriones, y otra
cosa es estudiar el embrién, y hay todavia
muchos aspectos por conocer acerca de la
biologia del embrién en si.
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COLABORACION DE LAS CASAS COMERCIALES

Como sabemos, buena parte del
trabajo que realizamos  desde
ASEBIR es gracias a la colaboracién
econémica de las casas comerciales
con las que trabajamos en la clinica.

La organizacién bienal de nuestro
Congreso, la organizacién de nuestros

Cursos de Formacion, asi como la
financiacion de los Cuadernos de
Embriologia, es posible graciasalaporte
de los Patrocinadores de ASEBIRy demas
casas comerciales y laboratorios que
colaboran con nosotros, tanto de forma
directa como a través de la publicidad
en la Revista de ASEBIR Yy la pagina Web.
Os presentamos en dos gréficos la
participacién econémica de las casas

% PATROCINIO ANO DE CONGRESO (2009)
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que han colaborado con nosotros
durante los afios 2009 y 2010.

Yllamamoslaatenciénsobreque, durante
este afio 2011, en el que celebraremos
nuestro VI Congreso ASEBIR en Girona,
la colaboracién de las casas comerciales
y laboratorios continda con el mismo
entusiasmo de afios anteriores, lo cual
agradecemos sinceramente.
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Normas de publicacién

NORMAS DE PUBLICACION

INFORMACION PARA LOS AUTORES.
NORMAS DE PUBLICACION

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

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

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

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

MANUSCRITOS:

Todos los trabajos remitidos deberdn
ser inéditos y se mandaran por correo
electrénico a la direccion asebir@asebir.
com. Sera necesaria una copia delarticulo
en formato PDF y una copia en Word, asi
como un documento de presentacién en el
cual se solicite su valoracién y se indique
la seccién donde se desea su publicacion.
En este documento se hara constar que el
trabajo no ha sido publicado previamente
y que todos los autores estan de acuerdo
en su contenido y ceden los derechos
de su publicacion a ASEBIR. Para la
reproduccion de material ya editado es
necesaria la autorizacién expresa de los
propietarios del copyright. El Comité
Editorial considerara la publicacion
de articulos enviados eninglés.

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

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

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

La estructura de los manuscritos
preferentemente debera organizarse
en los apartados de Introduccion,
Material 'y Métodos, Resultados,
Discusion, Agradecimientos,
Bibliografia, Tablas y Graficas. Las
tablas se numerardan con ndmeros
romanos vy las figuras con ndmeros
arahigos. Los pies de figura deberan
estar listados en una hoja aparte y
cadafigurallevardescritasunumeracion.

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

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

A) ARTICULO DE REVISTA CON MENOS DE
6 AUTORES:

Lewis SE, Moohan JM, Thompson W.
Effects of pentoxifylline on human
sperm  movility in  normospermic

individuals using computer-assisted
analysis. Fertil Steril 1993; 59:418-423.

B) ARTICULO DE REVISTA CON MAS DE 6
AUTORES:

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

C) LIBRO COMPLETO:

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

D) CAPITULO DE LIBRO:

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

E) COMUNICACION A CONGRESO:

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

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

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