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MADURACIO I CANVIS EN LA MORFOLOGIA ESPERMATICA DE PORCI
MITJANCANT LA COINCUBACIO AMB FRAGMENTS D’EPIDIDIM

Estela Garcia-Bonavila, Marc Yeste, Sergi Bonet, Silvia Sancho, Elisabeth Pinart, Eva Bussalleu,

Isabel Casas, Anna Fabrega i M. Dolors Briz

Biotecnologia de la Reproduccié Animal i Humana, Departament de Biologia, INTEA, Facultat de Ciencies,

Universitat de Girona.
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Resum

Estudis previs han demostrat que els espermatozoides poden madurar després d’un cocultiu amb celules epiteli-
als epididimaries i amb cocultiu amb fragments d’epididim. L’objectiu d’aquest estudi va ser determinar els efec-
tes de la coincubacié amb espermatozoides ejaculats amb un alt percentatge d’immaduresa amb fragments d’epi-
didim de les diferents regions. Es va observar que el percentatge d’espermatozoides madurs augmentava
significativament en caput i corpus després de 24 h d’incubacio respecte als controls. Aixi es pot concloure que
la coincubacid d’espermatozoides ejaculats amb fragments d’epididim de les regions de caput i corpus indueix la
migracid de la gota citoplasmatica.

Paraules clau: espermatozoides, epididim, coincubacid, morfologia espermatica, porci.

Abstract

Previous reports have demonstrated that epididymal spermatozoa can be in vitro maturated after both co-cultur-
ing with epididymal cell monolayers and co-incubating with epididymal explants. The aim of the present study
was to determine the effects of co-icubating of ejaculated spermatozoa from low sperm quality ejaculates with
epididydmal explants on sperm quality for a 24 h period. Since it was observed that the percentage of mature
spermatozoa significantly increases in caput and corpus after 24 h of co-incubation, we can conclude that epi-
didymal explants from caput and corpus are able to promote the migration of cytoplasmic droplet in the boar

ejaculated spermatozoa.

Key words: spermatozoa, epididymis, co-incubation, sperm morphology, porcine.

INTRODUCCIO

La morfologia dels espermatozoides és un parametre
molt important en la valoracié de la qualitat esper-
matica d’una ejaculacio tant en humans (Kruger et
al., 1986), com en altres especies de mamifers com
el porc (Alm et al., 2006). Per aixo, en els espermo-
grames convencionals, s’examinen els percentatges
d’espermatozoides madurs, immadurs i aberrants
mitjangant I’analisi microscopica del semen. En I’es-
pécie porcina, quan el percentatge d’espermatozoi-
des immadurs és superior al 25 %, es creu que hi pot
haver una disfunci6 epididimaria deguda a multiples
factors (Pruneda et al., 2005).

La presencia d’una gota citoplasmatica a la peca
intermedia és un tret caracteristic dels espermatozoi-
des immadurs. Estudis previs han demostrat que el
cocultiu homoleg in vitro d’espermatozoides epididi-

maris amb cellules epitelials de I’epididim indueix la
migracié de la gota citoplasmatica després de 24 h
(Bassols et al., 2005). D’altra banda, en alguns estu-
dis s’han trobat indicis que la coincubaci6é d’esper-
matozoides epididimaris amb fragments d’epididim
també promou la migracid de la gota citoplasmatica
(Bassols et al., 2006).

Aixi doncs, 1’objectiu d’aquest estudi era deter-
minar els efectes de la coincubacié d’espermatozoi-
des ejaculats amb fragments de les diferents regions
de I’epididim (caput, corpus i cauda) durant un peri-
ode de 24 h sobre la morfologia espermatica.
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MATERIAL I METODES
Obtencio i preparacio dels fragments d’epididim

Els epididims es van obtenir de mascles reproductors
porcins postpuberals de la raga Piétrain i un cop al
laboratori es van separar en tres regions diferents:
caput, corpus i cauda. De cada regid se’n van fer 200
fragments de 5 mm de longitud i es van centrifugar
dues vegades a 500 g durant 2 min. Posteriorment,
es van collocar en flascons amb medi de cultiu ECM
(medi 199 suplementat amb 10 % FCS, 0,5 % fungi-
cida, 1 % estreptomicina/penicillina i 0,1 % transfer-
rina) i es van incubar a 37,5 °C i atmosfera de CO,
al 5 % durant 24 h.

Obtencio i preparacio de les mostres seminals

Les mostres seminals es van obtenir de mascles Pié-
train i es van enviar diluides (1:5, v/v) amb un dilu-
ent de llarga durada. Es van centrifugar durant 3 min
a 640 g i el precipitat obtingut es va resuspendre
amb medi TYR+EGTA (NaCl 116 mM, KCI
3,1 mM, MgSO, 0,4 mM, NaH,PO, 0,3 mM, HE-
PES 20 mM, kanamicina 100 pg/ml, glucosa 5 mM,
lactat sodic 21,7 mM, piruvat sodic 1 mM, BSA
3 mg/ml, EGTA 1 mM).

Disseny experimental
Passades les 24 hores d’incubacio, es va substituir el
medi ECM dels flascons per 60 ml de la mostra

d’espermatozoides, préviament diluits en medi
TYR+EGTA fins a una concentracié de 1-10® céllu-
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les/ml. Com a control negatiu es va utilitzar el medi
de coincubaci6 sense fragments, i com a control po-
sitiu un cocultiu obtingut a partir d’espermatozoides
i un cultiu confluent de cellules epitelials de ronyo
(LLC-PK1). Es van incubar tots els flascons a
37,5 °C 1 atmosfera de CO, al 5% durant 2, 4, 6 i
24 h. En tots aquests temps es van extreure aliquotes
per fer ’analisi de la morfologia i la viabilitat esper-
matiques.

Analisi de la morfologia espermatica

La morfologia espermatica es va avaluar mitjangant
un sistema d’analisi computada del semen; concreta-
ment, es va utilitzar el programa Sperm Class Ana-
lyser SCA®2002 Production Module, Microptic,
Barcelona. Les mostres es van observar a 200 aug-
ments i es van fer tres recomptes de 100 espermato-
zoides cadascun. Els espermatozoides es van classi-
ficar com a madurs, immadurs i aberrants.

Analisi de la viabilitat espermatica

La viabilitat espermatica es va valorar mitjangant un
marcatge multiple amb fluorocroms (Bussalleu et
al., 2005). Per a cada mostra, es van fer tres recomp-
tes de 200 espermatozoides cadascun al microscopi
d’epifluorescéncia (Zeiss Axiolmager Z1) a 400
augments. Els espermatozoides considerats com a
viables eren els que presentaven el nucli, 1’acroso-
ma, la beina mitocondrial i la membrana plasmatica
intactes.

—&— Caput

—e— Corpus
—4A— Cauda
—w— Neg Control
—<— LLC-PK1

T7A T

6 22 24

Temps de coincubacio

Figura 1. Percentatge d’espermatozoides madurs durant el periode de coin-
cubacid. Els superindexs (a, b i c) indiquen diferéncies significatives

(P <0,05) entre tractaments
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Figura 2. Percentatge d’espermatozoides viables amb la beina mitocon-
drial i ’acrosoma intactes durant el periode de coincubacié. Els superin-
dexs (a 1 b) indiquen diferéncies significatives (P < 0,05) entre tracta-

ments

Analisi estadistica dels resultats

Cadascun dels experiments de coincubacid (replica)
es va considerar com a cas estadistic (z = 10). Els re-
sultats obtinguts com a percentatges (x) van ser pre-
viament estandarditzats mitjancant la transformacid
arcsin v/ x. Per a I’analisi estadistica dels resultats es
va utilitzar el test ANOVA de mesures repetides d’un
factor 1 el test post-hoc de Scheffé inclos en el pro-
grama estadistic SigmaStat versid 3.5 per a Win-
dows (Systat Software, Inc., San José, Richmond,
California, EUA). El nivell de significacio (o) es va
establir amb P < 0,05.

Els resultats s’expressen com a mitjana + error
estandard de la mitjana (SEM).

RESULTATS

La figura 1 mostra el percentatge d’espermatozoides
madurs (mitjana + SEM) durant tot el temps de coin-
cubacid. Després de 24 h d’inici de ’experiment, es
va observar un augment significatiu (P < 0,05) del
percentatge d’espermatozoides madurs al corpus i al
cauda (61,48 £ 3,351 66,42 + 3,46, respectivament)
respecte al control (53,28 + 2,74). Al mateix temps
es va reduir el percentatge d’espermatozoides imma-
durs amb gota distal en els mateixos tractaments.

La viabilitat espermatica (vegeu la figura 2) va
disminuir de manera significativa en tots els tracta-
ments després de 24 h de coincubacio, sense que

s’observessin diferéncies significatives entre els
tractaments dins del mateix periode de temps.

DISCUSSIO

El transit dels espermatozoides a través de I’epidi-
dim és un procés fisiologic molt important a fi que
les ceHules espermatiques adquireixin la capacitat
fecundant (Cooper, 1999). En estudis previs s’ha vist
que el cocultiu in vitro d’espermatozoides epididi-
maris amb cellules epitelials cultivades de 1’epiteli
epididimari pot promoure la migracié de la gota ci-
toplasmatica (Bassols et al., 2005). El principal in-
convenient d’aquest tipus de sistema de cocultiu és
la desdiferenciaci6 de les cellules epitelials un cop el
cultiu primari ha assolit un nombre de divisions de-
terminat. Aquest inconvenient, que també s’observa
en altres tipus cellulars pero no en cellules oviduc-
tals (Yeste et al., 2008), explica la necessitat d’esta-
blir altres sistemes com la coincubacié dels esperma-
tozoides amb fragments del tub epididimari. Malgrat
que aquest sistema tingui desavantatges, com ara la
viabilitat reduida de les celtules epitelials que consti-
tueixen el fragment, seria un métode més idoni per a
un estudi com el que es descriu en aquest text. Con-
seqiientment, i amb 1’objectiu d’induir la maduracio
espermatica dels espermatozoides ejaculats, es va
dur a terme la coincubacié d’espermatozoides amb
fragments d’epididim de diferents regions. S’obser-
va que les regions del caput i el corpus promovien la
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migracié de la gota, mentre que aquest efecte no es
va veure ni en el cauda ni en els controls positiu i
negatiu.

Respecte a la viabilitat espermatica, es va produir
una reduccid del percentatge d’espermatozoides via-
bles després de 24 h de coincubacid. Aixi doncs, es
pot concloure que la coincubacid d’espermatozoides
ejaculats amb fragments d’epididim de les regions
del caput i del corpus indueix la migracio de la gota
citoplasmatica, pero cal millorar el sistema per tal
d’augmentar la viabilitat després del temps de coin-
cubacio.
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Resum

L’objectiu d’aquest treball és desenvolupar un métode per millorar la qualitat espermatica d’ejaculacions de mas-
cles reproductors Piétrain afectats per astenospérmia, astenoteratospérmia i teratospérmia. Les dosis seminals es
van filtrar en columnes de granadura (10 + 0,5 cm) amb un flux de sortida d’1 ml / 40 s. Per cada mascle es van
filtrar 10 ml de la fraccio rica de I’ejaculacio, diluida 1:6. La qualitat espermatica es va analitzar abans i després
de la filtracid. La morfologia, la concentracio i la motilitat espermatica es van avaluar utilitzant el programa in-
formatic SCA®2002 Produccid, mentre que la viabilitat espermatica es va valorar amb una multiple tincié fluo-
rocromica. Els resultats indiquen que la filtracié en columnes de granadura €s un metode efectiu per a la millora
de la qualitat espermatica de mascles reproductors Piétrain que presenten baixa qualitat espermatica.

Paraules clau: dosi seminal, ejaculacions amb baixa qualitat espermatica, filtraci6é en columna, granadura, quali-
tat espermatica.

Abstract

The aim of this work is to develop a method to enhance the sperm quality of low sperm quality ejaculates from
Piétrain boars affected by asthenospermia, asthenoteratospermia and teratospermia. Seminal doses were filtered
through columns of glass beads (length 10 + 0.5 cm) with an exit flow rate of 1 ml /40 s. For each male 10 ml of
the sperm cell-rich fraction, diluted at 1:6, were filtered. Sperm quality was assessed before and after filtration.
Sperm morphology, sperm motility and sperm concentration were determined using the computer program
SCA®2002 Production and, sperm viability was evaluated by fluorescence multistaining. Results show that fil-
tration through glass beads columns is an effective method for enhancing the sperm quality of Piétrain boars with

low sperm quality.

Key words: seminal dose, low sperm quality ejaculates, column filtering, glass beads, sperm quality.

INTRODUCCIO

L’exit dels processos d’inseminacid artificial (IA)
esta determinat basicament per la qualitat dels game-
tes. En els mascles d’alt interés genetic, perd que
presenten ejaculacions de baixa qualitat, cal aplicar
metodes de seleccid d’espermatozoides funcionals
de I’ejaculacié (Morrell, 2006). Entre tots els méto-
des disponibles cal escollir aquell que permeti 1’ob-
tenci6 de dosis seminals de major qualitat i concen-
tracié espermatica, ja que entre el procés de recollida
del semen i la IA hi ha una gran pérdua d’espermato-
zoides viables (Anzar i Graham, 1995).

En mamifers, s’han desenvolupat diversos meéto-
des per millorar la qualitat espermatica abans de la

IA. Entre d’altres, es poden destacar técniques com
el swim-up (Morrell, 2006), els gradients de Percoll
(Somfai et al., 2003) i la filtraci6 amb substancies
adhesives com llana de vidre (Mogas et al., 1998),
Sephadex neutre (Bussalleu ef al., 2008) o granadura
(Foote, 2001; Klinc et al., 2005). L’eficiencia d’a-
quests metodes varia segons les especies. Aixi
doncs, en humans, la filtracié de semen a través de
granadura comporta un augment de la motilitat pro-
gressiva, de la viabilitat i de la capacitat fecundant
dels espermatozoides (Daya i Gwatkin, 1987). En
equins també s’ha demostrat que la filtracié en gra-
nadura ¢s efectiva per a la millora de la qualitat es-
permatica (Klinc et al., 2005).

L’objectiu d’aquest estudi és determinar I’efecte
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de la filtracié en granadura sobre la qualitat esper-
matica de dosis seminals de mascles porcins afectats
per astenospérmia, atenoteratospérmia i teratosper-
mia.

MATERIAL I METODES

En aquest treball es van utilitzar 46 mascles porcins
postpuberals i amb baixa qualitat espermatica de la
raca Piétrain, procedents de les empreses Semen
Cardona (Cardona, el Bages) i Seleccio Batallé (Riu-
darenes, la Selva).

Atenent als criteris establerts per Bonet er al.
(1995), els mascles es van classificar com a: mascles
astenospermics (n =7), amb baixa motilitat esper-
matica; mascles astenoteratospérmics (n=6), amb
baixa motilitat i una baixa freqiiéncia d’espermato-
zoides madurs; mascles teratospérmics amb > 10 %
d’anomalies cefaliques (n =22); mascles teratosper-
mics amb > 10 % d’anomalies a la cua (n = 3) i mas-
cles teratospérmics amb > 8 % d’anomalies cefali-
ques i > 10 % anomalies de la cua (n = 8).

Les mostres de semen es van obtenir pel métode
de la munta sobre maniqui i masturbacié manual. La
fraccio espermatica recollida es va diluir a la propor-
ci6 1:6 amb diluent BTS (Tecnovit, Espanya) i es
van transportar refrigerades des de les installacions
de Seleccié Batallé i Semen Cardona al Laborato-
ri de Biotecnologia de la Reproduccié Animal i Hu-
mana de la Universitat de Girona. Al laboratori les
dosis seminals es van filtrar en columnes de grana-
dura (Sigma) amb les segiients condicions de treball:
10 + 0,5 cm d’al¢ada del 1lit, 23 °C de temperatura al
laboratori i un flux de sortida de 1 ml /40 s. Les do-
sis seminals filtrades es van eluir amb 40 ml del ma-
teix diluent BTS. L’analisi de la qualitat espermatica
de les dosis seminals es va realitzar abans i després
de la filtracio. Per a la valoracio de la concentracio
espermatica, la motilitat (% total d’espermatozoides
mobils) i la morfologia espermatica es va emprar el
programa informatic SCA®2002 Produccio (Mi-
croptic, Barcelona, versié 2003). L’estudi de la via-
bilitat espermatica es va basar en la valoracié con-
junta de I’estat del nucli, de la membrana
plasmatica, de ’acrosoma 1 la integritat de la beina
mitocondrial mitjangant el métode de la multiple tin-
ci6 fluorocromica (Bussalleu ef al., 2005). Per a I’a-
nalisi estadistica es va emprar el test ANOVA (SPSS
per a Windows, versi6é 14.0) amb un nivell de signi-
ficaci6 de P<0,05 i amb transformacié arcsinus
prévia (v/x/100) per a les variables.

BUSSALLEU et al.

RESULTATS

En els mascles astenospérmics, la filtracid a través
de columnes de granadura provoca un augment de la
freqiiéncia d’espermatozoides madurs i una disminu-
ci6 de la freqiiencia d’espermatozoides aglutinats
(P <0,05), perd no va afectar ni la motilitat, la viabi-
litat ni la concentracié espermatica (P> 0,05). Des-
prés de la filtracio de dosis seminals de mascles tera-
tospermics amb anomalies cefaliques en columnes
de granadura, es va observar un augment de la fre-
qiiéncia d’espermatozoides madurs i una disminucio
de la freqiiencia d’espermatozoides aglutinats i d’es-
permatozoides amb anomalies cefaliques (P < 0,05).
Per contra, el procés de filtracio va causar un des-
cens significatiu de la concentracid espermatica
(P <0,05) pero no va afectar ni la freqiiéncia d’es-
permatozoides mobils ni la de viables (P > 0,05). En
els mascles teratospeérmics amb > 8 % d’anomalies
cefaliques 1 > 10 % d’anomalies de la cua, després
de la filtracio s’incrementa la freqiiéncia d’esperma-
tozoides madurs i va disminuir la freqiiencia d’es-
permatozoides amb gota distal (P < 0,05), mentre
que la resta de parametres analitzats no variaren en-
tre abans i després de la filtracié (P > 0,05).

En els mascles astenoteratospermics i els mascles
teratospermics amb anomalies a la cua, la filtracio en
columnes de granadura no va afectar la motilitat, la
viabilitat, la concentracio ni la morfologia esperma-
tica (P > 0,05 en tots els casos).

DISCUSSIO

En aquest treball s’ha testejat 1’efecte de la filtracié a
través de columnes de granadura sobre la qualitat es-
permatica de dosis seminals de mascles reproductors
Piétrain afectats d’astenospérmia, astenoteratos-
permia i teratospermia. En tots els grups s’observa
una disminucié de la concentracié espermatica, men-
tre que la viabilitat es va mantenir constant després
de la filtracié. La pérdua d’espermatozoides des-
prés del procés de filtracié s’ha descrit per a dife-
rents especies, com ara cavalls (Sieme ef al., 2003),
toros (Januskauskas et al., 2005) i porcs (Bussalleu
et al., 2008).

En aquest estudi, els espermatozoides viables
eren aquells que presentaven el nucli, la membrana
plasmatica, la beina mitocondrial i I’acrosoma intac-
tes. Després de la filtracio en les columnes de grana-
dura no es va observar, en cap dels grups estudiats,
que la filtraci6 induis la reaccid acrosomica o afectés
la integritat de les membranes o del DNA. En estu-
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Taula 1. Grups de mascles
Teratospérmics Teratospérmics Teratospérmics
Astenospérmics Astenoteratospeér- permi permi amb anomalies
_ . _ amb anomalies amb anomalies . .
n=17 mics (7 = 6) cefaliques (n=22)  ala cua (n=3) cefaliquesiala
cua (n=28)
Parametre Dosino  Dosi Dosino  Dosi Dosino  Dosi Dosino  Dosi Dosino Dosi
filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada
:/s[oetsl::rt:;\ttica 67,69% 5726% T71,47% 6585% 89,17% 79,46% 91,67% 74,83% 87,80% 82,43 %
P ea £12,60 £22,19 £7,09 £17,74 £503 1145 £402  £1059 +556 £816
% spz. mobils
Z;‘;Z’r‘::;‘:ica 7871% 7857% 7728% 8144% 7870% 8235% 8122% 8055% 77.71% 82,96 %
S n VBBAB F332 656 581 £312 £438 4374 4387 #3240 2444 302
x"g‘:}‘ﬁl‘i‘a 8895% 9433% T489% 8450% T479% 8643% T244% 80,22% 6575% 81,58 %
oP £330 £232° 11,08 £694  £7,00  +4,69¢ £608  £271  £6]10 =468
% spz. madurs
0,
:;;}'fél?égb 371%  2,67%  733%  489% 1142% 653%  400% 345% 850% 425%
- +1,32 +143 +2.30 +2,03 +4,89 +3,56¢ +1,15 +1,07 + 3,68 +2,90
cefaliques
% spz. amb ano- 0,95 % 0,52 % 3,17 % 2,11 % 1,53 % 0,92 % 1222% 10,44 % 1521 % 9,42 %
malies a la cua +0,75 +0,74 +2,56 +1,89 +1,24 +1,28 +4.91 +4,62 +7,96 +5,30
% spz. amb 1,62%  052%  261% 194%  418%  229% 122% 122% 087% 054%
gota proximal +1,16 +0,84 +0,93 + 1,60 +245 +2.35 +1,26 +2,12 +0,73 +0,40
% spz. amb 200% 081% 967%  450% 595%  286% 689% 233%  600% 2,13%
gota distal 189  £145  £1091 £520  £6,65 +442  £334 =115  £397 =171
% snz. aglutinats 2,76 % 1,14 % 2,34 % 2,06 % 2,12 % 0,97 % 3,22 % 2,33 % 3,67 % 2,08 %
o Spz. ag + 1,09 +0,88¢ +1,18 +1,26 +0,86 +0,64° +0,20 +1,15 +1,71 +1,03
ecs"'g‘::;:if;" 1031,14 570,86 928 733,50 149545 981,82 179633 987 1377 978,75
P +550,47 +347,48 +£192,62 +£27492 +54280 +479¢ +179,81 +£325,54 +401,80 +596,81

(x 106 spz./ml)

Els resultats s’expressen com la mitjana % + SD.

“Diferencies significatives entre les dosis no filtrades i les dosis filtrades en granadura (P < 0,05)

dis similars amb bovi, pero, la filtracié amb grana-
dura incrementava la freqiiéncia d’espermatozoides
viables (Foote, 2001). Aixi doncs, les diferéncies en-
tre els nostres resultats i els obtinguts en altres tre-
balls poden ser degudes a la técnica utilitzada per a
I’avaluacio6 de la viabilitat espermatica. En la majo-
ria d’estudis, la permeabilitat de la membrana, la
integritat del DNA i I’estat de I’acrosoma s’analitzen
de manera independent. Per contra, en aquest treball
I’estat d’aquests parametres s’estudia simultania-
ment. Conseqiientment, 1’analisi mitjanc¢ant la multi-
ple tinci6 amb fluorocroms €s més restrictiva que
I’avaluacio independent, ja que només es consideren
viables aquells espermatozoides amb la membrana
plasmatica, el nucli, la beina mitocondrial i I’acroso-
ma intactes.

Respecte a la millora de la morfologia espermati-
ca, els millors resultats s’observen en les dosis semi-
nals que abans de la filtracié presenten més d’un
15 % d’espermatozoides aberrants. Aquests resultats
concorden amb els obtinguts per Grahma i Graham
(1990) en bovi; segons aquests autors, I’efectivitat
de la columna en la millora de la morfologia esper-

matica esta inversament correlacionada amb la qua-
litat espermatica. També en equins, la filtracié de se-
men a través de columnes de granadura ocasiona una
millora de la morfologia espermatica (Klinc ef al.,
2005).

En conclusio, segons els resultats obtinguts en
aquest estudi, malgrat que hi hagi una pérdua de
concentracié espermatica, les columnes de granadu-
ra son efectives per millorar la qualitat espermatica
de mascles reproductors Piétrain que presenten una
baixa qualitat espermatica abans dels processos d’in-
seminacio artificial o de criopreservacio.
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Resum

L’objectiu d’aquest treball ha estat valorar la prediccié de la congelabilitat de les ejaculacions de porci mitjan-
cant I’estudi de la qualitat espermatica i la comparacio amb la taxa de fertilitat in vivo. Es van obtenir 26 ejacula-
cions, cadascuna de les quals es va dividir en una porcié refrigerada (FS, control) i una porci6 destinada a ser
congelada (FTS), les quals posteriorment van ser utilitzades per practicar les respectives inseminacions in vivo.
L’analisi espermatica de les ejaculacions es va realitzar en tres estadis del procés de criopreservacio: 17 °C, 5 °C
i 240 min postdescongelacio. Segons els valors obtinguts en la motilitat progressiva i en la vitalitat espermatica
als 240 min postdescongelacid, cada ejaculacio es va classificar en dues possibles categories: ejaculacié amb bo-
na congelabilitat (GFE) o ejaculacio amb mala congelabilitat (PFE). Els resultats mostren una major hiperactivi-
tat espermatica en el grup PFE quan s’assoleixen els 5 °C durant el procés de criopreservacid. Aquest fet indica
una sensibilitat més alta al xoc per fred respecte al grup GFE, que repercuteix en la disminuci6 fins a la meitat de
la seva taxa fecundant. No s’observen diferéncies entre els parametres de qualitat espermatica o en la taxa de fer-
tilitat obtinguts a 17 °C en cap dels dos grups d’ejaculacions. Per tant, la prediccid de la congelabilitat d’una eja-
culacio6 a partir de parametres rutinaris de qualitat espermatica és valida en assolir els 5 °C durant el procés de
criopreservacio. Aquest resultat contribueix al coneixement de possibles predictors de la congelabilitat esperma-
tica en porci. No obstant aix0, son necessaris més estudis per aprofundir en la determinacié de marcadors especi-
fics que puguin minimitzar costos en utilitzar esperma criopreservat per a inseminacio artificial.

Paraules clau: criopreservacid, esperma porci, fertilitat, congelabilitat.

Abstract

The objective of this work is to value the prediction of the freezability of boar ejaculates through a study of the
spermatic quality and its comparison with the in vivo fertility. Twenty-six ejaculates were collected and each one
was divided into a refrigerated portion (FS, control) and a frozen-thawed portion (FTS) that were used in the
field fertility trial. The analysis of the sperm quality was performed at three steps of the cryopreservation proced-
ure: 17 °C, 5 °C and 240 min post-thawing. Depending on the values obtained in the sperm progressive motility
and viability at 240 min post-thawing, each ejaculate was classified in two possible categories: good freezability
ejaculate (GFE) or poor freezability ejaculate (PFE). Our results show a higher sperm hyperactivity in the PFE
group at the 5 °C during the cryopreservation process. This fact points to a higher sensitivity of this group to cold
shock with respect to the GFE, which causes the decrease of its fecundity to the half. No differences are ob-
served in the sperm quality parameters or in the fertility rate at 17 °C between both categories of ejaculates. For
that reason, the prediction of the freezability of a given ejaculate is possible when reaching the 5 °C during the
cryopreservation process. This result contributes to the knowledge of possible sperm freezability predictors in
the boar. Even so, more studies are necessary to penetrate in the determination of specific freezability markers
that could minimize costs when using cryopreserved sperm for artificial insemination.

Key words: cryopreservation, boar sperm, fertility, freezability.
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INTRODUCCIO

L’Gs de semen congelat (FTS) en tecnologies d’inse-
minacio artificial porcina representa sols 1’1 % del
total d’inseminacions en comparacié de 1’us del se-
men refrigerat (FS) (Roca et al., 2006). Aquest fet es
pot explicar pel baix percentatge d’¢xit obtingut en
la congelacio dels espermatozoides d’aquesta espe-
cie, principalment a causa de la particular composi-
ci6 de la seva membrana (Watson, 2000). La toleran-
cia de les ejaculacions al procés de congelacié té una
clara base genética (Thurston, 20024, b) i varia entre
individus (Roca et al., 2006), pero també dins d’un
mateix individu per factors no sempre determinats
(Gil et al., 2005). En estudis previs hem observat
una freqliencia de motilitat espermatica progressiva
postdescongelaci6 inferior al 40 % en més del 50 %
dels casos; ¢€s, doncs, prioritari, trobar marcadors
que permetin una identificacié prévia d’aquestes eja-
culacions menys aptes per criopreservar. L’existen-
cia d’una base genctica evident en la congelabilitat
espermatica ens suggereix la possibilitat de predir la
qualitat postdescongelacié de qualsevol ejaculacié a
partir d’uns valors qualitatius estandard en semen re-
frigerat, que podrien ser inclosos en les analisis de
qualitat espermatica dels centres d’inseminacio arti-
ficial (IA). D’altra banda, i malgrat les evidéncies,
encara no hi ha dades publicades sobre els percentat-
ges de fertilitat in vivo que presenten les ejaculaci-
ons segons la seva congelabilitat.

MATERIAL I METODES
Obtencio de mostres i disseny experimental

Vint-i-sis ejaculacions de porci provinents de quinze
mascles Piétrain madurs van ser obtingudes per mas-
turbacié manual. La fraccié espermatica de cada eja-
culacio va ser dividida en dues porcions, que es van
etiquetar com la porcid refrigerada (FS, control) i la
porcié destinada a ser congelada (FTS). La porcid
FS es va diluir fins a 3 x 10° spz/ml en diluent de
llarga durada (Vitasem LD, Magapor SL, Saragossa)
1 es va envasar en tres dosis comercials de 90 ml,
que es van preservar a 17 °C fins al moment de la
IA. La resta de I’ejaculacid (porcio FTS) va ser dilu-
ida 1:5, v/v en el mateix diluent que la porcio FS, i
va ser preservada a 17 °C abans de ser criopreser-
vada.

Vint-i-quatre hores després de 1’extraccio es va
realitzar 1’analisi de la qualitat espermaticaa 17 °C a
partir de la porcio FTS i es va comprovar que les 26
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ejaculacions complissin uns minims qualitatius:
60 % de motilitat espermatica progressiva, 70 %
d’espermatozoides morfologicament normals i 80 %
de viabilitat i resisténcia osmotica espermatiques.
Un cop verificats els parametres anteriors es va pro-
cedir a la congelacio de la porcid FTS fent servir un
protocol estandard en porci (Westendorf et al., 1975;
Carvajal ef al., 2004). L’analisi a 5 °C es va realitzar
a partir d’una aliquota d’esperma diluit en medi de
criopreservacio, i es va rediluir a proporcid 1:3, v/v
en diluent de Beltsville (BTS; Pursel i Johnson,
1975). L’analisi de la qualitat seminal es va fer des-
prés de 30 min a 5 °C. La resta de la porcié FTS es
va envasar en palletes de 0,5 ml amb 1 x 10°spz/ml i
va ser emmagatzemada durant 12 h en nitrogen li-
quid abans de les inseminacions. Tant per a la 1A
com per a I’analisi de la qualitat espermatica post-
descongelacio les palletes van ser submergides du-
rant 20 segons en un bany a 37 °C i el seu contingut
va ser diluit en BTS a 37 °C (1:3, v/v). L’esperma
es va mantenir al bany fins passats 240 min.

Cada ejaculaci6 va ser classificada com a ejacula-
ci6 amb bona congelabilitat (GFE) o ejaculacio amb
mala congelabilitat (PFE), segons una analisi de
conglomerats no jerarquitzada mitjangant les dissi-
milituds entre les mitjanes de viabilitat i motilitat
progressiva obtingudes en I’esperma 240 min post-
descongelacio. Vuitanta-sis truges multipares van ser
inseminades aleatoriament amb un dels quatre trac-
taments segiients: porcio refrigerada d’ejaculacid
amb bona congelabilitat (FS-GFE), porcid refrigera-
da d’ejaculaci6 amb mala congelabilitat (FS-PFE),
porcid descongelada d’ejaculaciéo amb bona congela-
bilitat (FTS-GFE) i porcio descongelada d’ejacula-
cié amb mala congelabilitat (FTS-PFE).

Analisi de la qualitat espermatica

La morfologia es va analitzar unicament a 17 °C
com a control de la qualitat inicial de 1’ejaculacio, ja
que s’ha comprovat que les uniques alteracions mor-
fologiques que provoca la congelacio son canvis de
volum en I’espermatozoide per efectes osmotics
(Garcia-Herreros et al., 2008; Petrunkina et al.,
2005). En el recompte d’espermatozoides anomals
es van incloure aquells que presentaven gota cito-
plasmatica proximal, cua doblegada, cua enrotllada,
cua trencada o alguna malformacio del cap. La moti-
litat es va examinar sobre placa calefactada a 37 °C
mitjangant un programa informatic d’analisi compu-
tada (CASA, SCA Production 2002, Microptic SL,
Barcelona). Es van analitzar onze parametres ciné-
tics: motilitat total, recorreguts circulars, velocitat
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curvilinia (VCL), velocitat lineal (VSL), velocitat
mitjana (VAP), linealitat (LIN = VSL/VCL), rectitud
(STR = VSL/VAP), oscillaci6 (WOB = VAP/VCL),
amplitud del desplagament lateral del cap (ALH),
freqiiéncia de batuda (BCF) i motilitat progressiva
(espermatozoides amb STR superior al 45 %). La vi-
abilitat espermatica es va mesurar a través de la inte-
gritat de la membrana mitjancant 1’Gs de les sondes
fluorescents SYBR-14/PI (Molecular Probes, Euge-
ne, OR, EUA) i la resisténcia osmotica dels esper-
matozoides es va valorar segons el test ORT (Schil-
ling et al., 1984; Pérez-Llano et al., 1998), calculant
el percentatge com la mitjana d’espermatozoides
amb acrosomes no reaccionats en solucions isotoni-
ca 1 hipotonica.

Inseminacio artificial (IA)

Totes les truges va ser tractades amb PMSG/hcCG
(Gestavet, Hipra, Girona) per induir i sincronitzar
I’ovulacié. Després de 48 hores de la induccid hor-
monal, les truges van ser inseminades aleatoriament
amb un dels quatre tractaments descrits. Cada setma-
na es van extreure entre dues i tres ejaculacions i es
van inseminar un minim de dues truges per cada eja-
culacid, una amb la porcio FS i I’altra amb la porcié
FTS. Es van realitzar dues inseminacions de 30 ml
per truja i tractament en un interval de quatre hores
(Waberski et al., 1994), corresponents a una concen-
tracid de 1 x 10° spz/inseminaci6 per a la porcid FS
(Gil, 2006; Watson i Behan, 2002) i 7,5 x 10° spz/in-
seminacid per a la porcio FTS. Les inseminacions es
van dur a terme amb la sonda postcervical Soft-
Quick (Import-vet SA, Barcelona). El nombre de
truges prenyades es va detectar 28 dies més tard per
ecografia (Echoscan T-100, Import-vet SA, Barcelo-
na) i també es va determinar el nombre de garrins
nascuts.

RESULTATS I DISCUSSIO

Tretze ejaculacions van ser classificades estadistica-
ment com a GFE i 13 com a PFE. Els resultats de
I’analisi espermatica es mostren a la taula 1. L’esti-
macié de la congelabilitat de les ejaculacions d’a-
cord amb els parametres cinétics no va ser possible
als 17 °C perqué no es van observar diferéncies entre
GFE i PFE en cap dels parametres analitzats pero si
als 5 °C, moment en el qual es van observar diferen-
cies en resisténcia osmotica, motilitat progressiva,
LIN i STR (#-student, P <0,05). Sén d’especial re-
llevancia els baixos valors de LIN i STR a 5 °C, que
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coincideixen amb [’existéncia d’espermatozoides
amb un moviment hiperactivat, tal com s’ha obser-
vat en espermatozoides capacitats (Schmidt i Kamp,
2004). S’ha demostrat que el semen congelat pateix
modificacions semblants a la capacitacid, anomena-
des criocapacitacio, que es manifesten en aquest ti-
pus de moviment a causa de canvis en la fluidesa de
la membrana de 1’espermatozoide durant el xoc per
fred, especialment entre els 17 i els 5 °C (Watson,
2000; Andrabi, 2007), i el qual desapareix en des-
congelar (Guthrie i Welch, 2005; Saravia et al.,
2007) coincidint amb I’increment de LIN i STR.
Aquest procés disminueix la supervivencia de I’es-
permatozoide i, per tant, les oportunitats d’arribar a
fecundar I’oocit (Green i Watson, 2001), 1 es proposa
que la mortalitat provocada per la criocapacitacio
podria ser la causa de 1’abséncia d’hiperactivacid ob-
servada en descongelar (Cremades et al., 2005). En
PFE els valors de LIN i STR s6n inferiors que en
GFE i, per tant, es pot concloure que els PFE tenen
un major index de criocapacitacid, i aix0 suggereix
una alta inestabilitat de la membrana dels seus esper-
matozoides.

Els resultats de la IA (vegeu la taula 2) demos-
tren, tal com s’esperava, una disminucio6 de la fertili-
tat en PFE. El nombre de truges prenyades no va va-
riar entre el tractament FTS-GFE i els tractaments
control (FS-GFE/PFE) pero si entre el tractament
FTS-PFE i els tractaments control i entre el tracta-
ment FTS-PFE i el tractament FTS-GFE. En ambdds
casos el nombre de truges prenyades va ser inferior
en FT-PFE (model lineal general, post-hoc Bonferro-
ni, P <0,05). No es van observar diferéncies en el
nombre de garrins nascuts entre els quatre tracta-
ments assajats. Els resultats demostren que les ejacu-
lacions amb baixa motilitat progressiva i viabilitat
espermatica postdescongelacid tenen una fecunditat
fins a dues vegades inferior que la de les ejaculaci-
ons amb bona congelabilitat, fet que molt probable-
ment esta lligat a la seleccio que es produeix in vivo
en favor dels espermatozoides mobils i viables (Tay-
lor et al., 2008).
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Taula 1. Analisi de qualitat espermatica en tres etapes de la criopreservacio (17 °C, 5 °C i 240 min postdescongelacio)

Analisi de la qualitat espermatica 17 °C 5°C 240 min postdescongelacié
Resisténcia osmotica (%) GFE 91,33 £1,13 **94 47 £ 0,57 *83,03+1,19
PFE 89,19+ 1,61 96,31 +0,34 78,24 £ 1,78
Viabilitat (%) GFE 90,15+ 0,78 86,95+ 1,24 **50,99 + 2,25
PFE 89,63 £ 0,68 86,22 +£2,14 25,67 £ 2,66
Motilitat
Motilitat total (%) GFE 96,95 + 0,43 99,47 £ 0,07 **87,73 £2,16
PFE 97,05 + 0,46 93,46 + 5,08 40,84 + 8,05
Motilitat progressiva (%) GFE 90,15 +0,78 *72,18 0,76 **55,46 + 3,02
PFE 89,63 +£0,68 61,30 + 4,85 21,65 +5,33
Recorreguts circulars (%) GFE 96,95 + 0,43 66,11 £2,26 **39 69 + 2,08
PFE 97,05 + 0,46 70,90 + 4,73 19,71 + 3,80
VCL (um/s) GFE 67,90+ 1,51 89,73 £ 3,29 **47. 54 £ 2,46
PFE 65,00 + 1,65 85,51+ 7,00 33,26 + 3,24
VSL (um/s) GFE 53,19 +2,80 37,42+ 1,13 *%2825+ 1,33
PFE 56,03 + 3,21 32,09 +£2,94 18,67 £ 2,51
VAP (um/s) GFE 55,57 +2,54 60,12 + 1,89 *%37 85+ 1,88
PFE 57,88 £ 4,12 55,16 £ 4,59 24,98 £ 2,95
LIN (%) GFE 26,56 = 0,97 *%4) 58 £1,12 59,76 £ 1,21
PFE 26,54 + 1,28 37,39 + 1,51 53,09 + 3,46
STR (%) GFE 40,77 £ 1,58 *%62.60 £ 0,87 74,82 £ 0,91
PFE 42,06 £ 2,38 57,69 £ 1,19 71,91 +£2.36
WOB (%) GFE 4852+ 1,35 67,70 £ 0,86 *79,74 + 0,69
PFE 47,11 £ 1,67 64,67 £2,16 72,62 +£ 2,736
ALH (pm) GFE 2,49 +0,10 3,74+0,13 2,16 £ 0,06
PFE 2,69 +0,21 3,77+0,23 1,79 +0,19
BCF (Hz) GFE 6,56 +0,11 6,49 + 0,09 *6,38 = 0,06
PFE 6,59 +0,12 591+0,27 4,65+ 0,67

Es mostren les mitjanes i ’error estandard. Els 13 parametres qualitatius es van assajar sobre 13 ejaculacions amb
bona congelabilitat (GFE) i 13 ejaculacions amb mala congelabilitat (PFE). Els valors dels parametres amb asterisc
son estadisticament diferents entre GFE i PFE per a I’etapa a la qual es refereixen (*P < 0,05; **P <0,01).

Taula 2. Resultats de la inseminacid artificial postcervical

Porcio FS (control) Porcio FTS

GFE PFE GFE PFE
Mascles porcins (n =15) 9 9 9 9
Ejaculacions (n = 26) 13 13 13 13
Truges inseminades (7) 21 20 26 19
Volum inseminat per truja (ml) 30 (x2) 30 (x2) 30 (x2) 30 (x2)
Concentracid (x10° spz/inseminacio) 1 1 7,5 7,5
Truges en les quals es va observar reflux (n) 4 2 8 4
Truges prenyades als 28 dies (7) 17! 17! 16 562
Taxa de fecundacid (%) 80,95 85 61,54 26,32
Garrins nascuts vius (7) 10,06 + 0,89 11,27 +£ 0,61 8,64 £ 0,94 9,40 +£0,93
Garrins totals () 10,65 +0,74 12,13 +£0,57 9,36 + 1,15 10,60 + 1,21

Per al nombre de garrins es mostren les mitjanes i I’error estandard. FS-GFE: semen refrigerat d’ejaculacié amb bo-
na congelabilitat; FS-PFE: semen refrigerat d’ejaculacié amb mala congelabilitat; FTS-GFE: semen descongelat d’e-
jaculacié amb bona congelabilitat; FTS-PFE: semen descongelat d’ejaculacié amb mala congelabilitat. Els valors a
la mateixa fila amb diferent superindex son significativament diferents (** P < 0,05; 2P < 0,01).
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Resum

Les cellules epitelials de 1’oviducte (OEC) afecten la viabilitat, la capacitacid i la motilitat espermatiques en por-
ci i en altres mamifers. S’ha observat que algunes proteines oviductals també afecten la funcionalitat espermati-
ca. L’objectiu d’aquest estudi fou 1’analisi dels canvis en ’expressio de dos gens que codifiquen dues proteines
de xoc térmic préviament identificades en un extracte de 70 kDa de proteines de les membranes apicals de les
OEC (sAPM). Els canvis en I’expressio del gens heat shock protein 90 kDa alpha A.1 (HSP90AAI) i heat shock
cognate protein related 70 kDa (HSPAS) es van determinar durant un cocultiu in vitro de céllules oviductals i es-
permatozoides durant 24 hores, amb preséncia o abséncia d’'una membrana semipermeable que impedia el con-
tacte directe entre ambdds tipus cellulars. Es va observar que els espermatozoides indueixen I’expressio del gens
HSP90AAI i HSPAS a les OEC després de 3 o 6 hores de cocultiu, respectivament, quan hi ha contacte directe
entre ambdues céllules. Aixo suggereix que les proteines HSP9OAA1 i HSPAS podrien tenir un paper important
en el manteniment de la funcionalitat espermatica en el reservori seminal.

Paraules clau: espermatozoides, cetules oviductals, HSP9OAA1, HSPAS, porci.

Abstract

Oviductal epithelial cells (OEC) influence viability, capacitation and motility of sperm cells in boar and other
mammalian species. Moreover, some oviductal proteins have also been shown to affect the sperm function. The
aim of the present study was to analyze the changes in the expression of two relevant genes, all of their corres-
ponding proteins being present in a 70 kDa porcine sAPM (solubilised apical plasma membrane extracts from
OEC) protein band. Expression changes of heat shock protein 90 kDa alpha A.1 (HSP90AAI) and heat shock
cognate protein related 70 kDa (HSPA8) were assessed in in vitro co-culture of OEC and Percoll-washed sperma-
tozoa, over a 24 hour period, with or without a diffusible membrane insert to prevent direct contact between
OEC and spermatozoa. Spermatozoa induce the upregulation of HSP90AA1 and HSPAS after either 3 hours or 6
hours, respectively, of co-incubation in OEC, when there is direct contact between both types of cells. These res-
ults suggest HSP9OAA1 and HSPAS may play an integral role in the maintenance of spermatozoa in the ovi-
ductal sperm reservoir.

Key words: spermatozoa, oviductal cells, HSP90AA 1, HSPAS, porcine.

INTRODUCCIO

Les celules epitelials de 1’oviducte (OEC) afecten la
viabilitat 1 la motilitat espermatiques com a conse-
qiiéncia del contacte directe entre ambdos tipus de
cellules i de I’activitat secretora d’aquestes ceHules
somatiques, tal i com s’ha observat en estudis previs
(Yeste et al., 2008a). D’altra banda, en altres estudis
duts a terme en cavalls (Ellington et al., 1993) i va-
ques (Thomas et al., 1995), s’ha observat que quan

els espermatozoides s’uneixen a les OEC alteren
quantitativament i qualitativament ’expressidé pro-
teica després d’establir un cocultiu homoleg in vitro.
A més, en porci s’ha determinat que in vivo els es-
permatozoides també influeixen en I’expressid geni-
ca de les cellules de ’oviducte (Georgiou et al.,
2007).

D’altra banda, és ben conegut que la coincubacio
d’espermatozoides amb extractes de proteines de les
membranes apicals (APM) de les celules oviductals
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Taula 1. Primers utilitzats

YESTE et al.

Gen Seqiiencies dels primers Mida de Temperatura Nombre EMBL (accession
q P I’amplic6 de fusi6 (°C) de cicles number)
ACTB 5’ -GCCATGTACGTGGCCATCCAGGC-3' 455 63 30 EIJ\ng?élg209784
5’ -CTTAGCGGTCCCCCGTGCAA-3'
M10277
NM_ 174345
5’ -GGACCTGCAGTTGGCATTGATCT-3" —
HSPAS , S, 362 60 35 CX062900
5’ -TAGCCTGACGCTGAGAGTCGTTA-3 CX061052
NM_ 213973
5/ -TTCAGCCTAGATGCCCGAGGAAA-3' =
HSP0AAL 5’ -ATGTGCAGCTCTTTCCCGGAGTC-3" 219 6l 35 g?g?gg

manté la viabilitat espermatica en diferents espécies
de mamifers (Smith i Nothnick, 1997; Fazeli et al.,
2003). Ates que en porci s’han identificat, entre d’al-
tres, dues proteines de xoc térmic, la heat shock cog-
nate protein 70 kDa (HSPAS) i la heat shock protein
90 kDa alpha A.1 (HSP90AAL1), com a constituents
de I’APM (Elliot et al., 2009), 1’objectiu d’aquest es-
tudi ha estat determinar els canvis en l’expressid
dels gens que codifiquen aquestes dues proteines en
les ce¢Hules oviductals durant 24 hores de cocultiu.
Per aixo, s’han dut a terme dos experiments de co-
cultiu diferents, amb contacte directe OEC-esperma-
tozoide (sense insert) i sense contacte directe OEC-
espermatozoide (amb inserr).

MATERIAL I METODES
Obtencio i cultiu de cellules oviductals (OEC)

El cultiu primari de c¢llules oviductals es va obtenir
d’acord amb el protocol descrit per Yeste i collabo-
radors (2008a). Els oviductes amb els ovaris es van
recollir de femelles entre 10 1 16 mesos d’edat i es
van distingir les fases follicular i luteinica atenent a
I’aparenca dels ovaris. Posteriorment les célules es
van sembrar utilitzant medi de cultiu 199 suplemen-
tat amb serum fetal (10 %), penicillina/estreptomici-
na (1 %) i fungicida (0,5 %) a una concentracié de
10° céltlules per ml i es van cultivar a 37,5 °C i at-
mosfera al 5 % de CO, fins que es va assolir la con-
fluéncia (6-7 dies). El medi de cultiu es va canviar
cada 48 hores 1 la naturalesa epitelial de les cellules
oviductals es va comprovar mitjangant immunofluo-
rescéncia anticitoqueratines.

Obtencio d’espermatozoides i cocultiu amb OEC

Es van utilitzar 11 mostres seminals que es van ren-

tar amb gradient de Percoll (35-70 %). Posterior-
ment, els espermatozoides es van resuspendre en
medi Tyrode’s modificat (Yeste et al., 2008a) a una
concentracio de 1,87 x 109 espermatozoides/ml. Els
cocultius es van incubar a 37,5 °C, 100 % humitat i
5% CO, i ’expressio genica de les cellules oviduc-
tals es va determinar després de 0, 3, 6, 12 i 24 ho-
res. En els cocultius en els quals es volia impedir el
contacte directe cellula oviductal-espermatozoide, es
va dipositar préviament una membrana semipermea-
ble (o insert) amb un diametre de porus de 4 um
(Millipore Corp.).

L’experiment es va repetir 11 vegades utilitzant
esperma i cultius cellulars procedents d’animals di-
ferents.

Extraccio de RNA i RT-PCR semiquantitativa

L’mRNA es va extreure mitjangant un kit comercial i
la seva puresa es va determinar mitjangant espectros-
copia (Absye/Absys). La transcripcid inversa es va
dur a terme utilitzant el kit Reverse Transcription
System durant dues hores a 42 °C.

La PCR es va realitzar emprant primers (vegeu la
taula 1) que es van dissenyar especificament en cada
cas. Els productes de la RT-PCR es van separar mit-
jancant electroforesi amb gel d’agarosa al 2 % 1 a
100 V. Els gels es van visualitzar posteriorment amb
un transilluminador i les imatges obtingudes es van
analitzar mitjangant el programari SynGene Geneto-
ols, el qual permet estimar la quantitat de cDNA mit-
jangant densitometria. Totes les mostres es van nor-
malitzar utilitzant el gen de la B-actina (AC7TB) com
a estandard intern.

Analisi estadistica

Les abundancies relatives de cDNA per a cada gen
(x) (11 repliques) es van transformar mitjangant el
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Figura 1. Expressi6 del gen HSP90AAI durant el cocultiu amb i sense membrana
semipermeable. Els superindexs (a, b, ¢, d i e) indiquen diferéncies significatives

(P < 0,05) entre les abundancies relatives.

calcul de I’arcsin Vx , per ser analitzades després
amb meétodes parametrics (ANOVA de mesures repe-
tides, test post-hoc de Tukey i test # amb correccio de
Bonferroni) i no paramétrics (tests de Friedman i
Wilcoxon). El nivell de significacio es va fixar per a
P <0,05. Els resultats s’expressen com a mitjana +
error estandard de la mitjana.

RESULTATS

La figura 1 mostra ’expressido relativa del gen
HSP90AAI a les OEC durant el temps de cocultiu.
S’observa que els espermatozoides sobreregulen
I’expressid d’aquest gen després de 3 hores de co-
cultiu i de manera creixent respecte al temps de
cocultiu només quan estan en contacte directe amb
les cellules oviductals (sense membrana semiperme-
able), excepte després de 24 hores de coincubacio,
quan s’observa una sobreregulacid6 marginal en el
tractament amb membrana semipermeable.

Pel que fa a I’expressio del gen HSPAS a les OEC
(vegeu la figura 2), només s’observen diferéncies
significatives quan els espermatozoides estan en
contacte directe amb aquestes céllules oviductals
(tractament sense membrana) després de 6 hores de
cocultiu.

DISCUSSIO

La incubaciéo dels espermatozoides amb I’APM
(APM) de I’oviducte manté la seva viabilitat en co-
nills (Smith i Nothnick, 1997), porcs (Fazeli et al.,
2003) 1 vaques (Boilard et al., 2004). En porci,
aquests extractes han estat parcialment caracteritzats
(Elliot et al., 2009) i s’hi han identificat, entre d’al-
tres, les proteines HSP9OAA1 i HSPAS. En aquest
estudi es demostra com 1’expressi6 d’aquests dos
gens en les cellules oviductals es mostra sobreregu-
lada quan els espermatozoides es poden unir de ma-
nera directa a aquestes céllules. Recentment, s’ha
observat que la incubacié d’espermatozoides tant
d’espécie porcina (Elliot et al., 2009) com ovina
(Lloyd et al., 2009) amb la proteina HSPA8 recom-
binant augmenta la viabilitat espermatica. D’altra
banda, s’ha determinat que la HSP90AAT1 dels es-
permatozoides esta implicada en la seva capacitacid
(Ecroyd et al., 2003). Aixi doncs, a partir dels estu-
dis previs, dels resultats d’aquest estudi i de les da-
des obtingudes a partir del cocultiu d’espermatozoi-
des amb ceHules epitelials no reproductores (LLC-
PK1) (Yeste et al., 2008b), se suggereix que aquestes
dues proteines sén dos components de I’APM impli-
cats en la modulacid de la funcionalitat espermatica
en el reservori seminal i en el manteniment dels 00-
cits fecundats en les etapes primerenques del desen-
volupament preimplantacional.
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Expressio del gen HSPAS8
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Figura 2. Expressio del gen HSPAS durant el cocultiu amb i sense membrana semipermeable.
Els superindexs a i b indiquen diferéncies significatives (P < 0,05) entre les abundancies rela-

tives.
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Resum

La MDMA, droga d’abus coneguda, és consumida principalment per poblacid jove. A aquesta edat és d’especial
rellevancia prendre en consideracio els efectes sobre el sistema reproductor. L’impacte de la MDMA en la salut
ha estat repetidament documentat, pero els seus efectes sobre la reproduccio encara no s’han estudiat amb pro-
funditat. El consum de MDMA afecta diferents sistemes de neurotransmissors com el serotoninergic, el dopami-
nergic i el noradrenérgic, que estan implicats en el control neuroendocri de les funcions reproductores. En aquest
estudi s’ha avaluat la influéncia de I’éxtasi sobre la fertilitat i reproducci6 en rates mascles. La MDMA es va ad-
ministrar per via SC a rates mascle SD un cop al dia, tres dies consecutius per setmana, simulant el consum asso-
ciat al cap de setmana. Es van administrar 0,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg o solucio salina (control) durant 12 set-
manes, cobrint I’inici de la pubertat i I’arribada a la maduresa sexual. En la meitat dels animals es van avaluar
parametres hormonals (LH, FSH i testosterona), hematologics, bioquimics, histologics, genotoxicologics (test
d’esperma Comet), testiculars i de I’esperma (pes d’epididim i testicle, mobilitat, morfologia i quantificacio d’es-
permatozoides i quantificacié d’espermatides). La resta dels animals es van aparellar amb femelles no tractades,
sexualment receptives, per avaluar els indexs d’aparellament i d’embaras. Les iniques diferéncies trobades van
ser un augment significatiu de la incidéncia de dany en el DNA en el test Comet en espermatozoides i degenera-
cié tubular i edema intersticial en els testicles. La degeneracio tubular decreixia amb la dosi, mentre que 1’edema
intersticial augmentava. Els epididims eren normals en tots els grups experimentals i plens d’espermatozoides
madurs. L’exposici6 a MDMA no va afectar la mobilitat i la morfologia dels espermatozoides en cap dosi. Els re-
sultats de 1’estudi d’aparellament no van mostrar diferéncies significatives en els indexs d’aparellament i d’em-
baras ni en el nombre de llocs d’implantacié. Aquest estudi omple el buit de coneixement existent sobre els efec-
tes cronics de la MDMA en la funcié reproductora amb un disseny experimental realista. Els resultats mostren
dades patologiques descrites per primera vegada. Tenint en consideracid la major sensibilitat en humans, es man-
té la preocupaci6 sobre els efectes en la salut reproductora. Aixi, s’haurien de realitzar més estudis en rata per en-
tendre els mecanismes i per clarificar la rellevancia patologica en humans.

Paraules clau: éxtasi, MDMA, 3,4-metilendioximetamfetamina, rata, fertilitat masculina, administracié cronica.

Abstract

MDMA, a well known drug of abuse, is consumed mainly by young population. At this age, it is especially rel-
evant to take into consideration all the effects on the reproductive system. The impact of MDMA on the health
has been repeatedly documented in the past, but its effects on reproduction have not yet been deeply studied.
MDMA consumption affects several neurotransmitter systems such as serotoninergic, dopaminergic and nore-
pinephrinergic which are implied in the neuroendocrine control of reproductive functions. In this study the influ-
ence of ecstasy on the fertility and reproduction of the male rat was assessed. MDMA was administered (SC) to
SD male rats once a day, three consecutive days a week, simulating human week-end associated consumption.
0.5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg or saline (control) were given during 12 weeks, covering the puberty onset and
the sexual maturity achievement. Hormonal (LH, FSH and testosterone), haematological, biochemical, histolo-
gical, genotoxicological (Comet test in sperm) and, testicular and sperm parameters (mobility, morphology and
quantification of spermatozoa and spermatids, epididymides and testes weight), were evaluated in half of the an-
imals. The remaining animals were mated with untreated sexually receptive females to evaluate the mating and
pregnancy rates. The only differences found were a significantly higher incidence of DNA damage in Comet Test
in sperm, and tubular degeneration and interstitial oedema in testes. The tubular degeneration was decreasing
with dose while the interstitial oedema was increasing. Epididymides were normal in all experimental groups
and filled with mature spermatozoa. Exposure to MDMA at all dose levels did not affect sperm motility and mor-
phology. The results of mating study showed no significant differences in mating and pregnancy rates and num-
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ber of implantation sites. This study fills the existing gap of knowledge about the chronic effects of MDMA in
reproductive function using a realistic experimental design. The results show some pathological data described
by the very first time. Taking into account the higher sensitivity of human male, some concerns about the effects
on the reproductive health remain. Thus, further studies should be carried out in rats to understand the mechan-
ism, and to clarify the pathological relevance in humans.

Key words: extasis, MDMA, 3,4-metylendioxymetamphetamine, rat, male fecundity, chronic administration.

INTRODUCCIO

La 3,4-metilendioximetamfetamina (MDMA, «¢&xta-
si») és una droga d’abus que durant els Gltims vint
anys ha augmentat la seva popularitat a Europa i
America del Nord. La consumeixen principalment
joves en entorns de festa i musica (raves). En gene-
ral, I’ablis no mostra un fort patr6 addictiu; la majo-
ria de consumidors de MDMA en prenen de manera
intermitent, durant festes que duren tota la nit, una
sola nit o al llarg del cap de setmana.

La MDMA ¢és un derivat sintetic amfetaminic
amb accions psicotropiques que inclouen efectes es-
timulants similars als amfetaminics 1 efectes entacto-
gens. Segons 1’ultim informe de I’European Monito-
ring Centre for Drugs, 9,5 milions d’europeus han
provat la MDMA (3 % de la poblacid) i gairebé 3
milions n’han consumit en 1’ultim any (EMCDDA,
2007).

Els efectes potencials de la MDMA en la funcid
reproductora, segons el nostre coneixement, no han
estat extensament estudiats. Des d’un punt de vista
de salut publica, €s una qiiestiéo important: una consi-
derable proporcid de joves que esta en edat fertil i
esta consumint una substancia que podria compro-
metre la seva capacitat reproductora. Des d’un punt
de vista toxicologic, es tracta d’una qiiestio per-
tinent, ja que algunes de les diferents vies neurologi-
ques alterades per la MDMA contribueixen, en part,
al control neuroendocri de les funcions reproducto-
res.

MATERIAL I METODES

Rates mascles Sprague-Dawley de 100-125 g, esta-
bulades en condicions estandard. La MDMA va ser
cedida per la Delegacido del Govern a Catalunya
(Area de Sanitat) i purificada al Laboratori de Qui-
mica Organica de la Facultat de Farmacia de la UB,
(99,5 % de puresa).

Es va administrar MDMA (0,5 mg/kg, 5 mg/kg i
10 mg/kg) o solucio salina a 20 rates per grup per
via SC un cop al dia, tres dies consecutius a la set-

mana durant 12 setmanes. En 10 animals de cada
grup es van avaluar parametres hormonals, hemato-
logics, bioquimics, histologics, genotoxicologics,
testiculars i de ’esperma. La resta dels animals es
van aparellar amb femelles receptives no tractades
sexualment. El pes dels animals, el consum d’aigua i
menjar i aspectes generals de salut van ser supervi-
sats durant tot I’experiment.

Parametres hormonals, hematologics i bioquimics.

La LH i FSH de rata es van determinar per RIA ['*’]
heterogeni de doble anticos amb separacid magneéti-
ca (Amersham Biosciences). La testosterona es va
determinar per immunoassaig de microparticules
quimioluminiscent (Abbot Diagnostics). Es van uti-
litzar els procediments estandard de laboratori clinic
per a la determinacié de parametres hematologics i
de bioquimica sérica.

Tests de genotoxicitat

El Test de micronuclis es va realitzar en eritrocits
circulants seguint la guia OECD 474 Mammalian
Erythrocyte Micronucleus Test. El test Comet es va
realitzar en espermatozoides de ’epididim seguint el
protocol de Haines et al., 2002 modificat.

Histopatologia de testicles i epididims.

Els testicles i epididims drets es van fixar en Bouin,
es van incloure en parafina, es van tallar a 5 um de
gruix i es van tenyir amb hematoxilina-eosina.

Parametres testiculars i de I’esperma

Es va avaluar la mobilitat de 1’esperma seguint el
metode 1 el sistema de puntuacié de Blazak et al.
(1985), i la morfologia segons Wyrobek i Bruce,
1975. Per a la quantificacié d’espermatozoides i es-
permatides es van seguir els protocols descrits a
Robb et al. (1978) i Llobet et al. (1993).
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Taula 1. Efectes de I’exposici6 cronica a MDMA en el consum d’aigua i menjar i en el pes final
MDMA mg/kg
Control 0,5 5 10
Consum d’aigua (ml/dia) 25,6 +2,9 26,5+1,9 29,3 +1,9%* 33,9+ 1,5%*
Consum de menjar (g/dia) 20,5+0,7 19,9+ 0,4 20,5+0,6 22,3+ 0,5%*
Increment de pes corporal (g) 253,5+£22,5 242,8 £25,0 2474 +£26,4 270,2 +£32,1
Pes corporal final (g) 394,9 £25,6 383,2+24,6 386,9 + 26,1 417,3+32,7
**p < 0,01
Taula 2. Abséncia de tendéncia relacionada amb la dosi en els efectes en la LH, FSH 1 testosterona
MDMA mg/kg
Control 0,5 5 10
LH (ng/ml) 0,63 £ 0,29 1,04 £ 0,22%* 0,51 £0,33 0,84 +0,32
FSH (ng/ml) 7,65 + 1,64 8,04+ 0,93 7,95+ 1,71 9,05+1,51
Testosterona (ng/ml) 5,47 +4,10 3,29+ 1,27 5,82+ 3,96 4,52 +2,97

**p <0,01

Taula 3. Efectes de I’exposicio cronica a MDMA en el pes de testicles i epididims i en parametres funcionals

MDMA mg/kg
Control 0,5 5 10

Pes testicle (g) 1,89 +£0,14 1,84+0,16 1,91 +0,10 1,91+0,17
Pes epididim (g) 0,69 £ 0,06 0,66 = 0,06 0,70 £ 0,05 0,65+ 0,05
% d’espermatozoides mobils 61,7+ 13,6 67,3+9,3 66,7+ 11,1 66,6 £ 6,3
% d’espermatozoides anormals 1,714 0,8+0,9 1,2+0,6 1,8+1,0
Nre. d’espermatozoides (x 107 g™)

per epididim 47,36 + 8,05 50,91 + 17,85 64,93 +£ 26,16 * 71,75 £ 21,68 *

per g d’epididim 21,96 £ 4,47 29,50 £ 9,20 * 31,68 £ 12,10 * 32,98 £ 11,02 *
Nre. d’espermatides (x 107 g™)

per testicle 31,43 £5,46 29,50 + 3,41 24,84 +£2.76 ** 35,02+491

per g de testicle 16,65 £2,59 16,05+ 1,90 13,01 £1,30 ** 18,31+ 1,84

*p < 0,05, **p < 0,01

Indexs d ‘aparellament i embaras

Deu animals per grup es van ajuntar amb femelles
no tractades, sexualment receptives, durant una nit
(1:1). L’aparellament es va confirmar per frotis vagi-
nal. Per obtenir I’index d’embaras les femelles van
ser sacrificades el dia 14 de gestacio.

Analisi estadistica

L’homogeneitat de les variancies de les variables
continues es va avaluar amb el test de Bartlett. La
comparaci6 estadistica dels parametres homogenis
es va fer utilitzant I’analisi de la variancia (ANOVA)
i el test de Duncan. La comparacio estadistica
dels parametres no homogenis es va fer utilitzant el
test de Kruskal Wallis. Les variables categori-

ques es van analitzar mitjancant el test exacte de
Fisher.

RESULTATS I DISCUSSIO

La present administracié a llarg termini de MDMA
va produir pocs efectes en els principals marcadors
de salut generals. Els parametres hematologics i1 bio-
quimics i el pes corporal i dels organs eren normals i
no es van observar diferéncies significatives entre
grups. [’augment en el consum d’aigua observat en
les dosis mitjana i alta és un efecte ben conegut
(Campbell i Rosner, 2008) (vegeu la taula 1).

Les concentracions hormonals no van mostrar cap
tendéncia relacionada amb la dosi (vegeu la taula 2).
Aix0 suggereix que [’administracié cronica de
MDMA no produeix efectes a llarg termini en ’eix



30

12 setmanes d’EXPOSICIO

LUWWWLLY Y

BARENYS et al.

n=10 GRUP 1
n=10 GRUP 2
n=10 GRUP 3
n=10 CONTROY}

Mating
ﬁ —/

Creuament amb femelles
no tractades

Avaluacio
fertilitat

n=40

exposicio

Periode
adaptacio
11-13 dies

Cada grup es
divideix en dos

MASCLES 100 -125g

n=40

n=20 GRUP 1: 10 mg/kg
n=20 GRUP 2: 5 mg/kg
n=20 GRUP 3: 0,5 mg/kg

n=20 CONTROL.: salina via sc.

3 dies consecutiug

per setmana

n=10 GRUP 1
n=10 GRUP 2
n=10 GRUP 3
n=10 CONTROL

ﬁ Presa de mostres

Estudi
parametres
hormonals

bioquimics i
hematologicH

Figura 1. Estructura experimental: es va administrar MDMA SC (0,5 mg/kg, 5 mg/kg o 10 mg/kg) o solucio salina a
animals mascles durant 12 setmanes, tres dies consecutius per setmana.

hipotalem-hipofisi-gonada. Aquest resultat €s oposat
a les conclusions d’una publicacio recent (Dickerson
et al., 2008). Tot i aixi, els autors d’aquesta publica-
ci6 trobaven diferéncies significatives en els valors
de GnRH mRNA hipotalamic i testosterona només
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Figura 2. Test Comet: efecte genotoxic de I’exposicié a
MDMA en espermatozoides. Resultats expressats com a
% de DNA a la cua. *p <0,05.

quan barrejaven els resultats d’experiments amb ex-
posicio aguda i cronica.

El test de micronuclis no va indicar efecte clasto-
geénic en eritrocits periferics, pero el test Comet en
espermatozoides de 1’epididim mostrava un incre-
ment del dany en el DNA relacionat amb la dosi (ve-
geu la figura 2). Aquestes diferéncies podrien ser
originades per diverses raons: més sensibilitat del
test Comet, diferent susceptibilitat dels dos tipus cel-
lulars, diferent metabolisme de la MDMA o suscep-
tibilitat del DNA dels espermatozoides a [’estrés
per calor associat a la hipertérmia induida per la
MDMA.

L’estudi histologic dels testicles del grup control
va mostrar una espermatogénesi normal sense dege-
neraci6 tubular. Al cap de 12 setmanes d’exposicio,
es va observar degeneracio tubular en tots els grups
tractats i edema intersticial en els grups de 5 mg/kg i
10 mg/kg (vegeu la figura 3). La degeneracio tubular
decreixia amb la dosi, mentre que 1’edema interstici-
al augmentava (vegeu la figura 4). Els epididims
eren normals en tots els grups i plens d’espermato-
zoides madurs.
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Figura 3. Imatges de la histologia dels testicles. A) Control; tuibuls seminifers i
interstici normals. B) Dosi baixa; degeneraci6 tubular amb marcada depleccié de 1’e-
piteli germinal. C) Dosi baixa: degeneracié tubular, detall. D) Dosi alta; edema inters-
ticial.

L’exposici6 a MDMA no va afectar la mobilitat i
morfologia dels espermatozoides. Hi va haver un
augment significatiu en la quantificacié d’esperma-
tozoides en tots els grups i una disminucio significa-
tiva en la quantificacio d’espermatides en el grup de
5 mg/kg (vegeu la taula 3).

La rellevancia dels resultats presentats podria ser

limitada pel fet que els indexs d’aparellament i
d’embaras mostren que la fertilitat dels animals no
estava compromesa. Atés que els humans presenten
una fertilitat relativament més baixa i, en general,
una major sensibilitat, es podria presentar un risc
més elevat, a partir de toxics, per a la funcié repro-
ductora, que en animals comuns de laboratori

Figura 4. Examen histologic. Semiquantificacié dels signes patologics observats
en els testicles del control i els altres grups tractats. El dany per cada caracter in-
dividual esta representat per una variable discontinua (assignada subjectivament a
una classe). L’eix de les y representa la suma del producte de les freqiiéncies de
cada classe per un coeficient relacionat amb la intensitat del dany.
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(Working, 1988; Amann, 1986). A més, hi ha evideén-
cies que el dany genétic pot ser transmes via esper-
ma a la descendéncia (Olsen et al., 2005). Fins i tot
amb nivells significatius de dany al DNA, els esper-
matozoides mantenen la capacitat de fertilitzar els
odcits; ara bé, el desenvolupament posterior pot ser
alterat o donar lloc a la mort del zigot. Les implica-
cions subsegiients son avortaments primerencs, mal-
formacions congenites i malalties, que inclouen can-
cer, en la descendéncia (Ahmadi i Ng, 1999; Zenzes
et al., 1999; Brinkworth, 2000). Sén necessaris més
estudis per avaluar si els efectes en els testicles son
reversibles 1 quins son els mecanismes implicats. Els
resultats del present treball adverteixen de 1’interées
de més investigacions en I’impacte de I’abus de la
MDMA en la fertilitat de consumidors humans.
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Resum

Aquest treball se centra en la descripcid del sistema de la kisspeptina i el seu receptor (KISS1R), ja que tenen
una funcié clau com a reguladors de I’inici de la pubertat en animals. Es descriu i es discuteix 1’evolucié dels
gens i de les diferents isoformes del KISS1R trobades recentment. Aquests gens i isoformes son produits per du-
plicacions géniques o per mecanismes d’empalmament alternatiu dins d’un mateix gen. Finalment, es plantegen
les possibles linies d’investigacid sobre el sistema i es mencionen els possibles factors de transcripcié que poden
formar part del mecanisme regulador de KISS1R.

Paraules clau: pubertat, KISS1R, kisspeptina, duplicacié génica, empalmament alternatiu.

Abstract

This review focalizes on the kisspeptin and its receptor (KISS1R) because their relationship with the regulation
of the initiation of puberty in animals. The evolution of the genes and isoforms of KISSIR is discussed. These
different genes and isoforms are originated by gene duplication and by alternative splicing mechanisms. Finally,
we present possible research avennes in the field of the kisspeptin-KISS1R sytem and introduce some transcrip-

tion factors that appear to be involved in the regulation of KISS1R.

Key words: puberty, KISSIR, kisspeptin, gene duplication, alternative splicing.

INTRODUCCIO GENERAL

La pubertat és el procés de 1’adquisicio de la capaci-
tat reproductiva d’un individu immadur i afecta tant
els humans com tota la resta dels vertebrats (Dufour
i Rousseau, 2007). Aquest procés comporta un con-
trol endocri amb una accid seqiiencial de diverses
hormones que es produeixen al cervell i que tenen el
seu efecte final a les gonades (Roux et al., 2003). En
vertebrats, el mecanisme comenga a ’hipotalem amb
la secreci6 de I’hormona alliberadora de gonadotro-
fines (GnRH), que estimula la hipofisi o pituitaria i
que, al seu torn, allibera dues hormones missatgeres,
les gonadotrofines (GTH): I’hormona folliculoesti-
mulant (FSH) i ’hormona luteinitzant (LH). Les go-
nadotrofines circulen pel sistema vascular fins a les
gonades, on una vegada s’ha rebut el senyal a través
dels seus receptors especifics comencen a madurar.
En aquest procés de maduracio els esteroides sexuals
tenen un paper molt important (Funes et al., 2003).
En els invertebrats, 1 malgrat que no tenen un cervell
propiament dit, I’accid seqiiencial de les hormones
és molt similar al descrit en els vertebrats (Burke et

al., 2006). Fins a finals del segle passat, les GnRH i
els seus receptors (GnRHR) van ser considerats com
I’escald superior de 1’eix reproductor i, per tant, un
factor clau en el seu control. En els ultims anys,
pero, nombrosos estudis genétics 1 moleculars han
descrit un nou sistema, la kisspeptina-KISSIR, el
qual controla I’alliberament de les GnRH, per la qual
cosa s’ha assignat com a principal regulador del con-
trol neuroendocri de la reproduccid i, més concreta-
ment, de I’inici de la pubertat (Seminara et al.,
2005). En vertebrats, el procés hormonal té el seu
inici a partir d’un péptid, la kisspeptina, i de I’activa-
ci6 del seu receptor, el KISSIR (Seminara et al.,
2003). En invertebrats, malgrat que encara no ha es-
tat identificat el lligand que activa el procés, se sos-
pita de la seva existencia, a causa de la preséncia de
dos receptors de kisspeptina en un equinoderm, 1’eri-
¢6 de mar (Strongylocentrotus purpuratus) (Rosegui
et al., 2006). Pel que fa al sistema GnRH/GnRHR,
esta molt més estudiat i és present en tots els verte-
brats (Kah et al., 2007) i invertebrats (Tsai, 2006).
També, les GTH/GTHR dels vertebrats tenen les se-
ves hormones homologues a les dels invertebrats,
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les GSS/GSSR (Mita et al., 2007) (vegeu la figu-
ral).

Finalment, el descobriment de nombroses formes
i isoformes del KISSIR i la publicacio de diversos
treballs que relacionen el sistema amb altres funci-
ons, com I’accid vasoconstrictora (Mead ef al.,
2007), la secrecido d’insulina (Haugue-Evans et
al., 2006) i el cancer (Ohtaki ef al., 2003) entre d’al-
tres, han obert un important camp d’investigacio. En
aquest estudi ens centrarem en el KISSIR, en qué
recentment s’han descobert fins a tres gens i dues
isoformes que poden ajudar a esclarir la diversitat de
funcions del sistema kisspeptina-KISSR.

DUPLICACIO GENICA DEL RECEPTOR
DE KISSPEPTINA (KISS1R)
EN EL REGNE ANIMAL

La duplicaci6 geénica es considera un dels principals

motors de I’evolucid, i permet la diversitat biologica
i la creacid de noves funcions amb gens ja existents.

Eix reproductor

Invertebrats Vertebrats
( Sistema ( Hipotalem
nervios

&
!

KISS1R
¢ Neurona GnRH

RS

‘GnRH

Glandula pituitaria

¢ GTHs (FSH/LH)

.

Esteroides sexuals

GnRH equivalent

v )

*GSS

Esteroides sexuals

(Estradiol i testosterona) (Estradiol i testosterona)

Figura 1. Esquema comparatiu de I’eix reproductor d’in-
vertebrats i vertebrats. Kisspeptina (KISS1); receptor de
kisspeptina (KISS1R); hormones alliberadores de gonado-
trofines (GnRH); substancia estimuladora de gonades
(GSS); hormones gonadotrofines (GTH: LH, hormona lu-
teinitzant i FSH, hormona folliculoestimulant).

MECHALY et al.

El gen de la KISS1R no sembla una excepcid, i re-
centment se n’han detectat duplicacions en nombro-
ses especies, tot i que encara es desconeix 1’origen
d’aquestes duplicacions (Lee ef al., 2009). La prime-
ra duplicacio6 s’observa ja en invertebrats (1D), con-
cretament en 1’eric6 de mar, el qual presenta dos
gens paralegs. Una segona duplicaci6 (2D) es produ-
eix en vertebrats, en el grup dels peixos teleostis, en
que s’originen dos gens paralegs addicionals del
KISSIR-1, el KISSIR-1a, que aparentment evolucio-
na envers els gens que després es troben en mami-
fers, pero que possiblement es perd en teleostis, i un
segon gen, el KISSIR-1b, també present en amfibis.
Finalment, en peixos s’observa una tercera duplica-
ci6 (3D), que origina dos gens, el KISSIR-2a i el
KISSIR-2b (el primer es creu que esta actualment
extingit). Les relacions d’homologia dels gens del
KISSIR en amfibis son les més complexes, amb tres
gens diferents, dos gens originats a partir de la dupli-
cacid 2D i un tercer a partir de la duplicacio 3D (ve-
geu la figura 2).

MECANISMES DE CONTROL
DE L’EXPRESSIO EN EL KISSIR
EN VERTEBRATS

L’empalmament alternatiu és el mecanisme pel qual
a partir d’un transcrit primari de mRNA s’originen
diverses variants de mRNA madures conseqiiencia
de les diferents combinacions dels exons génics.
Aquest procés és clau en la regulacié génica i la di-
versificacié de funcions d’un mateix gen (Izquierdo i
Valcarcel, 2006). En un treball realitzat en el nostre
laboratori s’han detectat, per primera vegada en ver-
tebrats, dues isoformes de KISSIR en un peix tele-
osti, el llenguado senegalés (Solea senegalensis)
(Mechaly et al., 2009). En aquesta espécie, el meca-
nisme d’empalmament alternatiu es produeix per la
retencio completa de I’intr6 3, el qual provoca I’apa-
rici6 de dos triplets d’aminoacids amb un senyal d’a-
turada a dins de I’intré retingut. Aquest fet possible-
ment genera la formacio d’una proteina truncada per
a aquesta isoforma. A més, estudis d’expressio
d’ambdues isoformes mostren un patrd d’expressio
diferent entre cervell i gonades. Mentre que els ni-
vells d’expressio de la isoforma que no reté ’intrd
son més elevats al cervell en els diferents estadis i
sexes, la isoforma que si que reté I’intrd t€¢ una ex-
pressié més alta en les gonades. D’altra banda, i ba-
sant-nos en les seqiiéncies d’accés public (GenBank
NCBI), s’ha pogut observar un mecanisme d’empal-
mament alternatiu similar en I’ovella. En aquest dar-
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Ericé de mar
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KISS1R-1a|—| KISS1R-1a|—| KISS1R—1a|—| KISS1R-1a|

KISS1R-1

KISS1R-1 b|—| KISS1R-1 b|

KISS1R
ANCESTRAL

KISS1R-1a/2| ?

KISS1R-2

KIS —2a‘—|KISS1R-2a

KISS1 R-2b|—| KI%2b|

Figura 2. Proposta de la historia evolutiva dels gens KISSIR originats a partir d'un gen ancestral comul.
Duplicacions (D), modificacions i pérdues de gens (modificat de Lee et al., 2009).

rer cas, 1 a diferéncia del que passa en el llenguado
senegales, I’intr6 1 és el que es reté. Finalment, s’ha
observat en el ratoli un altre mecanisme d’empalma-
ment alternatiu, provocat en aquest cas per una dele-
ci6 de 51 aminoacids, en qué es perd el domini
transmembrands 4 (TM4) i, per tant, possiblement la
funcié del receptor (vegeu la figura 3).

CONCLUSIO GENERAL I PERSPECTIVES

En els ultims anys, s’han publicats nombrosos estu-
dis sobre el sistema kisspeptina-KISSIR amb rela-
cio, principalment, al seu paper en la regulacié de
I’eix reproductiu. Existeixen gran quantitat d’especi-
es en que s’ha clonat, caracteritzat i localitzat el 1li-
gand i el receptor. Malgrat aixo, avui dia no existeix
cap estudi dels promotors i dels mecanismes regula-
dors de la kisspeptina i el KISS1R. En un treball rea-

litzat en el nostre laboratori amb un peix teleosti
com a model, I’halibut de 1’Atlantic (Hippoglossus
hippoglossus), es va seqiienciar una regi6 de prop de
1000 bp del promotor, en que es va detectar la pre-
séncia, entre d’altres, del factor de transcripcio de la
proteina d’uni6é a I’octamer (OCT1). Un factor de
la mateixa familia, I’OCT2, es va comprovar que té
un paper fonamental en el control neuroendocri de la
pubertat en mamifers (Ojeda ef al., 1999). Aquesta
observacié obre moltes possibilitats de recerca en
I’estudi del control de la pubertat. D’altra banda, es-
tudis bioinformatics han permeés detectar en altres re-
gions promotores de peixos (peix zebra, fugu, puf-
ferfish, medaka 1 stickleback) la preséncia d’aquest
factor (Mechaly et al., dades no publicades).

En resum, s’ha descrit la preséncia d’un péptid, la
kisspeptina, i el seu receptor, KISS1R, en moltes es-
pecies de vertebrats i almenys en un invertebrat,
I’ericd de mar. Ara bé, el control de la pubertat amb
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el sistema kisspeptina-KISS1R en els vertebrats im-
plica una combinacio de diferents gens i isoformes.
Aix0 implica que el control de la pubertat en animals
pot ser més complex del que inicialment es preveia.
Aixi, en una mateixa espécie 1’inici de la pubertat
pot estar controlada per més d’un gen, amb les seves
corresponents isoformes. Aquest fet també explicaria
I’accio pleotropica del sistema kisspeptina-KISS1R,
amb accié en moltes funcions fisiologiques. Queda
clar que el sistema kisspeptina-KISS1R seguira sent,
de ben segur, objecte d’una intensa activitat de recer-
ca arreu del mon en els propers anys.
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Resum

Recents estudis publicats pel nostre laboratori van descriure parcialment el proteoma de 1’espermatozoide huma
gracies a la tecnica de gels 2D i I’analisi MALDI-TOF MS. En aquests estudis es van trobar diverses proteines
nuclears, com son factors de transcripcid, que podrien indicar que I’espermatozoide també té el potencial de pro-
porcionar aquestes proteines a 1’o0cit. Aquest treball s’ha enfocat en la descripcio del proteoma nuclear de caps
aillats d’espermatozoides humans. Hem obtingut caps d’espermatozoides segons dues metodologies diferents:
sonicacio i tractament amb CTAB. Ambdues metodologies son convenients per a 1’obtencid de caps d’esperma-
tozoides. Tanmateix, 1’eficacia del tractament amb CTAB és més alta que amb sonicacid. Hem aconseguit aixi el
100 % de caps sense cap fragment de cua connectat a través de I’estrategia del CTAB, i la seva puresa s’ha pro-
vat amb microscopia electronica. Una vegada els caps d’espermatozoides humans van ser aillats, les seves prote-
ines nuclears van ser extretes i analitzades per espectrometria de masses. La identificacié de diversos tipus dife-
rents d’histones no ens va sorprendre, ja que més del 15 % del DNA dels espermatozoides es troba empaquetat
amb histones i el 85 % amb protamines. Altres proteines també van ser identificades i localitzades al nucli de
I’espermatozoide per primera vegada en el model huma. Per tant, sera interessant aclarir la funcié d’aquestes
proteines en I’espermatozoide huma madur i explorar el seu paper potencial en el procés de fertilitzacio.

Paraules clau: proteomica, sonicacid, CTAB, espectrometria de masses.

Abstract

Previous recent studies in our laboratory have contributed with the identification of the whole human sperm pro-
teome using a 2D approach followed by MALDI-TOF MS analysis. Several nuclear proteins, some potentially
involved in transcription, were detected indicating that the sperm cell also has the potential to deliver these pro-
teins to the oocyte. In the present work we have focused in the sperm nuclear proteomic identification using isol-
ated human sperm heads. We have isolated sperm heads using two different methodologies, sonication and
CTAB treatment. Both methodologies were suitable to obtain sperm heads, however, efficiency of CTAB treat-
ment was higher than sonication. Nearly 100% of heads without any tail fragments attached to them were ob-
tained by CTAB and their purity was also tested by electron microscopy. Once human sperm heads were isol-
ated, nuclear sperm proteins were separated by 2D, excised from the gels and analyzed with mass spectrometry.
The identification of several different types of histones was expected as approximately 15% of sperm DNA is
known to be compacted by histones and 85% by protamines. However several additional proteins were also iden-
tified for the first time, and hence, localized in sperm nucleus. Therefore, it will be interesting to find out the
function of these proteins in mature spermatozoa and to explore its potential role in the subsequent fertilization
process.

Key words: proteomics, sonication, CTAB, mass espectrometry.

INTRODUCCIO I METODOLOGIA matozoides gracies a la tecnologia d’espectrometria

de masses (Baker ef al., 2007; Oliva et al., 2009). El
L’espermatozoide huma ¢€s una cellula molt accessi- nostre laboratori també ha collaborat en la descrip-
ble que es pot purificar i estudiar facilment. Recent- cid proteomica de I’espermatozoide huma gracies a
ment s’han publicat articles en qué es descriuen a la técnica de gels bidimensionals i I’analisi MALDI-
gran escala la composicié proteica d’aquests esper- TOF MS (Martinez-Heredia et al., 2006, Mateo et
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al., 2007). En aquest treballs es van trobar diverses
proteines involucrades en transcripcid i d’altres pro-
cessos nuclear, i aixo indica que 1’espermatozoide
podria tenir també el potencial de proporcionar
aquestes proteines a 1’oocit per al desenvolupament
zigotic. L’estudi que es presenta aqui es troba enfo-
cat en l’aillament de caps d’espermatozoide huma
mitjangant dues metodologies diferents: la sonicacio
i el tractament amb CTAB (vegeu la figura 1). Poste-
riorment s’intenta descriure el proteoma nuclear gra-
cies a I’espectrometria de masses.

Sonicacio
Les mostres amb un alt comptatge (> 200 x 10° es-

permatozoides totals) van ser sonicades uns minuts
en gel i es va fer un seguiment de I’eliminacid de les

MATEO et al.

cues amb el microscopi Optic. Les mostres van ser
sonicades fins que almenys un 80 % de les céllules
espermatiques no presentaven visiblement cap tros
de cua adherida. Seguidament, un gradient de densi-
tat consistent en un primer coixi de 0,40 mg/ml
CsCl, un segon coixi de sacarosa 2 M i finalment el
sonicat sobre aquests dos coixins, va ser ultracentri-
fugat a 100.000 g uns 45 min. El sediment es va re-
suspendre en 50 mM Tris pH 7,4 (Sotolongo et al.,
2005).

Tractament amb CTAB

Les mostres que també presentaven un alt comptat-
ge, préviament netejades, van ser incubades amb
1 % CTAB a 4 °C uns 30 min i els caps espermatics
van ser obtinguts després de diversos rentats i centri-

Figura 1. Aillament de caps d’espermatozoides humans. a) Protocol d’aillament de caps,
extraccio i separacio de proteines nuclears. ») Imatges de caps d’espermatozoide, amb

microscopia optica i electronica.
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Figura 2. Proteines nuclears de caps d’espermatozoide d’huma. a) Gel monodimensional SDS-
PAGE; carril 1, estandard de pes molecular; carril 2, mostra; carril 3, estandard d’histones. b) Gel
bidimensional amb tires de 17 cm i pH de 3-10 (BioRad). ¢) Gel acid; carril 1, mostra; carril 2,
estandard de protamines; carril 3, estandard d’histones.

fugacions suplementats amb 0,05 % de digitonina
per minimitzar 1’agrupacié dels nuclis (Wykes i
Krawetz, 2003).

Gels bidimensionals, SDS-PAGE i acids
per a la identificacio de proteines

Una vegada els caps d’espermatozoide huma van ser
aillats, les proteines nuclears van ser extretes i sepa-
rades amb electroforesi monodimensional SDS-
PAGE, gels bidimensionals segons Mateo et al.
(2007) i gels acids segons Mateo et al. (2008). Els
spots-bandes d’aquests gels (vegeu la figura 2) van
ser escindits i1 identificats amb espectrometria de
masses (MALDI-TOF o MS/MS), tal com es descriu
a Martinez-Heredia et al. (2006).

RESULTATS I DISCUSSIO

Tant la sonicacid com el tractament amb CTAB van
ser adequats per obtenir caps d’espermatozoides hu-
mans aillats, sense cap tros de cua adherit. No obs-
tant aixo, el tractament amb CTAB ofereix una efi-
cacia major que la sonicacié. Després del gradient de
centrifugacio de les mostres sonicades, al voltant del
90 % dels caps espermatics sense cua van ser recu-
perats, pero es van trobar diferents eficiéncies 1 el
temps de sonicacid necessari variava entre les mos-
tres utilitzades. D’altra banda, quasi el 100 % de
caps sense cap fragment de cua unit van ser detectats
amb 1’aillament amb CTAB en totes les mostres ana-

litzades. La puresa dels caps obtinguts amb CTAB
va ser també testejat amb el microscopi electronic
per assegurar-nos de no tenir cap tros de cua adheri-
da que no poguéssim veure amb el microscopi optic
(vegeu la figura 1). La figura 2 mostra les proteines
extretes dels caps espermatics carregats a un gel mo-
nodimensional SDS-PAGE, a un gel bidimensional i
a un gel monodimensional acid. Els resultats preli-
minars d’identificacié de proteines es van obtenir
gracies a ’escissio de spots/bandes dels gels, segui-
da de I’analisi d’aquests per espectrometria de mas-
ses. Diversos tipus d’histones i altres proteines ad-
dicionals van ser identificats. Altres estudis
d’immunofluorescéncia estan sent realitzats per im-
munolocalitzar al cap de 1’espermatozoide aquestes
proteines noves i, per tant, per confirmar la seva lo-
calitzacid nuclear.

Concloem, per tant, que la deteccié d’histones no
ens va sorprendre, ja que vora el 15 % del DNA dels
espermatozoides esta compactat per histones i el
85 % per protamines. La principal troballa nova és
que altres proteines han estat també identificades i,
per tant, localitzades en el nucli espermatic per pri-
mera vegada. Alguns d’aquests resultats es troben en
concordanga amb el fet que la formaci6é del cap
transcorre durant 1’espermiogenesi gracies a la natu-
ra d’algunes de les proteines identificades en aquest
treball. Per tant, descobrir la funcié d’aquestes prote-
ines en I’espermatozoide madur i explorar el seu pa-
per potencial en el procés de fertilitzacid sera un te-
ma important a estudiar (Oliva et al., 2008, 2009).
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Resum

Les proteines de xoc térmic HSP so6n xaperones moleculars que assisteixen altres proteines en el seu plegament i
transport. Les proteines HSPA2 sén un tipus especific que s’expressa especialment en les céllules espermatoge-
niques. Tenen diverses funcions conegudes: son essencials per al procés meiotic, s’associen al complex sinap-
tinemal, es relacionen amb la inhibicié apoptotica i amb la transicié nucli-histona nucli-protamina. D’acord amb
les troballes descrites en ratolins genoanullats per a HSPA2 (Zhu et al., 1997), en qué s’observava que ratolins
masculins eren infértils amb parada madurativa en ’estadi d’espermatocits primaris, i dels resultats protedomics
previs del nostre grup, que van trobar un augment significatiu de la HSPA2 en pacients amb major lesio germinal
determinada per TUNEL i en pacients astenozoospérmics (Mateo et al., 2007), hem iniciat un estudi mutacional
del gen corresponent en pacients infértils. S’han inclos 10 pacients azoospeérmics amb aturada madurativa, 10 pa-
cients oligoastenoteratozoospermics severs, 10 pacients teratozoospérmics i 10 controls d’individus amb fertilitat
provada. Mitjangant el disseny de primers especifics hem aconseguit amplificar i seqiienciar de manera especifi-
ca el gen de la HSPA2, discriminant pseudogens i gens homolegs de la familia de la HSP. Fins avui hem trobat
dues SNP i cap mutacid patogenica.

Paraules clau: HSPA2, aturada madurativa, azoospérmia, oligoastenoteratozoospérmia severa, teratozoosper-
mia, polimorfisme, mutacio.

Abstract

The heat shock proteins HSP are molecular chaperones that assist other proteins in their folding and transport.
HSPA2 proteins are a specific type that are specifically expressed in spermatogenic cells. They have several
known functions: they are essential for the meiotic process, are associated with the synaptonemal complex, and
are related to the apoptotic inhibition and with the nucleus-histone to nucleus-protamine transition. Based on the
findings described in knock-out mice for HSPA2, where it was observed that male mice were infertile with mat-
uration arrest in the primary spermatocyte stage, the previous proteomic results of our group where it was detec-
ted a significant increase of the HSPA?2 in patients with lower DNA integrity as determinated by TUNEL and in
asthenozoospermic patients (Mateo et al., 2007, Proteomics, T: 4264-4277), we have initiated a mutational study
of the corresponding gene in infertile patients. We have included 10 azoospermic patients with maturation arrest,
10 severe oligoasthenoteratozoospermic patients, 10 teratozoospermic patients, and 10 controls with proven fer-
tility. Through the design of specific primers we have amplified and sequenced the HSPA2 gene specifically, dis-
tinguishing from pseudogenes and homologous genes of the HSP family. So far we have found two SNPs but no
pathogenic mutation.

Key words: HSPA2, maturation stop, azoospermia, teratozoospermia, severe oligoasthenoteratozoospermia,
polymorphism, mutation.

INTRODUCCIO

S’estima que al voltant d’un 15 % de parelles pre-
senten una fertilitat reduida i la infertilitat masculina
és responsable de la meitat dels casos (OMS, 1999).
Tanmateix, la majoria de causes d’infertilitat mascu-

lina encara es desconeixen. D’aqui la importancia de
coneixer el proteoma de 1’espermatozoide i, en con-
seqiiencia, els gens candidats a analitzar. Un d’a-
quests gens és el de la proteina HSPA2, que s’ex-
pressa i té un paper important en 1’espermatogenesi
(Govin et al., 2006). Aquesta proteina també ha estat
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ospérmics (amb bloqueig maduratiu determinat en
biopsia testicular), 10 mostres d’individus tera-
tozoospérmics 1 10 mostres d’oligoastenoterato-
zoospermics. Partint de mostres d’ejaculacié dels
pacients teratozoospeérmics i oligoastenoteratozoos-
permics severs es van aillar els espermatozoides mit-
jancant gradient de Percoll, i a continuacio es va ai-
llar el seu DNA. El DNA de la resta de pacients es
va aillar a partir de mostres de sang periferica. Tots
els pacients i controls van donar el consentiment in-
format.

El gen HSPA2 s’amplifica per PCR mitjangant
primers especifics de la regio d’interés per seqlienci-
Figura 1. Detecci6 de la proteina HSPA2 (noteu la sage-  ar-la posteriorment (vegeu la figura 2). Per a un pro-
ta) en bidimensionals formant part dels estudis protedmics  cés correcte és necessari el tractament previ amb
reahtza?s en el nostre grup i detectada mitjangant espec-  px(OS AP-IT, i la reaccié de seqiienciacié es realitza
trometria de masses. . N . .

amb el kit de seqiienciaci6 ciclica BigDye Termina-
tor v3.1. El seqiienciador automatic és el DNA 3100.
detectada com a alterada en pacients infeértils en pro- Una vegada obtinguda la seqiiéncia s’analitza mit-
jectes recents en el nostre grup (Oliva et al., 2008, jangant els programes CHROMAS i DNASTAR.
2009; Mateo et al., 2007; vegeu la figura 1). Per
tant, en aquest treball ens hem plantejat I’estudi mu-
tacional del gen corresponent a la recerca de possi- RESULTATS I DISCUSSIO
bles mutacions o polimorfismes potencialment asso-
ciats a la infertilitat. En aquest treball s’ha posat a punt el métode per a
I’amplificacié i estandarditzacio de les condicions,
aixi com els primers adequats, per amplificar per
MATERIAL I METODES complet el gen HSPA2. La seqiiéncia codificant esta
formada per un sol ex6 de 1920 pb i s’han utilitzat
En aquest estudi es van incloure 10 mostres d’indivi-  diferents combinacions de primers per poder ampli-
dus control (paternitat provada), 10 d’individus azo- ficar-lo (vegeu la figura 2).

57
CTCGGCCTCCCAAGTGCTGGGATTACAGGCGTTAGCCACTGCGCCCGGCCCCAGCCAGGCAGTTTTAATCGAGCGCTCACAACCACTGAGACGCAGTGAAGCACCCACCATAAA
ATCCCAGGAGGCCGACCGCCGGTTCAGACTTTTTCTTTTCTTTAATCCCCGTCCAAGGGATCCGCCCTCACCCCCCACCCCAGCCACCCCAATTCCCTATTCCCTCCCCTTGGA
CGGCGCCGGGGAAAACAAGCTGCTCGAGCTTTATTTCTTCGGTGCAACCAACTCAGAATGAATTCCTCCGCCCCTGCGTGCTCAGTGAGTCGGCACCCTAGCAGTGAACTGCAT
TTAAAACCTCAGGAATTGAGCGAACTCTCCCAGTGGCTCTCCTCACCGGGATCCCCTTCCACGCCTCCTCCCCGTGCCGCGCCTCAGTCCGCACTGCTCATTGGCCGCGTGCCC
TGCCAATCCGATGCACGTCGGCTAGGGCAAAGACCGCGAAAAAGCGCGTACACCTGGCTCTGGGAGCGCGCGCCTAACGCCAGCCAGCAGCAGGAGGCGCGCGAGGCACCACGG
CCTGGCGGCCGAGAGTCAGGGAGGAACCTCATTTACATAACGGCCGCCCCTCTGTCTCCTGGCGGGGGCCGGAGTCCCGCCCCTCGTCCAACTTGAARATCTGTTGGGTCACGGG
CCAGTCACTCCGACCTAGGCAAGCCTGTGGTGGAGCTGGAAGAGTTTGTGAGGGCGGTCCCGGGAGCGGATTGGGTCTGGGAGTTCCCAGAGGCGGCTATAAGAACCGGGAACT
GGGCGCGGGGAGCTGAGTTGCTGGTAGTGCCCGTGGTGCTTGGTTCGAGGTGGCCGTTAGTTGACTCCGCGGAGTTCATCTCCCTGGTTTTCCCGTCCTAACGTCGCTCGCCTT
TCAGTCAGGATGTCTGCCCGTGGCCCGGCTATCGGCATCGACCTGGGCACCACCTATTCGTGCGTCGGGGTCTTCCAACATGGCAAGGTGGAGATCATCGCCAACGACCAGGGC
AATCGCACCACCCCCAGCTACGTGGCCTTCACGGACACCGAGCGCCTCATCGGCGACGCCGCCAAGAACCAGGTGGCCATGAACCCCACCAACACCATCTTCGACGCCAAGAGG
CTGATTGGACGGAAATTCGAGGATGCCACAGTGCAGTCGGATATGAAACACTGGCCGTTCCGGGTGGTGAGCGAGGGAGGCAAGCCCAAAGTGCAAGTAGAGTACAAGGGGGAG
ACCAAGACCTTCTTCCCAGAGGAGATATCCTCCATGGTCCTCACGAAGATGAAGGAGATCGCGGAAGCCTACCTGGGGGGCAAGGTGCACAGCGCGGTCATAACGGTCCCGGCC
TATTTCAACGACTCGCAGCGCCAGGCCACCAAGGACGCAGGCACCATCACGGGGCTCAATGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCCACGGCGGCGGCCATCGCCTACGGCCTGGAC
AAGAAGGGCTGCGCGGGCGGCGAGAAGAACGTGCTCATCTTTGACCTGGGCGGTGGCACTTTCGACGTGTCCATCCTGACCATCGAGGATGGCATCTTCGAGGTGAAGTCCACG
GCCGGCGATACCCACCTGGGCGGTGAGGACTTCGACAACCGCATGGTGAGCCACCTGGCGGAGGAGTTCAAGCGCAAGCACAAGAAGGACATTGGGCCCAACAAGCGCGCCGTG
AGGCGGCTGCGCACCGCTTGCGAGCGCGCCAAGCGCACCCTGAGCTCGTCCACGCAGGCGAGCATCGAGATCGACTCGCTCTACGAGGGCGTGGACTTCTATACGTCCATCACG
CGCGCCCGCTTCGAGGAGCTCAATGCCGACCTCTTTCGCGGGACCCTGGAGCCGGTGGAGAAGGCGCTGCGCGACGCCAAGCTGGACAAGGGCCAGATCCAGGAGATCGTGCTG
GTGGGCGGCTCCACTCGTATCCCCAAGATCCAGAAGCTGCTGCAGGATTTCTTCAACGGCAAGGAGCTGAACAAGAGCATCAACCCCGACGAGGCGGTGGCCTATGGCGCCGCG
GTGCAGGCGGCCATCCTCATCGGCGACAAATCAGAGAATGTGCAGGACCTGCTGCTACTCGACGTGACCCCGTTGTCGCTGGGCATCGAGACAGCTGGCGGTGTCATGACCCCA
CTCATCAAGAGGAACACCACGATCCCCACCAAGCAGACGCAGACCTTCACCACCTACTCGGACAACCAGAGCAGCGTACTGGTGCAGGTATACGAGGGCGAACGGGCCATGACC
AAGGACAATAACCTGCTGGGCAAGTTCGACCTGACCGGGATTCCCCCTGCGCCTCGCGGGGTCCCCCAAATCGAGGTTACCTTCGACATTGACGCCAATGGCATCCTTAACGTT
ACCGCCGCCGACAAGAGCACCGGTAAGGAAAACAAAATCACCATCACCAATGACAAAGGTCGTCTGAGCAAGGACGACATTGACCGGATGGTGCAGGAGGCGGAGCGGTACAAA
TCGGAAGATGAGGCGAATCGCGACCGAGTCGCGGCCAAAAACGCCCTGGAGTCCTATACCTACAACATCAAGCAGACGGTGGAAGACGAGAAACTGAGGGGCAAGATTAGCGAG
CAGGACAAAAACAAGATCCTCGACAAGTGTCAGGAGGTGATCAACTGGCTCGACCGAAACCAGATGGCAGAGAAAGATGAGTATGAACACAAGCAGAAAGAGCTCGAAAGAGTT
TGCAACCCCATCATCAGCAAACTTTACCAAGGTGGTCCTGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGTTCAGGAGCCTCCGGGGGACCCACCATCGAAGAAGTGGACTAAGCTTGCACT
CAAGTCAGCGTAAACCTCTTTGCCTTTCTCTCTCTCTCTTTTTTTTTGTTTGTTTCTTTGAAATGTCCTTGTGCCAAGTACGAGATCTATTGTTGGAAGTCTTTGGTATATGCA
AATGAAAGGAGAGGTGCAACAACTTAGTTTAATTATAAAAGTTCCAAAGTTTGTTTTTTAAAAACATTATTCGAGGTTTCTCTTTAATGCATTTTGCGTGTTTGCTGACTTGAG
CATTTTTGATTAGTTCGTGCATGGAGATTTGTTTGAGATGAGAAACCTTAAGTTTGCACACCTGTTCTGTAGAAGCTTGGAAACAGTAAAATATATAGGAGCTTAAATTGTTTA
TTTTTATGTACTACTTTAAAACTAAACTGAACATTGCAGTAATGTTAAGGACAGGTATACTTTTTGCAAACAAATGCATAAATGCAAATGTAAAGTAAAGCTGAAATTGATC
3!

Figura 2. Gen de la HSPA2. En negreta es mostra la seqiiéncia codificant. Es van realitzar tres amplificacions amb els
primers 1F/1R, 2F/2R i 3F/3R (subratllats). En fons gris es mostren les bases en les quals s’han observat polimorfismes.
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Gly Asp/Asp Thr
G C G A ct ANC C C

V
.

Tyr Asn/Asn lle

ACA Attt AT C A

FVATAVAT

Figura 3. Part de les seqiiéncies on s’observen els dos polimorfismes en forma
d’heterozigots, els quals no comporten canvi d’aminoacid.

S’han detectat 2 SNP, ja descrits préviament, que
no comporten canvi d’aminoacid (vegeu les figu-
res 2 1 3). La variant ¢.684 T>C I’hem trobada en
tots els tipus d’infertilitat i en controls. La variant
c.1653 C>T es presenta en un cas d’oligoastenotera-
tozoospeérmia severa. En les mostres estudiades fins
ara no s’ha detectat cap mutacid patogenica.

Encara que s’observa que es tracta d’un gen bas-
tant conservat, ja que s’expressa en diferents teixits i
presenta diverses funcions importants, queda oberta
ara la possibilitat d’incrementar el nombre de paci-
ents a analitzar, la qual cosa permetra determinar la
possible existéncia de mutacions patogeniques en el
gen HSPA?2.
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Resum

Les protamines son les proteines més abundants en espermatozoides i actuen empaquetant el genoma patern.
S’ha observat que animals genoanullats per a la protamina 1 (PRM1) i per a la protamina 2 (PRM2) presenten
una infertilitat severa. En humans s’ha demostrat que en alguns pacients infertils hi ha alteracié en 1’expressio
d’aquestes protamines. L’objectiu del present treball és 1’estudi mutacional de PRMI i PRM2 en pacients amb un
fenotip ben definit, teratozoospérmics (formes normals (FN) <9 %), aixi com corroborar la possible associacio
de I’SNP ¢.—190C>A en PRM] en pacients amb morfologia espermatica alterada descrita préviament per Gaz-
quez et al. (2008). Com a controls per a aquest estudi hem escollit individus amb paternitat provada i pacients
amb FN > 9 %. Descrivim diferents variants trobades en els dos gens i confirmem 1’associacid entre el genotip
AA (c—190C>A) i la morfologia espermatica alterada. A més, hem establert els haplotips més comuns en la nos-
tra poblacio.

Paraules clau: infertilitat, espermatozoide, protamines, factor de risc, haplotips.

Abstract

Protamines are the major nuclear sperm proteins and they are important for the correct packaging of the DNA in
the sperm nucleus. Protamine haploinsufficiency in mice results in infertility. Studies in humans have demon-
strated the presence of an altered expression of protamines in some infertile patients. Our goals in the present
study have been the screening of protamine 1 (PRM]I) and protamine 2 genes (PRM?2) in order to look for muta-
tions in patients with abnormal sperm morphology (Normal Forms (NF) < 9%) and corroborate the association
previously described by Gazquez et al. (2008) between the c.-190C>A SNP present in the PRMI gene and
altered sperm morphology. We have selected fertile men and patients with NF > 9% as controls. We describe dif-
ferent variants in both genes. Our results show association between the AA genotype in the c.-190C>A poly-
morphism and the altered sperm morphology. In addition, we have established the most common haplotypes in
our population.

Key words: infertility, sperm, protamines, risk factor, haplotypes.

INTRODUCCIO

Les protamines son les proteines nuclears més abun-
dants en espermatozoides i actuen empaquetant el
genoma patern (Oliva i Dixon, 1991). En humans hi
ha una copia del gen de PRM1 i una copia del gen de
PRM? per genoma haploide. Mentre que la PRMI és
sintetitzada com una proteina madura, els compo-
nents de la familia de PRM?2 es generen per la prote-
olisi d’un precursor comu, que es transcriu d’un Gnic
gen (Oliva, 2006). La importancia de les protamines
durant 1’espermatogeénesi va ser emfatitzada per la

creacio d’un model animal genoanullat en qué una
haploinsuficiéncia de PRM1 i PRM?2 causava en ra-
tolins una infertilitat severa (Cho et al., 2001). En el
nucli espermatic huma el contingut de protamina 1
¢és molt similar al de la protamina 2 (la relacio P1/P2
és aproximadament 1), pero diferents estudis han de-
mostrat que en alguns pacients infertils hi ha una al-
teracidé en 1’expressio de protamines (Yebra et al.,
1998; Oliva, 2006).

Tan aviat com es va veure que aquestes diferénci-
es en el contingut de protamines implicaven infertili-
tat en la majoria de pacients, es van succeir diferents
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estudis d’aquests gens a la recerca de mutacions que
poguessin explicar aquesta reduccié de I’expressid
de protamines en pacients infértils. No obstant aixd,
I’analisi mutacional inicial en els gens de les prota-
mines suggereix que les mutacions patogéniques en
aquests son una causa rara d’infertilitat masculina.
Aquesta baixa incidéncia de variacions en els gens
de la protamina que causin substitucions d’aminoa-
cids en homes fertils indica la gran importancia que
té la conservacio d’aquests al llarg de I’evoluciod per
garantir una bona espermatogenesi i, aixi, la continu-
itat de ’espécie. Pero en estudis més recents s’han
trobat certes variants que podrien estar implicades en
la infertilitat. Per tant, les mutacions en els gens de
les protamines son una causa infreqiient d’infertili-
tat, perd no tan rara com es pensava en un principi.

Ja que s’ha vist aquesta baixa variabilitat en la zo-
na codificant del gens, els nous estudis s’han enfocat
envers les regions no codificants 5’ 1 3’ (les mutaci-
ons en aquestes regions dels gens poden provocar
variacions en la seva expressio). En tots els camps
de la medicina hi ha un gran interes per I’estudi dels
marcadors genétics, com son els polimorfismes, ja
que una variant genética pot ser la responsable direc-
ta d’alterar la funcio o I’expressio de la proteina, o
be pot estar en desequilibri de lligament amb una
mutaci6 rellevant que formi part del mateix gen o
del mateix haplotip. Per tant, actualment els estudis
genétics d’infertilitat es fan amb una seleccid acura-
da de pacients infértils segons les caracteristiques
del seminograma, per detectar possibles variants. En
el nostre grup s’ha publicat recentment un polimor-
fisme en el promotor de la PRMI que es correlacio-
na amb espermatozoides amb morfologia alterada.
(Gazquez et al., 2008). El present estudi suposa la
continuacid logica d’aquest treball previ.

OBJECTIUS

Confirmar 1’associaci6é entre 1’homozigositat AA del
polimorfisme ¢.—190C >A de PRMI i la morfologia
alterada descrita anteriorment en el nostre grup en
un grup independent de pacients i controls.

Estudi de la regions codificants i no codificants
del gens de PRMI i PRM?2 a la recerca de variants.

A causa de la proximitat dels dos gens en estudi
PRM1 i PRM? (estan separats unicament per 5.000
parells de bases), cal establir els haplotips més co-
muns en la nostra poblacio.

JODAR et al.

MATERIALS I METODES

Per a I’estudi del gen PRMI hem utilitzat 125 paci-
ents infertils (77 pacients amb una morfologia esper-
matica amb formes normals (FN) < 9 % 1 48 paci-
ents amb FN > 9 %). També hem inclos 102 controls
de paternitat provada. El polimorfisme c.—190C>A
es va estudiar amb anterioritat en 194 pacients (51
amb FN <9 % i 143 amb FN > 9 %) i en 101 con-
trols procedents de donants de sang (Gazquez et al.,
2008, vegeu la taula 1). Per a I’estudi del gen de la
PRM?2 hem utilitzat 88 pacients infértils (61 pacients
amb FN <9 % i 27 pacients amb FN > 9 %), i s’han
inclos també 39 controls de paternitat provada. Les
mostres dels pacients provenen de 1’ejaculacio i, per
tant, s’han de separar els espermatozoides del fluid
seminal i d’altres céllules presents en el semen, i un
cop es tenen els espermatozoides purs s’ailla el
DNA. El protocol que s’utilitza en ’aillament de
DNA d’espermatozoides és el que apareix a Hoissan
et al. (1997), amb certes modificacions. Els dos gens
s’amplifiquen mitjangant la técnica de PCR i se se-
qiiencien mitjancant seqiienciacio directa, tant la re-
gi6 codificant com la no codificant.

RESULTATS I DISCUSSIO

En I’estudi del gen PRMI hem confirmat en una po-
blacié independent que el polimorfisme del promo-
tor (c.—190C>A) en homozigosi es comporta com a
factor de risc per a la teratozoospermia. (Gazquez et
al., 2008, vegeu la taula 1). Addicionalment es van
trobar diferents variants en PRMI i PRM?2 (vegeu la
figura 1), encara que cap d’aquestes no mostra dife-
réncies significatives entre pacients i controls. Tot i
aixo, cal destacar certes variants:

— En el gen PRM]I s’ha trobat en heterozigosi la
mutacio p.Arg34Ser (c.102G>T). Aquesta mutacid
va ser descrita per Iguchi et al. (2006) en tres paci-
ents de 30 amb un fenotip similar al del ratoli genoa-
nullat (comptatge espermatic normal, fragmentacio
de DNA i morfologia alterada). En el nostre estudi
hem trobat aquesta variant en un pacient normozoos-
pérmic i, encara que no tenim dades de fragmenta-
cio, aquest resultat concorda amb el que descriuen
Kichine et al. (2008).

— En el gen PRM2 s’ha trobat en heterozigosi la
variant ¢.309*61G>C. Aquesta variant va ser descri-
ta per Hammound et al. (2007) en pacients amb una
relacio P1/P2 alterada, i en el nostre estudi la trobem
en un control de paternitat provada en dos pacients
amb una relacio P1/P2 normal.
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Taula 1
Pacients Pacients Poblacio6 control Poblacié control POblaa? control
o e . s e . Tots els . (paternitat
infertils infeértils ient (paternitat (donants de sang rovada + donant
(S9%NF) (>9%NF) Pacents provada) homes) E ovaca T donants

omes)

N 128 191 319 102 101 203

Genotip

AA % (n) 10,16* (13) 4,18 (8) 6,5 (21) 3,9 (4) 2,97 (3) 3,4 (7)

AC % (n) 36,71 (47) 42,4 (81) 40,12 (128) 37,2 (38) 29,7 (30) 33,5 (68)

CC % (n) 53,12 (68) 53,4 (102) 53,29 (170) 58,8 (60) 67,3 (68) 63,1 (128)

Freqiiéncia all¢lica

A 0,285** (73) 0,253 (97) 0,266** (170) 0,225 (46) 0,178 (36) 0,202 (82)

C 0,714 (183) 0,746 (285) 0,733 (468) 0,774 (158) 0,821 (166) 0,798 (324)

* La freqiiencia del genotip AA en pacients amb FN < 9 % ¢és superior significativament a la dels pacients amb FN
>9 % (p = 0,35) si es compara amb les altres freqliéncies genotipiques, i significativament superior a la present en
controls (tots els controls o donants de sang) (p = 0,007 i 0,017) si es compara amb la freqiiencia genotipica CC.
** La frequiéncia alleélica de A en pacients €s significativament superior (p < 0,05) si es compara amb la poblacié
control.

Taula 2. Haplotips més comuns (95 % de la poblacid)

Protamina 1 Protamina 2
c¢.—190C>A c.139C>A c¢.—389C>T ¢.-371G>C c.—226G>A ¢.271+27G>C  ¢.271+102C>A

aar»an
> > 00
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— En el gen PRM?2 s’han trobat també en hetero- P1/P2 alterada. En el nostre estudi es van trobar en
zigosi les tres variants introniques c¢.271+10C>T, un control de paternitat provada i en un pacient amb
c.271+19C>T 1 ¢.271+135C>T, que van ser descrites  una relacié de P1/P2 normal.
per Aoki et al. (2006) en pacients amb una relacio Hi ha dues variants en el gen PRM]I i cinc en el

GCAGAGCTEECCCCTEACT

TCCACCTGCTCACAGETTEECTGE GBTGCCCTGCTCTGAG

ATGAGTAAGTGGGCCCAGCTGAGGGTGGGCTGGGGCTGAGGCTGGGAGCTCTCAGGGCCCAGCCTTC PROTAMINA 1 PROTAMINA2
| smerrrweremeerTes Caee Exons c-180 C=A c-389 C>T
GTCAATARATGTT TCCCACTCTTCTCTOCTTGTICTTG TCAGTEGGE 3 and 5" UTR . C.-247 C>A . c-371 G>C
G. GG A TGGGCATGC AACGGGAGARAGATGTCGGTGE Intrans p.Arg34Ser (c.102 G=T) c-226 G=A
Bttt bt St Bt S R i W p.Arg47Arg (0139 C=A) [ c.271 + 27 G>C
I c.271 +102 C>A
c-392 G=A
c-322 C>T
c.271 +10C>T
c271 +19C=>T
c.271 +135C>T
c.308 61 G=C

GCTCTCE

TCTGCCTGC CTTGCCCTGCATHTCCCTGACCAC
TS GCT cceccTadffccceeTe

& g
CCCACCCAGAGTCCCTAGGTGACCCECTCAACE TTTCTTT
CCTCAC

Figura 1. Variants trobades en el gen de la protamina 1 i de la protamina 2.
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gen PRM?2 que presenten una freqiiéncia elevada. A
causa de la proximitat dels dos gens és probable que
el nombre de combinacions d’aquestes variants esti-
gui restringit a uns determinats haplotips. En el nos-
tre estudi veiem que cinc haplotips estan presents en
més del 95 % de la poblacid estudiada (vegeu la tau-
la 2). Si comparem la freqliencia d’aquests haplotips
entre controls 1 pacients no observem diferéncies
significatives; no obstant aixo, hi ha certs haplotips
que no s’inclouen en la classificacié anterior. Un de
78 allels, en controls, 8 de 122, en pacients teratozo-
ospérmics, i 2 de 54, en normozoospeérmics, presen-
taven altres haplotips (5 %). Per tant, observem que,
dels onze haplotips diferents, unicament un corres-
pon als controls. Sembla que en pacients amb morfo-
logia alterada hi ha més haplotips menys freqiients,
tot i que no observem diferéncies significatives, pro-
bablement a causa del nombre escas de mostres estu-
diades.
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Resum

Existeix evidéncia que en una proporcio important dels pacients infértils es troben presents alteracions en els ni-
vells de protamines. El nostre grup ha identificat recentment en la nostra poblacié un polimorfisme a la regio
promotora del gen de la protamina 1 (c.—190C>A), amb el genotip AA com el més freqiient en pacients teratozo-
ospermics. Amb 1’objectiu de contribuir a identificar el mecanisme responsable d’aquesta associacio, hem iniciat
un projecte per determinar la relacié de protamines P1/P2 i protamines/DNA en relacié amb el polimorfisme de-
tectat, aixi com la morfologia i mobilitat dels espermatozoides, en un grup d’11 pacients c.—190AA, 34 pacients
¢.—190AC, 44 pacients ¢.—190CC i 10 controls de fertilitat provada. Les protamines s’extreuen a partir de 10 mi-
lions d’espermatozoides i s’analitzen en gels acids de poliacrilamida. El DNA es quantifica després de la hidroli-
si en acid percloric. Els resultats indiquen un increment en la relacié P1/P2 en el grup de pacients amb el genotip
AA en comparacio de la resta de pacients i controls, i també una relacio significativa entre el quocient protamina/
DNA i la morfologia dels espermatozoides. Una possible interpretacio és que el polimorfisme ¢.—190C>A incre-
menta I’expressio del gen de la protamina 1, que resulta en un augment de la relacié P1/P2 i en una morfologia
alterada en pacients infertils.

Paraules clau: protamines, infertilitat, espermatozoides, factor de risc.

Abstract

An abnormal expression of protamines has been described in some infertile patients. Recently, our group has
identified a protamine 1 promoter gene polymorphism (c.—190C>A) in our population, and the AA genotype is
more frequent in teratozoospermics patients. With the aim to help to identify the mechanism responsible for this
association, we have begun the present study to determine the protamine P1/P2 ratio and the protamines/DNA ra-
tios, and to relate this information with the studied polymorphism and the sperm morphology and mobility, in a
group constituted by 11 ¢.—190AA patients, 34 c.—190AC patients, 44 ¢.—190CC patients and 10 controls. The
protamines have been extracted from 10 millions sperm cells and have been analysed in acidic polyacrylamide
gels. The DNA has been quantified after its 0.5 N perchloric acid hydrolysis at 90 °C. The results show an in-
creased P1/P2 ratio in the AA patient group compared with the CA or CC groups and controls, and a significantly
relation between protamine/DNA ratio and the sperm cell morphology has been detected. A possible interpreta-
tion for the results is that the c.—190C>A polymorphism increases the protamine 1 gene expression resulting in a
high P1/P2 ratio and an abnormal sperm cell morphology in infertile patients.

Key words: protamines, infertility, sperm, risk factor.

INTRODUCCIO

Les protamines son les proteines nuclears més abun-
dants presents en les cellules espermatiques de mol-
tes especies diferents (Oliva i Dixon, 1991). En I’ho-
me es coneixen dos tipus de protamines, la
protamina 1 (P1) i la protamina 2 (P2). Molts estudis

han demostrat que es troben alteracions en els seus
nivells en una proporcié important de pacients infer-
tils (Balhorn et al., 1988; Yebra et al., 1993; Aoki et
al., 2005; Oliva, 2006; Torregrosa et al., 2006). Tan
aviat com es van observar diferéncies en el contingut
de protamines, es va postular que hi podia haver mu-
tacions en els gens corresponents (Yebra et al,
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Figura 1. Exemple de gel acid de poliacrilamida per a 1’a-
nalisi de protamines per electroforesi. Carril 2, estandard
d’histones; carrils 3-10, mostres de pacients infeértils; car-
rils 11-14, estandard de protamines, necessari per determi-
nar la quantitat de protamines en pg. La banda superior
correspon a la protamina 1 (P1) i la inferior a la protamina
2 (P2).

1993). Recentment, el nostre grup ha identificat en
la nostra poblacié un polimorfisme en la regi6 pro-
motora del gen de la P1 (c.—190C>A). Aquest canvi
de nucleotid s’ha detectat amb més freqiiéncia en pa-
cients teratozoospermics, €s a dir, amb una morfolo-
gia alterada en els seus espermatozoides. Els paci-
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ents amb genotip AA presentaven una relacié P1/P2
incrementada en comparacié de pacients amb geno-
tips A/C o C/C (Géazquez et al., 2008).

El present estudi pretén contribuir a identificar el
mecanisme responsable d’aquesta associacié mitjan-
cant la determinacio6 de la relacidé P1/P2 en un nom-
bre superior de pacients, aixi com la relacié prota-
mines/DNA, relacionant les dades obtingudes amb el
polimorfisme detectat i la morfologia dels esperma-
tozoides. D’altra banda, es pretén comprovar la rela-
ci6 que existeix entre la morfologia de les céllules
espermatiques i la seva mobilitat.

MATERIAL I METODES

L’estudi consta d’un total de 89 pacients infértils,
dels quals 23 son normozoospermics i 66 teratozoos-
permics, tots ells procedents del laboratori d’andro-
logia de I’Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.
Onze pacients presenten el genotip de risc
c.—190AA, 34 pacients son heterozigots c.—190AC i
44 homozigots ¢.—190CC. Addicionalment, s’han in-
clos deu controls de fertilitat provada.

Les protamines s’han extret a partir de 10 milions
d’espermatozoides mitjancant precipitacio amb eta-
nol 1 tractament amb HCI 0,5 M. Finalment, s’han
analitzat per electroforesi en gels acids de poliacrila-
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Figura 2. Distribuci6 del quocient entre protamina 1 i protamina 2 (P1/P2) a cada
grup de pacients, d’acord amb el polimorfisme de la regié promotora del gen de la

protamina 1 (PRMI ¢.—190C>A), i controls.
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Taula 1. Representacio de la mitjana + desviacio estandard de les relacions P1/P2, P/DNA, P1/DNA i P2/DNA per al
grup de pacients que no presenta genotip de risc i per al grup de pacients amb el polimorfisme PRMI ¢.—190AA per un
costat, i per al conjunt de pacients amb un percentatge de formes normals (FN) al semen inferior o igual al 9 % i per als

que presenten una proporcié major a 9 %

P1/P2 P/DNA P1/DNA P2/DNA
c/C 0,987 £ 0,156* 0,488 + 0,090 0,241 + 0,050 0,247 + 0,047
A/A 1,103 + 0,260* 0,447 +0,119 0,231 + 0,064 0,216 + 0,062
FN<9 % 1,011 £ 0,211 0,459 £ 0,102%* 0,228 £ 0,054** 0,231 £ 0,056**
FN>9 % 1,001 £ 0,129 0,521 £ 0,108** 0,260 + 0,057** 0,261 £ 0,055**

* P = 0,058, Mann-Whitney, entre pacients C/C i A/A.

** P < 0,05, Mann-Whitney, entre pacients amb FN <91 FN > 9.

mida (vegeu la figura 1), tal i com s’explica en ’arti-
cle de Gazquez et al. (2008), perd amb els segiients
canvis: la preelectroforesi s’ha dut a terme durant
1 h 120 min i ’electroforesi durant 1 h; en cadascun
dels gels s’han inclos quatre mostres estandard amb
concentraci6 coneguda de protamines per a la quan-
tificacid posterior de les mostres; els gels han estat
tenyits amb EZBlueTM Gel Staining Reagent, solu-
cio preparada que conté Coomassie Brilliant Blue
G-250, segons el protocol comercial (SIGMA).

El DNA s’ha quantificat després de la hidrolisi en
acid percloric 0,5 N a 90 °C durant 20 min i la deter-

minaci6 posterior de I’absorbancia a 260 nm mitjan-
cant D’espectrofotometre NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer.

La proporcié de formes normals (FN) i la mobili-
tat progressiva rapida s’han mesurat com a percen-
tatge d’espermatozoides en el semen mitjangant el
criteri estricte de Kruger i el sistema CASA (compu-
ter assisted semen analysis), respectivament.

Les analisis estadistiques s’han dut a terme amb
el programari informatic SPSS (versié 14.0) i el test
no paramétric Mann-Whitney.
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Figura 3. Distribucié del quocient entre protamina 1 + protamina 2 i DNA
(P/DNA), protamina 1 i DNA (P1/DNA) i protamina 2 i DNA (P2/DNA) per a cada
grup de pacients, d’acord amb el polimorfisme de la regié promotora del gen de la
protamina 1 (PRMI c¢.—190C>A), i controls.
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Figura 4. Correlacio entre el percentatge de formes nor-
mals (FN) presents en el semen de cada pacient i la pro-
porcié d’espermatozoides amb una mobilitat progressiva
rapida.

RESULTATS I DISCUSSIO

En coherencia amb els resultats de 1’estudi anterior
que es va dur a terme en el nostre grup (Gazquez et
al., 2008), el genotip c.—190AA esta lligat a un aug-
ment de la relacidé P1/P2, en comparacid de la resta
de pacients i el grup control (vegeu la figura 2). Una
possible interpretacié d’aquest resultat és que aquest
polimorfisme potencia I’expressié del gen de la pro-
tamina 1 i aix0 suposa un augment del quocient
P1/P2. Tot i aix0, en el present estudi s’observa una
clara tendencia (vegeu la figura 2), pero no diferén-
cies significatives entre els pacients amb genotip AA
i el grup que no el presenta (P = 0,058) (vegeu la
taula 1).

Pel que fa a les relacions entre protamines i DNA,
ambdues en pg, tant en protamines totals (P/DNA)
com en cadascuna per separat (P1/DNA i P2/DNA),
no s’observen diferéncies significatives entre el grup
de pacients amb genotip AA i el grup que no el pre-
senta (vegeu la figura 3). Aquest fet es pot donar, ja
que en aquesta determinacié es produeixen dues
fonts d’error: durant I’analisi de les protamines, d’u-
na banda, i en I’analisi del DNA, de 1’altra. Aixo re-
sulta en una major dispersio dels resultats del quoci-
ent protamina/DNA. Es interessant destacar que dins
del grup amb el genotip ¢.—190CC el pacient que
presenta els valors més elevats de P/DNA, P1/DNA i
P2/DNA presenta un polimorfisme diferent en la re-
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gi6 promotora del gen de la P1 (c.—247C>A), descrit
préviament per Hammoud et al. (2007).

D’altra banda, el quocient protamina/DNA es veu
afectat de manera significativa amb la proporcié de
FN presents al semen dels pacients estudiats, tant en
el cas de P/DNA, amb P = 0,036, com en P1/DNA 1
P2/DNA, amb P = 0,046 i P = 0,043, respectivament
(vegeu la taula 1). Tal i com s’ha vist en el nostre
grup (Jodar et al., 2009), el genotip AA esta lligat a
una morfologia alterada (FN <9 %), si es compara
aquest grup amb el conjunt de pacients amb genotips
C/C1A/C (P<0,05). Aquest fet, juntament amb els
resultats obtinguts, permet hipotetitzar que la preseén-
cia del polimorfisme ¢.—190AA a la regi6é promotora
és un factor de risc relacionat amb una morfologia
alterada dels espermatozoides, perd segurament
existeixen altres causes que afectarien el percentatge
de FN presents sense alterar el quocient P1/P2.

Per acabar, tal i com es va veure anteriorment en
el nostre grup (Torregrosa et al., 2006), en el present
estudi s’ha observat una relacid significativa entre la
morfologia i la mobilitat progressiva rapida dels es-
permatozoides dels pacients estudiats, amb
P=1,049 x 1075, amb una correlacid positiva entre
els seus valors (vegeu la figura 4).

Futurs experiments de quantificacidé de 1’expres-
sio dels gens de P1 i P2 mitjangant PCR a temps real
i experiments d’expressio in vitro de construccions
del promotor, que contenen el canvi amb un gen re-
porter, ens ajudaran a aclarir les associacions detec-
tades.
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Resumen

El objetivo de este estudio es determinar si la tincion Brilliant Cresyl Blue (BCB) es 1til para la seleccion de
ovocitos bovinos previa a la maduracién in vitro IVM) y a la activacion partenogenética. Para ello, los ovocitos
fueron seleccionados segun su actividad glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH) mediante la tincion con
BCB antes de madurarlos in vitro. Se postula que los ovocitos en maduracion presentan niveles mas altos de G6-
PDH que los ovocitos ya maduros. Nuestros resultados demuestran que la tincion de COC con BCB antes de la
IVM puede ser ttil para la seleccion de ovocitos competentes para la activacion partenogenética. Ademas, la
actividad G6PDH podria ser un marcador util para determinar la calidad ovocitaria posterior. La clasificacion
de los COC bovinos mediante tincion con BCB (o actividad G6PDH) podria utilizarse para una mejor seleccion
antes de realizar activacion partenogenética, fecundacion in vitro (FIV) o transferencia nuclear interespecifica
(SCNT).

Palabras clave: BCB, partenogénesis, ionoforo A23187, 6-DMAP.

Abstract

The objective of this study was to determine if Brilliant Cresyl Blue staining (BCB) can be used to select oocytes
for in vitro maturation (IVM), and parthenogenetic activation. For this purpose, prior to IVM oocytes were selec-
ted for developmental competence on the basis of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) activity indic-
ated by Brilliant Cresyl Blue (BCB) staining. It has been hypothesized that growing oocytes have a higher level
of active G6PDH in comparison to the mature oocytes. Our results show that the staining of bovine cumulus-oo-
cytes complexes with BCB before IVM can be used to select developmentally competent oocytes for partheno-
genetic activation. In addition, G6PDH activity could also prove to be a useful marker for determining oocyte
quality in the future. The classification of bovine cumulus-oocyte complexes on the basis of BCB staining (or
G6PDH activity) could be effectively used to select bovine oocytes in terms of their further developmental com-
petence for, IVF and interspecies SCNT protocol.

Key words: BCB, G6PDH, parthenogenesis, ionophore A23187, 6-DMAP.

INTRODUCCION ovocito, incluyendo el tamafio y la calidad del foli-

culo (Blondin y Sirard, 1995), la estimulacion

La competencia de desarrollo ovocitario se define
como la capacidad de un ovocito de finalizar la me-
iosis, de dividirse tras la fecundacidn, alcanzar el
estadio de blastocisto y conseguir un embarazo que
llegue a término con descendencia sana (Sirard et
al., 2006). Esta capacidad se adquiere gradualmente
durante la foliculogénesis mientras el ovocito crece
y las células somaticas que lo acompafian se diferen-
cian (Eppig et al., 1994). Se ha demostrado que mu-
chos factores afectan al potencial de desarrollo del

hormonal (Blondin ef al., 2002), el medio de madu-
racion (Warzych et al., 2007), la edad (Rizos et al.,
2005), etc. Los criterios morfoldgicos basados en
grosor y compactacion del cumulo y la homogenei-
dad del ooplasma se han utilizado frecuentemente y
son una manera practica de evaluar la calidad ovoci-
taria. Sin embargo, la valoracion morfoldgica es in-
suficiente para seleccionar los ovocitos capaces de
dar lugar a un embarazo a término (Lonergan et al.,
2003). La tincién con BCB ha sido utilizada en di-
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Cuadro 1. Efecto de la seleccion ovocitaria de la actividad G6PDH mediante tincion BCB en la IVM y desarrollo

embrionario tras activacion partenogenética

N° ovocitos MII (%) Division (%) Blastocistos (%)
Control 208 150/208 (72) 90/150 (60) 21/90 (23)
BCB+* 129 98/129 (76) 64/98 (65) 23/64 (36)
BCB—** 107 55/107 (51) 20/55 (36) 1/20 (5)

*P<03.**P=0,1

versas especies, incluyendo el cerdo (Wongsrikeao
et al., 2006), la cabra (Rodriguez-Gonzalez et al.,
2002) y el bovino (Bhojwani ef al., 2007). Los ovo-
citos inmaduros sintetizan una serie de proteinas co-
mo la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH).
Los ovocitos inmaduros presentan niveles altos de
GO6PDH en comparacion con los ovocitos maduros.
El test de BCB, que mide la actividad G6PDH, esta
basado en la capacidad de la G6PDH en convertir la
tincién azul del BCB a incolora (Ericsson et al.,
1993). El objetivo de este estudio es determinar si el
BCB puede ser ttil para seleccionar ovocitos bovi-
nos competentes antes de la maduracion IVM y el
desarrollo a blastocisto tras la activacion partenoge-
nética.

MATERIAL Y METODOS
Recuperacion de ovocitos y tincion con BCB

Los ovocitos fueron aspirados a partir de ovarios
proporcionados por un matadero y fueron teflidos
con BCB. El método de tincion con BCB ha sido ya
descrito en estudios anteriores (Alm ef al., 2005;
Bhojwani et al., 2007). Los COC fueron sometidos a
una solucion de 26 uM de BCB (B-5388, Sigma-

A.

Figura 1. Tincion diferencial de COC tras exposicion a
BCB

Alderich) diluida en mDPBSs durante 90 min a
38,5 °C en atmoésfera humeda. Tras su lavado, los
COC tefiidos fueron examinados bajo el estereomi-
croscopio y clasificados en tres grupos: un grupo
control y dos grupos segun la coloracion del cito-
plasma: ovocitos con coloracion azul (BCB+) y ovo-
citos sin coloracion azul (BCB-). Se evaluo la capa-
cidad de desarrollo de los ovocitos de cada grupo,
tras IVM, activacion partenogenética y cultivo in vi-
tro (IVC).

Maduracion in vitro (IVM)

Los COC fueron lavados dos veces en medio de ma-
duracion (TCM-199) suplementado con suero fetal
bovino inactivado y 10 pg/ml de hormona foliculo-
estimulante (Ovagen, Auckland, ICP, Nueva Ze-
landa) (v/v) al 20 %. Seguidamente fueron incubados
con medio de maduracion durante 24 h a 38,5 °C y
5% CO:..

Activacion y cultivo in vitro de los embriones

Tras la IVM, las células del cimulo fueron elimina-
das con hialuronidasa al 0,1 % en PBS (phosphate
buffered saline) sin calcio, a 38,5 °C durante 5 min
y mecanicamente mediante una pipeta durante 3-

Figura 2. Blastocistos bovinos en dia 8 de desarrollo pro-
cedentes de ovocitos activados mediante CI y 6-DMAP.
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5 min. Unicamente los ovocitos con corpusculo po-
lar visible fueron activados mediante incubacidn en
iondforo de calcio A23187 (10 uM durante 5 min) y
6-DMAP (2 mM durante 3 h). Tras la activacion, los
ovocitos fueron lavados tres veces y transferidos a
medio Menezo B2 (Laboratoire CCD, Paris, Fran-
cia) y co-cultivados sobre una monocapa de células
epiteliales de oviducto bovino (BOEC) bajo aceite.
Fueron cultivados durante siete dias para evaluar la
tasa de blastocisto y el desarrollo partenogenético.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fueron recuperados y utilizados para el estudio un
total de 605 COC bovinos. Ciento sesenta y uno se
usaron para evaluar la configuracion meidtica tras
IVM y 444 para la IVM, activacion partenogenética
y posterior desarrollo: 208 se usaron para el grupo
control, mientras que 236 fueron tefiidos con BCB,
de los cuales 129 (54,6 %) resultaron BCB+ y 107
(45,4 %) fueron BCB- y seleccionados para la acti-
vacion partenogenética. Tras 24 h de IVM, no hubo
diferencias significativas en la proporcion de ovoci-
tos que alcanzaron el estadio de MII entre el grupo
control y el grupo BCB+ (72 % y 76 %, respectiva-
mente), pero este porcentaje fue significativamente
menor en el grupo BCB- (51 %). También se ob-
servaron diferencias estadisticamente significativas
entre grupos en la tasa de blastocisto alcanzada en el
octavo dia tras la activacion partenogenética. La tasa
de blastocisto alcanzada en el grupo BCB+ fue sig-
nificativamente mayor (36 %) que en los otros gru-
pos. La tasa de blastocisto en el grupo control fue
significativamente mayor que en el grupo BCB
(23 % y 5 %, respectivamente). Los blastocistos pre-
sentaron una morfologia normal en todos los trata-
mientos.

En conclusion, nuestros resultados demuestran
que la tincion de COC bovinos con BCB tras IVM
es efectiva para seleccionar los ovocitos competen-
tes para la activacion partenogenética. Ademas, la
actividad G6PDH podria ser un marcador ttil para
determinar la calidad ovocitaria posterior. La clasifi-
cacion de los COC bovinos mediante tinciéon con
BCB (o actividad G6PDH) podria utilizarse para se-
leccionar los ovocitos bovinos para realizar activa-
cion partenogenética, fecundacion in vitro (FIV) o
transferencia nuclear interespecifica (SCNT).
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Resum

L’alt nombre de pacients en les cliniques de reproduccio assistida implica la simultaneitat de cicles de reproduc-
cié independents, que indueixen possibles errors de tragabilitat del material reproductiu. Diverses societats cien-
tifiques i empreses privades han desenvolupat mecanismes que minimitzen I’impacte d’aquest tipus d’errors,
pero que no I’aboleixen definitivament. En aquest treball es presenta un nou sistema per a la identificacié directa
del material reproductiu, basat en la introduccié de microparticules de polisilici codificades (microdispositius) en
I’espai perivitelli d’embrions. S’ha comprovat que aquest sistema no afecta la capacitat de desenvolupament
preimplantacional in vitro dels embrions de ratoli i que la introduccio de quatre microdispositius per embrio per-
met la identificacioé correcta de més del 95 % dels embrions codificats.

Paraules clau: embrions de ratoli, microdispositius de polisilici.

Abstract

The increasingly high number of patients in assisted reproduction centers implies that independent reproductive
cycles are performed simultaneously, leading to possible traceability problems of the reproductive samples. Sci-
entific societies and private companies have developed several mechanisms that minimize the impact of traceab-
ility errors but do not abolish it completely. In this work we present a system for the direct identification of the
reproductive samples, which is based on the introduction of encoded polysilicon microparticles (microdevices)
in the perivitelline space of the embryos. This approach has been tested on mouse embryos and no impact on the
in vitro preimplantation development has been found. Moreover, the introduction of 4 microdevices per embryo

allows the correct identification of over 95% of the coded embryos.

Key words: murine embryo, polysilicon microparticles.

INTRODUCCIO

L’alt nombre de pacients que reben les cliniques de
reproducci6 assistida (RA) fa impossible individua-
litzar totalment el procés i destinar un lloc de treball,
emmagatzematge i incubacio per a cada mostra. Ai-
x0 implica la simultaneitat de cicles de reproduccid
independents, fet que indueix possibles errors en la
correcta tracabilitat de les mostres. Aquests errors
s’han mostrat, a causa del naixement de nens amb
fenotip marcadament diferent al dels pares biologics
(Bender, 2003). Probablement casos similars haurien
passat desapercebuts en cas de no presentar aquesta
evidencia per ser detectats (Vince, 2002). Per evitar
al maxim aquests errors, societats cientifiques com

I’European Society for Human Reproduction &
Embryology (ESHRE) proposen, en les seves guies
de bona practica, que tota acci6 realitzada durant un
cas clinic sigui comprovada per una segona persona
(Magli et al., 2008). L’aplicacié d’aquesta practica
suposa un augment del personal i, en conseqiiéncia,
del cost del procés, pero no evita totalment 1’error, ja
que el control el continua realitzant una altra per-
sona.

Les tendéncies per solucionar aquest problema es
dirigeixen envers 1’automatitzacié del procés de re-
coneixement i verificacio de complementarietat de
les mostres. Diverses empreses del Regne Unit (IMT
Internacional Limited, Research Instruments) comer-
cialitzen productes promoguts per la Human Fertili-
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zation and Embryology Authority basats en 1’etique-
tatge i la identificacié automatica del material de la-
boratori emprat per a cada cas clinic. Aquestes eines,
pero, no eliminen el possible error, ja que el material
reproductiu ha d’anar canviant de recipient durant el
procés. Una possible solucid seria idear un marcatge
que viatgi amb 1’embrié mateix durant tot 1’itinerari.

En aquest treball es descriu un possible métode
d’identificacio directa d’embrions, a través de la mi-
croinjeccio de microdispositius de polisilici, material
emprat comunament en microelectronica (Lin et al.,
1989), en I’espai periviteti de zigots de ratoli. Per
tal de determinar la validesa d’aquesta aproximacid
com a sistema de codificacidé dels embrions, es van
estudiar els segiients parametres: a) efecte de la pre-
séncia del microdispositiu en el potencial de desen-
volupament in vitro dels embrions, b) retencio del
microdispositiu en 1’espai perivitelli dels embrions
durant tot el desenvolupament preimplantacional, ¢)
identificacio correcta de 1’embrio al microscopi mit-
jangant el codi del microdispositiu i d) alliberament
del microdispositiu un cop 1’embrié eclosiona i es
despren de la zona pellicida.

MATERIAL I METODES

Els protocols emprats en aquest estudi han estat revi-
sats i aprovats per la Comissi¢ d’Etica en Experi-
mentacié Animal i Humana de la UAB i pel Depar-
tament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca (DARP) de
la Generalitat de Catalunya.

Fabricacio i caracteristiques dels microdispositius

La fabricaci6 dels microdispositius es va dur a terme
al Centro Nacional de Microelectronica (CNM),
combinant técniques de microelectronica i microfa-
bricacio. Es van utilitzar tres tipus de microdisposi-
tius, amb diferents formes, dimensions i sistemes de

codificacio binaria, amb 256 possibles combinacions
cadascun: el microdispositiu de tipus a, cilindric,
amb 3 pum de diametre i 10 pum de longitud i una co-
dificacio de 8 bits basada en entrades i sortides; el
microdispositiu de tipus b, rectangular, amb dimen-
sions de 6 x 10 pm i una codificacié de 8 bits basada
en entrades i sortides, i el microdispositiu de tipus c,
rectangular, amb dimensions de 6 x 10 pm i una co-
dificacié de 8 bits basada en orificis (vegeu la figu-
ral).

Obtencio dels embrions de ratoli

Es van utilitzar zigots de femelles de ratoli B6C-
BAF1 (C57BL/C6JxCBA7J) superovulades, creua-
des i sacrificades 25 hores després de la induccid de
I’ovulacié. Els embrions alliberats de 1’ampulla van
ser decumulats amb medi de manipulaci6 mKSOM-
H (Biggers et al., 2000) suplementat amb hialuroni-
dasa (156 U/ml). Després de ser rentats amb
mKSOM-H, es van mantenir en medi de cultiu
KSOM (EmbryoMax, Millipore) a 37 °C 15 % CO..

Microinjeccio dels embrions

Per codificar els embrions, els microdispositius es
van injectar a ’espai perivitelli dels zigots emprant
técniques de micromanipulacid. En una primera se-
rie d’experiments, es va microinjectar un sol tipus de
microdispositiu per embrié. Un cop seleccionat el
microdispositiu més optim, es va dur a terme una se-
gona série microinjectant fins a quatre microdisposi-
tius per embrid.

Cultiu d’embrions i criteris de valoracio
del sistema de codificacio

En cada experiment es va cultivar, en parallel als
embrions microinjectats, un grup d’embrions no mi-
croinjectats com a control de desenvolupament. Ca-
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Figura 1. Microdispositius de polisilici visualitzats en el microscopi electronic de rastreig. A) microdispositiu de tipus a;

B) microdispositiu de tipus b; C) microdispositiu de tipus c.
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Figura 2. Desenvolupament embrionari en preséncia de microdispositius de poli-
silici a I’espai perivitelli. A) embrions en estadi d’una c¢Hula (A1) i de 2 c¢Hules
(A2) amb un microdispositiu de tipus a; B) embrions en estadi de 4 céllules (B3) i
de 8 cellules (B4) amb un microdispositiu de tipus b; C) embrions en estadi de
morula (C5) i de blastocist (C6) amb un microdispositiu c.

da 24 hores es va valorar 1’estadi de desenvolupa-
ment de cada grup i, en els cas dels embrions mi-
croinjectats, es va valorar també¢ la presencia del mi-
crodispositiu a 1’espai perivitelli (taxa de retencio) i
la identificabilitat del codi del microdispositiu (lec-
tura optica d’almenys un dels microdispositius per
embrid). En el cas dels embrions microinjectats amb
més d’un dispositiu, es va valorar també 1’allibera-
ment dels microdispositius en els blastocists eclosio-
nats (taxa d’alliberament). Tenint en compte que no

tots els embrions cultivats in vifro aconsegueixen
eclosionar, per tal d’augmentar la mida de la mostra
es va digerir amb pronasa (35 U/ml) la zona pellaci-
da dels embrions que no eren capacos de despren-
dre’s en la seva totalitat de la zona en el moment de
I’eclosio.

Analisi estadistica dels resultats

Es van realitzar tres reépliques per cada grup. Els re-

Figura 3. Mecanisme d’identificabilitat embrionaria. Embri6 en estadi de
8 cellules amb 4 microdispositius de tipus ¢ i identificacio positiva. A) En-
focament en el pla mitja de I’embrid, on es pot observar un microdispositiu
amb orientacio perpendicular al pla d’enfocament (cap de fletxa). B) Pla
focal on s’observen dos microdispositius superposats (cap de fletxa) i un
microdispositiu llegible correctament (fletxa). En I’insert es mostra una re-
presentacio grafica del codi del microdispositiu llegible.
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Taula 1. Desenvolupament preimplantacional in vitro i taxa de retencié en embrions microinjectats amb diferents mo-

dels de microdispositius

Grups d’embrions Tipus de microdispositiu Nre. embrions microinjectats Nre. blastocists (%) Taxa de retenci6*

Control - 76
Injectats a 80
b 80
c 80

64 (84,2 %) -
68 (85,0 %) 63 (92,6 %)
63 (78,8 %) 59 (93,7 %)
66 (82,5 %) 66 (100 %)

* Nombre de blastocists que mantenen el microdispositiu microinjectat

Taula 2. Desenvolupament preimplantacional in vitro, taxa de retencio i taxa d’alliberament en embrions microinjectats
amb diferent nombre de microdispositius de tipus ¢ per embrid

Grups d’embrions Nre. de Nre. d’embrions Nre. de blastocists Taxa de retencié* Taxa
microdispositius microinjectats (%) d’alliberament**
Control - 125 108 (86,4 %) - -
Injectats 1 80 66 (82,5 %) 66 (100 %) -
2 80 70 (87,5 %) 58 (82,5 %)" 44 (75,9 %)*
3 80 68 (85,0 %) 57 (83,8 %)" 31 (54,4 %)
4 80 76 (95,0 %) 63 (82,9 %) 11 (17,5 %)°

*Nombre de blastocists que mantenen tots els microdispositius microinjectats.
**Nombre de blastocists eclosionats 1liures del total de microdispositius microinjectats.
~b¢Diferents superindexs indiquen diferéncies significatives entre les diverses files de la mateixa columna

(p<0,05)

sultats van ser analitzats mitjangant el test >, consi-
derant significatius els valors de p < 0,05.

RESULTATS i DISCUSSIO

Seleccio del tipus de microdispositiu optim
per a la codificacio d’embrions

Per seleccionar el millor tipus de microdispositiu per
al desenvolupament del sistema de codificacié d’em-
brions plantejat, es van tenir en compte diferents as-
pectes. Un dels factors imprescindibles a valorar va
ser la viabilitat embrionaria, i en comparar els grups
d’embrions microinjectats amb diferents tipus de mi-
crodispositius amb el grup d’embrions control no es
van observar diferéncies significatives en el seu
desenvolupament fins a blastocist (vegeu la taula 1 i
la figura 2). Per tant, aquests resultats indiquen que
ni el procés de microinjeccid ni el microdispositiu
mateix de polisilici present a I’espai perivitelli afec-
ten la capacitat de desenvolupament preimplantacio-
nal in vitro dels embrions.

Un altre dels parametres avaluats va ser la reten-
ci6 del microdispositiu a I’espai perivitelli de I’em-
brié durant tot el periode de cultiu in vitro, i no es
van detectar diferéncies significatives entre els dife-
rents models de microdispositius (vegeu la taula 1).

Finalment, i pel que fa a la identificabilitat embrio-
naria, tampoc no es van trobar diferéncies significa-
tives entre els embrions microinjectats amb els dife-
rents tipus de microdispositius (a: 55,6 %; b:
44,8 %; c: 45,8 %), fet que indica que la forma i el
model de codificacié dels microdispositius no influ-
eix en la taxa d’identificacié embrionaria. Es impor-
tant destacar que la identificacid del codi dels micro-
dispositius es va dur a terme sense la manipulaci6
dels embrions i modificant el pla focal per simular
una hipotetica lectura rapida mitjangant un sistema
automatitzat (vegeu la figura 3). Segurament, si els
embrions haguessin estat manipulats per obtenir la
correcta orientacié del microdispositiu, les taxes d’i-
dentificacié embrionaria haurien arribat al 100 %.

Malgrat que no es van trobar diferéncies signifi-
catives entre els diferents tipus de microdispositius
per a cap dels parametres analitzats, es va optar per
seleccionar el microdispositiu de tipus ¢ per continu-
ar amb el desenvolupament d’aquest sistema de co-
dificacio, a causa de la seva facil lectura.

Millora de les taxes d’identificabilitat embrionaria

Un cop identificat el tipus de microdispositiu optim
per a la codificacidé dels embrions, es va dur a terme
una segona serie d’experiments per intentar millorar
la taxa d’identificabilitat embrionaria, partint de la
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Figura 4. Taxa d’identificabilitat embrionaria. Freqiiéncia
d’identificabilitat positiva del total d’embrions analitzats
en diferents estadis de desenvolupament embrionari, per
als embrions marcats amb diferent nombre de microdis-
positius de tipus c. Els diferents superindexs sobre les
columnes (a, b, c, d) indiquen diferéncies significatives
(p <0,05).

suposicid que 1’augment del nombre de microdispo-
sitius per embrid augmentaria significativament
aquesta taxa. Aixi, per assolir I’objectiu d’una identi-
ficabilitat embrionaria practicament total, es van
plantejar grups d’embrions microinjectats fins amb
quatre microdispositius del tipus ¢ per embrio.

L’increment de fins a quatre microdispositius en
I’espai perivitelli no va afectar el desenvolupament
preimplantacional in vitro dels embrions portadors.
Pel que fa a la retencié del microdispositiu en 1’espai
perivitelli, es va detectar que a partir de la introduc-
ci6 de dos microdispositius per embrio, la taxa dis-
minufa significativament fins aproximadament el
83 % 1 es mantenia al voltant d’aquest valor en aug-
mentar el nombre de microdispositius per embrio
(vegeu la taula 2).

Pel que fa a la identificabilitat embrionaria, es va
comprovar que augmentava significativament en in-
crementar el nombre de microdispositius per embrio.
Es va aconseguir una taxa d’identificabilitat quasi
total, amb un 96,5 % d’identificacid positiva, amb
quatre microdispositius de tipus ¢ per embrio (vegeu
la figura 4). Aixi, ’augment del nombre de micro-
dispositius presents a 1’espai perivitelli incrementa
significativament la probabilitat que almenys un
quedi collocat en una orientacid determinada que
permeti la seva lectura correcta i, conseqiientment, la
bona identificacidé de I’embrid, sense haver de mani-
pular-lo.

Finalment, es va valorar un factor considerat im-
portant amb vista a la possible aplicacio d’aquest
sistema de codificacié en embrions humans: 1’allibe-
rament dels microdispositius en els embrions eclosi-
onats. La importancia d’aquesta valoracio esta deter-
minada perqué I’objectiu del sistema de tragabilitat
plantejat en aquest estudi és el de mantenir identifi-
cat ’embrid durant el seu cultiu in vitro, i que un
cop sigui transferit a la pacient quedi lliure dels mi-
crodispositius. Es va observar que a mesura que aug-
mentava el nombre de microdispositius en 1’espai
perivitelli dels embrions, major era el nombre d’em-
brions incapagos de desprendre’s de la totalitat dels
microdispositius introduits (vegeu la taula 2).

Aixi, podem concloure que el sistema de codifi-
cacié embrionaria plantejat demostra la seva vali-
desa, basant-nos en la taxa d’identificacio assolida.
No obstant aix0, actualment presenta dos punts fe-
bles, com son la baixa taxa d’alliberament dels mi-
crodispositius després de 1’eclosio, i el fet que el me-
canisme de marcatge per micromanipulacié suposa
un tractament embrionari individualitzat i laborids.
En aquests moments estem treballant en la solucid
d’aquests aspectes i en el desenvolupament d’altres
aproximacions tecnologiques.
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D’INCREMENTAR LA POBLACIO PUTATIVA DE CELLULES MARE
DE LES ESPERMATOGONIES, SELECCIONAR-LES I MANTENIR-LES

EN UN ESTAT INDIFERENCIAT

Alba Vila, Rita Vassena, Anna Veiga i Juan Carlos Izpisua

Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona.

Dr. Aiguader, 88. 08003 Barcelona. albavilacasademunt@hotmail.com.

Resum

Les cellules mare de les espermatogonies (SSC, spermatogonial stem cells) son la poblacid del tubul seminifer
amb capacitat d’autorenovacid, responsable de 1’equilibri entre generacio i diferenciacio en el procés de forma-
ci6 de cellules germinals durant la maduresa sexual masculina en mamifers. Les SSC mantenen I’index d’esper-
matogenesi en un estat estable, mitjangant un equilibri entre generacio i diferenciacid, procés que es troba criti-
cament lligat a la demanda tissular. Les SSC han estat reconegudes per la seva capacitat de repoblacio de
testicles estérils després del seu trasplantament, i podrien arribar a ser utilitzades per a la recuperacio de la fertili-
tat en nens que han superat terapies que, de manera invasiva, han pogut afectar la seva funci6 reproductiva (radi-
oterapia i quimioterapia). L’entrebanc més important amb el qual ens trobem és 1’escassa proporcié de SSC que
trobem in vivo, i la necessitat de realitzar una biopsia com menys invasiva millor en pacients d’aquestes caracte-
ristiques. Aqui es descriu el desenvolupament d’un sistema de cultiu in vitro que permet mantenir la poblacio de
SSC en un estat indiferenciat, que n’afavoreix la seleccid respecte d’altres tipus cellulars i en potencia I’augment
proporcional. El protocol de cultiu esta compost per dues fases: un cultiu tissular inicial seguit d’un cultiu cetu-
lar posterior. El primer pas esta basat en el cultiu de peces de teixit aprofitant la situaci6 que, in vivo, ens trobem
en el ninxol on resideixen les céllules mare, situat al compartiment basal dels tubuls. En el segon joc d’experi-
ments, aquest cultiu va ser detingut en un punt temporal especific per tractar les peces de teixit i obtenir-ne una
suspensi6 cellular, que va ser posada en cultiu en plaques de laminina.

Paraules clau: cellules mare de les espermatogonies, ninxol.

Abstract

Spermatogonial stem cells (SSCs) are the self-renewing population in the testicular stem cell niche responsible
for the continuous spermatogenesis throughout postpuberal male life in mammals. SSCs keep the steady state of
spermatogenesis, with a self-renewal and differentiation equilibrium which depends on the demand of the testis.
SSCs have been shown to repopulate a sterile testis after a transplant in a number of mammals, and could be
used for restoring fertility in children surviving therapies affecting their reproductive function (irradiation and
chemotherapy). A mayor hurdle towards achieving this goal is the scarcity of SSCs in vivo, and the need to per-
form the smallest testicular biopsy possible in pediatric patients. We report here the development of an in vitro
culture system capable to maintain SSCs in an undifferentiated state, favoring their selection against other cell
types in the seminiferous tubules, and increasing their overall population. The culture protocol is formed by two
subsequent steps, an initial tissue culture phase followed by a cell culture phase. The first step is based in the cul-
ture of tissue pieces of seminiferous tubules, taking advantage of the in vivo position of stem cell niche. The
second step is based in a cell-free simple cell culture system.

Key words: spermatogonial stem cells, niche.

INTRODUCCIO I OBJECTIUS acio en el procés de formacié de ceHules germinals

durant la maduresa sexual masculina en mamifers.

Les cellules mare de les espermatogonies (SSC,
spermatogonial stem cells) son la poblacio del tabul
seminifer del testicle amb capacitat d’autorenovacio,
responsable de 1’equilibri entre generacid i diferenci-

A escala cellular, I’epiteli seminifer esta compost
per les cellules germinals (espermatogonies), que
proliferen i es diferencien a espermatozoides, procés
que es troba criticament lligat a la demanda tissular,
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i les c¢Hules somatiques, o de Sertoli, que sostenen
les c¢Hules germinatives mitjangant les seves exten-
sions citoplasmatiques, englobant els diferents esta-
dis de diferenciacid en aquest procés d’espermatoge-
nesi, 1 intervenint, aixi, en la seva nutricido 1
regulacid. Una lamina basal separa ’epiteli semini-
fer del teixit connectiu circumdant. En aquest teixit
¢és on trobem les ce¢Hules de Leydig, que produeixen
la testosterona.

Estructuralment, el compartiment germinal es pot
dividir també en dues fraccions, depenent de la seva
situacio respecte a la barrera hematotesticular.
Aquesta dicotomitzacio es troba en consonancia amb
el nivell de diferenciaci6 cellular.

La poblacié d’espermatogonies es troba adjacent
a la membrana basal, fora de la barrera hematotesti-
cular i, per tant, sota la influéncia dels factors circu-
lants. Son una poblacié for¢a desconeguda de la qual
s’ha reconegut, en estudis anteriors en mamifers, una
capacitat de repoblacié de testicles esterils després
del seu trasplantament. Aquesta possibilitat podria
ser utilitzada per a la recuperacié de la fertilitat en
nens que s’han de sotmetre a terapies invasives, com
podria ser la quimioterapia o la radioterapia, les
quals poden arribar a afectar la seva fertilitat. Actu-
alment, la taxa de supervivéncia acumulativa al can-
cer a Espanya en nens de 0 a 14 anys és del 65 %
(font: ACCIS, Automated Childhood Cancer). D’a-
questa manera, la malaltia es podria considerar una
situaci6 transitoria de 1’edat infantil. Els efectes d’a-
quest procés, perd, poden passar a ser permanents,
i dificultarien, per tant una vida reproductiva nor-
mal.

L’objectiu d’aquest estudi €s optimitzar el cultiu
de les SSC per aconseguir una poblacioé capag de
restaurar la fertilitat en aquests casos. El principal
entrebanc que apareix, perd, és I’escassa proporciod
d’aquest tipus cellular entre la totalitat de les cetu-
les del testicle. Aixi, aquest nombre, tenint en comp-
te la quantitat de material obtingut a partir d’una bi-
opsia testicular, a causa de la impossibilitat logica de
recollir, en humans, grans quantitats d’aquest teixit,
seria significativament més reduit.

El nostre objectiu consisteix, d’una banda, a am-
plificar el nombre de céllules a partir de quantitats
molt limitades de material, mitjangant un protocol de
cultiu in vitro en dues fases, potenciant I’augment
proporcional d’aquest tipus cellular i mantenint-lo,
al mateix temps, en un estat indiferenciat. D’altra
banda, se’n pretén afavorir la seleccid especifica res-
pecte a la resta de tipus cellulars.

VILA et al.

MATERIALS, METODES I RESULTATS

La primera etapa del protocol es basa en el cultiu de
porcions reduides de teixit seminifer, intentant man-
tenir durant un periode de temps limitat la situacio
en la qual es troben les SSC en condicions in vivo,
en el microambient del seu ninxol, situat en el com-
partiment basal dels tabuls seminifers, potenciant-ne
d’aquesta manera I’expansio.

Es van utilitzar ratolins adults de la soca C57BI6.
El teixit testicular va ser explantat, la tinica albugi-
nia va ser retirada de manera mecanica, i els tabuls
seminifers, en porcions d’aproximadament 10-
20 pg, es van posar en cultiu reposant sobre una
membrana estéril de nilé de 70 um. Per extreure de
manera comparativa 1’efecte del medi sobre el cul-
tiu, es van testejar tres situacions. Aixi, es va provar
el cultiu en un medi derivat del Stem Pro-34, en
DMEM, i en DMEM amb factors de creixement,
EGF i GDNF. El GDNF (glial cell line-derived neu-
rotrophic factor), i1 ’EGF (epidermal growth factor),
son secretats per les cellules de Sertoli en condicions
in vivo, 1 han estat assenyalats com a factors de crei-
xement basics per promoure la proliferacié de les es-
permatogonies indiferenciades, tant in vivo com in
vitro.

El cultiu va ser aturat en diferents temps, i els ti-
buls seminifers van ser digerits per formar una sus-
pensid cellular, amb la qual, mitjancant I’analisi per
FACS (fluorescence activated cell sorting), es va po-
der extreure, de manera percentual, la poblacio
Cd90" i Cd49f". Aquests dos marcadors han estat
considerats, en nombrosos treballs anteriors, deter-
minants per a la caracteritzacié d’aquesta poblacio
en ratoli. Tot que, tal i com s’ha comentat anterior-
ment, aquest tipus cellular no posseeix encara un pa-
nell de marcadors estandarditzat per a la caracterit-
zaciod, ja que se’n té poca informacio, es va optar per
utilitzar aquests dos com a base de classificaci6 fe-
notipica. A més a més, en el mateix moment, se’n va
fer una analisi de la viabilitat i de la quantitat de
DNA. Aquest disseny experimental ens va permetre
determinar la proporcié comparativa de cada pobla-
cié cellular i la viabilitat del cultiu en el temps, i
també identificar el punt en qué les considerades
SSC presentaven una proporcio percentual més ele-
vada. Sis dies després del comencament del cultiu la
proporcid de cellules CD90", viables i diploides,
era de 13 + 6,4, 22 + 12,4 i 352 + 6,8 en SP34,
DMEM, i DMEM + EGF + GDNF, respectivament
(» <0,05). El dia 10 els valors eren de 10 + 3,5,
19 +4,7137 + 3,2, respectivament (p < 0,01). El dia
12, pero, les cellules van comengar a perdre rapida-
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ment la viabilitat i el percentatge de c¢Hules Cd90*
va caure fins a un 5 % en tots els tractaments. Les
SSC recollides els dies 6 i 10 eren viables 1 podien
ser cultivades in vitro.

En la segona etapa del protocol, quan el punt tem-
poral maxim de la poblacié Cd90" i Cd49f* va ser
determinat, les porcions tissulars van ser digerides i
sotmeses a successius rentatges. Aixi mateix, es va
sotmetre la suspensio celular, mitjangant I’Gs d’anti-
cossos contra Cd49f, al MACS (magnetic activated
cell sorting), amb el qual es va aconseguir una sus-
pensid cellular més homogeénia. Aquests rentatges
van ser posats en cultiu en plaques amb laminina en
un medi derivat del Stem Pro 34 amb factors de crei-
xement additius.

Els resultats obtinguts mostren que és possible
mantenir el compartiment basal en unes condicions
correctes aproximadament durant deu dies in vitro.
Les céllules d’aquest compartiment, les SSC putati-
ves, augmenten en percentatge entre els dies 6 i 9,
pero la viabilitat del cultiu a partir d’aquest punt dis-
minueix de manera irreversible, a causa de 1’estrés i
de la situacido d’hipoxia a la qual estan sotmeses.
L’augment substancial del nombre de cellules obtin-
gudes permet plantejar la possibilitat del trasplanta-

ment per demostrar la seva capacitat de repoblar tes-
ticles esterils en ratoli i seguir els estudis extrapo-
lant-los a humans.
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Resumen

La generacion de células madre de pluripotencialidad inducida (iPSC) mediante la expresion ectdpica de una ba-
teria definida de factores ha permitido la derivacion de células pluripotentes especificas de paciente y proporcio-
na valiosas plataformas experimentales para modelos de enfermedades humanas. Las iPSC especificas de pa-
ciente presentan un gran potencial terapéutico, a pesar de que aun no se ha demostrado una evidencia directa de
este hecho.

Palabras clave: iPSC, hESC, reprogramacion celular, anemia de Fanconi

Abstract

The generation of induced pluripotent stem (iPS) cells by ectopic expression of a defined set of factors has en-
abled the derivation of patient-specific pluripotent cells and provided valuable experimental platforms to model
human disease. Patient specific iPS cells are also thought to hold great therapeutic potential, although direct

evidence for this is still lacking.

Key words: iPSC, hESC, cellular reprogramming, Fanconi anaemia.

Durante los ultimos afios, la comunidad cientifica ha
puesto gran esfuerzo en estudiar la biologia y los
mecanismos de diferenciacion de las células madre
embrionarias humanas (hESC), ya que éstas ofrecen
una gran esperanza terapéutica para muchas en-
fermedades de déficit de funcion celular. El posible
uso de estas células en terapia clinica planteaba un
problema de incompatibilidad inmunitaria, asi como
un conflicto de ética social. Sin embargo, muy re-
cientemente, la generacion de células con pluripo-
tencia inducida (iPSC) permite proponer la obten-
cion de células pluripotentes especificas de paciente
que solucionarian ambos problemas. Las iPSC espe-
cificas de paciente, ademas, ofrecen una herramienta
muy valiosa para el estudio de diferentes modelos de
enfermedad. En la actualidad han sido descritos nu-
merosos métodos para la reprogramacion de células
somaticas a iPSC. Los primeros métodos implicaban
la utilizacién de combinaciones de 3 ¢ 4 vectores vi-
rales portadores de factores de transcripcidn tales co-

mo Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc, LIN-28 y Nanog
(Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007).

En nuestro laboratorio hemos puesto reciente-
mente a punto un protocolo para la generacion rapi-
da y eficaz de iPSC a partir de queratinocitos epi-
dérmicos humanos (Aasen et al., 2008). Utilizando
esta metodologia, asi como protocolos optimizados
para la reprogramacion de fibroblastos, hemos gene-
rado iPSC portadoras de enfermedades concretas ta-
les como la anemia de Fanconi y la aciduria glutari-
ca de tipo 1. Para ello, se aislaron fibroblastos o
queratinocitos de pacientes portadores de ambas en-
fermedades y fueron infectados con una mezcla de
sobrenadantes retrovirales de OCT4, SOX2 y KLF4,
con o sin c-MYC. Tras 30-45 dias las colonias con
morfologia compatible con iPSC fueron subcultiva-
das y expandidas. Las lineas obtenidas mostraron si-
lenciamiento de los transgenes retrovirales y repro-
gramacion transcripcional y epigenética hasta un
estado de pluripotencia. Asimismo, el comporta-
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miento de estas lineas de iPSC especificas de pa-
ciente es esencialmente indistinguible de hESC, tan-
to en su capacidad de proliferacion como de diferen-
ciacion in vitro y formacion de teratomas en ratones
inmunodeficientes.

La generacion de lineas de iPSC especificas de
pacientes portadores de enfermedades genéticas
permite el estudio individualizado de las enfermeda-
des de estos pacientes, asi como su correccion in vi-
tro, haciendo posible una eventual terapia celular
con las propias células del paciente. De esta manera
se evitaria el rechazo inmunitario, pues se trataria
de células compatibles genéticamente. Ademas, al
ser células pluripotentes, las iPSC presentan una ca-
pacidad de proliferacion ilimitada y esto garantiza la
aportacion de material suficiente para la correccion
de dichas enfermedades.

La utilizacion de vectores virales para la repro-
gramacion inducida plantea problemas de seguridad
bioldgica que hacen imposible su aplicacion en tera-
pia clinica. Estos problemas estan relacionados con
la integracién del material genético exdgeno en el
genoma de las células infectadas, ya que al integrar-
se puede alterar el funcionamiento de genes norma-

RODRIGUEZ-PIZA et al.

les e inducir un riesgo de oncogénesis insercional.
También existe el riesgo de la reactivacion de los
transgenes utilizados, algunos de ellos potentes
oncogenes, con el consiguiente riesgo afiadido de
oncogénesis. En la actualidad, se ha conseguido la
generacion de iPSC murinas mediante métodos no
integrativos (Okita ef al., 2007) y la meta actual es la
obtencion de iPSC humanas mediante métodos simi-
lares, permitiendo de esta manera crear células pluri-
potentes con un alto grado de seguridad.
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Resum

Presentem un estudi citogenétic realitzat en dones donants d’oocits a la Unitat de Reproduccio Humana i Di-
agnostic Genéetic de la Clinica Girona durant els anys 1997-2008. Durant aquest periode s’han realitzat 3.379 ca-
riotips de donants en mostres de sang periférica, dels quals 3.356 (99,3 %) eren cariotips normals i 23 presenta-
ven anomalies cromosomiques. S han considerat normals tots els polimorfismes, tal com I’ISCN (International
System for Human Cytogenetic Nomenclature) actual, de I’any 2005, recomana. Tot i que el nombre de cariotips
anomals en donants d’oocits és el poblacional i, per tant, baix, es recomana realitzar sempre un cariotip abans de
I’s d’aquests oocits en les técniques de reproduccio assistida.

Paraules clau: citogenética, donants d’oocits, anomalies cromosomiques.

Abstract

Here we present a cytogenetic study carried out on oocyte donors from Unitat de Reproduccié Humana i Diag-
nostic Genetic Clinica Girona between 1997 and 2008. During this period, we analysed 3,379 donor karyotypes
from peripheric blood lymphocytes, of which 3,356 (99.3%) were normal karyotypes and 23 presented chromo-
somal abnormalities. We considered all the polymorphisms to be normal, as the current ISCN (International Sys-
tem for Human Cytogenetic Nomenclature), year 2005, advises. Although the number of abnormal karyotypes in
oocyte donors is as low, as would be expected of any normal person, we nevertheless recommend performing a

karyotype study before using these oocytes in assisted reproductive technologies.

Key words: cytogenetic, oocyte donors, chromosomal abnormalities.

La donaci6 d’oocits ha anat augmentant al llarg dels
anys a mesura que les técniques en reproduccid as-
sistida milloraven i n’augmentava la demanda. Per
assegurar 1’exit dels tractaments de fertilitat s’ha de
garantir un minim de qualitat en els oocits quan és
necessaria la donacié. Una de les proves més comu-
nes de realitzar en les donants d’ovuls és el cariotip.
Gracies a aquesta prova podrem disminuir els riscos
d’obtenir oocits cromosomicament anomals que po-
sin en perill la viabilitat dels embrions resultants i,
per tant, 1’éxit del tractament de fertilitat. A la Unitat
de Reproduccié Humana i Diagnostic Genétic de la
Clinica Girona s’han realitzat 3.379 cariotips de do-

Taula 1

nants en mostres de sang periferica durant els anys
1997-2008. Les edats de les donants estaven com-
preses entre 18 i 35 anys. Del total de cariotips rea-
litzats, uns 3.356 (99,3 %) eren normals, tal com es
veu a la figura 1, i 23 cariotips presentaven anoma-
lies cromosomiques (vegeu-ne un exemple a la figu-
ra 2). La baixa incidéncia d’anomalies cromosomi-
ques trobada en la nostra série, en comparacid
d’altres autors (Ravel et al., 2007; Wallerstein et al.,
1998), podria estar relacionada amb el nombre total
de cariotips estudiats. A més, en la nostra serie, tal
com I’ISCN actual, de I’any 2005, recomana, s’han
considerat normals tots els polimorfismes de les re-

Anomalies cromosomiques (23) Total (%)

Tipus d’anomalia

Numeriques 11 (47,8 %)

Estructurals 12 (52,2 %)

TX (2)

+mar (1)

Mosaics gonosomals (8)
Translocacions reciproques (5)
Translocacions robertsonianes (4)
Inversions (3)
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Figura 1. Cariotip normal: 46, XX.

gions heterocromatiques dels cromosomes 1, 9, 16 i
Y, aixi com les variacions dels satéllits dels cromo-
somes dels grups D i G. Tot i aix0, hem considerat
oporti comptabilitzar dins del grup de cariotips nor-
mals els casos d’inversions del cromosoma 9, a cau-
sa de I’existéncia d’estudis que la relacionen amb in-
fertilitat. Aixi, la inversid6 del cromosoma 9 amb
diferents punts de trencament s’ha observat en 38
casos, fet que representa un 1,1 % dels casos de nor-

malitat. Aquesta dada és molt semblant a 1’1,01 %
observat per altres autors (Demirhan et al., 2008).

Quant a anomalies cromosomiques, s’han trobat
11 casos d’anomalies numeriques i 12 casos d’ano-
malies estructurals, de les quals 5 casos son translo-
cacions reciproques, 4 casos son translocacions ro-
bertsonianes i 3 casos inversions cromosomiques
(vegeu la taula 1).

Com a conclusié podem dir que, tot i que les do-
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Figura 2. Exemple de cariotip anomal: 46,XX,t(2;4)(q13;q27).
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nant d’oocits son considerades fenotipicament nor-
mals i, per tant, el risc d’anomalies cromosomiques
¢s el poblacional, cal remarcar la rellevancia d’efec-
tuar un cariotip convencional sistematicament.
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Resum

Introduccio: L’Gs de la donacié d’oocits i 1’abast de les seves aplicacions han anat en augment en els ultims
anys. Per aquest motiu, s’han realitzat diferents estudis per aconseguir millorar la técnica i obtenir millors taxes
d’embaras. Objectiu: Comprovar si en el programa de donacié d’oocits de I’Institut Universitari Dexeus hi ha
diferéncies significatives entre les taxes d’embaras de pacients receptores d’oocits procedents de donants amb
fertilitat provada (parts, avortaments espontanis o ILE) i les de receptores d’oocits de donants nulligravides. Ma-
terial i métodes: Estudi retrospectiu que inclou un total de 605 cicles sincronics procedents de 504 donants. Re-
sultats: En 294 (48,6 %) cicles es van rebre oocits procedents de donants amb fertilitat provada i es va aconse-
guir embaras en 158 (53,7 %) dels casos. Els 311 cicles restants procedien de donants nulligravides i
s’aconseguiren 172 embarassos (55,3 %) Conclusio: En aquest estudi, la fertilitat anterior de la donant no és un
factor predictiu d’embaras per a les receptores.

Paraules clau: donacié d’oocits, fertilitat anterior, taxa d’embaras.

Abstract

Introduction: Donor oocyte programmes have increased their activity in the last years. Some reports have been
published regarding possible improvement of the results obtained with this technique. Objective: To determine if
there are significant differences between pregnancy rates in recipients that receive oocytes from donors with
proven fertility compared to the ones from nulligravid donors. Materials and methods: Retrospective study
about 605 synchronous cycles from 504 donors. Results: In 294 (48.6%) cycles, oocytes from proven fertility
donors gave rise to 158 pregnancies (53.7%). One hundred and seventy-two pregnancies (55.3%) were achieved
in the 311 remaining cases from nulligravid donors. Conclusion: In our study, the proven fertility of the donor is
not a predictive factor for outcome in oocyte recipients.

Key words: oocyte donation, proven fertility, pregnancy rates.

INTRODUCCIO

Des que el 1984, Lutjen et al. van descriure el pri-
mer embaras mitjangant donaci6 d’oocits en una do-
na de 25 anys amb disfuncio ovarica prematura, 1’a-
plicacié d’aquesta técnica s’ha estés a moltes altres
indicacions. Actualment, és I’alternativa que es plan-
teja a dones amb baixa reserva follicular, amb poca
resposta a I’estimulacié, amb desordres genétics que
no es poden tractar mitjangant DGP, a dones que pa-
teixen avortaments de repeticid, pacients amb falli-
des de cicles de FIV o per a aquelles dones que han
superat un cancer i no han preservat la fertilitat.
Entre els factors descrits que condicionen els re-

sultats d’un programa de donacié es troba I’edat de
la donant, I’edat de la receptora i el nombre d’o0ocits.
Alguns estudis veuen la fertilitat de la donant com a
variable que pot afectar I’eficacia de la donacio.

L’objectiu d’aquest estudi és comprovar si en el
programa de donacio de I’Institut Universitari De-
xeus hi ha diferéncies significatives entre les taxes
d’embaras de pacients que han rebut oocits de do-
nants amb fertilitat provada (parts, avortaments es-
pontanis o interrupcions legals de ’embaras (ILE)) i
les que han rebut oocits procedents de donants nulli-
gravides.
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MATERIAL I METODES

Analisi retrospectiva de 605 cicles de donacid sin-
cronica procedents de 504 donants entre marg de
2005 i1 desembre de 2007 a I’Institut Universitari De-
xeus (Barcelona).

Donants: Les donants incloses complien els re-
quisits clinics i legals requerits per la llei espanyola
de TRA (Llei 14/2006). Les donacions eren anoni-
mes i 1’edat de la donant podia estar entre els 18 i els
35 anys.

Tant el cribratge com el tractament d’estimulacid
realitzat a la donant es van fer segons els protocols
del nostre centre (Martinez et al., 2008).

Receptores: Tant a les dones amb disfuncié ovari-
ca com a les que presentaven funcid ovarica se’ls va
preparar I’endometri amb pauta hormonal substituti-
va (Martinez et al., 20006).

Els oocits es van assignar considerant les caracte-
ristiques immunitaries i fenotipiques de les recepto-
res.

Després de la puncio, es va realitzar FIV o ICSI
en funcid de la qualitat del semen de la parella de la
receptora i es va dur a terme la transferéncia eco-
guiada dels embrions (Coroleu et al., 2006), en D+2
o D+3.

La determinacio de la gonadotrofina corionica
humana ($-hCG) en plasma o orina per a deteccid de
I’embaras es realitza 12-14 dies després de la trans-
feréncia. El tractament s’aturava si el resultat era ne-
gatiu; si aquest era positiu la receptora continuava
amb el tractament i es realitzava una ecografia a les
6-7 setmanes per confirmar que es tractava d’un em-
baras no bioquimic mitjancant la visualitzacioé del
sac embrionari amb batec cardiac.

En Dl’analisi estadistica s’han comparat les varia-
bles qualitatives o ordinals amb la prova exacta de
Fisher o el test x> Per comparar les mitjanes es va
utilitzar la ¢ de Student. Tots els tests han estat bila-
terals amb un nivell de significacié a = 0,05.

RESULTATS

La mitjana d’edat de les donants fou de 27,4 £ 4,5
anys, mentre que la mitjana d’edat de les receptores
era de 41,7 + 5,7 anys. Dels 605 cicles, 294 procedi-
en de donants amb antecedents de fertilitat provada,
com ara parts, avortaments espontanis o interrupci-
ons legals de I’embaras (ILE) i 311 de donants nul-
ligravides. S’han obtingut 330 embarassos, fet que
representa una taxa d’embaras global del 54,5 %
(53,7 % 1 55,3 % per a odcits procedents de donants
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amb fertilitat provada vs. nulligravides, respectiva-
ment). Les diferéncies entre els dos grups no sén es-
tadisticament significatives (vegeu la taula 1).

En la taula 2 s’analitzen les caracteristiques de les
donants 1 receptores en funcié de si s’ha obtingut o
no embaras. Els resultats indiquen que no hi ha dife-
réncies significatives segons ’edat de la donant o
I’edat de la receptora, la dosi de gonadotrofines
administrada, la concentraciéo d’estradiol el dia de
I’administracié de HCG o el nombre d’oocits recu-
perats en el tractament de la donant.

DISCUSSIO

S’han realitzat nombrosos estudis sobre quines ca-
racteristiques de les donants donen millor taxa d’em-
baras en les receptores d’oocits: edat, nivells hormo-
nals, tractaments d’estimulacid realitzats, parametres
oocitaris i embarassos anteriors, entre d’altres.

En el nostre estudi observem que no existeix sig-
nificacio estadistica entre taxa d’embaras i fertilitat
anterior de la donant. Aquests resultats coincideixen
amb les conclusions de Faber ef al. (1997), Shulman
et al. (1999) i Cohen et al. (1999), pero es contradi-
uen amb els estudis de Darder et al. (1996), que con-
clouen que la fertilitat de la donant si que és un fac-
tor predictiu d’embaras, perd només en els casos en
qué la donacid d’oocits és total i no en el cas de pa-
cients de FIV que cedeixen els seus oocits sobrants.

En el nostre estudi, no s’observen diferéncies en
la taxa d’embaras en funcié de la mitjana d’edat
de la donant, malgrat que altres autors informen de
diferéncies significatives 1 associen una edat de la
donant més avangada amb una pitjor qualitat oocita-
ria, qualitat embrionaria i majors taxes d’aneuploidi-
es (Faber et al., 1997; Cohen ef al., 1999).

Respecte a I’edat de les receptores, no es troben
diferéncies significatives entre la taxa d’embaras i
I’edat de les receptores, igual com publiquen Toner
et al. (2002), Mirkin et al. (2003) i Bodri et al.
(2007), tot 1 que altres estudis defensen que un factor
uteri podria estar relacionat amb 1’edat de la pacient
1 podria implicar pitjors taxes d’embaras (Shulman
et al., 1999; Soares et al., 2005).

Segons el nostre estudi, la fertilitat previa de les
donants no hauria de ser motiu indispensable per a
I’acceptacio d’una donant, ja que no observem que
aquest parametre tingui una significanga estadistica
pel que fa a la possibilitat d’obtencié d’embaras.
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Taula 1. Embaras en funcio de la fertilitat anterior de la donant

Embaras  Cicles de donants gravides (n = 294) Cicles de donants nulligravides (n = 311) p-valor

Si 158 (53,7 %) 172 (55,3 %) n.s.

No 136 (46,3 %) 139 (44,7 %) n.s.

Taula 2. Relacié entre els diferents parametres estudiats segons 1’embaras

Variables Embaras p-valor
Si(n=330) No (n=275)

X edat de la donant 273+46 276+45 n.s.

x dosi gonadotrofines (UI) 2.089,3+9135 1.996,7 + 8252 n.s.

x E2 dia de HCG (pg/ml) 1.984,7 + 1.000,2 1.9419+1.013,6 n.s.

x d’oocits recuperats per donant 16,774 156+74 n.s.

x edat de la receptora 418 £59 416 £ 53 n.s.

X o0cits assignats per receptora 119 £39 116 £3,7 n.s.
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Resum

S’ha determinat la fragmentacio del DNA espermatic en portadors de reorganitzacions cromosomiques (n = 11) i
s’ha caracteritzat I’evoluci6 de la fragmentacio incubant cada mostra a 37 °C durant diferents temps (0, 1, 4, 8 i
24 hores). Els métodes emprats van ser TUNEL, SCSA i SCDt. A temps 0 h, I’index de fragmentacié del DNA
(%DFI) va ser significativament major (p = 0,025, 0,022 i 0,014, respectivament) en el grup dels portadors
(24,18 £ 9,8, 24,36 + 10,8 i 24,81 = 12,60) que en el grup control (n =8) (15,12 + 3,52, 13,75 £ 5,801 13,12 +
4,42). Aquests resultats preliminars suggereixen que la fragmentacio del DNA s’hauria d’avaluar per determinar
I’estat de fertilitat en aquests pacients. L’evolucidé del dany del DNA podria estar relacionada amb la preséncia i
caracteristiques propies de cada tipus de reorganitzacié cromosomica. Més estudis son necessaris per aclarir les
causes responsables d’aquest increment en la fragmentacié del DNA espermatic.

Paraules clau: TUNEL, SCSA, SCDt, reorganitzacions cromosomiques, fragmentacié del DNA.

Abstract

DNA integrity in the sperm has been determined in chromosomal reorganization carriers (» = 11) and the evolu-
tion of fragmentation in different periods of storage at 37 °C (0, 1, 4, 8 and 24 hours) has also been character-
ized. Methods used were TUNEL, SCSA and SCDt. At time 0 h, DNA fragmentation index (%DFI) were statist-
ical increased (p = 0.025, 0.022 and 0.014, respectively) in the carriers group (24.18 £ 9.8, 24.36 + 10.8) respect
to the control group (n=8) (15.12 £ 3.52, 13.75 + 5.80 and 13.12 + 4.42). These preliminary results suggest that
DNA fragmentation should be evaluated in reorganization carriers and it should be considered in order to estab-
lish fertility status in these patients. DNA damage evolution could be related to the presence and characteristics
of each type of chromosome rearrangement. Further investigations should help to elucidate the responsible
causes for the increased sperm DNA fragmentation in these patients.

Key words: TUNEL, SCSA, SCDt, chromosomal reorganizations, DNA fragmentation.

INTRODUCCIO

Nombrosos estudis posen de manifest que en indivi-
dus infertils és més freqiient trobar espermatozoides
amb el DNA fragmentat que no pas en els que sén
fertils (Practice Committee of American Society for
Reproductive Medicine, 2002). Establir un valor
predictiu de fertilitat mitjancant diferents técniques
en relacio als diferents tractaments de reproduccid
assistida ha esdevingut un objectiu en els ultims
anys. En aquest sentit, els treballs en relacié al valor
predictiu d’aquesta variable son sovint contraposats
(Lewis i Agbaje, 2008; Lin ef al., 2008). Segons una
recent metaanalisi, els valors de fragmentacid que es

relacionen amb la infertilitat estarien entre el 30-
40 % (Evenson i Wixon, 2008). No obstant aixo, va-
lors superiors al 20 % podrien indicar una situacio
anormal (Erenpreiss et al., 2006). Entre els diferents
metodes utilitzats, trobem ’assaig TUNEL (terminal
transferase dUTP nick-end labelling), el metode
ISNT (in situ nick translation), 1’assaig SCSA
(sperm chromatin structure assay), ’assaig Comet i,
més recentment, el SCDt (sperm chromatin disper-
sion test). Encara que no existeix uniformitat de cri-
teris sobre les diferents metodologies a I’hora de rea-
litzar I’analisi, a causa de la manca de normalitzacio
en els protocols i a I’existéncia de diferents factors
que poden influir en el resultat, (Dominguez-Fandos
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et al., 2007; Muratori et al., 2008) s’ha trobat, no
obstant aix0, una bona correlacid entre el TUNEL, el
SCSA i el SCDt (Chohan et al., 2006). Els principals
mecanismes implicats en la fragmentacié del DNA
de I’espermatozoide son I’estrés oxidatiu, alteracions
durant la transicid histones-protamines i certes for-
mes indeterminades d’apoptosi (Aitken et al., 2009).

A més, 1’exposicié a contaminacio industrial, el
tabac, tenir un elevat index de massa corporal, tenir
una edat avangada o determinades infeccions uroge-
nitals, o pertanyer a uns grups determinats de paci-
ents, com ara pacients amb varicocele, criptorquidia,
cancer i portadors de reorganitzacions cromosomi-
ques, pot suposar presentar un increment en el per-
centatge d’espermatozoides amb el DNA fragmentat
(Gosalvez et al., 2008).

En aquest treball s’ha volgut determinar la frag-
mentacié del DNA d’espermatozoides en portadors
de reorganitzacions cromosomiques i comparar els
valors obtinguts amb donants fertils. Aquest estudi
s’ha realitzat amb tres metodes diferents (TUNEL,
SCSA i SCDt), per tal de comprovar si hi ha correla-
cio entre aquestes tres metodologies.

MATERIAL I METODES

S’han analitzat mostres de semen d’un total d’onze
portadors de reorganitzacions cromosomiques (dues
inversions 1 nou translocacions reciproques). El grup
control va estar integrat per mostres de vuit homes
amb seminograma normal i paternitat recent. Totes
les mostres van ser incubades en un bany a 37 °C1i la

Control
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r=0,80
p=0016
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fragmentacio del DNA es va mesurar a temps 0, 1, 4,
8 1 24 hores. El métode TUNEL es va realitzar fent
servir el kit de Roche (Ref. 11684795910, Roche Di-
agnostic, Penzberg, Alemanya). En aquesta técnica
un enzim transferasa incorpora un nucleosid conju-
gat amb un compost fluorescent alla on hi ha un ex-
trem 3’ a la cadena del DNA, i la fluorescéncia és
detectada amb citometria de flux. E1 SCSA es va re-
alitzar seguint les indicacions d’Evenson ef al.
(1999). Aquest metode utilitza un compost metacro-
matic, que ¢€s el taronja d’acridina (acridine orange,
AO). Breument, després d’un tractament acid es te-
nyeixen els espermatozoides amb 1’AQO, el colorant
s’intercala formant agregats i dona una emissié fluo-
rescent en vermell si tenen el DNA fragmentat, i si
no esta fragmentat aquesta 1’emissié fluorescent €s
verda. El percentatge vermell/verd ens dona el valor
de fragmentacié del DNA (%DFI). El SCDt (Halo-
sperm Kit; Halotech DNA SL, Madrid; Conception
Technologies, San Diego, EUA) es basa en el fet que
el DNA de I’espermatozoide no pot formar un halo
de dispersid de la cromatina quan té el DNA frag-
mentat. Breument, la mostra s’inclou en agarosa i es
forma un gel sobre un portaobjectes. Tot seguit es fa
un tractament de desnaturalitzacié seguit d’una lisi
proteica. Es tenyeix amb iodur de propidi (IP) i es
quantifica al microscopi el percentatge d’espermato-
zoides que no mostren aquest halo de dispersio.

Per a I’analisi estadistica es va fer servir el test de
correlacio per determinar el grau de concordanga en-
tre els diferents meétodes fent comparacions un a un.
Les comparacions entre controls i pacients es van re-
alitzar amb el test # de Student o U de Mann-With-

Pacients
r=0,89 r=0,90
p < 0,001 p < 0,001
r=0,89
p < 0,001

Figura 1. Diagrames de dispersié dels valors de fragmentacio del DNA obtinguts amb TUNEL, SCSA i SCDt, en
controls i pacients. S’indiquen els corresponents coeficients de correlacio (7) i els valors de p.
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Taula 1. Index de fragmentacié del DNA (mitjanes i desviacions tipiques) de controls i portadors de reorganitzacions

cromosomiques amb TUNEL, SCSA i SCDt

Meétode Controls Portadors Valors de P
TUNEL 15,12 +£3,52 24,18 +9,88 0,025*
SCSA 13,75 £ 5,80 24,36 + 10,80 0,022*
SCDt 13,12 +4,42 24,81 + 12,60 0,014*

ney, segons corresponia, amb el programari SPSS
15.0 per a Windows.

RESULTATS

L’analisi amb tres métodes diferents ha permes esta-
blir el grau de correlacio entre les diferents tecniques
utilitzades en aquest estudi. En totes les comparaci-
ons vam obtenir valors de »> 0,75 (vegeu la figu-
ra 1). A temps 0 h, ’index de fragmentacié del DNA
va ser significativament major (p = 0,025, 0,022 i
0,014, respectivament) en el grup dels portadors
(24,18 £ 9,8, 24,36 £ 10,8 1 24,81 + 12,60) que en el
grup control (n=28) (15,12 + 3,52, 13,75 £ 5,80 i
13,12 + 4,42) (vegeu la taula 1 i la figura 2).

Els valors de fragmentacio del DNA a diferents
temps d’incubacié van presentar un increment res-
pecte als valors basals. A temps 0 h, el rang oscilla
del 4 % al 19 % en el grup control, i del 9 % al 44 %
en els pacients. A les 4 hores d’incubacio el 37 % de
les mostres del grup control superava el 30 % de
fragmentaci6é davant un 72 % en els pacients. A les
24 hores, dues mostres del grup control presentaven
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Figura 2. Percentatge de fragmentacio del DNA d’esper-
matozoide en controls fertils i portadors de reorganitzaci-
ons cromosomiques determinat per SCSA, TUNEL i
SCDt.

Portador

un valor de la fragmentacio del DNA per sota del
30 %. En canvi, cap mostra dels pacients es va man-
tenir per sota d’aquest valor.

DISCUSSIO

S’ha analitzat la fragmentacié del DNA amb tres
metodes diferents i s’ha obtingut una bona correlacio
amb tots tres, tant en els controls fertils com amb el
grup de portadors. Aixi doncs, tant el TUNEL com
I’'SCSA i I’SCDt son metodes sensibles per detectar
dany en el DNA de I’espermatozoide.

La fragmentacié del DNA en els diferents grups
de mostres analitzades va presentar un increment
significatiu respecte al grup control. Aquests valors
incrementats reflecteixen un estat d’anormalitat en la
integritat del DNA, que podria comprometre la ferti-
litat d’aquests individus. L’alta variabilitat observada
en la fragmentacio del DNA, aixi com les diferénci-
es observades en ’increment de la fragmentacid per
a cada mostra en els portadors de reorganitzacions
cromosomiques, suggereix que 1’evolucid del dany
del DNA podria estar relacionada amb la preséncia i
caracteristiques propies de cada tipus de reorganitza-
ci6 cromosomica. Aquests resultats preliminars sug-
gereixen que pot ser d’utilitat determinar la fragmen-
tacio del DNA en els portadors de reorganitzacions
cromosomiques amb vista a establir-ne el potencial
de fertilitat.

AGRAIMENTS

Treball realitzat amb 1’ajut economic del FIS
(P1051834 1 P1080623) i SGR 0500495.

BIBLIOGRAFIA

AITKEN, R. J.; DeluLns, G. N.; McLAcHLAN, R. 1.
(2009). «Biological and clinical significance of DNA
damage in the male germ line». Int. J. Androl., 32(1):
46-56.

CHoHAN, K. R.; GrirrIN, J. T.; LAFROMBOISE, M.;
JonGe, C. J. DE; CARRELL, D. T. (2006). «Comparis-



82

on of chromatin assays for DNA fragmentation evalu-
ation in human spermy». J. Androl., 27(1): 53-59.

DomMiNGUEZ-FANDOS, D.; CAMEJO, M. 1.; BALLESCA, J.
L.; Oriva, R. (2007). «Human sperm DNA fragment-
ation: correlation of TUNEL results as assessed by
flow cytometry and optical microscopy». Cytometry
A.,71(12): 1011-1018.

ERENPREISS, J.; SPANO, M.; ERENPREISA, J.; BUNGUM,
M.; GIWERCMAN, A. (2006). «Sperm chromatin
structure and male fertility: biological and clinical as-
pects». Asian J. Androl., 8(1): 11-29.

Evenson, D. P.; Jost, L. K.; MARSHALL, D.; ZINA-
MAN, M. J.; CLEGG, E.; Purvis, K.; ANGELIS, P. DE;
CLAUSSEN, O. P. (1999). «Utility of the sperm chro-
matin structure assay as a diagnostic and prognostic
tool in the human fertility clinicy. Hum. Reprod.,
14(4): 1039-1049.

Evenson, D. P.; Wixon, R. (2008). «Data analysis of
two in vivo fertility studies using Sperm Chromatin
Structure Assay-derived DNA fragmentation index vs.
Pregnancy outcome». Fertil. Steril., 90(4): 1229-1231.

GARCIA-PEIRO et al.

GOSALVEZ, J.; CABALLERO, P.; LOPEZ-FERNANDEZ, C.;
FErRNANDEZ, J. L.; NUNEZ CALONGE, R. (2008).
«Fragmentacién del ADN espermatico». Rev. Int. An-
drol., 6(3): 193-209.

Lewis, S. E.; AGBAIE, I.; ALVAREZ, J. (2007). «Sperm
DNA test as useful adjunts to semen analysis». Syst.
Biol. Reprod. Med., 54(3): 111-125.

Lin, M. H.; Kuo-Kuang LEE, R.; L1, S. H.; Lu, C. H,;
Sun, F. J.; Hwu, Y. M. (2008). «Sperm chromatin
structure assay parameters are not related to fertiliza-
tion rates, embryo quality, and pregnancy rates in vitro
fertilization and intracytoplasmic sperm injection, but
might be related to spontaneous abortion rates». Fer-
til. Steril., 90(2): 352-359.

Murartori, M.; Forri, G.; BaLpi, E. (2008). «Com-
paring flow cytometry and fluorescence microscopy
for analyzing human sperm DNA fragmentation by
TUNEL labelingy. Cytometry A., 73(9): 785-787.

PracticE COMMITEE OF AMERICAN SOCIETY FOR RE-
PRODUCTIVE MEDICINE (2008). «The clinical utility
of sperm DNA integrity testingy. Fertil. Steril., 90(5,
supl.): S178-180.



Biologia de la reproduccio
Vol. 11, p. 83-87

INCIDENCIA DE DELECIONS I DUPLICACIONS DE LA REGIO 15q11q13
EN ESPERMATOZOIDES DE PARES AMB DESCENDENCIA AFECTA
PER LA SINDROME DE PRADER-WILLI

Oscar Molina, Joan Blanco 1 Francesca Vidal

Unitat de Biologia Cellular, Facultat de Biociéncies, Universitat Autonoma de Barcelona.

Sfrancesca.vidal@uab.cat.

Resum

La sindrome de Prader-Willi (SPW) és un trastorn genomic causat majoritariament per delecions de la regid
15q11q13 (70-80 %), i el risc de recurréncia s’ha establert com a inferior al 0,5 %. S ha observat que 1’arquitec-
tura genomica d’aquesta regio la predisposa a la recombinaci6 allélica no homologa en la meiosi, de manera que
dédna lloc a delecions. L’objectiu d’aquest treball és avaluar la incidéncia de delecions i duplicacions de la regio
15q11q13 en espermatozoides d’individus amb descendencia afecta per la SPW. S’han estudiat, mitjangant hibri-
daci6 in situ fluorescent (FISH) amb sondes de DNA especifiques, espermatozoides provinents de mostres de se-
men de 16 individus amb descendéncia afecta i 10 individus control. S’han observat diferéncies significatives en
la freqiiencia de delecions i duplicacions de la regié 15q11q13 entre els pares de SPW i els controls (P = 0,002).
Les comparacions individuals mostren un increment significatiu en 10 dels 16 individus analitzats (P < 0,01). No
s’ha observat correlacio entre 1’increment de reorganitzacions en espermatozoides i 1’origen genétic de la SPW.
Els resultats suggereixen que 1’increment de delecions i duplicacions observat és un reflex de la inestabilitat de la
regié 15q11ql3.

Paraules clau: delecions, duplicacions, FISH en espermatozoides, sindrome de Prader-Willi.

Abstract

Prader-Willi Syndrome (PWS) is a genomic disorder mostly caused by deletions of the 15q11q13 region (70-
80%) and the recurrence risk has been established in less than 0.5%. It has been observed that the genomic archi-
tecture of this region make it prone to Non-Allelic Homologous Recombination during meiosis giving rise to de-
letions. The aim of this study was to assess the incidence of deletions and duplications of the 15q11q13 region in
spermatozoa from fathers of PWS patient. Sperm samples from 16 PWS fathers and 10 control donors were ana-
lysed by fluorescent in situ hybridization (FISH) using specific DNA probes. Significant differences were ob-
served in the frequency of deletions and duplications of the 15q11q13 region between PWS fathers and control
donors (P = 0.002). Individual comparisons showed moderate increases in ten out of 16 PWS (P < 0.01). No cor-
relation was observed between the frequency of reorganization in spermatozoa and the genetic origin of the syn-
drome. Results suggest that the frequency of deletions and duplications is a reflection of the instability of the
15q11q13 region.

Key words: deletions, duplications, Prader-Willi syndrome, sperm FISH, 15q11q13 region.

INTRODUCCIO

15q11ql13 estan formats per duplicacions del
gen/pseudogén HERC2, i formen blocs anomenats

La sindrome de Prader-Willi (PWS) és un trastorn
genomic que presenta una incidéncia d’un de cada
15.000 naixements. La causa genética majoritaria
son delecions de la regié 15q11q13 (70-80 %) (Cas-
sidy et al., 2000). La regidé 15q11q13 esta flanqueja-
da per tres duplicacions segmentaries (low copy re-
peats, LCR), que es corresponen amb els punts de
trencament de la majoria de delecions causants de la
SPW (vegeu la figura 1). Els LCR de la regi6

END-repeats. Aquests blocs presenten una homolo-
gia superior al 98 % i actuen com a punts calents de
recombinaci6. Aquestes caracteristiques afavoreixen
la recombinaci6é allélica no homologa (non alle-
lic homologous recombination, NAHR) entre dife-
rents copies dels END-repeats, i aixo produeix di-
ferents reorganitzacions de la regié critica (Inoue,
2002). L’orientacié dels LCR és important, ja que
determina 1’aparellament de les regions implicades i
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Figura 1. Esquema de la regié 15q11q13. Amb fletxes s’assenyalen els LCR que flanquegen la regid critica de la
SPW. Es mostren els dos tipus de delecions majoritaries, la seva mida i la localitzacio dels punts de trencament (bre-

ak points, BP).

de les reorganitzacions que en resulten (vegeu la fi-
gura 2).

Es considera que les reorganitzacions causants de
la SPW, com les d’altres trastorns genomics, son
produides de novo amb un risc de recurréncia similar
al de la poblacid general, establert a partir d’estudis
poblacionals com a inferior al 0,5 % (Gardner i Su-
therlan, 2004). No obstant aix0, alguns autors han
descrit haplotips de regions critiques que s’han rela-
cionat amb un increment de la predisposicid a gene-
rar delecions en linia germinal (Gimelli et al., 2003;
Cusco et al., 2008).

Els estudis en gametes, i molt especialment, en
espermatozoides, per 1’avantatge quant al nombre i
la facilitat d’obtencié de les mostres, ens ofereixen
una alternativa per estudiar la freqiiéncia en que es
donen aquestes reorganitzacions i estimar riscs de
recurréncia. Aquest treball té com a objectius avalu-
ar la freqiiéncia de delecions i duplicacions de la re-
gi6 15q11ql3 en espermatozoides de pares d’indivi-
dus amb la sindrome de Prader-Willi, per estimar el
risc de recurrencia de la sindrome.

Figura 2. Recombinacié allélica no homologa en funcié de 1’orientacié dels LCR. al) NAHR en-
tre LCR directes de dues cromatides. a2) NAHR entre LCR directes d’una cromatida. b)) NAHR entre
LCR indirectes. A la part inferior de la figura s’indiquen els productes estables per a cadascuna de les

possibilitats.
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MATERIAL I METODES
Mostres biologiques

Es van obtenir mostres de semen de 16 pares d’indi-
vidus amb la SPW d’edats compreses entre 32 i 60
anys i 10 individus control entre 20 i 50 anys. Tots
els individus participants van ser informats de 1’estu-
di i van manifestar la seva voluntat de participar-hi
amb la signatura del consentiment corresponent.

Hibridacio in situ fluorescent (FISH)

El procediment de fixacio, descondensacié i hibrida-
cié de les mostres es va realitzar seguint el protocol
estandarditzat al nostre laboratori.

Es va utilitzar una sonda especifica de locus per a
la regid 15q11q13 (LSI 15ql1ql3 spectrum orange;
Vysis Inc., Downers Grove, IL, EUA), una sonda
centromerica per al cromosoma 15 (Locus D15Z74,
spectrum green, Vysis Inc.) com a control d’hibrida-
cio, 1 una sonda centromérica per al cromosoma 6
(Locus D6Z1, spectrum aqua, Vysis Inc.) com a con-
trol de ploidia.

Les valoracions es van realitzar mitjangant un mi-
croscopi d’epifluorescéncia Olympus BX60 equipat
amb un filtre de triple banda i filtres especifics per a
FITC, Cy3 i Aqua. La combinaci6 de sondes utilitza-

da va permetre identificar diferents genotips, que
van ser classificats en funcid del nombre i distribu-
cio dels senyals d’hibridacié.

Van ser analitzats un minim de 10.000 espermato-
zoides per individu. L’assignacié de genotips es va
realitzar d’acord amb els seglients criteris: a) esper-
matozoides normals: presentaven els tres senyals
d’hibridacio, b) delecions 15q11q13: espermatozoi-
des que no presentaven el senyal especific de la re-
gi6 15ql11ql3 i eren portadors del senyal centromé-
ric del cromosoma 15 i del control de ploidia i ¢)
duplicacions 15q11q13: espermatozoides que pre-
sentaven dos senyals d’hibridacio de la regid
15q11q13 d’acord amb els criteris estandard pel que
fa a mida, intensitat i distancia (Blanco et al., 1996),
1 que eren portadors d’un senyal centromeric del cro-
mosoma 15 i d’un senyal per al control de ploidia.

L’analisi de FISH en espermatozoides es va rea-
litzar a cegues respecte a I’origen genétic de la sin-
drome (delecid, disomia uniparental, defectes del
centre d’impressid genetica), que va ser facilitat pel
centre de diagnostic UDIAT del Consorci Hospitalari
Parc Tauli (Sabadell) un cop finalitzat I’estudi en ga-
metes.

Analisi estadistica

Es va dur a terme utilitzant el paquet estadistic SPSS

Figura 3. Diferéncies observades per a la freqiiéncia de delecions i duplicacions de la regid

15q11q13 en les dues poblacions analitzades.
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Taula 1. Resultats d’individus amb descendéncia afecta per la SPW

Casos Normals dell5q11q13 dup15q11q13 del/dupl Totals Etiologia
PW-1 10.027 (98,17) 54 (0,53) 32(0,32) 86 (0,84)* 10.214 DUP

PW-2 9.873 (98,42) 79 (0,79) 45 (0,45) 124 (1,24)* 10.032 Delecid
PW-3 10.554 (98,96) 32 (0,30) 27 (0,25) 59 (0,55) 10.665 Delecid
PW-4 10.037 (99,47) 18 (0,18) 15 (0,15) 33(0,33) 10.090 Delecio
PW-5 9.948 (98,57) 80 (0,80) 23 (0,23) 103 (1,02)* 10.092 Delecio
PW-6 10.120 (98,77) 42 (0,41) 36 (0,35) 78 (0,76)* 10.246 Delecio
PW-7 10.061 (99,08) 43 (0,42) 28 (0,28) 71 (0,70)* 10.154 Desconegut
PW-8 10.164 (99,07) 32(0,31) 27 (0,26) 59 (0,58) 10.259 Delecio
PW-9 10.049 (99,16) 28 (0,28) 32(0,32) 60 (0,59) 10.134 Delecio
PW-10 9.867 (96,56) 239 (2,34) 43 (0,42) 282 (2,76)* 10.219 DUP
PW-11 10.549 (99,04) 37(0,35) 30(0,28) 67 (0,63) 10.651 DUP
PW-13 9.986 (98,32) 81 (0,80) 26 (0,26) 107 (1,05)* 10.157 Delecio
PW-14 10.031 (99,22) 47 (0,46) 12 (0,12) 59 (0,58) 10.130 DUP
PW-15 9.918 (98,28) 51(0,51) 26 (0,26) 77 (0,76)* 10.092 Delecio
PW-16 10.177 (98,85) 46 (0,45) 39 (0,39) 85 (0,83)* 10.295 Delecio
PW-17 10.020 (98,12) 59 (0,58) 57 (0,56) 116 (0,14)* 10.212 Desconegut
% + SEM 98,63 % +0,17 0,59 %+0,12 0,31 %=+0,03 090%=+0,14

Controls 99,17 % £ 0,07 0,22 % +0,03 0,24%+0,04 047%+0,07

Es mostra I’etiologia de la SPW. Al peu de la taula es mostren els resultats obtinguts per a la poblacié control.
* Increments significatius respecte a la poblacio control (P < 0,01).

versid 14 (SPSS Inc., Wacker Drive, Chicago, IL,
EUA).

RESULTATS I DISCUSSIO

Es van analitzar un total de 101.505 espermatozoi-
des d’individus control (vegeu la taula 1) i 163.542
espermatozoides de pares amb descendéncia afecta
per la SPW (vegeu la taula 1). En termes poblacio-
nals, els pares d’individus amb la SPW presentaven
un increment significatiu de 15qllql3del+dup
(0,90 % =+ 0,14) respecte a la poblacido control
(0,47 % £+ 0,07) (P = 0,002) (vegeu la figura 3). En
aquest increment poblacional hi van contribuir deu
dels setze individus analitzats, els quals van mostrar,
de manera individual, increments significatius (ve-
geu la taula 1). S’ha suggerit que variacions estruc-
turals, com inversions de la regio critica (Gimelli et
al., 2003) o variacions en el nombre de repeticions
dels LCR (Cusco et al., 2008) podrien ser factors
que predisposin a 1’aparicié de delecions en la des-
cendeéncia. Els canvis numérics i estructurals podri-
en dificultar I’aparellament homoleg durant el
procés de recombinacio i afavorir ’aparellament he-
teroleg amb segments cromosomics propers que
comparteixen un grau d’homologia molt elevat, com
els LCR. Aixi, individus portadors de canvis d’a-
quest tipus podrien ser susceptibles en diferents
graus a fenomens de NAHR, amb el conseqiient in-
crement de reorganitzacions de la regio implicada.

Pel que fa a la comparacio dels resultats obtinguts
en espermatozoides amb 1’etiologia de la SPW en la
descendéncia, no s’ha observat una relacid entre un
increment de 15q11q13del+dup i descendeéncia afec-
ta per la SPW causada per delecid. A més, alguns
dels individus que presenten increments de
15q11q13 del+dup en espermatozoides son pares
amb descendéncia afecta per la SPW causada per
DUP materna (vegeu la figura 3). La utilitzaci6 tni-
cament de marcadors interns de la regiéo 15ql11ql3
per a I’analisi de I’origen genétic de la SPW va im-
pedir diferenciar entre DUP i DUP parcials. Aixi
doncs, els nostres resultats indiquen que la freqiién-
cia de delecions en espermatozoides €s un reflex de
la inestabilitat de la regid 15q11q13, que la predispo-
sa a diferents tipus de reorganitzacions: duplicaci-
ons, inversions i probablement DUP parcials. Aques-
ta ultima reorganitzacié cromosomica explicaria
I’increment de 15q11q13del+dup observat en els in-
dividus amb un fill afecte de la SPW causat per DUP
materna, i aix0 reforca la necessitat d’estudiar 1’ori-
gen parental, tant de la regid critica com de les regi-
ons externes del cromosoma, per discriminar DUP
de DUP parcials.

Tot 1 que els increments observats son moderats
(rang: 0,70-2,76 %), aquests individus s’haurien de
considerar com a individus de risc per transmetre la
SPW a la descendéncia. Situacions similars s’han
observat en altres poblacions analitzades, en qué
s’han trobat increments moderats d’anomalies cro-
mosomiques en espermatozoides de pares amb des-
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cendéncia afecta per diferents sindromes (Blanco e?
al., 1998; Martinez-Pasarell et al., 1999; Arnedo
et al., 20006).
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Resum

Antecedents: La microscopia de llum polaritzada permet visualitzar el fus meiotic dels oocits en metafase 11
abans de ser microinjectats. Aquest estudi vol avaluar si la presencia i posicio del fus i la birefringéncia de la zo-
na pellucida estan relacionats amb la fecundacio, la qualitat oocitaria i el desenvolupament embrionari. Material
i métodes: Estudi prospectiu i aleatoritzat de 149 oocits en metafase 11 dividits en dos grups, un d’estudi i un al-
tre de control. Resultats: En un 83,8 % del oocits vam observar el fus meiotic. D’aquests, un 70,7 % dels oocits
que no tenien el fus desplagat respecte al CP es van fecundar, mentre que dels oocits amb el fus desplagat només
se’n van fecundar un 38,9 % (n.s.). No s’ha trobat correlacid entre la preséncia de fus i la qualitat embrionaria en
D+2, ni entre els valors de la refringéncia i el gruix de la ZP en ser relacionats amb 1’estat evolutiu dels embrions
en D+2. Conclusions: Tot i que la preséncia de fus i la seva posicid respecte al primer corpuscle polar semblen
relacionats amb la fecundacid, cal fer un estudi més exhaustiu per obtenir resultats més concloents respecte de la
utilitat de la tecnologia de 1lum polaritzada en la valoraci6 de la qualitat embrionaria.

Paraules clau: ICSI, fus meiotic, microscopia de llum polaritzada, fecundacio, desenvolupament embrionari.

Abstract

Background: Polarization microscopy allows visualizing the oocytes meiotic spindle in metaphase 11 before they
are microinjected. This study analyses whether the presence of spindle and its angle with regard to the first polar
corpuscle are related with fertilisation and embryo, development and quality. Materials and methods: Prospect-
ive and randomized study of 149 oocytes in metaphase 11 divided into two groups, the study group and the con-
trol group. Results: Eighty-three point eight percent of MII showed the meiotic spindle. 70.7% of the oocytes
without spindle displacement were fertilized; meanwhile 38.9% (n.s.) of the oocytes with the spindle displace-
ment were fertilized. There is neither correlation between spindle presence and embryo quality at D+2, or
between refringency values and ZP thickness when related with embryo development at D+2. Conclusions:
Even though the spindle presence and its position regarding to the first polar corpuscle seems to be related with
fertilisation, larger series are needed to assess the usefulness of such technique in the evaluation of embryo qual-
1ty.

Key words: ICSI, meiotic spindle, polarization microscopy, fertilisation, embryo development.

INTRODUCCIO

S’ha demostrat que un dels factors més importants
per al desenvolupament embrionari és la qualitat oo-
citaria (Choen et al., 2004; Santis et al., 2005). D’al-
tra banda, prop d’un 80 % de les aneuploidies troba-
des en embrions tenen el seu origen en els oocits
(Hassol i Hunt, 2001). La dificultat resideix a predir
si un oocit en metafase 11 (MII) té potencial per esde-
venir un embri6 de qualitat (Chamayou et al., 2006).
Un bon indicador d’aquest potencial podria ser la

morfologia del fus meiotic (Keefe er al., 2003).
Sembla que una morfologia del fus meiotic alterada
podria comprometre la segregacié cromosomica
(Munné et al., 1995), i aquest fet es traduiria en in-
fertilitat, avortaments o malalties genétiques greus,
tal com passa amb les pacients d’edat materna avan-
cada (Battaglia et al., 1996).

Durant la microinjeccié espermatica (ICSI) s’ha
d’evitar necessariament el fus. La localitzacié d’a-
quest s’associa adjacentment al corpuscle polar. Els
metodes d’analisi utilitzats fins ara per visualitzar el
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fus (microscopia electronica o microscopia confocal)
segueixen estrateégies invasives que les fan no aptes
per a I’us clinic (Battaglia et al., 1996). Actualment
es pot utilitzar la llum polaritzada per observar el fus
meiotic sense comprometre els oocits (Waterman et
al., 1998; Lui et al., 2000). Aquesta tecnica permet
I’observacid d’estructures altament organitzades,
com ¢s el cas del fus, ja que aquest té la capacitat de
desviar i retardar el pla de vibracid de la llum pola-
ritzada, i aixi es dona el fenomen oOptic de la birefrin-
gencia (Oldenbourg et al., 1999). Per tant, un siste-
ma com 1’Octax ICSI Guard® (IG), basat en la llum
polaritzada, podria ajudar a reduir possibles danys
durant la ICSL

En el present estudi s’analitzen les caracteristi-
ques del fus meiotic: preséncia i posicio pel que fa al
primer corpuscle polar (CP) i intensitat de la bire-
fringéncia de la zona pellicida (ZP) dels odcits i la
seva correlacié amb la fecundacid, desenvolupament
1 qualitat embrionaris.

MATERIAL I METODES

L’estudi prospectiu i aleatoritzat va iniciar-se I’any
2007 i aqui se’n presenten els primers resultats. Es
van incloure pacients de FIV que presentaven un
factor masculi moderat que requeris aplicar la técni-
ca d’ICSI. Es va definir com a factor masculi mode-
rat aquells pacients amb oligozoospérmia, oligoaste-
nozoospeérmia, astenozoospérmia amb un comptatge
minim de 5 M/ml espermatozoides, 10 % de mobili-
tat total o mobilitat progressiva 3+ del 5 %.

Vint-i-un pacients van ser seleccionades en dos
grups aleatoritzats:

Grup d’estudi. Grup de pacients a les quals els
vam realitzar la valoracio de la birefringencia de la
ZP i del fus meiotic dels oodcits en el moment previ a
la ICSI. Per realitzar la ICSI, una vegada localitzat el
fus meiotic, 1’0dcit es va posicionar situant el fus a
les sis horaries, independentment de la posicio del
CP. S’analitzaren les taxes de fecundacid (2PN), el
desenvolupament i la qualitat embrionaria en funcio
de I’alineacié CP-fus. Aixi mateix, es va analitzar la
taxa de fecundacio i la qualitat embrionaria, en fun-
ci6 de la intensitat de la birefringéncia de la capa
interna de la ZP dels oocits.

Grup de control. Pacients a les quals no els vam
valorar la birefringéncia. La ICSI es realitza sempre
posicionant el CP a les sis horaries. S’analitzaren les
taxes de fecundacio, el desenvolupament i la qualitat
embrionaria.

Els embrions es van valorar seguint el sistema de
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puntuaci6é habitual en el laboratori (1-10). Es van
considerar embrions evolutius aquells que es van
transferir o congelar, i no evolutius els aturats en el
desenvolupament, aixi com els molt fragmentats i
multinucleats. També es va analitzar la taxa d’emba-
ras, que es va comparar amb els resultats obtinguts
en el grup d’estudi.

Analisi estadistica

Per comparar variables qualitatives i ordinals es va
utilitzar la prova exacta de Fisher o el test de la x>
Per comparar mitjanes es va utilitzar la prova ¢ de
Student. Tots els test han estat bilaterals amb un ni-
vell de significacié a = 0,05.

RESULTATS
Pacients

Es van analitzar un total de 21 pacients, de les quals
es van recuperar 149 oocits MII. En 13 pacients es
va utilitzar la IG i en les 9 del grup de control no. No
s’ha trobat diferéncies estadisticament significatives
entre els dos grups de pacients pel que fa a I’edat, ni-
vell d’estradiol i nombre de follicles > 16 mm el dia
de I’administracié de hCG, oocits recuperats, oocits
MII i nombre d’embrions transferits (vegeu la tau-
la 1). En comparar la taxa d’embaras aconseguida en
el grup d’estudi respecte del grup control, no s’han
trobat difereéncies significatives (30,8 % i 50 %, res-
pectivament).

Embrions

La taxa global de fecundaci6 en el grup IG va ser del
61,9 %, i en el grup de control del 70,5 %. Cent cinc
odcits es van analitzar amb la ICSI Guard. Tal i com
s’observa a la taula 2, la preséncia de fus i la fecun-
dacio posterior ha estat superior quan el fus era visi-
ble (63,2 % vs. 55,6 %, n.s.). La taula 3 mostra la ta-
xa de fecundacié en funcido de D’angle del fus
respecte al CP. Malgrat que no s’han trobat diferén-
cies estadisticament significatives, es van fecundar
un 70,7 % dels oocits que tenien el fus adjacent al
CP, mentre que dels oocits amb el fus desplagat, no-
més se’n van fecundar un 48,3 %.

No s’ha pogut establir relacié entre la preséncia
del fus i la refringencia de la ZP, ni amb el gruix de
la ZP o la qualitat embrionaria. Els valors de la re-
fringéncia de la ZP i gruix de la ZP quant al desen-
volupament dels embrions es mostren a la taula 4.
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Taula 1. Caracteristiques de les pacients

Edat (anys) E2 (pg/ml) Follicles (n) Oocits (n) MII (n) Transferits (n)
ICSI Guard No 3595+4,2 2.475,0+1.314,5 94+472 8,1+£4.2 6,9 +3,7 1,87+ 1,1
Si  37,1+4)5 2.515,7+1.145,2 9,5+3,5 9,3+44 7,9+4,.2 1,54 £0,6

n=21,n.s.

Taula 2. Taxa de fecundacio i mitjana de les caracteristiques morfologiques en funcié de la preséncia o abséncia de fus

Taxa fecundacio Score Dexeus Refringéncia ZP Gruix ZP

Preséncia de fus Si 63,2 % 5,5+22 0,84+ 5,1 17,4+42
No 55,6 % 54+27 -1,96 +5,1 15,1+72

n.s.

No hi ha diferéncies estadisticament significatives
en els valors de la refringéncia i el gruix de la ZP en-
tre embrions evolutius, no aptes o multinucleats.

DISCUSSIO

Les dades mostren que el fet de treballar amb la
ICSI Guard® podria aportar una certa millora dels
resultats. El percentatge de fecundacid respecte a la
presencia de fus ha estat lleugerament superior en
aquells oocits en que la preséncia de fus era positiva.
De la mateixa manera, la taxa de fecundacio dels 00-
cits que no tenien el fus desplacat ha estat un 22,4 %
superior comparada amb la taxa de fecundacio d’a-
quells que presentaven desplacament del fus respec-
te al CP, encara que les diferéncies no son significa-
tives. Estudis com els de Rienzi et al. (2003)

Taula 3. Taxa de fecundacid en funcié de 1’angle del fus
respecte del corpuscle polar

n/% Angle del fus
0 z0
Fecundacio Si 41 70,7 14 48,3
No 17 293 15 51,7
n.s.

Taula 4. Descripcio estadistica de la morfologia dels em-
brions tractats amb ICSI Guard

Evolutius  No aptes Multinucleats

Refringencia ZP 0,18 £5,3 3+£6,5 0+39
Gruix ZP 17,77+4,76 15,5+5,8 17+4,8

indiquen que els canvis en la posicid d’aquest poden
ser deguts a factors mecanics durant la denudaci6 o
la microinjecci6. Caldria augmentar el nombre de
casos per confirmar aquesta tendéncia.

Wang et al. (2001) suggereixen que la presencia
d’un fus birefringent €s un factor de bon pronostic,
ja que s’associa a una major taxa de fecundacio i
desenvolupament. Els nostres resultats, encara preli-
minars, no confirmen aquestes dades.

Cal ampliar el nombre de casos amb vista a deter-
minar la utilitat real de la microscopia de llum pola-
ritzada en la millora de la taxa de fecundacid post-
ICSI (Shen et al., 2005) i de la refringencia de la ZP
en la valoracié del potencial de desenvolupament
embrionari (Wang et al., 2001), amb augment de la
taxa d’embaras (Madaschi et al., 2008).
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Resum

Objectius: L’objectiu de ’estudi ha estat con¢ixer la dotacié cromosomica dels embrions descartats en cicles de
maduraci6 in vitro (MIV). Material i métodes: Trenta embrions considerats no aptes per a la transferéncia o
congelacid procedents de cicles de MIV van ser analitzats cromosomicament mitjangant la técnica d’hibridacid
in situ fluorescent (FISH). Resultats: Es va observar una elevada taxa d’embrions multinucleats (86,7 %). Uni-
cament un 10 % dels embrions van resultar normals per als cromosomes analitzats. Tots els embrions anormals
amb més d’una c¢Hula diagnosticada (73,3 %) van ser classificats com a mosaics caotics. Conclusions: El defi-
cient desenvolupament embrionari i la relativament baixa taxa d’implantacié observada en els cicles de MIV
sembla que es relaciona amb un increment de la incidéncia d’anomalies cromosomiques. La utilitat del cribratge
d’aneuploidies en cicles MIV per determinar 1’estat cromosomic dels embrions transferits hauria de ser valorada.

Paraules clau: maduracio in vitro, anomalies cromosomiques, hibridacio in situ fluorescent, aneuploidia.

Abstract

Background: The objective of this study was to assess the chromosomal constitution of discarded embryos de-
rived from in vitro maturation cycles (IVM). Material and methods: Thirty embryos considered as unsuitable
for transfer or cryopreservation from IVM cycles were analysed by fluorescence in situ hybridization (FISH).
Results: A high percentage of multinucleated embryos (86.7%) was observed. Only 10% of the embryos were
normal for the chromosomes analysed. All the abnormal embryos with diagnosis in more than one cell (73.3%)
were chaotic mosaics. Conclusions: Poor embryonic development and low implantation rates can be related to
the high incidence of chromosomal abnormalities found in IVM embryos. The usefulness of aneuploidy screen-
ing (PGS) in IVM cycles should be ascertained.

Key words: in vitro maturation, chromosomal abnormalities, fluorescence in situ hybridization, aneuploidy.

INTRODUCCIO Ja Edwards i collaboradors van demostrar que els
oocits humans en estadis immadurs podien assolir
I’estadi de metafase i fora de I’ambient preovulatori

(Edwards, 1965), pero 1’aplicacid clinica de la MIV

La tecnica de maduracio in vitro d’oocits es presenta
actualment com una alternativa a la fecundacio in vi-

tro (FIV) convencional per a determinats grups de
pacients, com ara dones amb risc d’hiperestimulacio
ovarica o en aquelles diagnosticades de sindrome
d’ovari policistic (SOP) (Li et al., 2006; Tur et al.,
2007). Tot i que els resultats quant a taxes d’implan-
tacid (8 % vs. 22 %) i embaras (25 % vs. 50 %) ob-
tingudes son inferiors a les de FIV convencional (Li
et al., 2006; Arroyo et al., 2007), els avantatges amb
la simplificacié del tractament i la disminuci6 del
risc d’hiperestimulacio per a les pacients amb SOP
han fet que sigui una técnica d’aplicacid creixent.

ha anat lligada al desenvolupament de medis de cul-
tiu especifics que afavoreixen la maduracio dels 00-
cits al laboratori. Per tal que els oocits immadurs as-
soleixin I’estadi de metafase 11 (MII) és essencial
que es doni tant la maduracié nuclear com la cito-
plasmatica. Una asincronia entre els dos processos
s’ha relacionat amb una disminuci6 de la capacitat
de desenvolupament i un increment de les anomalies
cromosomiques en els embrions resultants, ja sigui
per defectes del fus meiotic o per alteracid en la sin-
tesi o funcionament de proteines citoplasmatiques
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(DeScisciolo et al., 2000; Nogueira et al., 2000). Tot
1 aixod, poc es coneix encara de la constitucid cromo-
somica dels embrions obtinguts per MIV.

En el present estudi s’ha analitzat la constitucid
nuclear i cromosomica d’embrions procedents de ci-
cles MIV no utilitzables per a transferéncia o crio-
preservacio.

MATERIAL I METODES

Es van incloure un total de set cicles de MIV realit-
zats entre marg¢ de 2008 i gener de 2009 en el nostre
centre. Les pacients van seguir protocols de cicle es-
pontani o d’estimulacié minima amb rFSH segons
les seves caracteristiques (Tur ef al., 2007). La pun-
ci6 ovarica es va dur a terme a les 36 h post hCG.
Els odcits van ser classificats al laboratori segons el
seu grau de maduresa i aquells que van resultar im-
madurs es van cultivar in vitro entre 24 1 76 hores
fins que van assolir ’estadi MII (Arroyo et al.,
2007). Només els oocits madurs van ser inseminats
per microinjeccid intracitoplasmatica (ICSI). La va-
loracié de la fecundacié i1 del desenvolupament em-
brionari es va efectuar segons protocols estandardit-
zats. La transferéncia embrionaria i la congelacio
van realitzar-se en el tercer dia de cultiu.

Un total de 30 embrions van ser considerats no
aptes 1 van ser inclosos en 1’estudi després d’obtenir
el consentiment escrit de la parella. Els motius per
ser descartats van ser: retard o aturades en la divisio
cellular, preséncia de multinucleacié en alguna c¢l-
lula o bé elevat percentatge de fragmentacié cito-
plasmatica. Els embrions analitzats van ser tractats
amb pronasa per induir la hidrolisi de la zona pella-
cida i posteriorment els blastomers van ser aillats
utilitzant un medi sense cations divalents (PBS sense
Ca ni Mg). Cada blastomer es va fixar de manera in-
dividualitzada en un portaobjectes previament
desengreixat mitjangant la técnica de Tarkovski mo-
dificada utilitzant un microscopi invertit. L’analisi
cromosomica es va dur a terme mitjancant FISH uti-
litzant un kit comercial que permet el diagnostic si-
multani de cinc cromosomes: 13, 16, 18, 21 i 22
(MultiVysion PB Probe, Abbot ®). Es van analitzar
els portaobjectes hibridats mitjangant microscopi
d’epifluorescéncia (Olympus BX61) equipat amb fil-
tres especifics.

RESULTATS

Dels 7 cicles de MIV estudiats es van recuperar un
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total de 110 oocits (15,7 £+ 8,5 oocits/pacient). L’edat
mitjana de les pacients era de 32,3 anys. Dos dels
110 oocits es van recuperar en estadi de MII, mentre
que 108 van resultar vesicules germinals (VG). 79
VG van madurar fins a MII (73,1 %): 49/79 van fer-
ho durant les 24 primeres hores de cultiu, 29/79 du-
rant les 48 hores i 1/79 no ho va fer fins a les 76 ho-
res. La taxa de fecundacio obtinguda en els oocits
madurats in vitro va ser del 69,6 %. Un total de 30
embrions van ser considerats no aptes (54,5 %).

Es van fixar un total de 122 blastomers. D’a-
quests, 23 (18,9 %) van mostrar un Unic nucli, 51
(41,8 %) presentaven diversos nuclis o multiples
fragments de cromatina, 38 (31,1 %) van resultar
anucleats, en nou casos (7,4 %) es van obtenir cro-
mosomes, i es va perdre un unic blastomer (0,8 %)
durant la fixacid. El percentatge d’embrions amb al-
guna c¢llula multinucleada va resultar del 86,7 %.
Només tres embrions (10 %) van resultar cromoso-
micament normals per als cromosomes estudiats.
Tots tres embrions procedien d’oocits que havien as-
solit I’estadi de MII després de 24 hores de cultiu.
Tots els embrions amb diagnodstic anormal en més
d’una cellula analitzada mostraven un complement
cromosomic a I’atzar i van ser classificat com a mo-
saics caotics (22/30, 73,3 %).

DISCUSSIO I CONCLUSIONS

Segons les nostres dades, el percentatge d’embrions
descartats en els cicles de MIV és més elevat que
I’obtingut en el programa de FIV (54,5% vs.
32,2 %, dades de I'IU Dexeus). Aquests resultats
coincideixen amb els descrits per altres grups (Vlai-
savljeviC et al., 2006). En general en els cicles de
MIV els embrions presenten una menor qualitat, una
elevada multinucleacié i un increment d’anomalies
cromosomiques (Nogueira et al., 2000). S’han sug-
gerit com a possibles causes els defectes en la divi-
si6 meiotica, tals com una alteracio del fus meiotic
en la metafase, que interferiria en la segregacio cro-
mosomica alterada incrementant la taxa d’aneuploi-
dies, encara que hi ha certa controvérsia en els resul-
tats (Boiso et al., 1998; Wang et al., 2002; Li et al.,
2006).

La disminucié de la qualitat embrionaria pot estar
relacionada amb una incorrecta maduracio ooocitaria
al citoplasma. La immaduresa citoplasmatica impli-
ca una falta d’estructures essencials, necessaries per
a un correcte desenvolupament (Combelles et al.,
2002).

L’origen de la multinucleacié observada en els
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embrions de cicles MIV pot ser molt divers. Pot ser
deguda a una fragmentacié parcial del nucli en la
interfase, a la dissociacidé entre cariocinesi i cito-
cinesi o bé a un defecte en la segregacié cromosomi-
ca durant I’anafase mitotica (Kligman ef al., 1996;
Staessen et al., 1998). Tal i com hem vist en el nos-
tre estudi, la preséncia de multinucleacié es correla-
ciona amb I’increment d’anomalies cromosomiques i
amb un alt percentatge de cellules anucleades
(31,2 %).

La utilitat del cribratge d’aneuploidies en cicles
MIV (Ao et al., 2006) s’hauria de valorar en els ca-
sos en qué hi hagués un nombre minim d’embrions
per analitzar. D’altra banda, caldria ampliar les da-
des sobre la constitucié cromosomica dels embrions
transferits.

Cal aconseguir millorar les condicions de cultiu
per MIV per tal d’assolir una maduracio citoplasma-
tica i nuclear adequada, que resulti en oocits compe-
tents i embrions amb un elevat potencial de desenvo-
lupament i implantacio.
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Resum

L’analisi de les dades del cicles de fecundaci6 in vitro és una font d’informacié per la millora dels futurs tracta-
ments. En el present estudi s’han avaluat 54 cicles de diagnostic genétic preimplantacional / cribratge genétic
preimplantacional (DGP/SGP), amb taxa d’implantacié del 100 % per determinar quins parametres son indica-
dors del potencial d’exit d’un cicle. En aquestes pacients es va observar una bona resposta ovarica (valor mitja
de E; el dia de 1a hCG: 2.648,5 pg/m) i un bon desenvolupament embrionari en dia 2 (83,3 % dels embrions amb
> 4 cellules i < 25 de fragmentaci6 citoplasmatica), en dia 3 (79,6 % dels embrions amb > 8 célules i < 25 de
fragmentacid) i en el dia 5, en qué tots els embrions transferits estaven en estadi de morula o blastocist. Aquests
resultats mostren que una bona estimulacié ovarica i un desenvolupament embrionari adequat sén essencials per
obtenir bons resultats en els cicles de DGP.

Paraules clau: diagnostic genétic preimplantacional (DGP), qualitat embrionaria, implantacid, estimulaci6 hor-
monal.

Abstract

Data from in vitro fertilization treatments is an appreciate source of information to improve the future cycles. In
this study we evaluated 54 cycles of preimplantation genetic diagnosis and screening (PGD-PGS) with a 100%
implantation rate, to elucidate which parameters can predict the final outcome of these cycles. It was observed a
good ovarian response (mean level of E; the day of hCG administration: 2,648.5 pg/m) and a good embryo de-
velopment on day 2 (83,3% of the embryos with > 4 cells and < 25 of citoplasmatic fragmentation), on day 3
(79,6% of the embryos with > 8 cells and < 25 of citoplasmatic fragmentation) and on day 5, where all embryos
transferred were either on morula or blastocyst stage. These results demonstrate that a good ovarian stimulation
and an adequate embryo development are essential to achieve good results in PGD-PGS cycles.

Key words: preimplantation genetic diagnosis and screening (PGD-PGS), embryo quality, implantation, hor-
monal stimulation.

INTRODUCCIO

La técnica de diagnostic genétic preimplantacional
(DGP) s’ha convertit en els darrers anys en una part
important dels programes de fecundacié in vitro
(FIV).

Des dels inicis de la seva aplicacid, diversos au-
tors han buscat la relacid entre el desenvolupament
del embrions cultivats in vitro i la seva dotacid cro-
mosomica. Sabem, gracies a aquests estudis, que
factors com el retard en la divisio celular (Magli et
al., 2007), la presencia de fragmentaci6 citoplasma-
tica (Alikani et al., 1999) o de c¢Hules multinuclea-
des (Balakier ef al., 1997; Munné, 2006) son factors

correlacionats amb un augment de les anomalies cro-
mosomiques.

L’objectiu d’aquest treball és analitzar retrospec-
tivament les dades de 34 cicles de DGP en els quals
es van obtenir el mateix nombre de sacs gestacionals
que d’embrions transferits (taxa d’implantacio del
100 %), per establir quines son les caracteristiques
que pronostiquen 1’éxit d’un tractament.

MATERIAL I METODES

Entre gener de 2002 i desembre de 2007 es van dur a
terme 546 cicles de DGP en el nostre centre. Es van
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incloure un total de 34 cicles en els quals es va acon-
seguir un embaras de tants sacs gestacionals com
embrions s havien transferit. En aquests 34 cicles es
van transferir un total de 54 embrions.

La mitjana d’edat de les pacients va ser de 32,8
anys (rang: 27-40). Les indicacions per a la inclusio
en el programa de DGP/SGP van ser: factor masculi
d’origen genétic (n = 11), reorganitzacions cromoso-
miques (n = 7), malalties lligades al cromosoma X
(n = 6), avortaments de repeticié (n = 4), fallades re-
petides d’implantacio (» = 4) i portadors de malalties
geniques (n = 2).

El protocol d’estimulaci6 de 1’ovulacid, aixi com
el cultiu de gametes i embrions, van ser els estan-
dards utilitzats en el nostre centre (Calderdn et al,
1995).

Els embrions es van biopsiar el tercer dia de
desenvolupament mitjangant metodologia laser (Bo-
ada et al., 1998). Només els embrions amb cinc blas-
tomers o més i un maxim del 30 % de fragmentacid
citoplasmatica van ser considerats aptes per a la bi-
opsia. Es van biopsiar un o dos blastomers, tenint en
compte les caracteristiques del nucli fixat, aixi com
el nombre de ceHules de ’embrié abans de la bi-
opsia. El métode de fixacié va ser el de Tarkowski
lleugerament modificat (Santalo et al., 1986) i els
nuclis fixats van ser analitzats mitjancant hibridacid
in situ fluorescent (FISH). Les sondes que es van
utilitzar van ser les segiients: en els casos de SGP es
van realitzar dues rondes d’hibridacié amb sondes
especifiques per als cromosomes 13, 15, 16, 18, 21,
22, X 1Y, (MultiVysion PB Probe Ref. 30-111085,
Vysis® / X Y 15: homemade); en els casos de malal-
ties lligades al cromosoma X es van emprar sondes
especifiques per als cromosomes sexuals i un auto-
soma per al control de ploidia; per detectar possibles
productes desequilibrats en els embrions de pacients
amb reorganitzacions cromosomiques es va realitzar
un disseny personalitzat amb sondes especifiques
per als cromosomes implicats en la reorganitzacio.
La deteccid de malalties géniques es va realitzar mit-
jancant la reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)
aplicant protocols especifics per a cada cas.

En tots els casos la transferéncia del embrions ca-
racteritzats com a normals es va realitzar en dia +5.

La prova d’embaras es va realitzar catorze dies
després de la puncié follicular mitjangant la quantifi-
cacid de la BHCG en sang periférica. Dues setmanes
més tard es va confirmar ecograficament mitjangant
la presencia de batec cardiac.
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RESULTATS
Cicles

Dels 34 cicles estudiats, el nivell mitja d’estradiol el
dia de I’administracié de la hCG va ser de 2.648,5
pg/ml (rang: 840-5.862 pg/ml), i es va observar eco-
graficament una mitjana de 15,9 follicles (rang: 6-
32).

El dia de la puncio6 follicular es van obtenir 15,1
oocits madurs per pacient (rang: 3-44). La taxa de
fecundacid obtinguda va ser del 78,8 %.

Es va biopsiar una mitjana de 10,1 embrions per
pacient (rang: 3-24), i es va obtenir com a resultat de
I’analisi genética que el 40,4 % dels embrions van
resultar genéticament normals (mitjana de 4,1; rang:
1-10), el 47,4 % van ser anormals (mitjana: 4,8;
rang: 0-12), i el 12,2 % no van tenir un diagnostic
concloent (mitjana: 1,2; rang: 0-9).

Les transferéncies dels embrions diagnosticats
com a normals/no afectes va realitzar-se el cinque
dia de desenvolupament, en estadi de morula o blas-
tocist. Les transferéncies van ser selectives en un
67,6 % (24/34) dels casos, mentre que en un 32,4 %
dels cicles (11/34) no es van poder seleccionar els
embrions a transferir. La mitjana d’embrions trans-
ferits va ser de 1,6 per pacient.

De les 34 gestacions, 15 van resultar Gniques, 18
van ser bessonades i un cicle va donar lloc a una
gestacio triple.

Embrions

Dels 54 embrions estudiats, el 94,4 % presentaven 2
pronuclis a les 18 hores (+2 h) postinseminacid. Es
va observar que si s’avaluaven els embrions a les 25
hores (+2 h), el 90 % presentava divisid primerenca
(early cleavage, EC).

En dia 2 (48 h + 2 h) es va observar que el 83,3 %
dels embrions presentaven un minim de 4 céllules
(rang: 2-8) i un maxim del 25 % de fragmentacio ci-
toplasmatica. El tercer dia de cultiu (72 h + 2 h) el
79,6 % dels embrions presentaven un minim de §
ceHules (rang: 6-16) i un maxim del 25 % de frag-
ments citoplasmatics (vegeu la taula 1).

El dia de la biopsia embrionaria (dia 3) només es
van biopsiar els embrions amb > 5 blastomers i
<30% de fragments. Es va biopsiar una c¢llula en el
31,5 % dels casos i dues en el 68,5 %. Dels 54 em-
brions, no es va observar cap embrié amb 6 ceHules
en que s’hagués biopsiat més d’una cellula.

El dia de la transferéncia embrionaria (dia 5) el
88,9 % dels embrions estaven en estadi de blastocist
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Taula 1. Estadi embrionari en dia 2 i 3 de desenvolupament

< 4 blastomers

4 blastomers

> 4 blastomers

<15% >15% <15% >15% <15% > 15 % fragments
fragments fragments fragments fragments fragments o frag
Dia2 1(2 %) 1 (2 %) 39 (72 %) 6 (11 %) 6 (11 %) 1(2%)
< 8 blastomers 8 blastomers >8 blastomers
<15% >15% <15% >15% <15% > 15 % fragments
fragments fragments fragments fragments fragments o rag
Dia3 8 (14,8 %) 2 (3,7 %) 28 (51,9 %) 3 (5,55 %) 10 (18,5 %) 3 (5,55 %)
Taula 2. Estadi embrionari previ a la transferéncia (dia 5)
Morula Blastocist inicial Blastocist expandit Blastocist hatching
N (%) 6 (11,1) 17 (31,5) 4(7,4) 27 (50)
(48/54), 1 I’11,1 % restant en estadi de morula (6/54) BIBLIOGRAFIA

(vegeu la taula 2).

DISCUSSIO I CONCLUSIONS

Els resultats d’aquest treball posen de manifest que
els cicles i els embrions estudiats son d’optima qua-
litat, tant pel que fa a les caracteristiques de les paci-
ents com a la resposta a I’estimulacid ovarica i
I’evolucié embrionaria. Aquests parametres afavo-
reixen la recuperaciéo d’un nombre elevat d’oocits
competents, de manera que els embrions que s’obte-
nen resulten de bona qualitat i amb un elevat poten-
cial de desenvolupament.

S’ha observat que el percentatge d’embrions nor-
mals del nostre grup d’estudi és lleugerament supe-
rior al general descrit dels cicles de SGP en la litera-
tura (35,8 %, Goossens et al., 2008). El fet que la
mitjana d’edat de les pacients incloses en ’estudi si-
gui més jove, seria 1’explicacié més factible. El fet
de disposar d’un nombre superior d’embrions carac-
teritzats com a normals permet realitzar una doble
seleccio genetica 1 morfologica en el moment de la
transferencia, que es reflecteix en un alt percentatge
d’embrions transferits en estadi de blastocist.

Aquest estudi €s una aproximaci6 preliminar per
intentar dilucidar quins parametres poden predir 1’¢-
xit 0 no d’un cicle de DGP. Una bona eleccié del
protocol d’estimulacio ovarica, un cultiu embrionari
optimitzat i una bona seleccié embrionaria en el mo-
ment de la transferéncia poden millorar els resultats
dels cicles de DGP.
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Resum

L’objectiu del present estudi ha estat analitzar els resultats dels cicles de cribratge genétic preimplantacional
(PGS, preimplantation genetic screening) per a factor masculi d’origen genétic. S’han analitzat 857 embrions
procedents de 106 cicles de PGS per a aquesta indicacid. Han estat avaluats els resultats finals dels cicles, aixi
com la incideéncia i el tipus de les anomalies cromosomiques presents en els embrions.

Paraules clau: anomalies cromosomiques, espermatozoides, hibridacio in situ fluorescent (FISH), meiosi, cri-
bratge genetic preimplantacional (PGS).

Abstract

The aim of the present study was to analyze the results of preimplantation genetic screening (PGS) cycles due to
a genetic male factor. 857 embryos from 106 PGS cycles have been studied. The final outcome as well as the in-
cidence and type of the chromosomal abnormalities observed have been evaluated.

Key words: chromosome abnormalities, fluorescent in situ hybridization (FISH), meiosis, preimplantation ge-

netic screening (PGS), spermatozoa.

INTRODUCCIO

El cribratge genétic preimplantacional (PGS) consis-
teix en un cribratge cromosomic d’embrions obtin-
guts per fecundacio in vitro (FIV) abans de trans-
ferir-los a I’ater matern. La seva finalitat és reduir el
risc de concepcions trisomiques i d’avortament, aixi
com millorar les taxes d’implantacié mitjangant la
seleccid per a la transferéncia d’exclusivament em-
brions caracteritzats com a normals per als cromoso-
mes analitzats. Aquesta técnica esta indicada per a
parelles estérils o infértils que es considera que pro-
dueixen un percentatge d’embrions cromosomica-
ment anormals superior a la poblacio general: pare-
lles amb avortaments de repeticio, amb fallades
repetides de FIV, dones d’edat avancada (Thornhill
et al., 2005). Des dels inicis de la seva aplicacio, el
nombre de casos de SGP ha augmentat considerable-
ment (Goossens et al., 2008). Un altre grup que s’ha
incorporat més recentment entre els candidats a be-
neficiar-se del PGS son les parelles amb factor mas-

culi d’origen genétic (Aran et al., 2004). El diagnos-
tic d’aquest factor pot veure’s mitjangant estudis me-
iotics en teixit testicular o bé d’hibridacid in situ flu-
orescent (FISH) en espermatozoides. Les anomalies
meiotiques repercutiran en la produccié d’esperma-
tozoides (Egozcue et al., 2005; Sarrate et al., 2009) i
els espermatozoides cromosomicament anormals do-
naran com a conseqiiencia un augment del nombre
d’embrions amb anomalies cromosomiques en
aquestes parelles.

L’objectiu del present estudi ha estat avaluar la
incidéncia i el tipus de les anomalies cromosomiques
presents en els embrions procedents de cicles de
PGS per a factor masculi d’origen genétic. S’ha
intentat establir la possible correlacio entre el resul-
tat de I’estudi meiotic o de la FISH espermatica i les
anomalies cromosomiques dels embrions.
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Taula 1. Diagnostic dels embrions segons la indicacié de PGS per a factor masculi

Indicacio Nre. cicles Embrions biopsiats Embrions diagnosticats Embrions normals Embrions anormals
FISH anormal 15 107 95 28 (29,5 %) 67 (70,5 %)
Anomalies 77 628 588 211 (35,9 %) 377 (64,1 %)
sinaptiques

Bloqueig meiotic 14 122 109 38 (34,9 %) 71 (65,1 %)

Totals 106 857 792 277/792 35 %)  515/792 (65 %)

Taula 2. Tipus d’anomalies observades segons la indicaci6 de PGS per a factor masculi

Indicacio Embrions anormals  Simples Complexes Haploides Poliploides
FISH anormal 67 15 (22,4 %) 29 (43,3 %) 11 (16,4 %) 12 (17,9 %)
Anomalies sinaptiques 377 151 (40,1 %) 151 (40,1 %) 41 (10,9 %) 34 (9,0 %)
Bloqueig meiotic 71 37 (52,1 %) 26 (36,6 %) 2 (2,8 %) 6 (8,5 %)
Totals 515 203 (39,4 %) 206 (40,0 %) 54 (10,5 %) 52 (10,1 %)

Taula 3. Cromosomes afectats en els embrions amb anomalies simples

13 15 16 18 21 22 Sexuals
Nre. embrions 24 30 47 22 24 40 17
% 11,8 14,8 23,2 10,8 11,8 19,7 8,4
MATERIAL I METODES ons tenint en compte les caracteristiques de la paci-

S’han analitzat retrospectivament els resultats obtin-
guts de 106 cicles de FIV-ICSI-PGS per al factor
masculi de causa genética realitzats en el nostre cen-
tre entre gener de 2004 1 desembre de 2008.

En tots els casos es va realitzar préviament un ca-
riotip en sang periférica d’ambdos membres de la
parella per descartar la preséncia d’anomalies cro-
mosomiques.

Les biopsies testiculars es van realitzar amb anes-
teésia local 1 es van processar i analitzar segons es
descriu a Egozcue et al. (1983). Els estudis de FISH
en espermatozoides es van dur a terme d’acord amb
el que es descriu préviament a Vidal ez al. (1993) i
Blanco et al. (1996), i es van avaluar els cromoso-
mes 13, 18,21, XiY.

Els protocols d’estimulacio ovarica, aixi com els
de cultiu de gametes i embrions, van ser els utilitzats
habitualment en el nostre centre (Barri et al., 1993;
Calderon et al., 1995). La biopsia embrionaria, la fi-
xacid dels blastomers i I’estudi citogenétic dels nu-
clis va realitzar-se segons procediments estandardit-
zats al nostre laboratori (Boada et al., 1998). Van
avaluar-se els cromosomes 13, 15, 16, 18, 21,22, X i
Y mitjangant FISH.

Al cinque dia de desenvolupament els embrions
diagnosticats com a normals per als cromosomes
analitzats i amb bona morfologia es van transferir o
congelar. Van transferir-se un maxim de tres embri-

ent i del cicle.

L’analisi estadistica va realitzar-se mitjancant el
programa SPSS. Es van aplicar els tests de Games-
Howell i de 7-Student per avaluar 1’existéncia de di-
feréncies entre grups. La significacid va establir-se
en p <0,05.

RESULTATS

Dels 106 cicles inclosos a I’estudi es van biopsiar un
total de 857 embrions (mitjana de 8,1 embrions per
cicle). Van ser diagnosticats 792 embrions (92,4 %):
277 van resultar cromosomicament normals (35 %) i
515 foren anormals (65 %). De 65 embrions no es va
poder obtenir un diagnostic concloent (7,6 %) (ve-
geu la taula 1). El 40 % del embrions anormals
(206/515) presentava anomalies numériques comple-
xes en qué dos o més cromosomes es trobaven afec-
tats, mentre que un 39,4 % (203/515) mostrava una
aneuploidia simple. La resta d’embrions anormals
van resultar haploides (54/515, 10,5 %) i poliploides
(52/515, 10,1 %) (vegeu la taula 2). En les aneuploi-
dies simples el cromosoma que es trobava afectat en
un major percentatge de casos era el 16 (23,2 %), se-
guit del 22 (19,7 %) (vegeu la taula 3).

Segons el diagnostic genétic del factor masculi es
van establir tres grups: FISH en espermatozoides al-
terat (15 cicles, 14,2 %), anomalies sinaptiques (77
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cicles, 72,6 %) i bloqueig meiotic (14 cicles,
13,2 %). La mitjana d’edat de les pacients va ser de
34 anys (rang: 21-45) i resultava comparable entre
els tres grups. El percentatge d’embrions normals i
anormals entre els diferents grups estudiats no va
mostrar diferéncies estadisticament significatives
(vegeu la taula 1). Tampoc no es van observar dife-
réncies significatives en el tipus d’anomalia observa-
da en funcio del grup (vegeu la taula 2).
Noranta-quatre dels 106 cicles van arribar a trans-
feréncia (88,7 %). Es van transferir un total de 170
embrions (X = 1,8), que van donar lloc a 30 embaras-
sos (taxa d’embaras per transferéncia: 31,9 %). La
taxa d’implantacio va ser del 21,8 % (37 sacs gesta-
cionals/170 embrions transferits). La taxa d’embaras
multiple va resultar del 20 % i la d’avortament del
16,7 %. No van trobar-se diferéncies estadisticament
significatives entre els diferents grups d’estudi.

DISCUSSIO

Tot i que, segons les ultimes dades publicades pel
PGD Consortium de I’ESHRE, el factor masculi se-
ver (FMS) és una indicacio de pes per a la realitza-
cié de PGS (~11 % dels casos de PGS, Goossens et
al., 2008), sén poques les publicacions que aporten
resultats detallats per a aquest grup de pacients i la
comparacio de les dades és dificil.

Els percentatges de normalitat cromosomica de la
nostra serie resulten lleugerament inferiors (35 % vs.
39,5 %) als del grup de FMS del Consortium (Goos-
sens et al., 2008). Aix0 podria explicar-se per dife-
réncies en el nombre de cromosomes analitzats i
també per I’heterogeneitat dels pacients que proba-
blement formen part del recull de ’ESHRE. EI per-
centatge de cicles que arriba a transferéncia resulta
superior en la nostra serie (88,7 % vs. 82,7 %). Aixo
s’explicaria pel fet que en els nostres cicles es bi-
opsia un nombre superior d’embrions (8,1 vs. 6,6).
Els resultats pel que fa a taxes d’embaras per cicle i
per transferéncia (28,3 % 1 31,9 % IU Dexeus vs.
26 % 1 32 % Goossens et al., 2008) resulten compa-
rables, aixi com les taxes d’implantacio (21,8 % vs.
23 %).

El percentatge d’anomalies complexes dels em-
brions de la nostra série resulta superior al descrit en
altres treballs en que s’analitzen embrions anormals
de cicles de PGS (Abdelhadi et al., 2003). Cal tenir
en compte que una bona part dels nostres embrions
possiblement haurien estat categoritzats com a mo-
saics si s’haguessin analitzat totes les cellules, i aixo
podria explicar aquestes diferéncies. Per altra banda,
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no podem descartar que siguin degudes a un com-
portament peculiar dels casos de factor masculi d’o-
rigen genétic. S’ha trobat concordanga amb les da-
des publicades pel que fa als cromosomes més
implicats en la generacié d’aneuploidia. En el nostre
treball no s’han detectat diferéncies de comporta-
ment entre els tres grups de diagnostic masculi. Tot i
aixo, i a causa del baix nombre relatiu de casos in-
closos en cada grup, caldria ampliar la série per cor-
roborar aquests resultats.
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Resum

Objectiu: Avaluar si existeixen diferéncies entre la transferéncia embrionaria en dia 2 i en dia 3 i determinar si
en dia 3 és possible fer una millor seleccid dels embrions a transferir. Material i métodes: Estudi prospectiu ale-
atoritzat que compara qualitat embrionaria, taxa d’embaras, d’avortament i de «nen a casa» en dia 2 i dia 3. Re-
sultats: Un 58,4 % dels embrions amb una puntuacié optima en dia 2 la mantenia en dia 3. Un 44,7 % dels em-
brions amb puntuacié < 5 en dia 2 va millorar-la en dia 3. Les taxes d’embaras i de «nen a casa», malgrat que les
diferéncies no van ser significatives, van ser superiors en les transferéncies realitzades en dia 3. La taxa d’avorta-
ment va ser inferior en dia 3. Discussi6: Malgrat el reduit nombre de casos del qual es disposa actualment, els re-
sultats indiquen una major taxa d’embaras i menor d’avortament en les transferéncies realitzades en dia 3.

Paraules clau: dia de transferéncia, qualitat embrionaria, taxa d’embaras, taxa d’avortament.

Abstract

Purpose: Evaluate if there are differences between day 2 and day 3 embryo transfers and determine if day 3 is
better than day 2 to select the best embryos for transfer. Material and Methods: Prospective randomized study
that compared embryo quality, pregnancy, miscarriage and take-home baby rates on day 2 and day 3. Results:
58.4% of embryos that had an optimum score at day 2, were also optimal quality on day 3. 44.7% of embryos
presenting a score < 5 on day 2 improved it on day 3. Pregnancy and take-home baby rates, although differences
were not statistically significant, were higher on day 3 transfers, whereas miscarriage rate was lower on day 3.
Discussion: Although preliminary, our results indicate that pregnancy rates are higher and miscarriage rates are

lower in transfers performed on day 3.

Key words: transfer day, embryo quality, pregnancy rate, miscarriage rate.

INTRODUCCIO

Obtenir taxes d’embaras més elevades sense aug-
mentar els embarassos multiples és, sens dubte, un
dels principals objectius d’un cicle de fecundaci6 in
vitro. Per seleccionar els embrions amb un major po-
tencial de desenvolupament, els embriolegs ens ba-
sem en parametres morfologics tals com el nombre i
la simetria dels blastomers, el percentatge de frag-
mentacié i la multinucleacio, entre d’altres. Malgrat
aixo, encara hi ha molts aspectes que no son clars,
com per exemple la influéncia del dia de transferén-
cia (dia 2 o dia 3 després de la puncio follicular) en
el resultat final.

En el nostre centre, habitualment la transferéncia
es realitza el dia 2 després de la puncié follicular.
Alguns autors suggereixen que retardant la transfe-

réncia al dia 3 és possible realitzar una millor selec-
ci6 de I’embrid a transferir, 1 s’obtenen aixi millors
taxes d’embaras (Dawson ef al. 1995).

Atés que no existeix un consens generalitzat en
aquest punt, ens hem proposat avaluar si existeixen
diferéncies en les taxes d’embaras segons el dia de la
transferéncia embrionaria i si la transferéncia en dia
3 permet una millor seleccio dels embrions a trans-
ferir.
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Taula 1. Puntuacié embrionaria de I’TU Dexeus (la puntuacié final de I’embrié s’obté de la suma dels diferents apartats)

Blastomers Dia 2 Dia 3 Puntuacié
Nombre >4 >6 6
<4 >6 2
Mida i forma Simetrics i regulars 1
Lleugerament asimetrics o irregulars 0
Asimétrics o irregulars -1
Fragmentacio (%) <10 3
>10-20 2
>20-30 1
>30-50 0
>50 -1
Multinucleacié* 2
*Si I’embrid presenta multinucleacid se li assignara un 2 sense tenir en compte cap altre parametre.
Taula 2. Caracteristiques de les pacients en els grups de transferéncia en dia 2 i dia 3
D+2 D+3
Pacients (n) 46 39
Edat (anys, X = SD) 359+09 35,6+0,9
Estradiol en sang (picograms, X + SD) 2.985,2 +1.605,5 2.438,2 +1.334,1
Nre. follicles/cicle (X + SD) 10,6 +£5,9 9,95+5,1
Nre. oocits/cicle (x + SD) 11,8 + 6,1 11,4+75
Nre. odcits madurs (MII)/cicle (X + SD) 9,4+5,6 8,8+5,9
Oocits inseminats per FIV (X + SD) 32+44 1,7+£3.2
Odcits inseminats per ICSI (¥ + SD) 6,6 +5,7 7,5+5,1
1,9+ 0,6 1,9+0,5

Nre. d’embrions transferits/cicle (X £ SD)

Les diferéncies entre ambdos grups no eren significatives per a cap de les variables mostrades.

MATERIALS I METODES
Pacients

L’estudi prospectiu aleatoritzat inclou 85 pacients
que es van sotmetre a un cicle de fecundacio in vitro
al Servei de Medicina de la Reproduccié de I’Institut
Universitari Dexeus. La recollida de dades va co-
mengar el novembre de 2007 i finalitzara un cop
s’hagin recollit el nombre de casos necessaris per a
la realitzacié de I’estudi (n = 400). L’aleatoritzacio
de les pacients, amb assignaci6 de la transferéncia
dels embrions en dia 2 (D+2; grup a) o dia 3 (D+3;
grup b) després de la puncid, es va dur a terme el dia
de la punci6 follicular. S hi van incloure totes les pa-
cients d’edat compresa entre els 35 i 37 anys. Se-
gons el sistema de puntuacié d’embaras multiple
(score d’embaras multiple, SEM) del nostre centre, a
les pacients d’aquest rang d’edat els corresponia la
transferéncia de 2 embrions (Barri, 2005).

L’estudi va ser aprovat pel Comité d’Etica del
centre.

Estimulacio i recuperacio dels oocits

L’estimulacioé de les pacients i la manipulacio dels
odcits i dels embrions es va realitzar segons els pro-
tocols estandard del nostre centre (Calderdon et al.
1995).

Qualitat embrionaria

La qualitat dels embrions va ser avaluada d’acord
amb la puntuaci6é Dexeus a les 46 + 2 hores (dia 2) i
a les 68 + 2 hores (dia 3) després de la inseminacio.
Breument, la puntuaciéo Dexeus classifica els embri-
ons de 1’1 al 10. Els parametres que té en compte
son el nombre de blastomers, la mida i la simetria, el
percentatge de fragmentacio i la multinucleacio (ve-
geu la taula 1). S’estableixen tres grups de qualitat
embrionaria: qualitat optima (puntuacié > 8), quali-
tat intermedia (5-7) 1 mala qualitat (< 5).
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Taula 3. Distribucié dels embrions segons ’evolucié de
la puntuacié en dia 2 i en dia 3

Puntuacié en D+3

<5 5-7 8-10
Puntuacié D+2 <5 553% 287% 16,0%
5-7 22,1%  564% 214%
810 10,1% 315% 584%

Taula 4. Distribuci6 dels embrions segons la puntuacié en
dia 2 i I’aturada en el desenvolupament en dia 3

Aturada en D+3
No Si
Puntuacié D+2 <5 94,5 % 5,5%
5-7 91,9 % 8,1 %
8-10 99,3 % 0,7 %

Les diferéncies entre grups no eren significatives.
Analisi estadistica
Per a I’analisi estadistica de les variables qualitatives
es va emprar el test de %> de Pearson i la prova exac-
ta de Fisher. Per a les variables quantitatives es va
usar el test de #-Student.
RESULTATS
Perfil de les pacients
Les pacients (n =

85) van ser distribuides en dos

50 %

grups: 46 pacients del grup a (transferéncia embrio-
naria el dia 2 després de la puncid) i 39 pacients del
grup b (transferéncia el dia 3 després de la puncid).
No es van observar diferéncies estadisticament sig-
nificatives en 1’edat de les pacients, en els valors
d’estradiol ni en el nombre de follicles el dia d’ad-
ministracié de la hCG ni en el nombre d’embrions
transferits per cicle (vegeu la taula 2).

Taxa de fecundacio i qualitat embrionaria

Es van recuperar 815 oocits, dels quals 745 (91,4 %)
van ser aptes per a la inseminacid posterior. La taxa
de fecundacio va ser del 74,1 %.

Pel que a fa a la distribuci6 dels embrions quant a
la qualitat embrionaria (vegeu la figura 1) no s’ob-
serven diferéncies significatives entre D+2 1 D+3.
S’han trobat diferéncies estadisticament significati-
ves quant al percentatge dels embrions multinucleats
(12,2 % en D+2 vs. 4,9 % en D+3).

Analitzant 1’evolucio dels embrions, es va obser-
var que un 58,4 % dels embrions que presentaven
una puntuacid optima en D+2 mantenien una qualitat
optima en D+3, mentre que un 31,5 % van passar a
qualitat intermédia i un 10,1 % van convertir-se en
embrions de mala qualitat. D’altra banda, dels em-
brions que en D+2 presentaven una puntuacié < 5,
un 44,7 % va millorar la seva qualitat en D+3 (vegeu
la taula 3).

Finalment, s’ha pogut observar que els embrions
optims en D+2 que es mantenien en cultiu fins a
D+3 tenien una menor probabilitat d’aturar el seu

45 %

#D+2 @D+3

40 %
35%
30 %
25 %
20 %
15 %
10 %
5%
0% -

Freqiiéncia (%)

Optima

Intermédia Dolenta

Qualitat dels embrions

Figura 1. Distribuci6 dels embrions segons la qualitat i el dia de cultiu. No s’obser-
ven diferéncies estadisticament significatives en les dades presentades.
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desenvolupament quan es comparen amb la resta de
categories, malgrat que les diferéncies no son signi-
ficatives (vegeu la taula 4).

Taxes d’embaras, de «nen a casa» i d’avortament

Malgrat que la taxa d’embaras per cicle i la taxa de
«nen a casa» va ser superior en les pacients del grup
b (D+3: 41,1 % 1 23,3 %, respectivament) respecte a
les del grup a (D+2: 35,6 % 1 15,8 %), aquestes no
eren estadisticament significatives.

La taxa d’avortament va ser superior en aquelles
pacients en qué es va realitzar la transferéncia en
D+2 (37,5 %) davant les pacients en queé es va dur a
terme en D+3 (18,8 %), tot i que les diferéncies no
son significatives.

DISCUSSIO

Els nostres resultats mostren que la transferéncia en
D+3 comporta una taxa d’embaras i de «nen a casa»
superior a la transferéncia en D+2, malgrat que les
diferéncies no son significatives. En aquest mateix
sentit, la taxa d’avortament és més baixa en D+3 que
en D+2.

Encara que el nombre de casos analitzats és enca-
ra insuficient, els resultats no difereixen d’altres es-
tudis similars publicats amb anterioritat.

Diversos autors (Os et al., 1989; Dawson et al.,
1995; Carrillo et al., 1998) van mostrar indicis que
la transferéncia en D+3 podria comportar millores en
la taxa d’implantacié i d’embaras en permetre una
millor seleccidé embrionaria. En canvi, altres estudis
(Huisman et al., 1994; Ertzeid et al., 1999; Laverge
et al., 2001; Santos et al., 2003; Blake et al., 2009)
no han trobat diferéncies significatives que permetin
afirmar que la transferéncia en D+3 comporta una
taxa d’embaras i de «nen a casa» superior. Alguns
autors afirmen fins i tot que la transferéncia en dia 2
estaria indicada en casos de pitjor pronostic (Scott et
al., 2007; Blake et al., 2009), ja que els embrions de
mala qualitat podrien aturar el seu desenvolupament
en condicions de cultiu in vitro. D’altra banda, la
transferéncia en dia 2 no permet observar 1’aturada
dels embrions que en dia 3 no aconsegueixen activar
el seu genoma. Es per aixd que caldria transferir un
nombre superior d’embrions, amb el conseqiient pe-
rill d’embaras multiple (Ménézo i Dale, 1995).

Un cop I’estudi es completi, [’augment mostral
podria proporcionar significanga als primers resul-
tats descrits, els quals sembla que indiquen que rea-
litzar la transferéncia en D+3 permet obtenir una ta-
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xa d’embaras i de «nen a casa» superior. Caldra tam-
bé analitzar si es tractaria d’un protocol aplicable a
totes les parelles o si bé existiria un grup determinat
de pacients que se’n podria beneficiar. Sospitem que
la resposta de les pacients i el fet de poder realitzar
una transferéncia selectiva serien els factors més im-
portants a 1’hora de poder oferir a les pacients la
transferéncia embrionaria en dia 3.
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Resum

La legislacio que regula les técniques de reproduccié humana assistida varia molt entre paisos. Aquest fet, junta-
ment amb el caracter permissiu de la legislacid espanyola, ha propiciat un gran flux de pacients internacionals
cap al nostre pais per rebre els tractaments que necessiten. El present estudi analitza les caracteristiques de les
pacients rebudes a 1’Institut Universitari Dexeus durant el periode d’un mes, a través d’un qiiestionari anonim de
caire personal i médic. Els resultats posen de manifest que el 91,7 % de les parelles eren d’origen italia, casades
0 que vivien en parella, i que el motiu principal del viatge va ser rebre un tractament de més qualitat o bé el fet
que al seu pais la legislacio no permetia determinades técniques (47,6 % i 33,8 %, respectivament). Pel que fa al
tractament, es van desplagar majoritariament per a la donacié de gametes i embrions (61,1 % de les pacients).
L’eleccid del centre va ser per assessorament medic (47,2 %) o per consell d’amics i familiars (36,1 %) en la ma-
joria dels casos. Els resultats mostren que les lleis restrictives tenen com a conseqiiéncia el desplagament de les
parelles a altres paisos, i fan necessari instaurar un mecanisme de control per garantir la qualitat i la seguretat
dels tractaments.

Paraules clau: flux reproductiu de pacients, legislacid, internacional.

Abstract

Legislation that regulates human assisted reproduction techniques varies between countries. This fact, in addition
to the permissive nature of Spanish legislation, had brought a huge flux of international patients to our country,
looking for the treatment needed. The present study analyses the characteristics of the patients admitted in the
Institut Universitari Dexeus for one month, through a personal and medical anonymous questionnaire. The res-
ults highlight that 91,7% of the couples were from Italy, married or living as a couple, and that the main causes
for travelling were to receive a higher quality treatment or due to the prohibition of some techniques in their
country (47.6% and 33.8%, respectively). With regard to treatment, they travel mainly for gamet and embryo
donation (61.1% of the patients). The centre choice was due to medical support (47.2%) or relatives and friends
advice (36.1%) in most cases. The results show that restrictive laws result in couples travelling to other coun-
tries, making necessary to create a control mechanism to guarantee treatment quality and safety.

Key words: cross border reproductive care, legislation, international.

INTRODUCCIO

neix com a «turisme reproductiuy o cross-border re-
productive care (ESHRE, European Society of Hu-

En els altims anys s’ha observat un augment de pa-
relles estrangeres que vénen al nostre pais per rebre
tractaments de reproduccié assistida. Majoritaria-
ment aixo respon a les diferéncies existents en les le-
gislacions sobre les tecniques de reproduccid assisti-
da (TRA). La proximitat de paisos amb legislacions
més permissives, aixi com la facilitat actual de mo-
viment entre aquests, ha propiciat aquest augment de
parelles estrangeres que, de manera general es co-

man Reproduction and Embriology). Aquest feno-
men no és exclusiu de I’Estat espanyol, sind que
també s’ha observat en molts altres paisos europeus
amb legislacions permissives com Dinamarca, Sué-
cia, Esloveénia, la Republica Txeca, Belgica i el Reg-
ne Unit, i també en paisos no europeus com els Es-
tats Units, on determinats estats gaudeixen d’una
normativa molt liberal (IFFS Surveillance, 2007).
Els paisos europeus amb lleis més restrictives son



Italia i Alemanya, paisos en els quals s’ha registrat
una davallada significativa en el nombre de cicles
que es duen a terme (Nyboe et al., 2008; Brown,
2007). La llei italiana (Llei 40/2004) és un clar
exemple de legislacio restrictiva, i ha tingut com a
conseqiiencia un augment dels embarassos multiples
en dones joves 1 una disminucio de les taxes d’emba-
ras (Benagiano et al., 2004), aixi com I’increment
del nombre de cicles d’estimulacié ovarica i puncio
follicular (Brown, 2007).

Aquest flux de pacients no és la millor opcio, tot i
que s’ha convertit en una solucid per evitar conflic-
tes morals (Pennings, 2004). Ens trobem davant d’u-
na realitat que sembla dificil de canviar. Les recoma-
nacions del grup d’interés de ’ESHRE sobre aquest
tema (Zask force on ethics and law) estan en el sentit
d’intentar mitigar les diferéncies legislatives entre
paisos i d’introduir un sistema de control que garan-
teixi seguretat i efectivitat en els tractaments (Pen-
nings, 2004; Pennings et al., 2008). La preocupacio
que ha generat aquest fenomen ha conduit a la posa-
da en marxa de diferents estudis per avaluar-ne 1’im-
pacte. Diverses societats de reproduccio assistida
s’han organitzat per compartir experiéncies i arribar
a un consens entre paisos, i assegurar aixi qualitat en
els tractaments (Cross-border reproductive care
study, ESHRE, en premsa; First Internacional Forum
on Cross-Border Reproductive Care, 2009).

L’estudi de ’ESHRE ha conduit a la recollida de
dades per part de diferents paisos receptors massius
de pacients estrangeres per poder avaluar les caracte-
ristiques d’aquestes, els motius del desplacament i
les condicions en qu¢ realitzen les TRA en el pais
d’acollida. En el present estudi s’exposen les dades
obtingudes per I’Institut Universitari Dexeus després
de passar el qiiestionari elaborat per ’ESHRE a totes
les pacients estrangeres rebudes al llarg del mes de
novembre de 2008.

MATERIAL I METODES

La recollida de dades es va fer mitjangant un
qiiestionari anonim que contenia preguntes de caire
personal 1 meédic. El qiiestionari es va facilitar a tra-
vés del servei d’atencid al pacient internacional (SA-
PI) a totes les parelles estrangeres que van rebre
tractaments de fertilitat en el nostre centre durant el
mes de novembre de 2008. El qiiestionari estava tra-
duit als idiomes italia, frances, anglés i alemany.

Constava de dues parts diferenciades. Una part
era de preguntes personals: edat, pais de residéncia,
estat civil, orientacid sexual, nivell d’estudis i si es
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va rebre la informacio en el seu idioma. L’altra part
de preguntes estava relacionada amb el tractament i
podia tenir multiples respostes: motius del viatge,
quin tractament venia a rebre, si va rebre informacio6
economica préviament, si el preu incloia la medica-
cio, si rebria algun reemborsament del cost del trac-
tament al seu pais, com va escollir el centre i si rebia
ajuda del seu metge al seu pais.

RESULTATS

S’han analitzat un total de 72 qiiestionaris, el resultat
dels quals es presenta a continuacio.

Nacionalitat

La majoria de les parelles estrangeres rebudes en
aquest mes provenien d’Italia (66/72, 91,7 %). La
resta de parelles eren dues franceses, una marroqui-
na, una sueca, una anglesa i una russa.

Edat

De les 72 pacients, la majoria tenien entre 36 i 45
anys (51/72, 70,8 %), 1 Gnicament 15 tenien menys
de 36 anys (20,8 %). La mitjana d’edat de les paci-
ents rebudes era de 39 & 4,6 anys i la distribucid d’e-
dat de les pacients en rangs de 5 anys era la segiient:
<30 (3/72, 4,2 %), 31-35 (12/72, 16,7 %), 36-40
(30/72, 41,7 %), 41-45 (21/72, 29,2 %), 46-50 (6/72,
8,3 %).

Estat civil

La majoria de les pacients estudiades estaven casa-
des (53/72, 73,6 %), mentre que un 26,4 % (19/72)
referien viure en parella sense especificar el sexe.
Cap d’elles era soltera.

Orientacio sexual

Totes les parelles que contestaren manifestaven ser
heterosexuals (56/72, 77,8 %) a excepcio de dos ca-
sos; una homosexual (1,4 %) i una bisexual (1,4 %).
Cal ressaltar que 14 casos (19,4 %) no contestaren
aquesta pregunta.

Nivell d’estudis

Els resultats estan especificats a la figura 1.
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Figura 1. Nivell d’estudis de la pacient i la parella.

Informacio del tractament en la llengua propia

De les 66 parelles italianes, dues van contestar que
no havien rebut satisfactoriament el qiiestionari en la
seva llengua i dues no van contestar la pregunta. Pel
que fa a les parelles franceses, angleses i sueques,
totes van contestar satisfactoriament, mentre que la
parella marroquina i la russa no ho van fer, ja que no
es disposava de qliestionaris en la seva llengua.

Motiu del viatge

Vint-i-dues de les 72 parelles (30,6 %) només van
marcar una unica resposta: 10 van venir perque el
tractament era illegal al seu pais, 9 per obtenir millor
qualitat en el tractament, 1 per tractaments anteriors

no satisfactoris, 1 per causes legals i 1 per altres mo-
tius. Les 50 parelles restants (69,4 %) marcaven res-
posta multiple (vegeu la figura 2).

Tractament que ve a rebre

La TRA per la qual manifestaren acudir majoritaria-
ment eren els cicles de FIV o ICSL, (39/72, 54 %),
seguit dels cicles de donacio de gametes i embrions
(27/72, 37,5 %): 22 per a donacié d‘oocits, 3 per a
donacio de semen i 2 per a donacié d’embrions.

Informacio prévia del preu del tractament

En un 97 % dels casos contestaren haver rebut infor-
maci6 satisfactoria sobre els preus dels tractaments
abans de comengar el cicle.

Reemborsament del tractament al pais d’origen

Cinquanta-sis (84,8 %) de les 66 parelles italianes
manifestaren no rebre cap tipus de reemborsament al
seu pais d’origen, mentre que 8 contestaren que re-
brien un reemborsament parcial del cost del tracta-
ment i 2 no responien la pregunta. Pel que fa a les
parelles d’altres paisos, cap de les 6 no manifestaren
rebre cap tipus de reemborsament.

Eleccio del centre

L’eleccio del centre havia estat per consell del seu
metge propi en 34 dels 72 casos (47,2 %), 26 per re-
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Figura 2. Motiu pel qual les pacients es desplacen per fer el tractament a 1’estranger.
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comanacions d’amics o familiars (36,1 %) i 7
(9,7 %) I’havien trobat a través d’Internet (vegeu la
figura 3).

Ajuda del metge del pais propi

A la figura 4 es representen les dades obtingudes.

DISCUSSIO

Aquest estudi s’ha realitzat d’acord amb els 72 qiies-
tionaris obtinguts. A causa del perfil de parelles es-
trangeres que rep D’Institut Universitari Dexeus,
aquestes son majoritariament d’origen italia. El fet
que practicament el 50 % de les pacients tinguessin
un nivell d’estudis universitaris i una edat mitjana de
39 £ 4,6 anys pot indicar que el nivell tant intellectu-
al com socioeconomic d’aquestes és de grau mit-
ja-alt, cosa que indicaria un poder adquisitiu també
mitja-alt.

L’elevada manca de resposta a la pregunta sobre
orientacio sexual, un 19,4 %, posa de manifest que
encara es tracta d’un tema tabu. Podria indicar de
manera encoberta que algunes d’aquestes pacients
havien estat excloses dels tractaments de reproduc-
cio6 per aquesta rag, i es veien obligades a desplagar-
se per aquest motiu. Dels dos casos que vingueren
per inseminaci6 amb esperma de donant, nomes una
va manifestar-se com a homosexual, 1 en tots dos ca-
sos convivien en parella, encara que no s’especifica-
va si masculina o femenina.

Pel que fa a les raons per les quals les parelles
han vingut al nostre centre, els resultats d’aquest es-
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tudi indiquen com a primera opcid la cerca d’una
millor qualitat i bons resultats (47,6 %), fins i tot
abans que els motius legals (33,8 %). Totes les res-
postes de parelles italianes que han manifestat no es-
tar satisfetes amb el tractament rebut al seu pais
(41,6 %) s’han considerat com a motius legals, ja
que la limitacio d’inseminar Gnicament tres oocits fa
que les probabilitats d’éxit disminueixin considera-
blement. En menor percentatge trobem donacid de
gametes anonima i que el tractament no era accessi-
ble al seu pais (11 % i 4,1 %, respectivament). La
valoracié de la informacié rebuda ha estat majorita-
riament satisfactoria, ja que el centre disposa d’un
servei d’atencié a la pacient internacional que per-
met oferir un tracte personalitzat en 1’idioma d’ori-
gen. La implementacié d’aquest tipus de serveis en
els centres que acullen parelles estrangeres ha proli-
ferat en els ultims anys, i és del tot indispensable per
donar una atencié acurada i coherent amb la realitat
d’aquestes pacients.

Respecte de la possibilitat de reemborsament del
cost economic del tractament, s’observa que en la
major part dels casos aquest fet no es produeix
(86,1 %).

Es evident que per als paisos amb legislacions
més permissives, el flux de pacients de TRA ha su-
posat una important font d’ingressos i ha propiciat la
creacio o ampliacié de molts centres de TRA, pero,
tal com indiquen les recomanacions de I’ESHRE, ¢és
molt important establir mecanismes que permetin
controlar la qualitat i la seguretat dels tractaments
rebuts. En aquest sentit, els esfor¢os haurien d’anar
orientats a potenciar, d’una banda, la monitoritzacio
per part del metge del pais d’origen (actualment no-
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Figura 4. Seguiment del tractament per part d’un metge del pais propi.

més ocorre en el 27,8 % dels casos), de manera que
es redueixi aixi el periode de temps a 1’estranger, i
de l’altra, a promoure 1’assessorament psicologic
mentre estiguin al pais on realitzen la TRA per tal de
minimitzar les conseqiiéncies.

Els resultats d’estudis com aquest ajudaran a
aportar dades sobre la dimensié d’aquestes practi-
ques. Creiem que aquests estudis son molt impor-
tants per disposar de la informaci6 necessaria per ga-
rantir un tractament adequat d’aquestes pacients
respectant la seguretat, bona praxi i valors étics. Els
aspectes relacionats amb la situacio laboral de la pa-
cient i com aquesta es veu afectada, aixi com pre-
guntes relacionades amb la religio i les seves creen-
ces, haurien de ser incloses en futurs estudis. La
instauracié d’algun mecanisme de control per part
d’organismes o societats qualificades garantiria el
correcte seguiment d’aquests casos i podria orientar

envers una actuacio mes adient per a aquest nou fe-
nomen.
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Resum

L’aprovacié de la Llei 45/2003 i de la seva successora 14/2006 ha comportat un canvi molt important, ja que ha
permes la recerca amb embrions supernumeraris procedents de tractaments de fecundacio in vitro. Els objectius
d’aquest estudi retrospectiu, de 87 pacients (n = 285 embrions) des de gener de 2004 fins al febrer de 2009, son:
analitzar si diferents parametres influeixen a I’hora de prendre la decisio sobre el desti final d’aquest embrions,
fer un seguiment d’aquells que s’han donat per a recerca i valorar I’estat actual del nostre banc. La tendéncia ha
estat donar-los per a recerca, i aix0 representa un 64,37 %, davant un 35,63 % que els donen per a altres parelles
amb finalitats reproductives. Cap parella ha optat per la descongelacid sense cap finalitat. S’han observat dife-
reéncies significatives quant a la mitjana d’embrions criopreservats per pacient. A més nombre d’embrions per pa-
cient, més tendeéncia a donar-los per a altres parelles (p < 0,05). El mateix passa si augmenta I’edat de la pacient
(p <£0,05). Dels embrions donats per a recerca (n = 111), els descongelats fins ara han donat una taxa de supervi-
vencia del 87,8 % i s’ha aconseguit una linia cellular. Si bé valorem positivament I’efecte de la nova Llei
14/2006, atés que ha donat sortida a embrions que fins ara no en tenien, 1’efecte no és tan positiu quan es tracta
de pacients acollides al programa de donacié d’embrions amb finalitats reproductives. Els bons resultats en la
descongelacio i el cultiu d’aquests embrions donats per a recerca animen a continuar collaborant en propers pro-
jectes.

araules clau: criopreservacio, donacid d’embrions, recerca.
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Abstract

The approval of the Law 45/2003 and then Law 14/2006 brought an important change, allowing to donate sur-
plus frozen embryos for stem-cell research. The aims of this retrospective study of 87 patients (n = 285
embryos), between 2004 to February 2009 are: to study if different parameters have influenced patient choices
for embryo disposition, do the follow-up of the embryos donated for research to CMRB and value our current
embryo’s bank. The majority of patients (64.37%) designated their embryos for a research purpose and the rest
of patients (35.63%) designated theirs to other infertile patients. No patients decided to discard their embryos.
Age is significantly higher in those patients who designated their embryos for other infertile patient (p < 0.05).
We can observe the same in the group with more cryopreserved embryos (p < 0.05). The survival rate of these
embryos designated for research purpose was 87.8%. One cellular line have been achieved. The positive aspect
of the new regulation (Law 45/2003) is that it gives an opportunity to the embryos without any, but is not so pos-
itive for these patients who are waiting for donated embryos. Good results in thawing and culturing research em-
bryos encourage us to continue the collaboration in new projects.

Key words: cryopreservation, embryo donation, research.

INTRODUCCIO

Fins I’entrada en vigor de la Llei 45/2003, aquelles
parelles que volien deixar de mantenir els seus em-
brions criopreservats, tan sols podien recorrer a 1’op-
ci6 de donar-los a altres parelles per destinar-los a fi-
nalitats reproductives.

En els casos en que les parelles no es mostraven
d’acord amb I’esmentada opcid, el nostre centre hi

perdia el contacte, amb els inconvenients que aixo
comportava: 1’augment del nombre d’embrions crio-
preservats i la impossibilitat de donar-los sortida.

L’aprovacio6 de la Llei 45/2003 i de la seva suc-
cessora 14/2006 ha comportat un ventall més ampli
d’opcions. Tant és aixi que es permet la utilitzacio
d’aquests embrions supernumeraris per destinar-los
a us propi, per a finalitats reproductives d’altres pa-
relles, per a recerca, o bé es poden destruir.
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El present estudi se centra en aquelles pacients
que, un cop acabat el seu projecte reproductiu, han
de decidir sobre quina sortida volen donar als embri-
ons sobrants. Es aixi que s’ha analitzat si els se-
giients parametres: a) temps que fa que els embrions
son criopreservats, b) nombre d’embrions congelats
per pacient, ¢) tenir o no descendéncia i d) I’edat de
la pacient en el moment que es van criopreservar,
han influit a I’hora de decidir donar els embrions a
altres parelles amb finalitats reproductives, destinar-
los a recerca, o bé optar per la destruccio.

Des del primer moment el nostre equip ha cregut
fermament en la importancia de la recerca biomedica
amb embrions humans. Tant és aixi que ha estat molt
gratificant ser un dels primers centres a signar el
conveni de collaboracio amb el Centre de Medicina
Regenerativa de Barcelona (CMRB). Per tant, un se-
gon objectiu de I’estudi és fer un seguiment d’a-
quells embrions que s’han donat per a recerca.

El tercer i darrer objectiu és fer una valoracio de
’estat actual del banc d’embrions del nostre centre.

MATERIAL I METODES

Estudi retrospectiu des de gener de 2004 fins al fe-
brer del 2009 d’un total de 87 pacients amb embri-
ons supernumeraris criopreservats procedents de
tractaments de fecundacio in vitro (FIV) que entren
dins el programa de donacié d’embrions del centre.
Es va informar del nou ambit legal a totes les pa-
relles amb embrions criopreservats i tot seguit els
vam demanar que escollissin una de les opcions ano-
tades. En aquells casos en que el centre havia perdut
el contacte amb els pacients, la primera opcio va ser
connectar-hi per via telefonica, i quan aixo no va ser
possible, es va procedir a la remissio de cartes certi-
ficades. Tanmateix, el centre no ha obtingut cap res-
posta d’aquells pacients informats per correu.
Centrant-nos en els pacients que van decidir do-
nar els seus embrions per a recerca, aquests es van

Figura 1. Preferéncies de les parelles en funcio6 dels anys
de criopreservacio.
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comprometre a la signatura del consentiment precep-
tiu amb el projecte de recerca concret, tan bon punt
aquest fos una realitat. Aquesta realitat va arribar
amb la signatura, el febrer de 2008, del conveni de
collaboracio amb el Banc de Linies Cellulars del
CMRB per al projecte «Derivacion de lineas de cé-
lulas madre embrionarias en condiciones libres de
xenobidticos y caracterizacion in vivo de su pluripo-
tencialidad». Actualment el nostre Centre esta a I’es-
pera d’un nou projecte.

Els resultats s’han analitzat estadisticament amb
el test de la x* 1 el paquet estadistic SPSS 11.5 de
comparacié de mitjanes. Els valors amb p <0,05
s’han considerat estadisticament significatius.

RESULTATS

De les 87 pacients que han donat els seus embrions
(n = 285), un 35,63 % (n = 118) ho han fet a favor
d’altres parelles per a finalitats reproductives i el
64,37 % (n = 167) restant s’ha decantat per la dona-
cio per a recerca. Aquests resultats es poden compa-
rar amb els de Burton ef al., 2004.

La mitjana d’embrions criopreservats per pacient
en el grup de donacid a favor d’altres parelles és de
3,8, 1 en el de donacio per a recerca és de 2,98. El
valor estadistic de p = 0,029 ens indica que hi ha di-
feréncies significatives entre aquests dos grups (ve-
geu la taula 1).

Pel que fa a la mitjana d’edat de les pacients, en
el grup de donacid a favor d’altres parelles és de
37,13 i en el de recerca, de 34,89, de manera que
s’observen diferencies estadisticament significatives
amb p = 0,05 (vegeu la taula 1).

En el parametre «tenir o no descendencia» no
s’observen diferéncies significatives en els dos
grups: en el d’altres parelles és d’un 87,09 % i en el
de recerca del 80,37 %.

Finalment, el parametre «anys que fa que els em-
brions estan congelats» en els intervals <2, 2-51> 5

Taula 1. Resultats

Altres Recerca Total
parelles
Nre. pacients 31 (35,63 %) 56 (64,37 %) 87
Nre. embrions 118 167 285
X embrions/pac.  3,8%* 2,98% 3,27
X edat 37,13* 34,89* 35,69
Amb descendencia 87,09 % 80,37 % 82,75 %

* <0,05
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Taula 2. Resultats de descongelacions i derivacions (CMRB)
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D+2 D+3 Total
Nre. embrions descongelats 16 53 69
Nre. embrions que no es troben a la palleta 3 3
Nre. supervivents 15 (93,7 %) 43 (86 %) 58 (87,8 %)

Supervivéncia del 100 %

Nre. blasts 3 (20 %)
Sembrats 3

Inici del creixement 3

Linies

11 (73,3 %)

22(51,2 %) 33 (56,9 %)
10 (23,2 %) 13 (22,4 %)
8 1

2 5

1 1

anys (p = 0,1393) tampoc no influeix en les parelles
a I’hora de donar els embrions per a altres parelles o
per a recerca (vegeu la figura 1).

Els embrions donats per a recerca van ser traslla-
dats al CMRB en dos enviaments. Un el juliol i I’al-
tre el desembre de 2008, amb un total de 111 embri-
ons provinents de 38 pacients. Tal i com reflecteix la
taula 2, en els embrions descongelats fins al mo-
ment, la taxa de supervivéncia va ser del 87,8 % i
s’ha aconseguit una linia celular. La linia celular
obtinguda és I’ES[7] i actualment esta en passada 5.

Actualment, en el nostre banc, tenim un total de
591 embrions, dels quals 490 son per a us propi, 11
per a altres parelles 1 56 per a recerca. Resten 34 em-
brions procedents de 9 pacients amb els quals el cen-
tre ha perdut el contacte.

DISCUSSIO

De tots els parametres valorats observem diferéncies
estadisticament significatives quan comparem els di-
ferents grups segons el nombre d’embrions criopre-
servats per pacient i ’edat de les pacients. Aixi po-
dem concloure que el grup de pacients amb un
nombre d’embrions criopreservats més elevat tendei-
xen a donar-los a altres parelles i no per a recerca.
Aixi mateix, les parelles amb més edat també es de-
canten per aquesta opcio.

Es pot observar que la majoria de parelles opten
per donar els embrions preferentment per a la recer-
ca (Luna et al., 2007; Hammarberg et al., 2006).

Un fet rellevant €s que cap parella no hagi dema-
nat I’opci6 de la destruccio. Aquest fet es podria atri-
buir, potser, a una influéncia indirecta a 1’hora d’in-
formar (Heng, 2006; Fuscaldo et al., 2007). O
potser, al fet que el grup estudiat presenta un nombre
de pacients reduit.

Actualment al nostre banc tenim molts més em-
brions destinats a recerca que a la donacié a favor
d’altres parelles. Per tant, el temps d’espera per a
una transferéncia d’embrions donats ha augmentat
molt en els tltims dos anys.

Si bé valorem positivament ’efecte de la nova
Llei 14/2006, atés que ha donat sortida a embrions
que fins ara no en tenien, 1’efecte no és tan positiu
quan es tracta de pacients acollides al programa de
donacio d’embrions amb finalitats reproductives.

Els bons resultats en la descongelacio i el cultiu
d’aquests embrions donats al CMRB animen a conti-
nuar collaborant en propers projectes.
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