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INTRODUCCION

Las peculiares caracteristicas de la gametogénesis femenina permiten la caracterizacion indirecta del comple-
mento cromosomico del ovocito através del andlisis del correspondiente 1er Corpusculo Polar (1CP). Dicho andli-
sis permite, si los resultados asi |o indican, la utilizacion del ovocito analizado para fines reproductivos. Esta técni-
ca puede aplicarse en la deteccion de aneuploidias.

Unade las causas de la disminucién en la fecundidad al aumentar la edad materna es la presencia de aneuploidi-
as en € embrion. Teniendo en cuenta que la mediana de edad de los pacientes que requieren técnicas de reproduc-
cion asistida es bastante elevada, la deteccion de ovocitos andmalos a través del andlisis del 1CP podria ayudar a
evitar la transferencia de embriones procedentes de ovocitos aneuploides pudiendo disminuir, asi, la tasa de aborto
y mejorar laimplantacion en este tipo de pacientes. Ambos efectos contribuirian a aumentar €l indice de embarazos
atérmino. El objetivo de nuestro estudio es detectar, mediante Diagnéstico Genético Pre-Implantacional analizando
el 1CP, no solo las aneuploidias autosdomicas mas comunes; 13, 16, 18, 21y 22 ( Munnéy col. 2000 ) sino también
las causadas por los cromosomas X, 1, 15y 17 que, como sugirieron Bahgéy col. ( 1999 ), podrian también inter-
venir en las bajas tasas de éxito mencionadas.

MATERIAL Y METODOS

Hasta este momento, se ha analizado el 1CP de 39 ovocitos ( 3 madurados in vivo, 29 madurados in vitro y 7 no
fecundados ) de mujeres de edades comprendidas entre los 18 y los 45 afios. Después de su fijacion ( Durban y
col.1998 ) se han aplicado, mediante un protocolo adaptado a 1CP, dos rondas de hibridacién in situ fluorescente
(FISH) usando diferentes combinaciones de sondas centroméricas y locus especificas que permiten visualizar mar-
cas correspondientes a cada crométide. En la primera ronda, se han analizado los cromosomas 13, 16, 18, 21y 22
con sondas marcadas, respectivamente, en SpectrumRed, SpectrumAqua, SpectrumBlue, SpectrumGreen y
SpectrumGold ( Vysis, NY, USA ) y, en una segunda ronda, se ha utilizado una mezcla de sondas para los cromoso-
mas X, 1, 15y 17 marcadas, respectivamente, en SpectrumAqua, SpectrumOrange, SpectrumGreen y
SpectrumOrange/ SpectrumGreen.

RESULTADOS

Se diagnosticaron treinta'y uno de treintay nueve 1CP (79.5% ). Catorce fueron euploides (45' 2%) mientras que
17 resultaron aneuploides ( 54’ 8% ). L os resultados se detallan en la siguiente tabla:
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Cr.13 Cr.16 Cr.18 Cr.21 Cr.22 Cr.l Cr.15 Cr.17 Cr.X
Euploides 30 29 34 34 27 27 31 33 33
Hiperhapl. cr 2 1 1
Hiperhapl.
ctide 1 1
Hipohapl. cr 2 5 2 1 3 1 1
Hipohapl.
ctide 3 1 2 1
No Diagnos. 4 3 2 2 8 9 6
Total Aneupl. 5 7 3 3 4 3 2 1 1
Abreviaciones: Hiperhapl.:Hiperhaploidia; Hipohapl.:Hipohaploidia; cr.:Cromosoma; ctide.:Crométide.

La alteracion cromosdmica que se observd con mas frecuencia fue la hipohaploidia para algin cromosoma
(51' 7%) mientras que el cromosoma mas implicado en aneuploidias resulté ser el 16.

Conclusiones

La aplicacion de dos rondas de FISH en extensiones de 1CP es una forma fiable de detectar ovocitos aneupl oi-
des para los 9 cromosomas analizados. Este protocolo aplicado en ciclos de FIV podria ser una manera de selec-
cionar s6lo embriones procedentes de ovocitos euploides para transferir en pacientes de edad materna avanzada
incrementando, asi, las oportunidades de conseguir un embarazo.

Referencias: Bahce y col.1999 J Assist Reprod Genet;16(4): 176-181. Durban y col. 1998 Hum Reprod
13(3):583-587. Munnéy col. 2000 Prenat Diagn 20:582-586.
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad genética que sigue un modelo de herencia Autosdmica
Dominante, con penetrancia completa y afecta a 1/10.000 nacidos vivos. El gen (1T15) responsable de la enferme-
dad se localiza en los brazos cortos del cromosoma 4, la mutacion se produce por un incremento en €l nimero de
trinucledtidos CAG (glutamina) localizados en el extremo 5° del gen, en el primer exén. La EH es un sindrome neu-
rodegenerativo de aparicion tardia en el 80% de los casos que conduce a la incapacidad total del individuo 10 6 15
afnos después de |os primeros sintomas.

En la actualidad se puede realizar un diagnéstico Presintomético y Prenatal de la enfermedad. La posibilidad de
realizar un Diagndstico Genético Preimplantacional (DGP) da la posibilidad a estas parejas a no tenerse que enfren-
tarse al aborto de un hijo que en el mejor de los casos llevara una vida completamente normal durante las tres pri-
meras décadas de su vida.

OBJETIVOS

1) Puesta a punto del andlisis genético molecular del gen responsable de la EH mediante la técnica de PCR.

2) Puesta a punto del andlisis genético molecular del gen responsable de la EH en ADN extraido de blastémeros
de embriones no aptos para la transferencia.

3) Andlisisde la EH en parejas portadoras previo al DGP, con el fin de determinar su informatividad genética.

MATERIAL Y METODOS

Parala puesta a punto de andlisis molecular contamos con ADN extraido de sangre periférica de parejas portado-
ras del gen de la EH, asi como embriones no aptos para la transferencia.

La metodologia utilizada para la puesta a punto de la técnica de PCR es la siguiente; Una PCR semi-nested con
una primera ronda de amplificacion con los primers externos HD3/ HD2 y una segunda ronda de amplificacion con
los primers internos HD1/HD2:

-HD3: ttt tac ctg cgg ccc aga

-HD2: tcctcagcet tee tcagec gee

-HD1: atggcg acc ctg gaa aag ctg atg aa

RESULTADOS

Presentamos | os resultados obtenidos de la puesta punto de la PCR en 100 blastémeros biopsiados de embriones
no aptos. Asi mismo presentamos los resultados de la PCR en pacientes portadores de la EH y sus parejas pendien-
tes de someterse aun DGP.
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INTRODUCCION

Los candidatos y las indicaciones para €l diagnéstico genético preimplantacional (DGP) se han ampliado conside-
rablemente alo largo de los Ultimos afios. Actualmente, su aplicacion no solo evita latransmisién de anomalias genéti-
cas ala descendencia si no también la posibilidad de ofrecer mejores perspectivas de éxito en algunos grupos de pa-
cientes. Un grupo de pacientes en los que se plantea la utilidad del DGP es en |os casos de factor masculino asociado a
anomalias meidticas. El objetivo de nuestro trabajo ha sido valorar si el DGP estaindicado en este tipo de pacientes.

MATERIAL Y METODOS

Se ha evaluado la incidencia de aneuploidias en los embriones obtenidos tras 16 ciclos de DGP realizados en 16
parejas que presentaban alteraciones en la meiosis masculina, comparandolos con los obtenidos en 40 ciclos de
DGP en portadores de enfermedades ligadas a los cromosomas sexuales (grupo control A). En ambos grupos el
diagnéstico genético se llevd a cabo mediante FISH utilizando sondas de DNA especificas.

L os resultados obtenidos en cuanto a tasa de implantacion, embarazo y aborto en el grupo de pacientes con meiosis
masculina alterada en los que se llevé a cabo DGP se han comparado con |os obtenidos en 66 ciclos de FIV-ICSI reali-
zados por 44 pacientes, también con alteraciones meidticas, pero en los que no se realizé DGP (grupo control B).

RESULTADOS

Se analizaron un total de 167 embriones del grupo de DGP, de los cuales un 47.3% eran normales para |los cro-
mosomas evaluados, el 27.5% presentaban anomaliasy en el 25.1% no se obtuvo diagnéstico. En el grupo control
A, se analizaron 286 embriones de los cuales 60.1% presentaban una dotacion normal para los cromosomas estudia-
dos, eran anormalesel 16.8% y en e 15.7% no se obtuvo diagndstico. Se encontraron diferencias significativas en
el porcentaje de embriones anormales respecto alos diagnosticados entre ambos grupos (p<0.01).

Al comparar los resultados de estos 16 ciclos de DGP con los obtenidos en 66 ciclos de FIV-ICSI realizados
por el grupo control B, no se encuentran diferencias significativas ni en la tasa de embarazo (43.7% y 43.9% res-
pectivamente) , ni en latasa de implantacién (25% frente a 23.2%). En el grupo control B se produjeron 3 abortos
(10.3%), mientras que no se produjo ninguno en el grupo de DGP, sin embargo las diferencias no son significativas.

CONCLUSIONES

Nuestros datos ponen de manifiesto que los embriones del grupo de pacientes candidatos a DGP por anomalias
mei6ticas presentan un incremento en la tasa de aneuploidias respecto a nuestra serie control. Dado que las anoma-,
lias cromosdmicas son un importante factor que condiciona las pérdidas embrionarias, nuestros resultados, aunque
preliminares, sugieren que la seleccion de embriones realizada a través del DGP reduce |a tasa de aborto en pacien-
tes con meiosis masculina alterada.

\ol. 18 - n° 4 - Julio-Agosto 2001 1° Congreso ASEBIR - 43




REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD Comunicacion Oral-4-

Valor pronostico del porcentaje de embriones con anomalias cromosomicas
en el Diagnostico Genético Preimplantacional por aborto de repeticion

Santalé J, Vidal F, Giménez C, Parriego M, Egozcue J

Unitat de Biologia Cel.lular. Facultat de Ciéncies. Universitat Autonoma de Barcelona.
Bellaterra. Barcelona.

INTRODUCCION

Recientemente el cribaje genético basado en el Diagndstico Genético Preimplantacional (DGPI) se ha venido
utilizando, entre otras indicaciones, afin de incrementar la tasa de embarazo en parejas con abortos de repeticion.

MATERIAL Y METODOS

En nuestro equipo hemos analizado 54 ciclos de DGPI en los que se realiz6 un cribaje genético para 7 cromoso-
mas distintos (X,Y, 13, 16, 18, 21 y 22) considerados como |os mas directamente implicados en la induccion de
abortos en las pérdidas gestacionales tempranas. De estos 54 ciclos, 30 corresponden a unaindicacion de aborto de
repeticion mientras que |os otros 24 presentaban otras indicaciones para el DGPI y fueron utilizados como control.
Dichos ciclos se llevaron a cabo en 7 centros de reproduccion asistida distintos.

Se pretendia evaluar el porcentaje de embriones genéticamente andémal os detectados en cada ciclo y correlacio-
narlo con la tasa de implantacién post transferencia. Para ello se determind la media de los porcentajes de embrio-
nes cromosdmicamente andmalos y se utilizd para establecer dos grupos de ciclos de DGPI: 1os que presentaban un
porcentaje de embriones andmalos superior alamediay los que lo presentaban inferior. Se comparé también la me-
dia de edad de ambos grupos. La hipétesis de trabajo era establecer el porcentaje de embriones cromosémicamente
andmal os en cada ciclo como un indicador de la probabilidad de éxito en estos casos, de forma que los ciclos con un
mayor n'mero de embriones anormales (Io cual indicaria un posible origen genético de los abortos) presentaran un
mejor prondstico de embarazo.

RESULTADOS

L os resultados obtenidos, referidos al grupo de abortadoras de repeticion, indican que las medias de edad son si-
milares en ambos casos (35,36 afios en el grupo de ciclos con un porcentaje de embriones anémalos superior a la
mediay 34,42 en el grupo con un porcentaje menor). Sin embargo la tasa de implantacion era mayor (16,67%) en €l
grupo de abortadoras con un porcentaje de embriones andmal os superior ala media comparado con ladel grupo con
un porcentaje menor (6,45%). Por el contrario la situacion se invertia en el grupo cuya indicacién parael DGPI no
eran |os abortos de repeticion previos: 0% de implantacion en el grupo de no aboratdoras con un porcentaje de em-
briones andmalos superior a la media comparado con la del grupo con un porcentaje menor (4,35%). En este caso
las medias de edad de los dos grupos también eran diferentes. (36 afios en el grupo de no abortadoras con un por-
centaje de embriones anémal os superior ala mediay 28,10 en el grupo con un porcentaje menor)
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CONCLUSION

Estos resultados preliminares parecen sugerir que, en los casos con una indicacion de DGPI de abortos de re-
peticion, el hecho de encontrar un n"mero elevado de embriones cromosdémicamente andémalos pudieraindicar un
origen genético de los abortos previos y por tanto sugerir un buen pronéstico para el mismo. Esta informacién pu-
diera ser de utilidad en caso de plantearse la repeticion de nuevos ciclos de DGPI en la misma paregja.
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INTRODUCCION

Durante su desarrollo in vitro hasta blastocisto, |os embriones humanos sufren un proceso de seleccién en base a
su capacidad fenotipica asi como a la carga cromosomica de la que son portadores. Por ello, muchos programas de
reproduccion asistida optan por la transferencia de blastocistos para incrementar las tasa de gestacion e implanta
cion. No obstante, un porcentaje importante de los embriones que alcanzan el estadio de blastocisto siguen llevando
una carga cromosomica anormal |o cual puede influir en su potencial implantatorio.

El objetivo de este estudio es evaluar si la transferencia de blastocistos con un andlisis cromosémico adicional
mejora latasa de implantacién embrionaria.

MATERIALESY METODOS

Estudio retrospectivo de 117 transferencias, 13 procedentes de DGP 'y 104 del programa de cocultivo realizadas
en nuestro centro desde Julio de 1999 hasta Mayo de 2001. Todas las transferencias fueron realizadas exclusiva-
mente con embriones en estadio de blastocisto. Los cromosomas estudiados mediante FISH fueron €l 13, 16, 18,
21,22, X, eY (VysisInc., Downers Grove, IL). Los andlisis estadisticos fueron realizados mediante |os tests t-
Student y Fisher. Valores de p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

RESULTADOS
Cocultivo PGD Cocultivo PGD
(n=104) (n=13) >3 embr. de 8 >3 embr. de 8
células (n=95) (n=10)

Edad 334+36 336+33 335+34 334+33
Ovoc/paciente 236+81 209+81 205+5,6 25.6+ 7,26
% Blastocistos 34* 25* 37 40
Blast. Transf. 2,59+ 1,0* 1,15+ 1,2* 26+08 2,38+0,9
Tasa Gestacion 46,2 46,2 4.2 60
Tasa Implant. 26,2* 44,0* 22,8* 50*
Tasa Aborto 14,6 16,6 15,58 16,6
* p<0.05

CONCLUSIONES

La seleccion de blastocistos cromosdmicamente normales mejora significativamente su capacidad de implanta-
cion y esta diferencia es mas evidente en pacientes con buena calidad embrionaria. Aunque la tasa de gestacion pre-
senta a priori valores similares en los grupos analizados, ésta podria incrementarse en el subgrupo de pacientes de
mejor prondstico.
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INTRODUCCION

La seleccion de los embriones a transferir es uno de los aspectos més importantes dentro de un programa de repro-
duccion asistiday uno de los criterios utilizado para ello es la morfologia de los prontcleos. Se ha intentado correla-
cionar los distintos patrones de morfologia pronuclear en los zigotos con su potencial desarrollo hasta blastocisto, asi
como su capacidad de implantacion. En este sentido, el objetivo de nuestro trabajo fue valorar la posible correlacion
entre distintos patrones de morfologia pronuclear y la presencia de anomalias cromosdmicas embrionarias.

MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo en el que se incluyeron 43 pacientes de nuestro programa de diagnéstico genético preim-
plantacional (D.G.P.) en un periodo comprendido entre Noviembre de 2000 y Mayo de 2001. Las indicaciones en
estas pacientes fueron: aborto de repeticién, fallo de implantacion y antecedentes de sindrome de Down. En todos
los ciclos la inseminacion ovocitaria se realizé mediante inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) y
la morfologia de los prontcleos se valoré 17-20 horas tras |a microinyeccidn. Los zigotos fueron clasificados en ba-
se a tamafno de los pronicleos (A= Tamafio similar, B= Distinto tamafio) y en tres categorias distintas en funcién
del nimero de nucleolos, distribucion y sincronia de los mismos. Grupo |: 3-4 nucleolos sincrénicos polarizados;
Grupo |1: 5-7 nucleol os sincrénicos comenzando a polarizar o 7-9 nucleolos sincrénicos dispersos; Grupo I11: cual -
quier otra combinacién no incluida en los grupos | y I1. Los embriones desarrollados correctamente fueron biopsia-
dos en el tercer dia de desarrollo embrionario y analizados mediante hibridacién in situ fluorescente (FISH) paralos
cromosomas 13, 16, 18, 21, 22, X e Y (VysisInc., Downers Grove, I1.).

RESULTADOS: Porcentaje de embriones normales paralos cromosomas analizados (%).

Grupoll Grupolll Grupol 1l Totales
A N =27 N =120 N =96 N =243

8(29.6) 31(25.8) 17 (17.7) 26 (23.1)
B - N=8 N =13 N=21

3(37.5) 2(15.4) 5(23.8)

Totales N =27 N =128 N =109

8(29.6) 34 (26.6) 19 (17.4)
Test exacto de Fisher no significativo.
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CONCLUSIONES

Debido a reducido nimero de embriones analizados no se observaron diferencias significativas entre ninguno de
los grupos estudiados. Sin embargo, existe una tendencia hacia un mayor porcentaje de embriones cromosomicamen-
te normales en aguellos zigotos que presentan pronticleos de tamafio similar (A) y nucleolos sincrénicos (Grupo 1).
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Estudio de microdeleciones del cromosoma Y en azoosper mia secretora

Esbert M, Vendrell J.M, Carrera M, Barri PN, Veiga A.

Institut Universitari Dexeus.

Las microdel eciones del brazo largo del cromosoma'Y han sido origen de estudio desde que fueron relacionadas
con la esterilidad de origen masculino. El Yq 11 (brazo largo del cromosoma Y) se subdividié, en principio, en tres
partes: AZFa, AZFb y AZFc ( que contiene el gen DAZ, de deleted in azoospermia). La ausencia de cada una de
€llas se corresponde con unas caracteristicas fenotipicas testiculares determinadas. La delecién de AZFa no es muy
frecuente y se relaciona con el sindrome de sblo células de Sertoli, la de AZFb con blogueo meidtico (ausencia de
espermatozoides maduros a nivel testicular) y la de AZFc, que es la mas frecuente, con oligozoospermia severa (<
10 Millones espermatozoides / ml de eyaculado) y azoospermia. Estudios recientes han descrito una cuarta zona,
AZFd, que se corresponde fenotipicamente con una oligozoospermia moderada (<20 Millones / ml eyaculado) asi
COMO con una teratozoospermia.

En nuestro estudio se han incluido 24 pacientes con azoospermia secretora, que acudian a nuestro centro para
tratamiento de esterilidad. Se ha comparado la frecuencia encontrada de microdeleciones del cromosoma 'Y en
nuestros pacientes, con la frecuencia descrita en la bibliografia. También era relacionada la presencia de una deter-
minada microdelecion con el resultado de la biopsia testicular, sobretodo en cuanto ala existencia o no de esperma-
tozoides testicul ares.

La frecuencia con la que se encuentran estas microdel eciones varia mucho segiin los pacientes en que se redliza
el estudio. En general se considera que entre un 12-15 % de los pacientes azoospérmicos tienen microdel eciones en
el brazo largo del cromosoma Y. En nuestro caso hemos realizado una PCR (polymerase chain reaction) para estu-
diar la presencia de microdeleciones en linfocitos de sangre periférica, utilizando 4 STS (sequence-tagged sites).
Detectamos 3 casos de microdeleciones, 10 que representa una frecuencia del 12,5 %. Se encontré una microdele-
cion de cada regidn estudiada, y €l diagnéstico de las biopsias testicul ares realizadas concordaron con lo que era es-
perado.

El hecho de que estas microdeleciones puedan ser heredadas por los hijos varones, y el valor prondstico que po-
dria ofrecernos en cuanto ala presencia de espermatozoides a nivel testicular, hace que esta prueba sea recomenda-
da alos pacientes estériles que se quieran someter a un tratamiento de reproduccion asistida en nuestro centro.
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Caracterizacion de las poblaciones celulares del eyaculado y biopsia de tes-
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INTRODUCCION

Un sistema vélido y reproducible, basado en una diferencia constante que presentan las células de la espermato-
génesis respecto a otros tipos celulares en el tejido testicular y semen, es el estudio del contenido en material genéti-
co. Por definicidn, las células precursoras de |os gametos a partir de las espermétides contienen un juego completo
de cromosomas (haploides) al igual que los espermatozoides, mientras que todos los tipos celulares somaticos con-
tienen dos (diploides). Esta diferencia puede ser utilizada para analizar, en las muestras de |os pacientes selecciona-
dos, la presencia del tipo celular de interés con unatincion de DNA vy técnicas de citometria de flujo.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron muestras de eyaculado completo con espermatozoides, sin espermatozoides y con células redon-
das, biopsia de testiculo, semen capacitado y células linfocitarias procedentes de sangre como control diploide
(n=10). La biopsia fue disgregada mecénicamente primero, y enzimaticamente luego, utilizando para ello colagena-
say DNAsa, v, tras filtrar los tamafios mayores, procedimos de la misma forma que con los eyaculados. Las mues-
tras fueron separadas del plasma y/o medio de cultivo, fijadas y permeabilizadas con etanol 70% y su concentracion
normalizada a 100.000 cel/ml. Posteriormente fueron tefiidas con Yoduro de Propidio (fluorocromo de unién al
DNA). A continuacion, las células en suspension fueron analizadas en el citometro de flujo (Epics Elite, Coulter).
Al menos se analizaron 10.000 células por muestra.

RESULTADOS
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Tras la caracterizacion de la cantidad de DNA de los espermatozoides capacitados (grupo control haploide n)
(1) y delas células linfocitarias (grupo control diploide 2n)(2), definimos las siguientes ventanas de sefial fluores-
cente; C: debris celular, D: células haploides, E: células diploides, F; células tetrapliodes. Pudimos clasificar y
cuantificar la presencia de leucocitos en un eyaculado con ausencia de espermatozoides (3) y la ausencia de es-
permatozoides y presencia de células de la linea germinal diploides y tetraploides en una biopsia de testiculo de
pacientes azoospérmicos (4). Los resultados fueron confirmados mediante el estudio anatomo-patol 6gico de ex-
tensiones de las mismas muestras tefii das mediante hemotoxilina-eosina. Se valoraron 200 células por muestra.

CONCLUSIONES

El andlisis de DNA mediante citometria de flujo es una técnica valida, reproducible y rdpida para caracterizar
las poblaciones celulares del eyaculado o de la biopsia de testiculo que puede sustituir de manera eficiente a méto-
dos diagndsticos tradicionales como latincion histolégica, o inmunohistoquimica del tejido o suspension celular.
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Fragmentacion de DNA en subpoblaciones de esper matozoides en difer en-
tes fases de maduracion

Alvarez J G*2, Ollero M*, Evenson D P 3, Ashok Agarwa*, Vazquez R 2, JFernandez J L 2,
VGoyanes 'V ?

Harvard Medical School, Boston; 2Unidad de la Mujer, Hospital Santa Teresa-USP, La
Corufia; *South Dakota State University, Brookings, South Dakota; “The Cleveland Clinic
Foundation, Cleveland, Ohio.

INTRODUCCION

El grado de fragmentacion de DNA en esperma humano ha sido recientemente identificado como un indicador
de fallo de embarazo tras la fecundacion in vivo e in vitro. Sin embargo, €l mecanismo responsable de esta frag-
mentacion todavia no se conoce. Se ha demostrado que los radicales libres del oxigeno (ROS) inducen fragmenta-
cion de DNA in vitro y que la fragmentacion de DNA puede producirse después de la espermiacion durante la mi-
gracién de los espermatozoides a lo largo de los tubulos seminiferos y €l epididimo. En este estudio se determind la
produccion de ROSy la fragmentacion de DNA en espermatozoides humanos en diferentes fases de maduracion.

MATERIALESY METODOS

las muestras de semen obtenidas de donantes (n=16) y pacientes de infertilidad (n=32) se clasificaron como
muestras con parametros de semen normales (PSN) o anormales (PSA), de acuerdo con los criterios de la OMS.
Cuatro fracciones de células espermaticas fueron aisladas utilizando un gradiente de densidad de | Solate
(47/70/90%). La produccion de ROS se determind utilizando el método estandar de quimioluminiscencia con lumi-
nol. El logaritmo de los niveles de ROS producidos por espermatozoides de una fraccion multiplicado por la con-
centracion espermatica relativa en esa fraccion fue designado como nivel relativo de ROS (Rel-ROS). La fragmen-

Grupo Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3 Fraccion 4 Rel-ROS-2
Donantes 50,5+16,21 29,4+15,85 16,08+11,21 8,11+6,82 0,71+0,24
Pt PSN 55,2+18,05 27,1£16,97 21,56£10,39 14,45+7,31 0,95+0,25
Pt PSA 52,6+15,74 32,5+14,57 29,76x11,05 29,23+7,63 2,30+£0,41

tacion de DNA se determiné utilizando el Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) y se expresd como
%COMPat. Los resultados se muestran en la siguiente tabla (mediatSD):

RESULTADOS

Los niveles més altos de ROS se encontraron en la fraccion 2 (espermatozoides inmaduros con retencidn proxi-
mal de citoplasma) y los mas bajos en la fraccion 4 (espermatozoides maduros) (P<0.001). Los valores de
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%COM Pat mas altos se abtuvieron en lafraccion 1 (células germinales inmaduras) y los més bajos en lafraccidn
4 (P<0.0001). Los valores de %COMPat en espermatozoides de la fraccién 4 fueron significativamente mas altos
en muestras de semen obtenidas de pacientes con PSA en comparacion con muestras de pacientes con PSN o do-
nantes (p<0.001). No se encontraron diferencias significativas en los valores de %COMPat en espermatozoides
de la fraccion 4 entre muestras obtenidas de donantes y de pacientes con PSN (p<0.0001). Los valores relativos
de ROS en lafraccion 2 (Rel-ROS-2) se correlacionaron significativamente con los valores de %COMP_t en es-
permatozoides de la fraccion 4 (r=0.86) (P<0.002). EI ROC andlisis indico que un Rel-ROS-2 de 1.2 resultaria en
un valor predictivo 6ptimo de fragmentacion de DNA en espermatozoides de la fraccion 4. Cuando se aplico este
valor, la sensibilidad fue del 84%, |a especificidad un 92%, el valor predictivo negativo un 94% y el valor predic-
tivo positivo un 78%.

CONCLUSIONES

Dado que las células inmaduras y |os espermatozoides maduros coexisten en estrecho contacto durante su mi-
gracion alo largo de los tubulos seminiferos y el epididimo, es posible que esto resulte en una induccion de la
fragmentacion de DNA en espermatozoides maduros como consecuencia de la produccion de ROS por esperma-
tozoides inmaduros.

Este trabajo de investigacion ha sido financiado en parte por el Ministerio de Educacion.
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Goyanes V, Delgado A, Fernandez J L, Gutierrez M, Campos A, Alvarez J, Segrelles E
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INTRODUCCION

El test hipoosmético (HOST) (Drevius y Eriksson, 1966) se viene utilizando como un indicador de capacidad
fertilizante (Vam der Ven et al, 1986) en el varon. Incluso algunos autores como Chuan et al 1985 lo proponen como
la alternativa més econémicay répida al test de penetracién en ovocitos de hamster. La alteracion estructural que
define un espermatozoide HOST positivo, ha sido descrita por diversos autores, como un edema intracitoplasmatico
vy de membranas, repercutiendo en todo el espermatozoide, pero preferentemente en la cola, produciendo un enrolla-
miento caracteristico de la misma.

MATERIAL Y METODOS

Tras swim-up, 10os espermatozoides fueron tratados durante 30 min a 37°C con el test HOST (citrato sédico y
glucosa). Seguidamente se fijaron centrifugandolos en rejillas de M.E. cubiertas de Formvar (Goyanes, 1985). Tras
deshidrataciones progresivas, espermatozoides no tratatos y tratados con la solucion HOST, fueron examinados al
M.E. de transmision sin tincion previa

RESULTADOS

No se observd ninguna alteracion significativa de la densidad electrénica de la cabeza, que se mostré notable-
mente electrondensa y sin objetivarse edemas ni separacion de membranas. Tampoco se apreciaron cambios en la
compactacion de la cromatina nuclear. Destaco en la cola, la presencia de estructuras en posicion periférica, de ta-
mario 10 veces inferior a diametro de la cola, formando anillos o espirales, rodeando un gje central electrondenso
correspondiente a sistema microtubular. A este nivel el cambio fundamental es un enrollamiento en direccion pro-
ximal, de intensidad muy variable, asi como angulaciones abruptas sin enrollamientos. En ningln caso se observa-
ron edemas, hinchazén o separacién de membranas.

Las medidas correspondientes a los tamafios de todas las estructuras del espermatozoide no mostraron cambios
con respecto alos controles.

DISCUSION

La elevada densidad electrénica que presentan estas muestras no tefiidas, indica el buen nivel de preservacién de
estas estructuras. También se evidencid, una clara nitidez de sus bordes. De haberse producido extraccién o despla-
zamiento de material membranoso o intercelular, edemas, hinchamiento, etc, se observaria una disminucion de la
densidad electronica de |a estructura correspondiente, con respecto a los controles. Estos resultados contradicen la
opinion de que el choque hipoosmético produce un incremento del volumen celular debido a almacenamiento intra-
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celular de liquidos, y fenémenos de hinchazén y doblamiento de la cola (Drevius y Eriksson 1966). Tampoco
coinciden con Mahiques et al. (1987), en su propuesta de que la membrana de la cola seria mas susceptible alos
cambiosidnicos que ladel resto de la célula. Sugirieron que dicha membrana es |la Unica que sufre un incremento
de volumen debido a un edema de la misma, dando como resultado los enrollamientos y demés cambios caracte-
risticos.Sus observaciones pueden ser artefactos de fijacion y procesado.

Nuestra conclusion es que la respuesta del espermatozoide a las soluciones hipoosméticas (HOST) es un pro-
ceso fisico-quimico y cinético de la estructura macromolecular de la cola, que no se debe a edema de membranas.
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Gardon J C*, Matés C, Coy P, Gadea J~
* Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad Nacional de Lomas de Zamora. Argentina

*Dep. Biologia Animal. Facultad de Veterinaria. Universidad de Murcia. Espafia

INTRODUCCION

El test de penetracién in vitro de ovocitos de hamster libres de zona pelUcida ha sido utilizado para evaluar la ca-
pacidad de penetracién de |os espermatozoides de diversas especies (Yanagimachi. Gamete Res 10, 187-232, 1984).
Para los espermatozoides de las especies de interés zootécnico, como la bovina, la utilizacion de ovaocitos de la es-
pecie porcina podria ser mas adecuado, por la facilidad de obtencion de los mismos, los buenos resultados que se
obtienen en los procesos de maduracion in vitro y por estar mas préximo filogenéticamente. El objetivo de este tra-
bajo fue la evaluacién y puesta a punto de la técnica de penetracion de ovocitos porcinos maduradosin vitro y libres
de zona pelucida, utilizando espermatozoides de |a especie bovina

MATERIAL Y METODOS

Ovacitos porcinos recolectados de ovarios provenientes de matadero fueron puestos a madurar in vitro durante
44 horas en medio NCSU-37. Finalizado €l periodo de maduracion, 1os ovocitos fueron sometidos a tratamiento con
pronasa a 0,1% durante 2,5 min a temperatura ambiente a efectos de eliminar la zona pellcida. El semen bovino
congelado en condiciones comerciales se descongel® mediante inmersion a 37°C durante 30 seg. y fue diluido en
medio TCM-199 suplementado con BSA, cafeina - benzoato de sodio y heparina. Las muestras de semen fueron
centrifugadas a 500g durante 10 miny los pellets resuspendidos en el mismo medio sin cafeina ni heparina. La con-
centracion final de espermatozoides fue gjustada a 1,5 x 10 6 células/ml. Seguidamente se procedi6 a preparar las
gotas de inseminacion de 100 pl. Los ovocitos madurados fueron lavados tres veces en medio de fecundacion y co-
locados en grupos de 20 por microgota de semen y cultivados durante 18 horas a 38,5 °C y 5% de CO2 en aire.
Posteriormente, los ovocitos fueron fijados y tefiidos para su eval uacion.

RESULTADOSY CONCLUSIONES

El semen utilizado presentaba unos valores medios de 71% de vitalidad y 58% de acrosomas intactos. Del total
de ovocitos utilizados, € 34,52% (29/84) fueron penetrados, de los cuales 79,31% (23/29) fueron monospérmicosy
93,10% (27/29) formaron pronlcleo masculino. Se verifica la penetracién interespecifica cuando se utilizan ovoci-
tos porcinos libres de zona pellcida. Esta técnica podria ser utilizada para evaluar la calidad de |os espermatozoides
bovinos cuando no se dispone de ovocitos homospecificos, del mismo modo que se ha utilizado extensamente €l
test de ovocito de hamster libre de zona (Brackett y cols., Gamete Res 5, 217- 227. 1982). Esta técnica podria apli-
carse a otras especies, incluida la humana, de modo que los ovaocitos porcinos madurados in vitro fueran utilizados
como un bio-reactivo més. Dentro del orden de los artiodéactilos, se ha demostrado previamenta la capacidad de pe-
netracion in vitro de ovocitos bovinos con espermatozoides ovinos (Slavik et al., Mol Reprod Dev 25:345-347,
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1990), penetracion in vitro de ovocitos bovinos y ovinos con espermatozoides caprinos (Slavik y Fulka,
Theriogenology 38, 721-726,1992) y fecundacion entre gametos ovinos y caprinos (Eppelston y Moore,
Theriogenology 8, 165, 1977).

Hasta el momento, los espermatozoides bovinos han sido inyectados (ICSI) en ovocitos porcinos madurados
in vitro con una exitosa activacion (89,42%) y formacién del pronicleo masculino (51,92%) (Kim et al., Mol
Reprod Dev 53, 84-91,1999). Por otra parte, Sartini y Berger (Mol. Reprod. Dev. 55, 446-451, 2000) han demos-
trado la unién de espermatozoides bovinos a la membrana plasmética de ovocitos porcinos libres de zona. Sin
embargo, hasta el momento no se ha encontrado ninguna referencia de penetracion y formacion de pronudcleos
cuando se utilizan un sistema FIV con ovocitos de cerdo libres de zona.
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ICSI. ¢Esposible mgjorar |a calidad embrionaria?

Ruiz Jorro M, VilaMarqués M, Dolz Arroyo M, Calatayud Lliso C.
CREA (Centro Médico de Reproduccion Asistida). Valencia

INTRODUCCION

Continuamente se trata de mejorar la calidad embrionaria modificando las condiciones ambientales o de cultivo
en los laboratorios de embriologia, con el fin de conseguir mejores resultados en los tratamientos de FIV e ICSI. En
este estudio prospectivo, nos planteamos unas sencillas modificaciones en la inseminacion (en los casos de FIV) o
microinyeccion (en los casos de ICSI) de los ovocitos, para valorar si estos cambios nos permitian seleccionar em-
briones de mejor calidad en el momento de su transferencia.

MATERIAL Y METODOS

De forma prospectivay aleatoria, la mitad de los ovocitos, en los casos de FIV , fueron retirados de la gota con
espermatozoides y colocados en una gota limpia de medio de cultivo, 90 minutos después de su inseminacion, ba-
séndonos en estudios (1) que indican que los espermatozoides liberan substancias que pueden afectar a la calidad
del futuro embridn y que el hecho de estar 15 horas menos en contacto con ellos puede disminuir este efecto del eté-
reo. En los casos de ICSI , también de forma prospectiva y aleatoria, se situd el corpulsculo polar alas 11 horas 6 a
las 7 horas, en el momento de microinyectar los ovocitos. Hay estudios (2) que indican que es posible obtener em-
briones con mejor potencial de implantacién situando el corpusculo polar alas 7 6 alas 11 horas (en lugar de hacer-
loalas 6 6 alas 12) en el momento de la microinyeccidn y otros trabajos (3) afirman que al microinyectar el esper-
matozoide con el corplsculo polar situado abajo, el ovocito fecundado podria empezar a dividirse antes, por lo que
posiblemente podriamos elegir mejor los embriones en el momento de transferirlos, tres o cinco dias después de la
aspiracion folicular. En cada caso se compar6 la tasa de fecundacion, los patrones de distribucion de los nucleolos
(4), latasa de embriones con células multinucleadas €l primer dia de division, de embriones de buena calidad en ca-
da dia de division y la media de células por embridn en cada dia de division, asi como otros parametros, todo ello
para saber, fundamentalmente, si alguna de estas modificaciones hacia que |os embriones se dividieran mejor o mas
répidamente.

RESULTADOSY CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a tasa de fecundacion, nimero de células
o calidad embrionaria en los casos de ICSI, cuando los ovocitos fueron microinyectados con el corplsculo polar a
las 11 6 las 7 horas. En los casos de FIV convencional, tampoco se encontraron diferencias en cuanto alatasa de fe-
cundacién, ni en el porcentaje de embriones de buena calidad cuando los ovacitos fueron retirados de los esperma-
tozoides 90 minutos después de haber sido inseminados. Si se aprecia sin embargo una tendencia (no estadistica) en
este Ultimo caso, a conseguir embriones de mejor calidad, que podria llegar a ser significativa al aumentar el nime-
ro de casos analizados, que en este estudio ha sido de 32 ciclos de FIV y 36 de ICSI, siendo |a tasa de embarazo por
transferencia del 40°6% y del 44" 4% , respectivamente.
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INTRODUCCION

Laapoptosis de las células de la granulosa (CG) constituye un marcador de calidad folicular. Nosotros hemos es-
tudiado la posible relacion entre este pardmetro y la madurez y fecundabilidad de los ovocitos mediante microinse-
minacion espermatica en mujeres sometidas a desarrollo folicular mdiltiple.

MATERIAL Y METODOS

Aislamos CG de 64 liquidos foliculares claros en pacientes de nuestro programa de ICSI por factor masculino.
Tras la obtencion del liquido folicular sin signos macroscépicos de contaminacion sanguinea, procediamos al aisla-
miento y separacion del ovocito, el cual se clasificaba en metafase | 0 metafase |1, y en fecundado o no fecundado
segun criterios morfol dgicos. El aislamiento de las CG se realiza mediante la separacion de las CG de la contamina-
cion con hematies y leucocitos polimorfonucleares mediante centrifugacion en gradientes de Ficoll-Hypaque. Tras
lavado de las células realizamos la tincion de las mismas con anexina V marcada con fluoresceina, la cual mide
apoptosis, y se evalla posteriormente mediante citometria de flujo.

RESULTADOS

No hemos encontrado relacién entre €l grado de apoptosis en CG y la madurez del ovocito (3.8 £ 0.5% en CG de
foliculos con ovocitos en metafase | vs 3.2 £ 0.3% en foliculos con ovocitos en metafase |1). Del mismo modo tam-
poco obtuvimos relacion alguna entre la apoptosis presente en las CG procedentes de foliculos cuyos ovocitos fe-
cundaron o no (3.1 £+ 0.3% vs 3.5 *+ 0.5% respectivamente).

CONCLUSIONES

Estos resultados indican que la apoptosis de las CG no influye en la calidad del ovocito recuperado en mujeres
sanas que se encuentran en tratamiento de estimulacion de la ovulacién. Dado que la apoptosis se ha observado fun-
damentalmente en los foliculos atrésicos, mientras que el foliculo dominante tiene unas tasas de apoptosis reduci-
das, es razonable que en los foliculos estimulados con FSH, la cual es un factor de supervivencia muy importante
para las CG, existan escasas células en apoptosis, por 10 que no se encuentra relacion con la expresion de moléculas
en su superficie, ni con la calidad folicular. Sin embargo, en otros momentos del desarrollo folicular, como en la
atresia o en laformacion del cuerpo IUteo, pueden existir implicaciones importantes de la apoptosis en las CG sobre
lafisiologiafolicular.
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INTRODUCCION

La zona pellcida (ZP) es una cubierta extracelular que envuelve a ovaocito ovarico, ovulado y a los embriones
en estadios tempranos. Esta matriz esta principal mente constituida por tres glicoproteinas altamente glicosiladas y
esta involucrada en el reconocimento espermatico, unidn espermatica, reaccién acrosdmicay proteccion del em-
brion (1,2). Se ha demostrado en varias especies incluido en el hombre que los carbohidratos juegan un papel im-
portante durante la union primaria entre el espermatozoidey el ovocito (1, 3, 4). En este trabajo, hemos estudiado |a
composicion de carbohidratos presentes en la ZP y granulos corticales de ovocitos humanos usando técnicas cito-|
guimicas de lectinas e inmunocitoquimica a nivel ultraeestructural.

MATERIAL Y METODOS

Los ovocitos humanos en metafase Il fueron obtenidos de pacientes incluidas en el Programa de Fecundacién In
Vitro del Hospital Universitario “La Fe” de Valencia, alas que se les estimul6 la ovulacion mediante FSH hasta el
dia de la administracion de la gonadotrofina coriénica humana (hCG) que fue administrada cuando, al menos, tres
foliculos acanzaron un diametro mayor de 16 mm. Entre 34-36 horas después de la administracion de la hCG los
ovocitos fueron obtenidos mediante puncidn-aspiracion folicular por via vaginal guiada por ultrasonidos y fijados
por inmersion en glutaraldehido al 2%. Los ovocitos fueron incluidos en Lowicryl K4M. Las secciones ultrafinas
fueron incubadas con diferentes lectinas conjugadas con digoxigenina (AAA, DSA, GNA, LTA, MAA, SNA,
WGA). También se utilizaron varios anticuerpos monoclonales frente alos antigenos lewisy sialil-lewis.

RESULTADOSY CONCLUSIONES

La ZP fue intensamente marcada con las lectinas WGA, DSA, MAA y AAA. Un alto marcaje se observé en |a
ZP con los anticuerpos anti-sialil-lewis a anti-siail-lewis x. Sin embargo, con el resto de lectinas y anticuerpos no
detectamos ningun marcaje. Los resultados obtenidos con las lectinas sugieren la presencia de los siguientes resi-
duos glucidicos terminales: GICNAc (WGA), Gal(1, 4GIcNAc (DSA), NeubAc(2,3 (MAA) y Fuc (AAA). Los estu-
dios inmunocitoquimicos demostraron la presencia de los antigenos sialil-lewis ay x. La mayoria de los residuos
glucidicos detectados son distribuidos homogéneamente en la ZP, sin embargo algunos estan restringidos principa-
lente a la region mas externa de la ZP. Los granulos corticales fueron reactivos a las lectinas AAA, WGA, MAA y,
DSA y alos anticuerpos anti-sialyl-Lewis x.
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BallestaJ

Departamento de Biologia Celular, Universidad de Murcia

INTRODUCCION

Durante la fertilizacion, ocurre un reconocimiento especifico entre dos células especializadas, €l espermatozoide
y €l ovocito. Se ha sugerido que diferentes moléculas presentes en la membrana plasmatica del espermatozoide re-
conocen residuos glucidicos contenidos en las glicoproteinas de la envoltura extracelular que rodea al ovocito, lla-
mada zona pelucida (ZP) (1,2). Esta envoltura estd altamente glicosilada (1-4). Tras la fertilizacion, tienen lugar
cambios biolégicos en la ZP debido a la liberacion del contenido de los grénulos corticales |0 que previene la po-
liespermia. En este estudio, hemos investigado la composicién de carbohidratos de la ZP y granulos corticales de
ovocitos ovaricos de oveja, utilizando citoquimica de lectinas-oro e inmunocitoquimica-oro a nivel ultraestructural.

MATERIALESY METODOS

Oocitos de oveja obtenidos de foliculos antrales se fijaron por inmersién en glutaraldehido al 2% en tamp6n ca-
codilato (pH 7.4) durante 2 h a 4°C; los oocitos se lavaron abundantemente en tampoén cacodilato 0.1 M y seguida-
mente fueron deshidratados en concentraciones crecientes de metanol para ser, posteriormente embebidos en
Lowicryl K4M de acuerdo con el procedimiento rutinario. Secciones ultrafinas fueron incubadas con distintas lecti -
nas conjugadas con digoxigenina (AAA, DBA, DSA, MAA, MPA, WGA) y con un anticuerpo policlonal contra al-
fa-galactosa humana. Particulas de oro coloidal seutilizaron para la visualizacion del marcaje en el microscopio
electronico de transmision.

RESULTADOSY DISCUSION

En la ZP observamos un intenso marcaje usando las lectinas AAA, DSA, MAA, MPA y WGA. El marcgje se de-
tect6 en todo el espesor de la ZP. Con WGA, DSA y MAA encontramos una distribucion homogenea , mientras que
con AAA y MPA se detect6 una mayor reactividad en la region externa de la ZP. No se hall6 marcaje con DBA.
Estos resultados sugieren que las glicoproteinas de la ZP contienen Fuc (AAA), Gal(1,4GIcNAc (DSA), Neua(2,3
(MAA), GalNAc (MPA) y GIctNAc (WGA). También, se pone de manifiesto, la presencia de residuos terminales
alfa-Gal mediante la utilizacion de un anticuerpo policlonal humano, siendo el marcaje mayor en la region externa
de la ZP. La existencia de estos mismos residuos glucidicos se han observado en los granulos corticales, los cuales
fueron reactivos alas lectinas WGA, AAA, DSA, MAA y MPA | y a anticuerpo contra alfa-Gal humana.
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Transferir 2 6 3 embriones: ¢podemos disminuir latasa de gestaciones
multiples?

Andrés L, Cuadros Ferndndez J, Martinez M, Peramo B, Herndndez E R, Ricciarelli E

ClinicaMadrid FIV Madrid y CSIC

INTRODUCCION

Seguin los datos del registro de la SEF (1998), un 74% de las transferencias se realizan con 3-4 embriones. Esto
generaun 35% de gestaciones multiples de las cuales el 7% son triples. En base a los graves efectos secundarios
materno-fetales de las gestaciones multiples, son cada vez més los grupos que abogan por limitar a 2 el nimero de
embriones a transferir. El objetivo del presente trabajo es analizar |os resultados de la transferencia de 2 vs 3 em-
briones que han sido seleccionados segun las variables utilizadas habitualmente y, ademas, por la ausencia de blas-
témeras multinucleadas (MNBS).

MATERIALESY METODOS

Se estudiaron 136 ciclos con transferencia de embriones sin tener en cuenta la presencia de MNBs, de las que 53
fueron de 2 embriones y 83 de 3. También se estudiaron 92 ciclos con transferencia de embriones sel eccionados por
la ausencia de MNBs, de las cuales 32 fueron de 2 embrionesy 60 de 3.

RESULTADOS

Latasa de embarazo global en pacientes a las que se transfirieron 3 embriones sin tener en cuenta las MNBs fue
del 40%, con un 20% de embarazos gemelares y un 1% de triples; mientras que en los que se transfirieron 3 em-
briones sin MNBSs se obtuvo un 61% de embarazos, un 32% de gemelares y un 8% de triples. Estos porcentgjes de
embarazos multiples aumentaron alin mas en ciclos de donacion de oocitos, donde se obtuvo un 11% de embarazos
triples. Por €l contrario, en los 32 ciclos en los que se transfirieron 2 embriones sin MNBS, se consigui6 una tasa de
embarazo del 38%, con un 25 % de embarazos gemelares, similar a la obtenida cuando se transfirieron 3 embriones
sin seleccionar (40%).

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los graves riesgos materno-fetal es derivados de las gestaciones multiples, y con el fin de evi-
tar los embarazos triples, creemos que con una seleccién embrionaria adecuada es necesario limitar a 2 el nimero
de embriones a transferir, a pesar de que eso conlleve una disminucién en la tasa de gestacion con respecto a la
transferencia de 3 embriones.
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Relacion entre los embar azos multiples, la calidad embrionariay la edad de
las pacientes

Herrer R, Aragonés M?, Scheffer R!, Cabafies I, Isaza V*, Minguez Y?, Simén C*
1VI-Madrid

OBJETIVO
Estudiar larelacién entre los embarazos multiples, la calidad de los embriones transferidos y 1a edad de las pacientes.

MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo de 233 ciclos de pacientes de FIV e ICSI en los que se transfirieron 3 embriones en dia 2,
distribuidos en tres grupos:. grupo A (pacientes (33 afios), grupo B (34 a 36 afos) y grupo C ((37 afos). Las tasas de
gestacion, implantacién y mdltiples se resumen en TABLA 1.

Tabla1l

GrupoA GrupoB Grupo C

(<33 afios) (34 a 36 arios) (=37afios)
Numero de ciclos 115 74 44
Tasa gestacion (%) 65% (75/115)a 45% (34/74) ab 43% (18/44) ab
Tasaimplantacion (%) 36% (125/345)c 23% (50/222) cd 19% (25/132)d
Tasamltiples (%) 53% (40/75)e 41% (14/34)e 39% (7/18) e
ap<0.05; h.NS; c. p<0.05; d.NS; e.NS chi square

Evaluamos ahora la calidad de los embriones transferidos dentro de cada grupo en funcién del n® de embriones
de buena calidad: Embriones G1: 4 células, grado 1 de fragmentacion, grado 1 de simetria. Embriones G2: 4,5 6 6
células, grado de fragmentacion y simetrial 6 2. Tabla 2.

Hicimos lo mismo uniendo los dos grupos de embriones (Tabla 3).

RESULTADOS
Tabla 2
GrupoA Grupo B GrupoC
T.gest T.impl T.mult T. gest T.impl T.mult T. gest T.impl T.mult
% % % % % % % % %

0G1 65(35/54) 36a 51(18/35) 49(19/39) 24a 42(8/19) 32(928) 16ad 33(3/9)
1G1 61(17/28) 21c 59(10/17) 50(8/16) 25 37(3/8) 37 (3/8) 12e 33(1/3)
2G1 60(12/20) 37 67(8/12) 53(6/13) 13 33(2/6) 100(4/4) 50e 50(2/4)
3G1 84(11/13) 46b,c 36(4/11) 17(1/6) 11b 25(1/4) 50(2/4) 33 50(1/2)
a,b,c,d,e p<0,05
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TAbla3 (G1+G2)

GrupoA Grupo B GrupoC
T.gest T.impl T.mult T.gest T.impl T.mult T.gest T.impl  T.mult
% % % % % % % % %

0G1+G2 80(4/5) 40 25(1/4) 25(1/4) 17 100(1/1) 0(0/5) - 0
1G1+G2 33(2/6) 11 0(0/2) 36(4/11) 18 50(2/4) 50(4/8) 12 25(1/4)
2G1+G2 66(12/18) 26 25(3/12)b 33(3/9) 17 0 67(4/6) 25(1/4)
3G1+G2 65(56/86)  40a 66(37/56)b 52(26/50) 26a 42(11/26) 42(10/24) 50(5/10)
a,b: p(0.05

CONCLUSIONES

En pacientes jovenes (grupo A), latasa de gestacion es similar cuando se transfieren 2 6 3 embriones de buena
calidad (G1+G2). Sin embargo, |la tasa de implantacion tiende a aumentar cuando se transfieren 3 embrionesy si
encontramos diferencias significativas en la tasa de embarazos multiples entre estos dos grupos.

Concluimos que seria interesante hacer un estudio prospectivo en el que se transfirieran 2 versus 3 embriones

en este grupo de pacientes jovenes.
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Resultados de la transferencia embrionariaen dia 2 vs. dia 3

LunaM, Coroleu B, Barri PN, Veiga, A

Institut Universitari Dexeus

INTRODUCCION

El objetivo del estudio es determinar si el hecho de retardar la transferencia embrionaria de Dia 2 a Dia 3 (se
considera Dia 0 el diadelapuncion folicular), permite elegir por caracteristicas morfol 6gicas embriones en un esta-
do de desarrollo méas avanzado, y que por tanto tienen un mejor pronostico evolutivo. Con esto se pretende incre-
mentar latasa de embarazo y de implantacion.

MATERIAL Y METODOS

Se redliza un estudio prospectivo y randomizado con las pacientes del programa de FIV del Institut Universitari
Dexeus desde julio a septiembre de 2000. Se incluyen en el estudio 152 pacientes (73 en el grupo de Dia2y 79 en
el grupo de Dia 3). Las pacientes con a menos un oocito fecundado en Dia 1 se randomizan paralatransferenciaen
Dia2 o en Dia 3.

Los embriones se cultivan en IVF (Scandinavian IVF Science, Sweden), que son medios sin aminoacidos. Se
trabaja con placas de 4 pocillos, y siempre se pone aceite (Ovoil, Scandinavian IVF Science, Sweden).

Los cinco incubadores del laboratorio tienen filtros CODA (gen X International), y en el laboratorio hay torres
CODA parafiltrar €l aire.

El andlisis estadistico se realiza con el programa SPSS (Chicago, IL, USA), con un nivel de significacion p=0,05.

RESULTADOS

Latasa de embarazo por transferencia es mayor en Dia 2 (53,4%) que en Dia 3 (38%), pero la diferencia no esta-
disticamente significativa (p=0,056).

La tasa de implantacién también es mas elevada en Dia 2 (32,53%) que en Dia 3 (20,83%), siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p=0,033).

En aquellas pacientes en que no podemos elegir los embriones a transferir, dado el bajo nimero de embriones
disponibles (debido a una mala respuesta, 0 a una baja tasa de fecundacion), la tasa de embarazo por transferencia
es significativamente mas elevada en €l grupo de Dia 2 (57,7%) que en €l de Dia 3 (28%) (p=0,032)

El porcentaje de embriones 6ptimos en Dia 2 (embriones de 4 células 0 més, simétricas y con menos del 10% de
fragmentacion) es del 70,2 %, y en Dia 3 (embriones de 6 células 0 méas, simétricas y con menos del 10 % de frag-
mentacioén) es del 50,34%. La diferencia entre los dos grupos es estadisticamente significativa (p=0,000).

CONCLUSIONES

A lavista de estos resultados creemos que alargar el cultivo puede perjudicar alos embriones, y hace que se im-
planten menos, dando una peor tasa de embarazo y de implantacion. Por tanto, la mejoria que supondria el hecho de
poder transferir embriones en un estadio evolutivo mas avanzado, se ve contrarrestada porque €l cultivo perjudicaa
los embriones. Como consecuencia, creemos que con la metodologia seguida en €l Institut Universitari Dexeus, es
mejor transferir en Dia 2 para obtener mejores resultados, e investigar en nuevos medios de cultivo que permitan
mantener 1os embriones en mejores condiciones.

Es posible que € hecho de que €l medio de cultivo no contenga aminoacidos, perjudique al embrion en el paso
de 4 a 8 células (Dia 3), ya que en ese momento el embridn activa su genoma, y necesitaria |os aminoacidos para
sintetizar proteinas.
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Transferencia en dia 3: ¢podemos congelar en dia 2?

Bonada M, Vendrell J, Torres M, Roses A, Marqueta J
Instituto Balear de Infertilidad. Palma de Mallorca

INTRODUCCION

Desde gue introducimos la transferencia en D+3, observamos un aumento significativo en el porcentaje de em-
barazo (41,9% vs. 29,5%; p< 0,05), pero también una disminucion en |a supervivencia de los embriones congelados
en D+3. Paraintentar mejorar 1os resultados de la congelacion nos planteamos encontrar una posible relacion entre
los embriones en D+2 y D+3 con €l fin de seleccionar embriones para congelar en D+2 sin comprometer |a transfe-
renciaen D+3.

MATERIAL Y METODOS

El estudio incluye 188 ciclos de FIV con transferencia en D+3 que se realizaron de enero a diciembre de 2000.
Se analizaron retrospectivamente un total de 1040 embriones con una fragmentacion (20%. Se definieron 3 grupos
deestudio en D+3:

1. Embriones “ 6ptimos” paratransferir ((8 célulasy (100% de division respecto a D+2)

2. Embriones “aceptables’ paratransferir ((6 célulasy (50% de division respecto a D+2)

3. Embriones que no retinen los requisitos anteriores

RESULTADOS

El andlisis de los resultados muestra que €l porcentaje de embriones “aceptables’ para transferir en D+3 es signi-
ficativamente mayor cuando proceden de embriones de 4 células frente a embriones de < 4 células 0 > 4 en D+2
(85,1% vs. 30,4%, y 48,1% respectivamente; p< 0,0001). Asimismo, €l porcentaje de embriones “0Optimos’ para
transferir en D+3 también es significativamente mayor cuando proceden de embriones de 4 células frente a embrio-
nesde < 4 célulaso > 4 en D+2 (51,9% vs. 11,2%, y 21,0% respectivamente; p< 0,0001).

CONCLUSIONES

El nimero de células en D+2 podria considerarse como valor predictivo del desarrollo embrionario en D+3, y re-
sultaria determinante respecto a la congelacion, o no, de los embriones en D+2 sin comprometer |la transferencia en
D+3.
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¢Predice la seleccion de embriones el éxito de una transferencia?

Scheffer R, Cabafies |, Minguez Y, Aragonés M, Herrer R, Garcia-Velasco JA, Simén C.
IVI-Madrid

OBJETIVO

Estudiar laimportancia de la seleccién de los embriones a transferir en las tasas de implantacion y embarazo.

MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo de 273 ciclos de Reproduccién Asistida realizados en el 1VI-Madrid en €l afio 2000, en los
que se transfirieron 3 embriones en dia dos o tres de desarrollo. Los ciclos se dividieron en tres grupos, en funcion
del procedimiento realizado: 151 de ICSI, 75 de FIV-ICSI y 47 de FIV. Dentro de cada grupo se compararon las ta-
sas de gestacion e implantacion entre pacientes que congelaron embriones (seleccién de embriones a transferir) y
las que no (no seleccidn).

RESULTADOS

[CS n Edad Tasade % de embarazo
media implantacion

0 embriones congelados 65 35 17,51 38,46

> 1 embrion congelado 86 33 28,52 56,98

FIV-ICSl n Edad Tasade % de
media implantacién embar azo

0 embriones congelados 16 33 17,65 375

> 1 embrion congelado 59 34 32,8 61,02

FIvV n Edad Tasade % de
media implantacién embarazo

0 embriones congelados 24 36 28 58,33

> 1 embrion congelado 23 33 24,64 52,17

CONCLUSIONES

- No se encuentran diferencias entre las tasas de gestacion e implantacion de los tres grupos (FIV, ICS| y

FIV/ICSI).

- Cuando se pueden seleccionar los embriones a transferir en el grupo de ICSI y FIV/ICSI, las tasas de gestacion
e implantacion son significativamente superiores.

- En el grupo del FIV, las diferencias no son significativas, debido probablemente a tamafio muestral limitado y
a la heterogeneidad en cuanto a la etiologia de | as pacientes en este grupo.
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| nfluencia de la seleccion de los embriones en e programa de criopreser vacion

Martinez M, Andrés L, Cuadros Fernandez J, Peramo B, Ricciarelli E, Hernandez E R.

Clinica Madrid-FIV, CSIC.

INTRODUCCION

La criopreservacion de embriones es una técnica de uso comun y obligada en un laboratorio de FIV. Es conocido
el impacto negativo que esta técnica tiene sobre la capacidad de supervivencia del embrion humano, que se traduce
en unas tasas de gestacion de aproximadamente el 14 %. Dos son las causas mas admitidas de este fracaso: |a meca-
nica de los criopreservantes y la calidad de los embriones que se congelan. Dado que estas dos variables pueden
afectar negativamente en |los resultados de un programa de congelacion, Madrid FIV pone un especial interés tanto
en la optimizacion de los protocolos de congelacion/descongelacion como en la realizacion de una seleccién rigu-
rosa de los embriones a congelar. Actualmente hemos incluido como criterio de seleccion de embriones la ausencia
de blastémeras multinucleadas (MNBs) ya que hemos observado alteraciones cromosomicas importantes mediante
hibridacion in situ fluorescente (FISH) en estos embriones. En el presente estudio tratamos de determinar el efecto
de las citadas modificaciones sobre la tasa de gestacién en estos ciclos con criotransferencia de embriones.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 13 ciclos de descongelacion cuyos embriones fueron congelados tras una seleccion que incluye la
ausencia de MNBs. Los resultados fueron comparados con los obtenidos en 44 ciclos de descongel acion realizados
antes de introducir este criterio en la seleccion. La congelacion/descongelacion se realizé utilizando medios comer-
ciales (Vitrolife) modificando en el protocolo estandar el tiempo de permanencia de los embriones en medio
Embryo Freezing Solution 2 (10 minutos). Los estudios de FISH se realizaron con embriones que presentaban mas
de una MNB en dia 2° y/o dia 3°. Fueron biopsiados utilizando tyrode acido, fijados con Carnoy (3:1 Metanol/acéti-
co) y analizados mediante FISH utilizando sondas para deteccion de cromosomas X e Y (CEP X
SpectrumOrange/Y SpectrumGreen Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit). De cada embrion extrajimos al
menos una blastdbmera multinucleada y otra en la que se observaban ntcleos Unicos o el niicleo no era evidente.

RESULTADOS

Desde lafecha en la que se incluy6 la ausencia de MNBs como criterio de seleccion de embriones a congelar, se
realizaron 13 ciclos de descongelacién, de los cuales 5 resultaron en embarazos clinicos (38,5%), mientras que en el
grupo control se realizaron 44 ciclos de descongelacion, de los que 11 dieron lugar a embarazos clinicos (25%). En
los embriones multinucleados estudiados por FISH encontramos diferentes tipos de aneuploidias en un 86% de las
blastomeras estudiadas.

CONCLUSIONES

Aungue no hubo diferencias estadisticamente significativas en la tasa de embarazos clinicos en los dos grupos
analizados, debido fundamentalmente al bajo nimero de ciclos estudiados, parece evidente que la tasa de embarazo
en los ciclos de criotransferencia de embriones seleccionados por la ausencia de MNBs ha aumentado. Pensamos
gue evitar la congelacién de embriones con MNBs es un criterio positivo, ya que estd demostrado que estos embrio-
nes tienen menos probabilidades de desarrollo y que, como hemos podido comprobar en nuestro estudio, poseen al -
teraciones cromosomicas importantes.
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Un nuevo parametro de seleccion embrionaria: blastémeras multinucleadas

Cuadros Fernandez J, Andrés L, Martinez M, Peramo B, Ricciarelli E, Hernandez E R

ClinicaMadrid FIV, CSIC

INTRODUCCION

La presencia de blastémeras multinucleadas (MNBSs) ha sido relacionada con una disminucion en las tasas de
gestacion. En MadridFIV, ademas de los criterios conocidos de tasa de fragmentacion, nimero y regularidad de las
células, se haincluido la ausencia de MNBs como un parametro para la seleccion de los embriones a transferir. Los
objetivos del presente trabajo son: 1) comparar las tasas de gestacion y de implantacion embrionaria utilizando la
ausencia de MNBs como criterio de seleccion, 2) determinar |as tasas de gestacién y de implantacion en ciclos con
>15% de los embriones con MNBsy 3) valorar la evolucion de los embriones con MNBs en cultivo.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 112 ciclos con transferencia. Las pacientes fueron divididas en 2 grupos segun el nimero de em-
briones con MNBs: 53 ciclos correspondieron al grupo con >15% de embriones con MNBsy 59 ciclos al grupo con
<15% de embriones con MNBs. Sélo se transfirieron embriones en los que no se observaron MNBs.

RESULTADOS

En los 112 ciclos estudiados, 1a tasa de gestacion fue del 50%, mientras que en 421 ciclos realizados en el periodo
anterior ala seleccion de embriones por la ausencia de MNBs fue del 39%. La diferencia fue estadisticamente signi-
ficativa (p<0,05). Por otra parte, la tasa de implantacion embrionaria también fue superior (27% vs 21% respectiva-
mente). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las tasas de gestacion del
grupo con >15% de embriones con MNBs (50,9%) vs las del grupo con <15% de embriones con MNBs (49,2%). Las
tasas de embarazo en ambos grupos mostraron una correlacion similar con la edad de |as pacientes. Las tasas de im-
plantacion de los embriones en las mujeres embarazadas fue de 57,8% en el grupo con <15% de embriones con
MNBsy de 57,4% en el grupo con >15% de embriones con MNBs. Por otro lado, el 87% de los embriones que pre-
sentaban MNBs detuvieron su desarrollo en cultivo antes del dia 5° y todos los que Ilegaron a blastular mostraron
anomalias morfoldgicas, ya sea a nivel de la masa celular interna o a nivel del trofoblasto. Comparativamente, el
52% de los embriones en los que no se observaron MNBs al canzaron el estadio de blastocisto.

CONCLUSIONES

La exclusion de embriones con MNBs en la transferencia embrionaria ha sido determinante para el aumento de
la tasa de embarazos. Por otra parte, no encontramos diferencias significativas entre las tasas de embarazo y de im-
plantacién embrionaria en los ciclos que presentan >15% de embriones con MNBs, comparados con los ciclos en
los que no se observan estos embriones anormales. Una posible explicacion a estos resultados seria que en nuestro
centro estamos realizando una busgueda exhaustiva de los embriones con MNBSs, para evitar su transferencia, de tal
manera que la seleccion realizada nos ha permitido escoger 1os embriones de calidad 6ptima, como demuestran las
tasas de implantacion en las mujeres embarazadas.
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Transferencia de blastocistos criopreservados tras 24 horas de cultivo.
Influencia en la tasa de embar azo e implantacién

Torell6 M J, LunaM, Hugas M, PN. Barri PN, Veiga A

Servicio de Medicina de la Reproduccién. Departamento de Obstetriciay Ginecologia.
Institut Universitari Dexeus.

INTRODUCCION

Determinar la supervivencia de un blastocisto tras un proceso de descongelacion es complejo, ya que la mayoria
sufren unaretraccion debido ala perdida del liquido de la cavidad blastocélica, haciendo dificil 1a valoracién de la
morfologia post descongelacién. Es necesario mantener el blastocisto en cultivo durante tres horas, como minimo,
para que el blastocele recupere su tamafio inicial y poder observar lareexpansién del embrion. Transcurrido este pe-
riodo de tiempo todavia hay blastocistos que permanecen colapsados impidiendo la valoracién de la superviviencia.
El objetivo de este estudio es valorar si prolongando hasta 24 horas el tiempo de cultivo, favorece la total reexpan-
sion del blastocisto antes de la transferenciay comporta un aumento de la tasa de embarazo/transferencia que, con
un periodo de 3 horas de cultivo es del 15% (datos Institut Dexeus afio 1999).

MATERIAL Y MEDODO

Estudio retrospectivo de 40 pacientes que realizaron un ciclo de criotransferencia de embriones en estadio de
blastocisto durante el periodo Septiembre 2000 a Mayo 2001. La media de edad de las pacientes era de 36.1 afios.
Los medios utilizados para la descongelacion fueron Thaw Kit-1 (Scandinavian IVF Science) y siguiendo el proto-
colo de extraccion lenta del crioprotector. Se realizo la transferencia de los blastocistos que, tras 24 horas de cultivo
in vitro, lograron expandirse.

RESULTADOS

Los resultados se resumen en la siguiente tabla:

Pecientes (X edad) 40 (36,1)
Blastocistos descongelados 87
Blastocistos transferidos 37

Tasa supervivencia 42,5%
Transferencias(% Pacientes) 24 (60%)
X Blastocistos/Transferencia 15
Embarazos 7

Tasa embarazo/Paciente 17,5%
Tasa embarazo/Transferencia 29,2%
Tasaimplantacion (8/37) 21,6%
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CONCLUSIONES

Prolongar el periodo de cultivo post descongelacion permite, valorar con mas precision la capacidad de reex-
pansion de los blastocistos que han superado el proceso, obteniéndose una tasa de embarazo/transferencia de
29.2%, superior ala obtenida con €l cultivo corto (3 horas).

A pesar de los esfuerzos por conseguir un buen protocolo para la congelacion y descongelacion de embriones
en estadio de blastocisto, la tasa de supervivencia sigue siendo baja (42,5%) ya que esinferior ala que se obtiene
en estadio de células 64% (datos I nstitut Dexeus afio 1999).
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M g ora de las condiciones de cultivo embrionario
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INTRODUCCION

Lafecundacién in vitro (FIV) implica el manegjo de unas delicadas células como son los ovocitosy 1os blastome-
ros. Procesos tan complejos como la fecundacion y las primeras etapas del desarrollo y la diferenciacién embriona-
ria, requieren unas condiciones de cultivo finamente controladas. En los Ultimos afios se ha conseguido mejorar la
calidad del ambiente en el que se desarrollan los embriones. Esta mejora es la principal responsable del incremento
observado en |as tasas de embarazo por FIV.

En nuestro centro hemos realizado dos cambios simultaneos en el incubador de embriones. En el presente estu-
dio se analizalarepercusion de dichos cambios en |as tasas de embarazo e implantacion embrionaria.

MATERIALESY METODOS

Estudio retrospectivo de los datos correspondientes a nuestros casos de FIV.

Durante €l periodo: marzo-2000 a febrero-2001 (ANTES), la concentracion de CO2 en el incubador fue del 5%.
Desde marzo-2001 hasta mayo-2001 (DESPUES), se utilizo un 5,4% de CO2 y se insert6 un filtro “Coda in line”
(GEN-X) en el conducto de entrada de CO2 ala estufa.

RESULTADOS
TOTAL ANTES DESPUES

N° DE CICLOS 59 36 23

MEDIA DE EDAD (ANOS) 34,7 351 341

MEDIA DE OVOCITOS OBTENIDOS 7.3 6,7 8,2
TASA DE FECUNDACION (2PN) 58,4% 55,9% 62,2%
TASA DEICSI 52,6% 47,1% 60,9%
EMBRIONES GRADOS 1 + 2 OBTENIDOS 74,3% 64,4% 85,6%

EMBRIONES POR TRANSFERENCIA 23 25 2,2
EMBRIONES G1+2 TRANSFERIDOS 76,8% 75,0% 79,2%

DiA DE TRANSFERENCIA 2,7 2,6 2,8
EMBARAZOS/ TRANSFERENCIA 33,0% 19,2% 50,0%
TASA DE IMPLANTACION 19,6% 9,4% 33,3%
EMBARAZOS MULTIPLES 31,3% 20,0% 36,4%
TRANSFERENCIAS POR PUNCION 80,0% 70,3% 95,7%

CONCLUSIONES

1/ Los resultados sugieren que la instalacion del filtro “Codain ling” y la subida del nivel de CO2 en el incuba-
dor han causado un significativo incremento en las tasas de embarazo e implantacién embrionaria.
2/ Latransferencia de embriones de buena calidad morfol 6gica no garantiza un elevado porcentaje de embarazo.
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