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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Relacion de abreviaturas que aparecen en texto. En muchos casos se ha
conservado la correspondiente abreviatura en ingles debido a su frecuente utilizacion

en el lenguaje cientifico.

A: astenozoospérmicas

ADN: &cido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

ASEBIR: Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
AT: astenoteratozoospérmicas

CCCO: complejos cumulo-corona-ovocito

CFTR: gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (del

inglés cystic fibrosis transmembrane regulator)
CO,: dioxido de carbono

CP: corpusculo polar

DGP: diagndstico genético preimplantacional

FISH: hibridacion in situ de fluorescencia (del inglés flourencence in situ

hybridization)
FIV: fecundacion in vitro
FSHr: hormona foliculo estimulante

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina (del inglés gonadotropin releasing

hormone)

HBYV: virus de la hepatitis B (del inglés hepatitis B virus)

HCV: virus de la hepatitis C (del inglés hepatitis C virus)

HIV: virus de inmunodeficiencia humano (del inglés human immunodeficiency virus)

IA: inseminacion artificial



ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides 0 microinyeccion

espermatica (del inglés intracytoplasmic sperm injection)
IF: indice de fragmentacién

IMSI:  inyeccién intracitoplasmatica de  espermatozoides seleccionados
morfologicamente (del inglés intracytoplasmic morphologically select sperm

injection).

IVE: interrupcién voluntaria del embarazo

LCF: latido cardiaco fetal

mg: miligramo

MI: metafase |

MII: metafase I

ml: mililitro

mm: milimetro

millones/mil:  millones por mililitro

MSOME: evaluacién de la morfologia de los organulos de espermatozoides moviles
(del inglés motile sperm organelar morphology examination)
n: namero

N: normozoospérmicas

Ny: nitrégeno

nm: nandémetros

N°: nimero

OA: oligoastenozoospérmicas

OAT: oligoastenoteratozoospérmicas

°C: grados centigrados

OMS: Organizacion Mundial de la Salud



p: p-valor o nivel de significacion

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain reaction)
pH: “pondus Hydrogenium”

P-I: profase-l o vesicula germinal

PICSI: ICSI fisiologica

PN : pronucleos

PVP: polyvinypyrrolidona

RH: factor Rhesus

rpm: revoluciones por minuto

SCD: test de la dispersion de la cromatina (del inglés sperm chromatin dispersion
test)

SCSA: test de la dispersion de la cromatina (del inglés sperm chromatin structure

assay)

SEF: Sociedad Espafola de Reproduccién

SG: saco gestacional.

SPSS: del inglés statistical package for the social sciences
T: teratozoospérmicas

TRA: técnicas de reproduccion asistida.

TUNEL: del inglés TdT-mediated x-dUTP nick end labeling
Ul: Unidades internacionales

BHCG: subunidad beta de la gonadotropina coriénica humana
X% xi cuadrado

pl: microlitro

Mm: micrometro
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Resumen

Introduccién

La inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides o microinyeccion
espermatica (ICSI) se ha convertido en una de las técnicas de reproduccién asistida
(TRA) de referencia para los laboratorios de embriologia. La seleccion morfoldgica de
los espermatozoides se ha establecido como el mejor criterio para llevar a cabo el
proceso de microinyeccion espermatica, y se han reportado bajas tasas de
fecundacion, implantacion, y disminucion de la probabilidad de embarazo tras ICSI
cuando la morfologia espermatica presentaba anomalias severas, independientemente

de la procedencia de los espermatozoides.

En el afio 2002 se desarrollé un nuevo método denominado evaluacion de la
morfologia de los organulos de espermatozoides moviles o MSOME (del inglés motile
sperm organelar morphology examination), que permite visualizar a tiempo real, y sin
necesidad de tincién, la morfologia espermética de forma mas precisa. El MSOME se
consiguio acoplando una oOptica de contraste de interferencia diferencial de Nomarski a
un microscopio invertido De la union del MSOME vy la ya conocida ICSI surgid la
denominada inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides seleccionados
morfolégicamente o IMSI (del inglés intracytoplasmic morphologically select sperm

injection).

En la actualidad, los microscopios invertidos donde se realiza la seleccion
espermatica estdn acoplados a la 6ptica de contraste por modulacion de Hoffman.
Segun algunos autores, la principal desventaja a la que se enfrenta este sistema de
microscopia es el bajo poder de resolucion, ofreciendo un maximo de 400 aumentos
para valorar ciertas caracteristicas morfologicas del espermatozoide. Sin embargo,
utilizar un microscopio invertido con contraste de interferencia diferencial de Nomarski,
usando objetivos de 60x o 100x, parece ser la forma mas adecuada para llevar a cabo

este tipo de evaluaciones, ya que se pueden conseguir como minimo entre 900 y 1500
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aumentos. Sin embargo, el alto coste y el tiempo requerido para llevar a cabo el
proceso de la seleccidon espermatica, son algunas de las desventajas a las que se
enfrenta el sistema optico de contraste de interferencia diferencial de Nomarski, si lo

comparamos con la éptica de contraste por modulaciéon de Hoffman.

Numerosos estudios clinicos han analizado el impacto de la IMSI en los
resultados de un ciclo de microinyeccion espermatica, valorando las tasas de
fecundacion e implantacion, las calidades embrionarias, el embarazo clinico, el aborto
y finalmente, el embarazo a término. Los primeros estudios con la técnica IMSI
mostraron beneficios dentro de la poblacion estudiada. Sin embargo, en la actualidad,
encontramos resultados contradictorios, y controversia en las indicaciones de la

técnica.

No obstante, no encontramos referencias de ningun estudio a dia de hoy que
haya valorado la seleccion espermatica mediante la Optica de contraste de
interferencia diferencial de Nomarski para realizar una IMSI dentro de un programa de
donacion de évulos. Ademas, en todos los trabajos realizados se han descartado el

uso de muestras congeladas.

Por todo ello, creemos que seria una buena oportunidad evaluar los resultados
de los ciclos de ovodonacion que se han realizado en nuestro centro con las dos
Opticas de contraste con las que trabajamos de manera habitual para realizar la
microinyeccion espermatica: el contraste por modulacion de Hoffman y el contraste de
interferencia diferencial de Nomarski. Los resultados se valorarian tanto con muestras
homdlogas, como con muestras heterdlogas, procedentes de eyaculados en fresco, o

congelados.

Hipétesis:

Se ha postulado que una buena seleccion morfologica de los espermatozoides

esta relacionada con los resultados de un ciclo de microinyeccion espermatica, por lo
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tanto puede ser que el empleo de una técnica de microscopia frente a otra, para la
seleccion de espermatozoides destinados al proceso de microinyeccion, tenga efectos
significativos en los resultados finales de un ciclo. Ademas, se ha descrito como la
microscopia de contraste de interferencia diferencial de Nomarski al tratarse de una
Optica mas potente que la microscopia de contraste por modulacion de Hoffman,
optimiza la seleccion de espermatozoides de mejor prondstico. EI empleo de esta
técnica ha mostrado beneficios en las tasas de implantacion, la gestacién clinica, el
aborto y el embarazo a término. Sin embargo, quedan por definir perfiles de pacientes
gue pudiesen beneficiarse de esta Optica mas que otros. Los resultados podrian
redundar en la determinacion de qué método de microinyeccion es el mas éptimo para
cada pareja, asi como evitar el uso de recursos adicionales, tanto para los pacientes,

como para el centro de reproduccion asistida.

Objetivos:

Mediante un estudio prospectivo no randomizado y utilizando un programa de

donacion de 6vulos a pacientes receptoras, pretendemos:

1. Comparar los resultados clinicos obtenidos dependiendo del tipo de
microscopia de contraste empleada para la seleccién de espermatozoides
destinados a realizar la microinyeccion espermatica. A su vez, realizar una
comparacion de los resultados clinicos en distintos grupos y/o subgrupos de
pacientes, dependiendo del tipo de muestra espermética usada para el proceso
de microinyeccion.

2. Definir qué tipo de pacientes pueden beneficiarse de la seleccion de
espermatozoides con la microscopia de contraste por interferencia diferencial

de Nomarski.
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Materiales y métodos

Se seleccionaron de forma prospectiva y no randomizada todos los ciclos de
ovodonacion realizados en GINEFIV, durante el periodo comprendido entre Enero del
2009 y Septiembre del 2011. El resultado de dicha seleccion fue de 1499 pacientes.
Entre todos ellos, el proceso de la microinyeccion espermatica se realiz6 por la técnica

IMSI en 934 pacientes, mientras que la técnica ICSI se realiz6 en 565 pacientes.

La estimulacion ovarica de las donantes se realizo mediante un ciclo corto con
antagonistas de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y un anticonceptivo
previo durante al menos 14 dias. La medicacion utilizada fue FSHr (Gonal, Serono;
Puregbn, MSD) a dosis moderadas, entre 100UI-225Ul. La puncion ovarica se
program6 con la visualizacion de al menos 3 foliculos superiores a 17mm,
administrando un bolo de andlogos de GnRH (Decapeptyl 0.2 mg) 36 horas previas. La
preparacion endometrial de las pacientes receptoras se realiz6 mediante ciclo
sustitutivo administrando estrégenos: Progynova (BAYER) o Meriestra (NOVARTIS)
por via oral a dosis entre 4-8mg/dia o bien Estradem Matrix (NOVARTIS) por via
transdérmica a dosis de 50-150mg/3 dias, y si fue necesario se les realiz6 una
supresion hipofisaria previa mediante anticonceptivos orales en pauta continua, o
analogos de la hormona liberadora de gonadotropina, en la fase liutea del ciclo previo.
El dia de la puncién ovéarica de la donante, la receptora comenzé con una
suplementacién de gestdgenos en forma de progesterona natural micronizada,
Progeffik (EFFIK) o Utrogestan (SEID), por via oral o vaginal. Confirmada la gestacion,
la administracion de estrégenos y progesterona se mantuvo hasta un maximo de 100

dias (8%-122 semana de gestacion).

Todas las muestras seminales fueron obtenidas por masturbacién. De la
prueba del seminograma se recogieron los datos de volumen, concentracion,

movilidad tipo A + B (espermatozoides progresivos), y morfologia. El diagnostico de
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las muestras se hizo siguiendo los valores de referencia establecidos por el manual de
la OMS de 1999. La morfologia espermatica se valoré siguiendo las recomendaciones
de la OMS de 1992, el cual establece que al menos el 30% de los espermatozoides
tienen que ser morfolégicamente normales. Se consideré un espermatozoide
morfolégicamente normal cuando el tamafio y forma de la cabeza, las caracteristicas
del cuello, y de la pieza intermedia, y la cola se establecieron dentro los valores de

referencia marcados.

Para la determinacion de la fragmentacion del ADN espermatico se siguid el
protocolo del kit Halosperm®. Se obtuvo el indice de fragmentacion (IF) de la muestra
en 213 pacientes. La capacitacion de la muestras se hizo mediante columnas de
gradientes con una proporciéon 8:2 de Sperm Grad™ VITROLIFE y IVF™ VITROLIFE.
Para la criopreservacion de las muestras se utiliz6 Sperm Frezee™ Ferti Pro, en una
proporcion 10:7. En el proceso de descongelacion, el crioproctector fue retirado

mediante centrifugacion y posterior lavado en IVF™.

Los cumulos obtenidos en la puncion transvaginal se mantuvieron hasta el
proceso de decumulacién en medio de cultivo G-IVF™ PLUS VITROLIFE cubierto con
aceite de parafina filtrado (OVOIL™, VITROLIFE). Previamente a la ICSI, se realiz6 la
decumulacién de los cumulos usando hialuronidasa (HYASETM-10X VITROLIFE) y
medio tamponado (G-MOPS™ PLUS VITROLIFE) en una relacion 1:9. Los 6vulos en

estadio de Metafase Il fueron destinados al proceso de microinyeccion.

La seleccion espermatica para el proceso de microinyeccion se hizo en el
grupo IMSI a temperatura ambiente y con el microscopio invertido Nikon Eclipse Ti
acoplado a la microscopia de contraste interferencia diferencial de Nomarski. Los
espermatozoides fueron seleccionados a 900 aumentos siguiendo los criterios de
Bartoov 2002. Se descartaron de la seleccion aquellos espermatozoides que

presentaron mas anomalias morfologicas, y en particular, mayor porcentaje de
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vacuolas en el area de la cabeza espermatica. La seleccion de espermatozoides en el
grupo ICSI se hizo en un microscopio Nikon Eclipse TE2000S con superficie
calefactada a 37°C. Se utilizd un objetivo de 40x, consiguiendo 400 aumentos, y los
espermatozoides fueron seleccionados por su morfologia segun los pardmetros

marcados por la OMS.

El proceso de microinyeccidon se realiz6 con la ayuda de micropipetas
Humagen, a 37°C y en los mismos microscopios invertidos donde se habia realizado la
seleccion de los espermatozoides. Los 6vulos microinyectados se cultivaron de forma
individualizada en microgotas de G-1 ™ v5 PLUs VITROLIF, y se mantuvieron en

cultivo en las estufas incubadoras.

En la evaluacién de la fecundacion, a las 18-20 horas post inseminacion, solo
se consideré fecundacion correcta cuando se visualizaron 2 pronlucleos y 2
corpusculos polares (2PN y 2CP). La division de los zigotos se evalud siguiendo las
pautas de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR).
Los embriones con 2 6 4 blastobmeros en dia +2 de desarrollo que evolucionaron a 7 y
9 células entre las 67-72 horas post inseminacion, fueron considerados de calidad A 'y
B. En el estudio se recogi6 el porcentaje de embriones de calidad A+B en dia 3 de

desarrollo, dia en el que se realiz6 la transferencia intrauterina ecoguiada.

A los 14 dias post transferencia embrionaria, la deteccién en sangre de la
gonadotropina coriénica humana (BHCG) mostré6 la presencia de embarazo
bioquimico. Las pacientes fueron citadas para controles ecograficos y se recogio la
presencia de saco gestacional (SG) y latido cardiaco fetal (LCF). Posteriormente, se

mantuvo un registro de las gestaciones clinicas que llegaron a término.

Dentro del estudio, 934 pacientes formaron el grupo de pacientes IMSI y 565 el

grupo de pacientes ICSI. Posteriormente, se establecieron tres grupos por procedencia
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de muestra: el grupo de muestras en fresco (n=376), el grupo de muestras congeladas

(n=802), y el grupo de muestras de semen de donante (n=321).

Ademas, en las muestras de origen homologo se tuvo en cuenta el diagnéstico
de la teratozoospérmica, la oligoastenoteratozoospermia (OAT), y el IF para establecer

subgrupos de estudio.

El estudio estadistico se llevdé acabo usando el SPSS para Windows Version
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). La comparacién de las distintas variables continuas
entre grupos y/o subgrupos se hizo mediante un contraste de medias utilizando el test
T de Student. El andlisis las variables discretas se realizé mediante comparacion de
proporciones o xi cuadrado (x°) de Pearson o el test exacto de Fisher. Se consideraron

diferencias significativas cuando p< 0.05.

Todos los resultados fueron calculados por transferencia realizada y siguiendo la

recomendacién de Zegers-Hochschild y colaboradores 2009.
Resultados

En el estudio comparativo dentro de la poblacion de estudio se observaron

diferencias significativas en la procedencia de las muestras estudiadas, y en el IF entre
los dos grupos. Sin embargo, ni las caracteristicas basales del semen homalogo, ni el
IF superior al 30% mostré diferencias significativas entre los grupos de estudio.
También hubo diferencias significativas en el porcentaje de embriones de calidad A+B
a favor de la técnica ICSI. No se encontraron diferencias significativas en las tasas de
fecundacion e implantacién, ni en la gestacion clinica, el aborto o el embarazo a

término.

Con lo cual, el embarazo a término, y el hecho de tener un nifio nacido en casa
no mostré diferencias entre grupos, independientemente de que se realizase IMSI o

ICSI. Consideramos que en esta poblacién general de estudio, la Optica usada de
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forma habitual en los laboratorios de reproduccion asistida, como es la de contraste
por modulacion de Hoffman para realizar ICSI, sigue siendo apta para seleccionar

espermatozoides de buen prondstico.

En el estudio comparativo dentro de las muestras en fresco, correspondiente a

todos los pacientes que recogieron la muestra espermatica el dia de la puncion,
tampoco se encontraron beneficios de la técnica IMSI en términos de tasas de
fecundacion e implantacion, y gestacion clinica, aborto y embarazo a término,
independientemente de la calidad seminal o del tipo de la muestra utilizada para la
microinyeccion espermética. Con lo cual, no podemos asegurar que un tipo de
microscopia mas resolutiva sea fundamental para aumentar el nimero de nifios

nacidos en este perfil de pacientes.

En el estudio comparativo dentro del grupo de muestras congeladas no

podemos reportar beneficios de la IMSI en cuanto a mejor método de seleccion, ya
gque los resultados en términos de tasas de fecundacién e implantacion, y gestacion
clinica, aborto y embarazo a término fueron equiparables. Con lo cual, reportamos que
la seleccion de espermatozoides en el grupo ICSI no tuvo mayores implicaciones en

los resultados finales del ciclo.

Sin embargo, para ciertos pacientes de esta poblacion, la ICSI si pudo tener
ciertas repercusiones. En nuestro estudio estadistico encontramos diferencias
significativas que posicionan a la IMSI como el mejor método cuando trabajamos con
muestras congeladas OAT. Ante parametros seminales y condiciones del ciclo
similares, la tasa de implantaciéon (IMSI: 26.37 + 36.00; ICSI: 14.40 + 29.43), la
gestacion clinica (IMSI: 38.5%; ICSI: 15.3%) y el embarazo a término (IMSI: 33%;
ICSI: 13.6%), mostraron diferencias significativas a favor de la IMSI. Sin embargo, no

encontramos beneficios ni en las calidades embrionarias, ni en el porcentaje de aborto.
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Por otro lado, en el subgrupo de muestras congeladas de pacientes con un
perfil de fragmentacién del ADN espermatico, se obtuvieron beneficios de la técnica
IMSI en cuanto a la tasa de implantacion (IMSI: 33.3 + 32.91; ICSI: 8.3 + 24.64), la
gestacion clinica (IMSI: 57.1%, ICSIl: 10%) y el embarazo a término (IMSI: 23.8%;
ICSI: 6.7%). Sin embargo, la probabilidad de aborto se mostré significativamente mas

alta en el grupo de IMSI (IMSI: 33.3%; ICSI: 5%).

En el estudio comparativo dentro del grupo de muestras de semen de donante

la seleccién de espermatozoides de buen prondstico no estuvo comprometida por el
empleo de la técnica ICSI. Los resultados finales del ciclo se mostraron equiparables

entre ambas técnicas.

Conclusiones:

En un programa de donacién de 6vulos a pacientes receptoras con diferentes tipos de

muestras seminales observamos:

1. La microscopia de contraste por modulacion de Hoffman sigue siendo un
sistema valido para la seleccion de espermatozoides, excepto cuando nos
encontramos con muestras seminales de baja fertilidad que han sido
previamente criopreservadas.

2. La microinyeccién espermatica con el sistema de microscopia de contraste por
interferencia diferencial de Nomarski aumenta la eficacia de la tecnologia de la
reproduccidon en una poblacién de pacientes con muestras criopreservadas:
pacientes diagnosticados con oligoastenoteratozoospermia (OAT), y pacientes

con diferentes indices de fragmentacion (IF) en el ADN espermatico.
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Introduccion

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), la esterilidad es la
incapacidad que tiene una pareja en edad reproductiva para lograr una gestacion tras
un afo de relaciones sexuales, con una frecuencia normal, y sin ningan uso de método
anticonceptivo. Segun los ultimos estudios epidemioldgicos, la esterilidad afecta al
15% de la poblacién en edad reproductiva [1]. Con el objetivo de reducir los problemas
de esterilidad, en la actualidad contamos con un abanico de técnicas de reproduccién
asistida (TRA), que suponen para muchas parejas la Unica opcidn para tener un nifio
nacido en casa. Entendemos por TRA al conjunto de métodos biomédicos que
ayudaran a facilitar o substituir a los procesos biolégicos naturales que se desarrollan

durante la procreaciéon humana [2].

Cuando ambos gametos, espermatozoide y évulo, proceden de la pareja que
se somete a la técnica hablamos de TRA homdélogas. Pero, las alteraciones que hacen
que la probabilidad de gestacibn espontanea disminuya, pueden afectar a la
produccion de gametos masculinos y femeninos, hablando entonces de técnica
heterdéloga, que es aquella en la que uno de los gametos o ambos proceden de

donantes ajenos a la pareja [2].

La probabilidad de la gestacion espontanea también puede deberse a la
incapacidad de los gametos para interaccionar y formar un embrién. En este caso
recurriremos a realizar una inseminacién artificial (1A), una fecundacién in vitro
convencional (FIV convencional) o una inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI). La IA consiste en depositar la muestra de semen en la
cavidad uterina de la paciente, e implica la necesidad de sincronizar la inseminacién

con la ovulacion, bien en un ciclo natural o con estimulacién ovarica [3-5].

Cuando se realiza una estimulacion ovarica para recuperar los évulos mediante
la aspiracion transvaginal, la union de gametos es extracorpérea y recurrimos a la FIV

convencional o a la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides o ICSI (del
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inglés intracytoplasmic sperm injection) [2, 6, 7]. La FIV convencional consiste en
poner los 6vulos en contacto con la muestra seminal previamente procesada en el
laboratorio. El proceso biolégico de la fecundaciéon ha de realizarse en incubacion bajo
unas condiciones de cultivo y ambientales determinadas [5]. La ICSI consiste en la

union del 6vulo y el espermatozoide mediante técnicas de micromanipulacion [8].

La técnica ICSI se ha convertido en la técnica de referencia de los laboratorios
de reproduccion asistida. Segun el registro nacional de la Sociedad Espafiola de
Reproducciéon (SEF), en el 89,8% de los ciclos iniciados en el 2012, la ICSI fue la
técnica més usada para llevar a cabo la fecundacion. La técnica en si consiste en
introducir un espermatozoide, previamente inmovilizado y aspirado con una
micropipeta dentro de un 6vulo libre de células de la granulosa. De esta manera, se
consigue la union de los dos gametos, eliminando asi los primeros pasos del proceso

biologico de la fecundacion [8, 9].

El desarrollo de la ICSI surgio en la década de los 80, gracias al desarrollo de
numerosos métodos de micromanipulacion en la industria pecuaria para conseguir la
unién de gametos. El primer nacimiento tras ICSI se documenté en conejos [10],
siendo la técnica posteriormente aplicada en bovinos [11]. Pero, el primer nacimiento

tras ICSI en humanos no llegaria hasta el afio 1992 [8].

En un principio, la ICSI se indicé para pacientes con fallos de FIV convencional
0 cuando la concentracién espermatica era tan baja que la FIV convencional no podia
llevarse a cabo. Pero tras haberse probado como un método efectivo para mejorar las
probabilidades de embarazo se convirtid en una técnica de rutina para los laboratorios

de embriologia [9].

Sin embargo, y a pesar de que la introduccion de la técnica de la ICSI es un
hito en el desarrollo de las TRA, también se enfrenta a criticas y a problemas aun sin

resolver. Por un lado, el hecho de facilitar la interaccion entre el 6vulo y el
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espermatozoide hace que eliminemos de la barrera fisiolégica anomalias
espermaticas, como podrian ser una baja movilidad y concentracion, o una mala
morfologia espermatica [12]. Este tipo de alteraciones en los pardmetros seminales, se
han relacionado con una disminuciéon en el nimero de nacidos vivos, asi como con la
probabilidad de tener descendencia con anomalias cromosOmicas o alteraciones

fenotipicas [13, 14].

Por otro lado, se ha cuestionado el poder de resolucion del sistema Optico
utilizado para realizar la inyeccidn intracitoplasmatica o microinyeccion espermatica
[15, 16]. La introduccion de la Optica de contraste por modulacion de Hoffman
incremento la resolucidén de las imagenes hasta 400 aumentos para poder visualizar
de manera mas pulida tanto las caracteristicas del évulo, como las del espermatozoide
[17]. Sin embargo, el espermatozoide es una célula muy pequefia y se ha
documentado que ciertas caracteristicas del gameto masculino no pueden apreciarse
con este tipo de microscopia, siendo para algunos autores unas de las principales

limitaciones de la técnica ICSI [15, 16, 18].

En la literatura se han barajado diferentes parametros seminales para predecir
los resultados de un ciclo de FIV-ICSI. Dentro de los mas estudiados tradicionalmente,
la movilidad, concentracion y la morfologia espermatica se han establecido como

estandares clave en el estudio de la fertilidad masculina [19-21].

Pero, la seleccion morfolégica de los espermatozoides se ha establecido como
el mejor criterio para llevar a cabo el proceso de microinyeccion espermética [15, 22,

23].

También, se ha llegado a plantear que los resultados de ICSI son
independientes de los parametros seminales, y se han mostrado igualdad de
resultados, independientemente de la calidad de la muestra usada para la

microinyeccion [24-26]. Algunos autores entienden que cuando se trata de un ciclo de
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ICSI, las barreras fisioldgicas son eliminadas y la seleccion espermética depende del
embriblogo, el cual debe excluir del proceso a los espermatozoides anormales [27].
Aunque, también se ha postulado que solo la vitalidad espermética es importante para
poder fecundar el 6vulo [25], es decir la sola presencia de espermatozoides vivos es el
anico requerimiento para conseguir la fecundacion tras ICSIl. En estos estudios la
morfologia del espermatozoide no se ha establecido como un factor critico, ya que se
ha postulado que se puede conseguir fecundacion con espermatozoides que de forma
natural no podrian, sin acrosoma, inmoviles pero vivos o morfolégicamente anormales

[24, 28] .

Sin embargo, otros autores admiten que una correcta seleccion espermética
mejora los resultados [22, 29], y se han reportado bajas tasas de fecundacion,
implantacién, y disminucion de la probabilidad de embarazo tras ICSI cuando la

morfologia espermatica presenta anomalias severas [23, 30, 31].

Los primeros estudios basados en los resultados de IA y FIV convencional si
muestran una sensibilidad de los pardmetros seminales como un factor pronéstico. La
concentracion y la movilidad de la muestra se han relacionado con los embarazos a
término después de realizar ciclos de IA [16]. Un buen movimiento rectilineo se
relaciona con una correcta morfologia acrosomal, que a su vez nos indica que una
morfologia normal es necesaria para que el espermatozoide sea capaz de atravesar
las barreras del tracto femenino y de llevar a cabo la reacciéon acrosémica con la zona
pelicida del 6vulo [15]. La morfologia de la cabeza del espermatozoide se ha
relacionado con el aumento de embarazos en ciclos de FIV convencional e ICSI [16],

asi como con el potencial fertilizador de la muestra [32, 33].

Se ha remarcado que tanto la valoracién morfoldgica del espermatozoide por
parte del andrélogo, como la seleccion de espermatozoides por parte del embridlogo

para realizar una ICSI, impide la deteccion de ciertas malformaciones del

18



Introduccion

espermatozoide que tendrian consecuencias en los resultados finales de un ciclo [34,
35]. Dicha apreciacion fue postulada gracias al desarrollo de un método que permite
visualizar la morfologia espermatica de forma mas precisa. EI método fue denominado
evaluacion de la morfologia de los organulos de espermatozoides méviles 0 MSOME

(del inglés motile sperm organelar morphology examination) [15].

Se han desarrollado diferentes técnicas para poder estudiar las caracteristicas
del gameto masculino, y asi relacionarlos con los resultados de un ciclo de FIV-ICSI:
las caracteristicas morfoldgicas del espermatozoide se han documentado mediante
estudios de microscopia electronica de trasmision y barrido [16, 32], el equilibrio
cromosomico se analiza mediante la hibridacién in situ de espermatozoides o FISH
(del inglés fluorescence in situ hybridization) [36, 37], y la integridad nuclear mediante
técnicas como TUNEL (del inglés TdT-mediated x-dUTP nick end labeling) [38] o el
test de la dispersion de la cromatina o SCSA (del inglés Sperm Chromatin Structure
Assay) [39]. Sin embargo, ninguna de ellas puede llevarse a cabo en el momento de la

microinyeccion.

Con lo cual, se han intentado desarrollar e introducir diferentes técnicas no
invasivas con el objetivo de no seleccionar espermatozoides de mal prondstico. Por
ejemplo, se ha descrito el uso de microscopios de luz polarizada para realizar la ICSI
con el fin de poder visualizar la organizacion de las organelas de los espermatozoides,
basandose en las propiedades birrefringentes de estas células [40], también se han
desarrollado protocolos para la seleccion de células espermaticas maduras para
realizar la microinyeccién, basandose en la seleccion de los espermatozoides que se

unen a receptores del acido hialurénico (ICSl fisiolégica o PICSI) [41].

Por otro lado, la alta resolucion del sistema Optico para la seleccion de

espermatozoides morfolégicamente normales (MSOME) [15] ha sido la técnica mas
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introducida en los laboratorios, y la que mas polémica ha levantado en el mundo de la

literatura cientifica [42].

Bartoov y colaboradores [15], intentando demostrar que los resultados de ICSI
estaban relacionadas con la morfologia del espermatozoide, desarrollaron el MSOME
para visualizar la morfologia espermatica de forma individual, a 6600 aumentos, sin

necesidad de tincién y a tiempo real.

Monitor

Objetivo

Nomarski

Cémaray

: : Selector de aumento
magnificador de la imagen

Imagen 1. Microscopio invertido Nikon Eclipse T i acoplado a la microscopia de
contraste de interferencia diferencial de Nomarski.

Se muestran los diferentes componentes del sistema MSOME. En el monitor se puede
apreciar una bahia de espermatozoides.

El MSOME se consiguidé acoplando en un microscopio invertido una optica de
contraste de interferencia diferencial de Nomarski. A su vez todo este sistema fue
conectado a una camara de alta definicion con 380.000 pixeles capaz de capturar
imagenes en color de alta calidad para el estudio morfolégico. Para conseguir los

aumentos, el sistema, se baso6 en cuatros parametros principales: un objetivo de 100x,
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un selector de aumento de 1.5x, un acoplador de magnificacion en la camara de 0.99x,
y un magnificador de la imagen de 44.45x. Por lo tanto, los aumentos totales

conseguidos fueron: 100 x 1.5 x 0.99 x 44.5 = 6.600 aumentos, (Imagen 1).

Los criterios para clasificar los organulos del espermatozoide habian sido
previamente establecidos en estudios de microscopia electronica [16, 32]. La
morfologia normal del ndcleo quedo definida por la forma: textura lisa, simétrica y oval,
y por el contenido de la cromatina: masa cromatica homogénea y sin presencia de
invaginaciones, intrusiones y con menos del 4% del &rea nuclear ocupado por

vacuolas.

En funcién de estos parametros los limites de largo y ancho estan establecidos
en 4.75 £ 0.28 y 3.28 + 0.20 um respectivamente. Refiriéndose al acrosoma y la
lamina postacrosomal, se consideran anormales si se encuentran parcial o totalmente
ausente o vesiculada, mientras que las mitocondrias no deben estar ausentes o
desorganizadas. Finalmente, la presencia de gota citoplasmaética en el cuello, al igual

gue una cola rota, corta o doble son considerados rasgos anormales (Imagen 2).

En el primer estudio donde se testo la fiabilidad del método MSOME se
analizaron 100 muestras espermaticas [15], las cuales habian sido previamente
utilizadas en ciclos de ICSI. Se analizaron 100 espermatozoides por muestra,
descartandose a aquellos que a 400 aumentos no habrian sido seleccionados. Este
analisis morfolégico no mostré diferencias con las establecidas por la Organizacion
Mundial de la Salud de 1999 [43], demostrandose posteriormente, si cabe, que el
MSOME es un método mas estricto a la hora de evaluar la morfologia espermatica

[18].

Se estudiaron morfolégicamente seis de los organulos celulares: acrosoma,
lamina postacrosomal, cuello, mitocondrias, cola y nucleo. Todos ellos, segun los

criterios establecidos, tenian que entrar en los rasgos de normalidad para clasificar a
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un espermatozoide como morfolégicamente normal. Los resultados mostraron que el
nucleo, en término de forma y contenido, era el parametro morfolégico mas influyente

en las tasas de fecundacion y en la probabilidad de embarazo.

3,28 £ 0.20 ym

475+ 0.28 ym

Imagen 2. Espermatozoide normal segun criterio MSOM  E.

La morfologia normal del nicleo esta definida por una textura lisa, simétrica y oval
(los limites de largo y ancho estan establecidos en 4.75 + 0.28 y 3.28 £ 0.20 um), y
por el contenido de la cromatina: masa cromatica homogénea y sin presencia de
invaginaciones, intrusiones y con menos del 4% del area nuclear ocupado por
vacuolas. PI (pieza intermedia).

Atendiendo a estos resultados se utilizd el MSOME como criterio para realizar
una ICSI. De la unién del MSOME y la ya conocida ICSI surgié la denominada
inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides seleccionados morfologicamente o
IMSI (del inglés intracytoplasmic morphologically select sperm injection). Los
resultados en términos de posibilidad de embarazo y aborto fueron significativamente
mejores en los pacientes donde se realiz6 IMSI. Las gestaciones clinicas aumentaron

de un 30 a un 66% y se disminuyeron los abortos de un 33 a un 9% [34].
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El mismo grupo de Bartoov postulo que la seleccion de espermatozoides con
algun tipo de anomalia para realizar una IMSI tiene implicaciones en las tasas de
fecundacion e implantacion, en las calidades embrionarias, en el porcentaje de aborto
y en el embarazo a término. Aunque, sus resultados muestran que existen
malformaciones en el espermatozoide, tales como una pequefia desviacion en forma 'y
tamafio, que pueden llegar a dar embarazo. Sin embargo, cuando se supera el umbral

de vacuolas la probabilidad de aborto aumenta considerablemente [35].

Las vacuolas del espermatozoide se han descrito como concavidades que se
extienden desde la membrana de la cabeza hasta el nlcleo pasando a través del
acrosoma. Desde la década de los afios 50, y gracias a estudios de microscopia
electronica se conoce que las cabezas de los espermatozoides humanos pueden

contener al menos una vacuola en su nucleo [44].

Imagen 3. Visualizacién de espermatozoides con la  éptica de contraste diferencial de
interferencia Nomarski.

A, espermatozoide con forma normal y una vacuola que ocupa menos del 4% del area
nuclear. B, espermatozoide con forma normal y dos vacuolas pequefias que ocupan mas del
4% del area nuclear. C, espermatozoide con nicleo no homogéneo

El método MSOME se ha presentado como la mejor herramienta para
visualizar a tiempo real este tipo de formaciones del niucleo espermatico [30] (Imagen
3). Sin embargo, el origen de las vacuolas asi como sus consecuencias clinicas, a dia

de hoy permanece en debate.
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Por un lado, se sugiere que estas formaciones nucleares son de origen
acrosdmico y que su presencia podria estar correlacionada con el estado de madurez
espermatico, y en consecuencia con la capacitacion y la reaccion acrosémica [45, 46].
Durante la migracién por el tracto genital femenino, o durante la incubacién en medios
de cultivos destinados a fecundacion in vitro, el espermatozoide experimenta una serie
de cambios bioquimicos y biofisicos, llamados en conjunto capacitacion, que le
preparan para llevar a cabo la reaccién acrosémica. El espermatozoide “reaccionado”
serd en definitiva el espermatozoide capacitado para fecundar el évulo [47]. La
presencia y el tamafio de las vacuolas disminuyen durante la maduracion espermaética,
por lo que se sugiere que espermatozoides con vacuolas grandes no deberian ser
usados para la microinyeccion [44]. Sin embargo, las vacuolas pequefias podrian ser

una caracteristica fisioldgica de los espermatozoides [44, 45].

En cambio, otros autores [23, 30, 48, 49] tienden a apoyar la idea de que la
presencia de vacuolas puede reflejar defectos moleculares responsables de las
anomalias que se producen en el empaguetamiento de la cromatina del
espermatozoide durante la maduracién espermatica, y por lo tanto ser el viso de un

espermatozoide mas vulnerable a sufrir dafios en su ADN [50] .

Hasta el momento, se ha descrito el nimero, tamafo, localizacién o frecuencia
con la que se encuentran las vacuolas [23, 45], pero no se ha estandarizado una
clasificacién, y el tamafio ocasiona mas debate aun si cabe [51]. En un principio, se
establecié que una vacuola era grande cuando el total del &rea vacuolar ocupaba mas
del 4% del &rea nuclear [15]. Sin embargo, la definicibn mas adquirida en la literatura
ha sido la que se establece cuando mas del 50% del &rea nuclear esta vacuolada [44,
52, 53]. Aunque, otros autores marcan el punto de corte en el 13% del &rea nuclear

para hablar de una vacuola grande [54], o incluso en el 25% [55].
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La fragmentacion del ADN es un pardmetro objetivo y facil de diagnosticar,
haciéndolo responsable de los fallos de ICSI por factor masculino [39, 56]. Pero, la
integridad del ADN no puede ser evaluado en el espermatozoide en el momento de la
microinyeccion. Por eso, con la incorporacion del MSOME se ha investigado la
relacién entre la presencia de vacuolas en el espermatozoide y la fragmentacion del
ADN espermético, asi como la posible relacion con el estatus cromosémico del

espermatozoide.

Se ha documentado un incremento de la cromatina inmadura o
descondensada, la cual es mas vulnerable a sufrir dafios, en espermatozoides con
vacuolas grandes seleccionados con MSOME [48, 54, 55, 57, 58]. En cuanto a la
fragmentacion de ADN espermatico, se han realizado estudios comparativos entre
espermatozoides previamente seleccionados con MSOME con o sin vacuolas grandes.
Hay estudios que muestran mediante la técnica TUNEL un aumento de las tasas de
fragmentacion del ADN cuando los espermatozoides presentan vacuolas grandes [17,
48, 57, 59, 60]. Pero otros, no confirman que las alteraciones cromosémicas causadas
por la fragmentacion del ADN estén relacionadas con la presencia de este tipo de
formaciones [55, 61]. La controversia de resultados parece ser debido a la falta de

estandarizacion de los estudios [51].

Por otro lado, el equilibrio cromosémico mediante la técnica de FISH en
espermatozoides con vacuolas muestra un aumento en las tasas de aneuploidias. Sin
embargo, no se muestran diferencias significativas [55, 57, 61]. Ademas, la ausencia
de vacuolas parece no ser la causa para encontrar un equilibrio cromosémico en el

espermatozoide [62, 63].

En la literatura nos encontramos numerosos estudios que han analizado el

impacto de la IMSI en los resultados de un ciclo de microinyeccion espermatica,
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valorando las tasas de fecundacion e implantacion, las calidades embrionarias, el

embarazo clinico, el aborto y finalmente el embarazo a término.

Los primeros estudios se llevaron a cabo en parejas que necesitaban de TRA
por factor masculino y donde tras realizar dos ciclos de ICSI no se conseguian
embarazos. Estos autores mostraron beneficios significativos de la IMSI en todos los

resultados finales del ciclo [30, 34, 35].

Posteriormente, e independientemente de la indicacion, se han mostrado
igualdad en las tasas de fecundacion y las calidades embrionarias cuando la seleccién
espermatica es realizada mediante MSOME [31, 49, 64-66]. Sin embargo, los
resultados en término de tasas de implantacion y posibilidad de embarazo [17, 30, 49,
64, 65], asi como la disminucion de los abortos [31] si se han mostrado

significativamente mejores cuando se trabaja con IMSI.

También se ha documentado que en pacientes con diferentes grados de
fragmentacion del ADN espermatico y fallos de implantacion, la realizacion de IMSI
permite excluir de la microinyeccibn a espermatozoides con alta vacuolizacion,
haciendo que las tasas de implantacion y el porcentaje de nacido vivo aumenten

considerablemente [49].

Pero los fallos de implantacién o reiterados abortos no son la Unica indicacion
gue se ha determinado para realizar una IMSI. La calidad morfologica del
espermatozoide en un primer ciclo también se ha establecido como un condicionante
de los resultados. Se supone que el hecho de tener que seleccionar espermatozoides
de peor pronéstico, que son aquellos que tienen algun pardmetro morfoldgico

afectado, también hace disminuir las tasas [35].

Sin embargo, también encontramos estudios que no muestran beneficios de la
IMSI, ni en casos de factor masculino [67], ni en casos de fallo de implantacion [68], ni

un una poblacion no seleccionada [69].
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Con la introduccién clinica de la IMSI, se han destapado pequefios defectos de
la microscopia 6ptica usada de forma tradicional en los laboratorios de reproduccién
asistida. Los microscopios invertidos actuales donde se realiza la seleccion
espermética estan acoplados a la Optica de contraste por modulacion de Hoffman [67,
70]. La principal desventaja a la que se enfrenta este sistema de microscopia es el
bajo poder de resolucidn, ofreciendo un maximo de 400 aumentos para valorar ciertas
caracteristicas morfologicas del espermatozoide, como pueden ser las vacuolas [30],

anomalias de la pieza intermedia [71], etc.

Pero, utilizar un microscopio invertido con contraste de interferencia diferencial
de Nomarski, usando objetivos de 60x o 100x, parece ser la forma mas adecuada para
llevar a cabo este tipo de evaluaciones [18, 70], ya que se pueden conseguir como
minimo entre 900 y 1500 aumentos. Pero, hay que tener en cuenta que la 6ptica de
Nomarski exige acoplar al microscopio una serie de elementos Opticos de elevada
precision y coste. Siendo en este caso, el microscopio de contraste por modulacion de
Hoffman una solucién menos compleja y econdmica [72]. Simplemente el material para
examinar los especimenes encarece el proceso, por ejemplo con la 6ptica de Hoffman
se pueden visualizar los espermatozoides utilizando una base de plastico, mientras
que en Nomarski es necesario una base de cristal. Aunque, a pesar de que el
tratamiento de las muestras entre ambos sistemas suele ser diferente, se han
mostrado beneficios de la Optica de contraste de interferencia diferencial de Nomarski

para realizar una IMSI, incluso siguiendo el mismo protocolo [35].

Sin embargo, el alto coste, la necesidad del entrenamiento de los embridlogos,
e incluso el tiempo requerido para llevar a cabo el proceso de la seleccion
espermatica, es una de las desventajas a las que se enfrenta el sistema éptico de
contraste de interferencia diferencial de Nomarski si lo comparamos con la Optica de

contraste por modulacion de Hoffman [73].
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Después de ver lo importante que puede ser una correcta seleccidon
morfoldgica de los espermatozoides en los resultados de un ciclo de microinyeccion
espermatica, y la importancia diagnostica que algunos autores han establecido de las
vacuolas nucleares de los espermatozoides, hay que plantearse si el sistema Optico
actual continua siendo valido para llevar a cabo la seleccién espermatica antes de la

microinyeccion.

Por otro lado, no encontramos referencias de ningun estudio que haya valorado
la seleccion espermatica mediante la éptica de contraste de interferencia diferencial de
Nomarski para realizar una IMSI dentro de un programa de donacion de Ovulos.
Ademads, en todos los trabajos realizados se ha descartado el uso de muestras

congeladas.

Con lo cual, con todo lo mencionado anteriormente, creemos que seria una
buena oportunidad evaluar los resultados de los ciclos de ovodonacién que se han
realizado en nuestro centro con las dos Opticas de contraste con las que trabajamos
de manera habitual para realizar la microinyecciébn espermatica: el contraste por
modulacion de Hoffman y el contraste de interferencia diferencial de Nomarski, Los
resultados se valorarian tanto con muestras homodlogas, como con heterélogas,

procedentes de eyaculados en fresco o congelados.
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Hipotesis y Objetivos

Con estos antecedentes nos planteamos:

Hipétesis:

Se ha postulado que una buena seleccion morfologica de los espermatozoides
estd relacionada con los resultados de un ciclo de microinyeccion espermatica, por lo
tanto puede ser que el empleo de una técnica de microscopia frente a otra, para la
seleccion de espermatozoides destinados al proceso de microinyeccion, tenga efectos
significativos en los resultados finales de un ciclo. Ademas, se ha descrito como la
microscopia de contraste de interferencia diferencial de Nomarski al tratarse de una
Optica mas potente que la microscopia de contraste por modulacion de Hoffman,
optimiza la seleccion de espermatozoides de mejor prondstico. EI empleo de esta
técnica ha mostrado beneficios en las tasas de implantacion, la gestacién clinica, el
aborto y el embarazo a término. Sin embargo, quedan por definir perfiles de pacientes
gue pudiesen beneficiarse de esta Optica mas que otros. Los resultados podrian
redundar en la determinacion de qué método de microinyeccion es el mas éptimo para
cada pareja, asi como evitar el uso de recursos adicionales, tanto para los pacientes,

como para el centro de reproduccion asistida.

Objetivos:

Mediante un estudio prospectivo no randomizado, y utilizando un programa de

donacion de 6vulos a pacientes receptoras, pretendemos:

1. Comparar los resultados clinicos obtenidos en la poblacién de estudio
dependiendo del tipo de microscopia de contraste empleada para la seleccion

de espermatozoides destinados a realizar la microinyeccion espermatica.

2. Realizar grupos y subgrupos de pacientes dentro de la poblacién de estudio,

para comparar los resultados clinicos obtenidos dependiendo del tipo de
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microscopia de contraste empleada para la seleccion espermatica previa a la
microinyeccion.
Para ello, dentro de la poblacion general, se tendra en cuenta la procedencia
de las muestras seminales para organizar distintos grupos de estudio:

2.1 Grupo de eyaculados en fresco.

2.2 Grupo de eyaculados congelados.

2.3 Grupo de semen de donante.
Y en los pacientes con muestras seminales de origen homdlogo, de
procedencia fresco o congelado, se tendra en cuenta el tipo de muestra para la
formacion de subgrupos:

2.4 Subgrupo con muestras teratozoospérmicas.

2.5 Subgrupo con muestras oligoastenoteratozoospérmicas.

2.6 Subgrupo con muestras con un indice de fragmentacién del ADN

espermatico.
3. Definir qué tipo de pacientes pueden beneficiarse de la seleccion de

espermatozoides con la microscopia de contraste por interferencia diferencial

de Nomarski.
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Materiales y Métodos

1. EQUIPOS Y MATERIALES UTILIZADOS

El estudio se realiz6 en la clinica Ginefiv S.L. utilizando las siguientes

infraestructuras y recursos materiales:

Equipos utilizados en la consulta de Ginecologia:

-Ecografo TOSHIBA SSA-530 (Toshiba Medical Systems S.A. Madrid), con sonda
transvaginal y abdominal. Se utilizaron para el control ecogréafico del ciclo de
receptoras y donantes, y para el seguimiento del embarazo: visualizacion de saco

gestacional (SG) y latido cardiaco fetal (LCF)

Equipos utilizados en la zona de quiréfano:

-Ecégrafo TOSHIBA SSA-530 (Toshiba Medical Systems S.A. Madrid), con sonda
transvaginal y abdominal acoplado a bomba de vacio (LABOTECT 4014, Bovenden-
Gdéttingen, Alemania) con aguja de puncion 7G. Este ecografo se utilizd para realizar

punciones ovaricas y/o transferencias embrionarias.

-Ecégrafo ALOKA SSD-1700 (Hitachi Medical Systems Europe Holding AG, Suiza)

acoplado a sonda abdominal. Se utilizé para hacer transferencias embrionarias.

-Estacion de anestesia FABIUS TIRO (Draguer Medical Hispania S.A., Madrid). Con

este equipo se realiz6 la monitorizacion de las donantes durante la puncidn ovarica.

-Superficie calefactada (Hot Plate 062, LABOTECT, Alemania). Utilizado para

mantener los liquidos foliculares a 37°C antes de pasarlos a la zona del laboratorio.

-Autoclave STURDY SA-230 FA (Sturdy Industrial Steam Co., Ltd. Taiwan). En él, se

autoclavo todo el instrumental de acero inoxidable del laboratorio y quiréfano.

Equipos utilizados en el laboratorio de FIV:
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-Campanas flujo laminar con superficie calefactada y sistema de CO, acoplado (K
Systems Corporation, América), acoplada a un microscopio estereoscopico Nikon
(Nikon Corporation, Japén). Esta fue la zona destinada para la manipulacién de

gametos, embriones y preparacion de placas de cultivo.

-Incubadoras C-200 (LABOTECT, Alemania). Se utilizaron para la incubacion de

muestras espermaticas, 6vulos y el cultivo de los embriones.

-Microscopios invertidos Nikon TE 2000S y Nikon Eclipse Ti (Nikon Corporation,
Japoén) con superficie calefactada (Tokai Hit Thermo Plate, Olympus Corporation,

Japdn) y acoplados a microinyectores Narishige (Narishige Corporation, Japon).

-El microscopio Nikon TE 2000S acoplado al sistema de contraste de fases por
modulacion de Hoffman se utiliz6 para realizar la seleccion espermética a 400

aumentos.

-Sistema de microscopia de contraste de fases por interferencia diferencial de
Nomarski y selector de aumento 1.5x acoplado al invertido Nikon Eclipse Ti. Esta

Optica de contraste se utilizd para seleccionar los espermatozoides a 900 aumentos.

-Microscopio invertido DIAPHOT 200 (Nikon Corporation, Japdén) con superficie
calefactada (Tukri Hit Thermo Plate, Olympus Corporation, Japon). Se utilizé para la

valoracién morfolégica de évulos y embriones.

-Pipetas automaticas de distinto calibrado (NICHIPET EX, NICHIRYO, América;

GILSON, Francia).

-Controladores de temperatura y concentracion de CO, (InControl, LABOTECT,
Alemania). Se utilizaron para realizar un control diario de las temperaturas y CO, de

las estufas incubadoras.

-Torres con filtros CODA (Gen X International, América) para la filtracion de posibles

compuestos volatiles.
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Equipos utilizados en el laboratorio de Andrologia:

-Superficies calefactadas (Hot Plate 062 LABOTECT, Alemania). Se utilizaron para

mantener las muestras espermaticas 37°C.

-Campana de flujo laminar horizontal TELSTAR V-100 (TELSTAR GROUP, Barcelona)
con microscopio invertido NIKON TMS (Nikon Corporation, Japén). Esta zona se

destind para el capacitado de muestras y valoracion espermatica.

-Dos centrifugas KUBOTA 2100 (Cubata Corporation, Japon). Se utilizaron para el
lavado de las muestras espermaticas durante la capacitacién y descongelacion de

muestras.

-Bancos de criopreservacion de muestras en N, liquido (Air Liquide Medicinal S.L.,

Madrid).

-Microscopio de campo claro LEICA DMS750 (Leica Microsystems, Alemania). Se

utilizé para la realizacion de la prueba de la morfologia espermaética.

-Contador de células LEOCOFORM (Crison Instruments, S.A., Barcelona). Se uso6
para el recuento de espermatozoides durante la valoracion de la morfologia

espermatica.

-Nevera THERMOLABIL (Liebherr, Alemania) para el mantenimiento de medios de

cultivo.

-Pipetas automaticas de distinto calibrado (NICHIPET EX, NICHIRYO, América;

GILSON, Francia).

Por ultimo, se contd con un programa informatico gestionado por Ginefiv, donde quedé

registrada toda la informacion relacionada con cada paciente. Este sistema se utilizé

para reportar las historias clinicas incluidas en el disefio del estudio.
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2. DISENO DEL ESTUDIO

Se seleccionaron de forma prospectiva y no randomizada todos los ciclos de
ovodonacion realizados en nuestro centro, GINEFIV, durante el periodo comprendido
entre Enero de 2009 y Septiembre de 2011. Se consideraron los siguientes criterios de

exclusion:
-Ciclos de diagnoéstico genético preimplantacional (DGP).
-Ciclos con transferencia embrionaria en dia +2 y dia +5 de desarrollo (Cultivo largo).

-Ciclos con muestras espermaticas diagnosticadas con Criptozoospermia (<1x10°
millones/ml), tanto en un seminograma previo, como en el dia de la microinyeccion

espermatica.

-Ciclos con muestras espermaticas procesadas por PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa, del inglés, Polymerase Chain Reaction) para deteccion de carga viral en

pacientes con HIV, HCV y HBV.

-Ciclos sin realizacion de seminograma previo en nuestro centro.
-Ciclos con muestras diagnosticadas con FISH alterado.

-Ciclos con menos de 7 6vulos microinyectados.

-Ciclos sin transferencia embrionaria.

El resultado de dicha seleccion fue de 1499 pacientes. Entre todos ellos, el
proceso de microinyeccion espermatica se realizé por la técnica IMSI en 934

pacientes, mientras que la técnica ICSI se realizé en 565 pacientes, (Figura 1).
3. SELECCION DE DONANTES DE OVULOS

La seleccién y aceptacion de donantes en nuestro centro se hizo siguiendo el

marco juridico regulador de la reproduccién asistida en Espafia, que esta constituido
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actualmente por la Ley 14/2006 del 26 de Mayo. Siguiendo esta ley, todas las
donaciones fueron andénimas y no lucrativas. Se seleccionaron donantes mayores de
edad que no superasen los 35 afios, con un estado psicofisico adecuado y con menos
de 6 hijos nacidos vivos. Durante el estudio de aceptacion, se valoré que la donante
tuviera plena capacidad de obrar, buenos habitos y compatibilidad y similitud,
inmunoldgica y fenotipica (raza, peso, talla, textura de pelo y color de ojos), con la
receptora. Se evalu6 su historia reproductiva (embarazos, abortos, hijos, etc.). Se le
realizo un cultivo endocervical de Chlamydias y Gonococo, y una citologia cervico-
vaginal. Seguidamente, hubo que descartar que no existiese ningun tipo de
enfermedad hereditaria, ni en el entorno familiar, ni en la propia donante. Para ello, se
le realizo un cariotipo en sangre periférica, pidiendo consentimiento informado segun
los dispuesto en la ley 14/2007 de investigacion biomédica, para eludir posibles
desordenes genéticos. Ademas, se realizaron serologias para descartar presencia de
enfermedades infecciosas transmisibles. Las donantes que cumplieron todos los
requisitos y aceptaron bajo consentimiento informado la donacion de 6vulos a una
paciente receptora (en el marco de la Ley 14/2006), fueron informadas de los riesgos

de la hiperestimulacién ovarica y de la puncién folicular.

4. RECEPTORAS DE OVULOS

Las principales indicaciones para ser receptoras de 6vulos fueron: menopausia,
fallo ovérico precoz, fallo ovéarico por quimioterapia o radioterapia, ser portadoras de
alteraciones genéticas o tener disgenesias gonadales, haber sufrido fallos repetidos de

FIV por causa ovocitaria, por factor etario o baja respuesta y/o ovarios inaccesibles.

A todas las receptoras se les explicd, mediante consentimiento informado, la
técnica de fecundacion in vitro con 6vulos de donante. Se les informo de cuando esta
indicada dicha técnica, asi como del procedimiento, los resultados y los riesgos.

Siguiendo los aspectos legales en el marco juridico de la Ley 14/2006 sobre técnicas
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de reproduccion asistida, se les informé del procedimiento con donantes y los
contratos de donacion (Articulo 5, apartados 1, 5 y 6), la determinacion legal de la
filiacion (Articulo 8, apartado 1, 2 y 3), la premoriencia del marido (Articulo9, apartados
1, 2y 3) y la crioconservacién de gametos y preembriones (Articulo 11, apartados 3, 4,
5y 6).Cuando la técnica de fecundacion in vitro fue con évulos de donante y semen de
donante se les informo de los apartados del Articulo 5, 8 y 11, y del Articulo 6 apartado
4 (Usuario de las técnicas), relacionado con la eleccion del donante de semen por

parte del equipo médico.

Seleccidon de todos los ciclos de ovodonacién realizados en Ginefiv ( n=1879)

Eliminacién por técnica:
-DGP (n=20)
-Cultivo largo (n=15)

v

Eliminacién por muestra espermatica:
-Procesa por PCR (n=23)

» -Con FISH patolégico (n=40)

-Sin seminograma previo (n=109)
-Criptozoospermia (n=61)

Eliminacion por ovocitos inseminados:
< de 7 ovocitos (n=23)

Eliminacién por transferencia:
-Sin transferencias (n=70)
-Transferenciaen dia +2 (n=19)

\ 4

A\ 4

Ciclos para estudio (n=1499), diferenciados por técnica de microinyeccion:

-IMSI (n= 934)
-ICSI (n=565)

Figura 1. Representacion mediante diagrama de flujos de la se  leccion de historias
clinicas para la realizacion del estudio
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5. PREPARACION Y SINCRONIZACION DEL CICLO ENTRE DON ANTE Y

RECEPTORA

La estimulacion ovarica de las donantes se realizo mediante un ciclo corto con
antagonistas de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y un anticonceptivo
previo durante al menos 14 dias. La medicacion utilizada fue FSHr (Gonal, Serono;
Puregbn, MSD) a dosis moderadas, entre 100UI-225UIl. La puncion ovarica se
programé cuando por ecografia se visualizaron al menos 3 foliculos superiores a
17mm, administrando un bolo de analogos de GnRH (Decapeptyl 0.2 mg) 36 horas
previas a la puncion ovarica. La puncion se realizé bajo anestesia general tipo

sedacion y control ecogréfico segun el protocolo habitual del centro.

La preparacion endometrial en las pacientes receptoras se realizé mediante
ciclo sustitutivo y supresion hipofisaria previa. Para el tratamiento de supresion
hipofisaria se emplearon anticonceptivos orales en pauta continua, Yasmin (BAYER) o
Edelsin (EFFIK), o analogos de la hormona liberadora de gonadotropina (GhRH),
Decapeptyl 3.75 intramuscular (IPSENPHARMA), en la fase latea del ciclo previo. La
eleccion de una medicacion u otra se realizé segun la edad de la paciente, indice de
masa corporal, tabaquismo, otros factores de riesgo trombogénicos y si existia buena
tolerancia previa. En los casos en los que la funcion ovérica era inexistente al inicio del
tratamiento, se realizé directamente preparacién endometrial sin supresion hipofisaria
previa. La preparacion endometrial en todos los casos se hizo mediante un ciclo
sustituido administrando estrégenos: Progynova (BAYER) o Meriestra (NOVARTIS)
por via oral a dosis entre 4-8mg/dia o bien Estradem Matrix (NOVARTIS) por via
transdérmica a dosis de 50-150mg/3 dias, con el fin de conseguir un endometrio
trilaminar (= 7 mm). El dia de la puncién ovérica de la donante, la receptora comenzé
con una suplementacion de gestagenos en forma de progesterona natural
micronizada, Progeffik (EFFIK) o Utrogestan (SEID), por via oral o vaginal, con una

dosis de 600-800mg/dia.
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La transferencia embrionaria se realiz6 en todos los casos en el dia +3 de
desarrollo embrionario. En los casos en los que se confirmé gestacion, se mantuvo la
administracion de estrogenos y progesterona en la misma pauta que se habia
administrado previamente, hasta un maximo de 100 dias (83122 semana de

gestacion), disminuyendo las dosis de una manera progresiva.

6. ESTUDIO BASICO DE LA INFERTILIDAD MASCULINA: SEM INOGRAMA

Para la realizacion del seminograma las muestras esperméaticas fueron
recogidas por masturbacion en un recipiente de orina estéril, habiendo mantenido los
pacientes una abstinencia sexual entre 2 y 7 dias maximos. En todos los casos se
confirmo que la recogida habia sido completa y que no hubo pérdida de muestra, ya

gue el diagnostico en estos casos podria haber sido erroneo.

El estudio de la muestra se hizo siempre en una cabina de flujo laminar
horizontal y a temperatura ambiente. La muestra se mantuvo no mas de 90 minutos
sobre superficie calefactada a 37°C para permitir su licuefaccion. Si pasado este
tiempo la muestra no licuo, se trat6 con tripsina. Posteriormente, se valoré siguiendo la

recomendacién del protocolo de la OMS 1999 y 1992 [43, 74]

El estudio macroscépico comprendié la valoracion del aspecto, olor, y el

volumen de la muestra ayudandonos con jeringas graduadas de 10ml y con aspirador
mecénico Falcon, asi como de la medicion del pH mediante tiras reactivas pH Merck

(Merck KgaA, Darmstadt, Alemania).

El estudio_microscépico se dividid en las siguientes partes: por un lado, se

determind la concentracion espermética utilizando 10 pl de la muestra y valorando en
una camara Makler bajo el microscopio invertido y con el objetivo 20x. La camara
Makler consta de una cuadricula de 1mm dividida en 100 cuadros, con una
profundidad de 10 pm. Los espermatozoides contados en 10 cuadros determinaron la

concentracion en millones por mililitro (Imagen 4). Por otro lado, se dispusieron 15 pl
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sobre un portaobjetos tapando la microgota con un cubreobjetos de 24mmx24mm.
Después, mediante contraste de fase y con el objetivo 40x, se valoré la presencia de
leucocitos por campo o de otras células no espermaticas, como por ejemplo células de
descamacion, asi como la presencia de aglutinaciones espermaticas. También se

determind el tipo de avance o movimiento, y la velocidad de los espermatozoides.
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Imagen 4. Cadmara Makler para la determinaciéon de la  concentracion espermatica.

El nimero de espermatozoides moviles en 10 cuadros de la camara determind los
millones/ml de la muestra. La camara Makler también se pudo usar para valorar la
movilidad espermatica y el recuento de otras células espermaticas.

Finalmente, entre 5-15 ul de la muestra fueron reservados a la extensién sobre
portaobjetos para su posterior tincion y valoracion de la morfologia espermatica. La
muestra que quedd en el recipiente estéril se mantuvo 24 horas en el laboratorio para
el consiguiente estudio de contaminacion bacteriana en plasma seminal. En el caso de
existir contaminacién seminal, se realizé cultivo seminal con antibiograma y si dio
positivo para alguna bacteria patdgena, el paciente fue tratado con antibidticos.
Posteriormente, se volvié a repetir seminograma dando el visto bueno para iniciar el

ciclo de recepcién una vez que el cultivo seminal diera negativo.
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De la prueba del seminograma se recogieron los datos de volumen,

concentracion, movilidad y morfologia.

6.1 Movilidad espermatica.

La movilidad se evalué tal y como se describe en el apartado anterior.
Siguiendo las recomendaciones de la OMS 1999 se distinguieron cuatro categorias

segun movimiento y velocidad espermatica:

-Tipo A vy B, fueron todos aquellos espermatozoides progresivos, siendo los B
espermatozoides que se desplazaban pero no a gran velocidad, ni con movimiento

rectilineo muy definido.

-Tipo C, espermatozoides con movimiento pero que no fueron capaces de desplazarse

de forma rectilinea. Realizaban movimientos in situ o circulares.

-Tipo D, espermatozoides parados y que no mostraron ningun tipo de movimiento.

Para realizar el estudio, se recogié el porcentaje de espermatozoides progresivos

(A+B).

6.2 Morfologia espermatica.

Dependiendo de la concentracion de la muestra, las extensiones se prepararon
con 5-15 pul de la muestra y siempre por duplicado. Sobre un portaobjetos limpio con
Etanol 70°C se dispuso la microgota de muestra y ayuddndonos con otro porta se
extendio. La tincion se realizé siguiendo el protocolo de la tincion de Wright con
reactivos Panreac Applychem (Panreac Quimica S.L.U.). Tras 20 minutos en la
solucion fijadora (Etanol 90°C), se pas6 por Eosina 5 minutos, y por Azur B 2 minutos.
El proceso terminé aclarando con agua destilada y dejando secar el portaobjetos. La
morfologia se valor6 en 100 espermatozoides, con el objetivo de 100x previamente
cubierto con aceite de inmersion. Se realizaron contajes por el mayor nimero de

campos posibles. En el recuento solamente se tuvieron en cuenta las células
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reconocidas como espermatozoides, saliendo del estudio aquellas células

esperméticas inmaduras.

Se considerd un espermatozoide morfolégicamente normal cuando el tamafio y
forma de su cabeza, las caracteristicas del cuello y de la pieza intermedia, y su cola
se establecieron dentro los valores de referencia marcados por la OMS de 1992 [74].
Una cabeza normal tuvo que medir entre 4 y 5 um de largo y entre 2,5y 3,5 de ancho,
y presentando un acrosoma bien definido que no ocupard mas del 40% del total. La
morfologia anormal de cabeza fue caracteristica de cabezas cédnicas, piramidales,
globulares, totalmente amorfas, vacuoladas y/o con acrosomas pequefios. El cuello,
aproximadamente de 1 um de ancho, debia encontrarse bien unido a la cabeza y
medir menos de la tercera parte que ésta. Los cuellos doblados, mal insertados y
demasiados gordos o finos fueron considerados anormales. La presencia de gota
citoplasmatica no superd un tercio del volumen de la cabeza espermatica. La cola fue
siempre mas fina que el cuello y mantuvo unos 45um de largo y sin encontrarse

doblada o enrollada (Imagen 5).
Para realizar el estudio, se recogi6 el porcentaje de espermatozoides normales.
6.3 Diagnostico de las muestras seminales.

El diagnéstico de las muestras se hizo siguiendo los valores de referencia
establecidos por el manual de la OMS de 1999. Para considerar una muestra normal o
normozoospérmica se tuvo que cumplir tener un volumen mayor o igual a 2 ml, un pH
superior a 7,2, una concentracién esperméatica de 20 millones por ml, que el 50% de
los espermatozoides tuvieran velocidad progresiva o mas del 25% de los
espermatozoides con velocidad tipo A, mas del 50% de los espermatozoide vivos y
menos de 1x10° leucocitos por ml. La morfologia espermatica se recogi6 siguiendo el
manual de la OMS de 1992, el cual establecia que al menos el 30% de los

espermatozoides tenian que ser morfoldégicamente normales.
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Siguiendo estos valores de referencia y teniendo en cuenta concentracion,
movilidad y morfologia espermatica, los diagnosticos de las muestras recogidas en el

estudio fueron los siguientes:

-Normozoospermia.

-Oligozoospermia, cuando la concentracion por ml de espermatozoides fue inferior al

valor de referencia.

-Astenozoospermia, cuando la velocidad progresiva se encontré por debajo del valor

de referencia.

-Teratozoospermia, cuando el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente

normales fue menor que el establecido.

El seminograma es considerado un estudio minimo y basico para orientar la
infertilidad masculina. Ademas, actualmente es la Unica herramienta diagnhostica
recomendada por la OMS como una evaluacion objetiva del potencial fértil. Por otro
lado, y aunque el estudio androldgico completo es aconsejable [5], no se realizé en
todos los paciente, por lo que datos de interés uroldgico no fueron recogidos para el

estudio. Tampoco se recogieron datos de la historia reproductiva del paciente.

7. ESTUDIO DE LA FRAGMENTACION ESPERMATICA

Para la determinacién de la fragmentacion se siguié el protocolo del kit
Halosperm® basado en el test de la dispersion de la cromatina (SCD) [56]. Con este
test se consigue por un lado realizar un proceso de desnaturalizacién del ADN, y por
otro extraer las proteinas nucleares, para dar lugar a nucleétidos parcialmente
desproteinados y provocar que los bucles de ADN se expandan. El resultado es la
observacion de distintas formas morfolégicas de los espermatozoides segun la

expansion de los bucles de ADN. Por ejemplo, la desnaturalizacion provoca que
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cadenas de ADN que tengan alguna rotura sean separadas a cadena sencilla y el

bucle o halo formado sea menor.

Para realizar la prueba de la fragmentacion del ADN de los espermatozoides,
las muestras fueron recogidas por masturbacién en un recipiente de orina estéril,
habiendo mantenido todos los pacientes una abstinencia sexual entre 1 6 2 dias. Tras
valorar los parametros de leucospermia, volumen, concentracion y movilidad, se
criopreservé a -18°C una alicuota de la muestra en tubo Eppendorf. Una vez
descongelada a temperatura ambiente, la muestra fue diluida con Gamete
(VITROLIFE) hasta conseguir una concentracion final de 5-10 millones/ml. Después
se procedié a la inmersién de 40-45 pl de la muestra en un gel de agarosa. Un
volumen de 15 ul de la mezcla anterior se dispuso sobre un portaobjetos pretratado
con agarosa y se extendié con la ayuda de un cubreobjetos. El cubreobjetos fue
retirado, aproximadamente 10 minutos después, cuando la muestra gelificé en nevera
a 4°C. El portaobjetos se introdujo, siguiendo este orden, 7 minutos en solucién
desnaturalizante, 25 minutos en solucién de lisis y 5 minutos en agua destilada. La
deshidratacién se hizo con Etanol de menor a mayor concentracion (70, 90 y 100%)
permaneciendo 2 minutos en cada concentracion. Para la tincion se utilizo solucion de
Wright mezclada con solucion fosfato 1:1 durante 7-10 minutos. Tras el secado, se
procedié a la observacion de la muestra bajo el microscopio con el objetivo 100x
previamente cubierto con aceite de inmersion, y se contaron 500 espermatozoides por
muestra. Los espermatozoides fueron clasificados segun tipo de halo o ausencia de
éste, siguiendo el criterio del protocolo. Los espermatozoides con halo grande o
mediano, fueron considerados como espermatozoides sin ADN fragmentado, es decir,
con el ADN intacto. Mientras que, los espermatozoides con halo pequefio, sin halo o

degradados, fueron considerados espermatozoides con ADN fragmentado (Imagen 6).

47



Materiales y Métodos

¥

7

S I

Imagen 5. Tipos de espermatozoides segun su morfolo  gia espermatica.

A, espermatozoide normal. B, espermatozoide con cabeza piramidal y pieza
intermedia engrosada. C, espermatozoide con cabeza globular y cola enrollada. D,
espermatozoide con doble cola. E, espermatozoide con cabeza afilada y gota
citoplasmatica, F, espermatozoide con vacuolas. G, espermatozoide con acrosoma
pequefio. H, espermatozoide con cabeza en forma de campana y gota
citoplasmatica. |, espermatozoide gigante. J, espermatozoide con cabeza afilada.
K, espermatozoide con pieza intermedia doblada. L, espermatozoide con cola mal
insertada.
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Sobre la base de esta clasificacion, y teniendo en cuenta el principio en el que
estd basado el test SCD se obtuvo el indice de fragmentacion (IF) de la muestra.
Cuando el dafio del ADN es mayor al 30% se supone que el potencial de fecundacion

disminuye (Fernandez J.L et. al., 2003).

En Ginefiv, se suele realizar la prueba de fragmentacién a pacientes con ciclos
previos de recepcion ovocitaria que mantienen repetidos fallos de implantacion,
abortos y/o mala calidad embrionaria, paciente con historial clinico de infecciones

genitourinarias, e incluso pacientes fumadores y expuesta a tbxicos ambientales.

En el estudio se recogieron los datos de fragmentacion espermatica.

Imagen 6. Fragmentacion del ADN espermatico mediant e el kit Halosperm.

A. Valoracién de la fragmentacion del ADN espermatico en el microscopio de campo claro con
el objetivo 100x. B. Tipos de espermatozoide segun halo: 1) halo grande, 2) halo mediano, 3)
halo pequefio, 4) sin halo y 5) degradado.

8. SELECCION DE DONANTES DE SEMEN.

La seleccion y aceptacion de donantes en nuestro centro se hizo siguiendo el
marco juridico regulador de la reproduccién asistida en Espafa, constituido
actualmente por la Ley 14/2006 del 26 de Mayo. Siguiendo esta ley, todas las

donaciones fueron andnimas y no lucrativas, y se seleccionaron donantes mayores de
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edad que no superaran los 35 afios, con un estado psicofisico adecuado y como

establece la ley con no més de 6 hijos nacidos vivos.

En una primera fase se realiz6 un estudio personal (historia reproductiva,
hébitos, y enfermedades hereditarias de tipo genético del entorno familiar, etc.). Y
posteriormente, se sometié a un andlisis seminal. Si la calidad espermatica supero los
valores de referencia establecidos por la OMS para considerar una muestra
normozoospérmica, el donante fue aceptado como donante provisional. Ademas del
seminograma basico, se realiz6 una prueba de congelacion y descongelacién, con una
alicuota de la muestra, siguiendo el protocolo establecido en el punto 9.2 para la

criopreservacion y descongelacion de muestras seminales.

Por altimo, se les realizd un cultivo seminal y otro de orina. Para descartar que
no existiese ningun tipo de enfermedad hereditaria se realizdé tanto un cariotipo en
sangre periférica para eludir posibles desordenes genéticos como un estudio del gen
de fibrosis quistica (gen CFTR). Ademas, se realiz6 una analitica basica completa en
sangre para comprobar el grupo sanguineo y el factor RH, asi como la realizacion de
serologias pudiendo descartar la presencia de enfermedades de transmisién sexual.
Finalmente, se valoraron rasgos fenotipos como raza, peso, talla, textura de pelo y

color de ojos.

Una vez que todos los resultados de las pruebas fueron correctos, el donante
quedo registrado como donante de nuestro banco de semen. Fue informado mediante
consentimiento de que su donacion era un contrato formal y confidencial concertado
entre el donante y el banco de semen del centro. Todas las muestras de semen de

donante fueron criopreservadas en nuestro banco para el uso diferido de la muestra.
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9. PREPARACION DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS PARA LA

MICROINYECCION.

Las muestras espermaticas se obtuvieron el mismo dia de la puncién ovarica
de la donante o dias previos a la puncion si el paciente no pudo acudir al centro. En
este Ultimo caso, la muestra seminal se criopreservo y se mantuvo en nitrégeno liquido

hasta su utilizacion.

La capacitacion de las muestras fue un requisito previo para la realizacion de la
microinyeccion. Por un lado, gracias a la centrifugacion por gradientes de densidad se
eliminé el plasma seminal y otros constituyentes del fluido seminal, como los
leucocitos, las células germinales inmaduras y otras células redondas, dejando
Unicamente espermatozoides viables. Por otro lado, con el método de swim-up se

recuperaron Unicamente espermatozoides moviles.

9.1 Capacitacion seminal.

Todas las muestras fueron obtenidas por masturbacién tras mantener una
abstinencia sexual entre 2 y 5 dias. Se procesaron en un periodo maximo de 1 hora,
manteniéndolas siempre a 37°C sobre superficie calefactada. Tras la licuefaccion de la
muestra, se valor6 volumen, concentracion y movilidad y fueron diagnosticadas
siguiendo los parametros recomendados por la OMS (1999). La capacitacién de la
muestra se hizo mediante columnas de gradientes, del 80 y 40%, con una proporcion
8:2 de Sperm Grad™ VITROLIFE y IVF™ VITROLIFE. En tubo falcon de 10 ml de
fondo coénico se dispusieron 0.5 ml de cada gradiente y hasta 3 ml de semen, siempre
en funcion de la concentracion y/o volumen de la muestra. El primer centrifugado se
realizé durante 20 minutos a 1000rpm. Tras recoger el pellet, éste se resuspendio en
0.7 ml de IVF™. Finalmente, se hizo un ultimo lavado a 1200rpm durante 5 minutos.
Tras decantar el sobrenadante, se afadieron entre 150 y 300 pl de IVF™ sobre el

pellet. La muestra capacitada se mantuvo en estufa calefactada, durante un periodo de
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tiempo que en ningdn caso superd una hora, haciendo swim-up a 37°C hasta el

momento de la microinyeccion.

9.2 Criopreservacién seminal.

Todas las muestras seminales de donantes o de pacientes que por
disponibilidad o por diferentes motivos no pudieron acudir el dia de la puncién de la

donante, fueron criopreservadas.

Tras la recuperacion de la muestra, por masturbacion, licuefacciébn y su
valoracibn macro y microscépica, se procedié con la capacitacion tal y como hemos
descrito en el apartado 9.1. La diferencia fue que tras el Gltimo centrifugado a 1200rpm
durante 5 minutos se resuspendi6 el pellet con IVF™ y con criopreservante Sperm
Frezee™ Ferti Pro, en una proporciéon 10:7. Tras 10 minutos en nevera, se procedié a
la criopreservacion de la muestra, bien en criotubos con vapores de nitrogeno liquido

durante 20 minutos, o bien en pildoras usando una pastilla de nieve carbdnica.

Parte de la muestra no se criopreservd y se mantuvo en el recipiente de
recogida durante 24 horas para la valoracion de una posible contaminacion bacteriana
del plasma seminal. Ademas, una alicuota de la muestra criopreservada fue sometida
a una prueba de descongelacién. Superando la prueba de descongelacion y la de
contaminacion, la muestra se mantuvo criopreservada en el banco hasta el dia de

microinyeccion.

Para la prueba de descongelacion o para descongelar la muestra el dia de la
puncién de la donante, ésta se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Para retirar el criopreservante, se realizé un lavado a 1200 rpm durante 5 minutos.
Tras retirar el sobrenadante se afiadid sobre el pellet entre 150 y 300 pl de IVF™. De
igual modo, la muestra ya capacitada se mantuvo haciendo swim-up, en estufa
calefactada a 37°C, hasta el momento de la microinyeccion, nunca superando el limite

de 1 hora.

52



Materiales y Métodos

10. RECUPERACION DE LOS OVULOS MEDIANTE PUNCION TRA NSVAGINAL

La puncién ovarica transvaginal para llevar a cabo la recuperacién de los
Ovulos se realiz6 en la zona de quir6fano. La captacién de los complejos cumulo-
corona-ovocito (CCCO) se realizé en cabina de flujo laminar con superficie calefactada
y sistema de CO, acoplado. Los tubos foliculares provenientes de quiréfano fueron
vaciados sobre placas Falcon 100x15mm (Becton Dickison), y bajo un microscopio
estereoscopico, se procedié a la captacion de los CCOO mediante un sistema de
aspiracién acoplado a una pipeta pasteur estérii de 5.75 (HumagenTM Fertility

Diagnostics, América).

Los cumulos obtenidos se mantuvieron hasta el proceso de decumulacion en
placas multipocillos (NUNC™ [VF multidish) con medio de cultivo G-IVF™ PLUS
VITROLIFE cubierto con aceite de parafina filtrado (OVOIL™, VITROLIFE). EIl cultivo
se realizd a 37°C, con 6% de CO, y 95% de humedad relativa en estufas incubadoras

C-200.

Previamente a la ICSI, se realizé la decumulacion de los CCCO en placas
NUNC IVF 60x15 usando hialuronidasa (HYASETM-10X VITROLIFE) y medio
tamponado (G-MOPS™ PLUS VITROLIFE) en una relacion 1:9. Utilizando pipetas
pasteur de 5.75, los cumulos fueron pasados por microgotas de la mezcla
hialuronidasa-medio tamponado. Posteriormente, mediante Stripper Tips (Atlantic
Diagnostics, América), de didmetros comprendidos entre los 135 y 150 nm, se
procedio a la decumulacion en G-MOPS™ PLUS en la misma cabina de flujo laminar.
Tras el proceso de decumulacion, los 6vulos se pasaron de forma individualizada a
placas de microgotas de G-IVF™ PLUS cubiertas con aceite estéri OVOIL™.
Posteriormente, se procedié a la observacion de los 6vulos bajo un microscopio
invertido, para comprobar el estado madurativo de los mismos. La clasificacion de los

ovulos fue: Metafase Il (MIl), observando 6vulos en segunda division meidtica donde
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se observaba el corpusculo polar (CP), Metafase | (M), observando évulos en primera
division meidtica donde no se observaba CP, y Profase-I (P-I) donde se observaba la

vesicula germinal correspondiente a dicha fase meiética.

Solamente fueron donados a las receptoras aquellos 6vulos en estadio de
Metafase Il. Posteriormente, previa seleccion de los espermatozoides, se realizé la

microinyeccion espermatica.

11. SELECCION DE LOS ESPERMATOZOIDES.

11.1. Grupo IMSI.

La seleccion de espermatozoides tuvo lugar a temperatura ambiente, bajo un
microscopio invertido Nikon Eclipse Ti acoplado al sistema de microscopia de
contraste de fases por interferencia diferencial de Nomarski y a un selector de
aumento 1.5x. Por requerimientos del sistema las placas usadas fueron de fondo de
cristal (50x40 Willco-Dish), donde se realizaron dos microgotas de 15ul de un medio
de alta viscosidad de polyvinylpyrrolidona (PVP) y albumina humana recombinante
(ICSI™ VITROLIFE) cubiertas por aceite OVOIL™. En una de las microgotas se
dispusieron entre 2-3 ul de la muestra capacitada. La otra quedo libre para preparar la
pipeta de ICSI mediante la aspiracion de ICSI™. Es decir, se realizo el equilibrado de

la pipeta.

Una vez preparada la pipeta de ICSI y enfocada a 40x se procedié a enfocar la
microgota con los espermatozoides. El revélver del objetivo se cambié a 60x
cubriéndolo previamente con aceite de inversién y se perfecciono el enfoque de los
espermatozoides bajo la 6ptica de Nomarski. Para realizar el proceso de forma rapida
y limpia, fue muy importante, tener siempre bien centrada y enfocada la pipeta de ICSI
asi como bajar el revolver antes de cambiar al objetivo de 60x. De esta manera se
evitd perder del campo de vision la pipeta de ICSI e incluso romperla, con la

consecuente pérdida de tiempo para terminar el proceso. Una vez que todo estuvo

54



Materiales y Métodos

listo y enfocado bajo la éptica de Nomarski se utilizé un selector de aumento de 1.5x

consiguiendo ver los espermatozoides a 900 aumentos, (Imagen 7).

Los espermatozoides fueron seleccionados siguiendo los criterios de Bartoov
[15], donde se descartaron de la seleccion aquellos que presentaron mas anomalias
morfoldgicas y en particular, mayor porcentaje de vacuolas en el area de la cabeza
espermatica. Mediante la pipeta de ICSI se fue procediendo a la inmovilizaciéon y
aspiracion. Finalmente, los espermatozoides seleccionados para microinyectar se
trasladaron con la ayuda de la pipeta de ICSI a una nueva microgota de ICSI™ en una
placa NUNC IVF 60x15 con microgotas de G-MOPS™ cubiertas por OVOIL™. En esta

placa se realiz6 la microinyeccion.

Imagen 7. Aspiracion de espermatozoides para el pro  ceso de microinyeccion

Tras la seleccién espermatica se procedié a la aspiracion de los espermatozoides con la
pipeta de ICSI para realizar el proceso de microinyeccion.

Se muestran distintos aumentos. A, 200 aumentos (20x). B, 400 aumentos (40x). C, 900
aumentos (60x1.5).
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11.2. Grupo ICSI.

La seleccion de espermatozoides en el grupo ICSI se hizo en un microscopio
Nikon Eclipse TE2000S con superficie calefactada a 37°C, y se utiliz6 una placa
NUNC IVF 60x15. En la placa se hicieron dos microgotas de ICSI™, y varias
microgotas de G-MOPS™ PLUS, cubriéndose con aceite OVOIL™. En una de las
microgotas de ICSI™ se dispusieron entre 2-3 ul de la muestra espermatica
capacitada. Una vez equilibrada y enfocada la pipeta de ICSI, en la microgota limpia,
se procedié a la seleccion de los espermatozoides. Utilizando el objetivo de 40x y
consiguiendo 400 aumentos, los espermatozoides fueron seleccionados por su
morfologia segun los criterios de la OMS, y aspirados mediante la pipeta de ICSI, para

posteriormente inmovilizarlos en la microgota limpia de ICSI™ (Imagen 7).

Estos espermatozoides inmovilizados fueron los que se usaron para

microinyectar los 6vulos en las microgotas de G-MOPS™ PLUS.

12. REALIZACION DE LA MICROINYECCION ESPERMATICA

El proceso de la microinyeccion espermatica se realizé en los mismos
microscopios invertidos donde se habia realizado la seleccién de espermatozoides,
con placa calefactada a 37°C, con el objetivo de 40x y con la ayuda de
MICROPIPETES Humagen: HOLDING para sujetar el 6vulo e ICSI para introducir el

espermatozoide (Imagen 8).

Los dvulos microinyectados se cultivaron de forma individualizada en placas
NUNC IVF 35x10 de microgotas de G-1 ™ v5 PLUs VITROLIF, y se mantuvieron en

cultivo en las estufas incubadoras.
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Imagen 8. Secuencia del proceso de la microinyecci6  n espermatica.

El espermatozoide previamente inmovilizado es aspirado por la cola mediante la
micropipeta de microinyeccion. Se sujeta el évulo con la micropipeta de Holding, colocando
el corplsculo polar en una posicion adecuada. Se introduce suavemente la micropipeta de
microinyeccion. En el momento que se atraviesa la membrana plasmética del 6vulo, se
introduce el espermatozoide en el citoplasma del 6vulo. Se retira la micropipeta de
microinyeccién, y se suelta el 6vulo de la micropipeta Holding.

13. VALORACION DE LA FECUNDACION Y CLASIFICACION EM BRIONARIA.

La evaluacion de la fecundacion se realiz6 entre las 18-20 horas post
inseminacion. Siguiendo las pautas de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de
la Reproduccion, (ASEBIR), solo se consider6é fecundacion correcta cuando se
visualizaron 2 pronucleos y 2 corpusculos polares (2PN y 2CP). Los pre-zigotos se
clasificaron en funcién del nidmero y posicion de los precursores nucleares, y de la
localizacion de los corpusculos respecto a los pronucleos, siguiendo los criterios de

Scott y Smith 1998.

La divisién de los zigotos se evaluo siguiendo en todo momento las pautas de

ASEBIR basadas en tres caracteristicas principales:
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1. Numero de blastémeros y simetria, es decir igualdad o desigualdad entre el tamafio

de las distintas células del embrion.

2. Ritmo de division y/o evolucion del embrion hasta dia +2 o de dia +2 a dia +3 de

desarrollo.

3. Porcentaje y tipo de fragmentacion celular. En un embrion viable el porcentaje de

fragmentacion total puede variar desde el 0 hasta el 35-40% del volumen total del

embrién.

También se valoraron otras caracteristicas morfolégicas, como porcentaje de
vacuolas en el embrién, visualizacion de nucleos celulares, y aspecto de la zona
pelicida (membrana que recubre y protege el embridén), haciendo que la calidad

embrionaria no solo dependiera de las caracteristicas principales.

En dia +2 de desarrollo, y coincidiendo con las 44 horas post inseminacion, se
evaluaron los embriones descartandose aquellos que habian parado su desarrollo y
gue presentaron mas de dos blastomeros multinucleadas, alto porcentaje de vacuolas
y/o alta fragmentacion. El dia de la transferencia embrionaria coincidié en todos los
ciclos con el dia 3 de desarrollo embrionario. Se evalu6 la calidad embrionaria entre
las 67-72 horas post inseminacion. Se descartaron embriones parados y/o inviables
por alta tasa de fragmentacién o alto porcentaje de vacuolas. El resto de los embriones
fue evaluado teniendo en cuenta todo el patron de desarrollo en cultivo y su

morfologia. Se les asigno una calidad o categoria establecida por ASEBIR (Imagen 8):

1. Categoria A: 6ptima calidad embrionaria y maxima capacidad de implantacion.

2. Categoria B: buena calidad embrionaria y elevada capacidad de implantacion.

3. Cateqgoria C: embrién de calidad media con una capacidad media de implantacion.

4. Categoria D: embrion de no muy buena calidad con baja probabilidad de

implantacion.
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Imagen 8. Embriones con diferentes calidades y en distintos estadios de
desarrollo.

En la fila superior los embriones se encuentran aproximadamente a sus 44 horas de
desarrollo, mientras que la inferior corresponde a las 68-70 horas. En ambas filas, de
izquierda a derecha las categorias embrionarias son A, B y C respectivamente.

Los embriones con 2 o 4 blastbmeros en dia +2 que evolucionaron a 7y 9
células entre las 67-72 horas post inseminacién, fueron considerados de calidad Ay B.
Aunque tuvieron que cumplir los requisitos de ser embriones sin blastomeros
multinucleados y con bajo o inexistente porcentaje de vacuolas. Asi como tener una
buena simetria celular y una fragmentacion menor del 20% del volumen total del

embrién.

En el estudio se recogio el porcentaje de embriones de calidad A+B en dia 3 de

desarrollo.

14. TRANSFERENCIA EMBRIONARIA.

Los embriones seleccionados para transferir se cultivaron en una placa de
cultivo multipocillos (NUNC™ IVF multidish) con G-2™ v5 PLUS VITROLIFE y en las
estufas incubadoras C-200 hasta el momento de la transferencia embrionaria. El resto

de los embriones viables fueron criopreservados en nuestro banco de embriones. La
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transferencia de embrién Unico o de 2 embriones se realiz6 dependiendo de la
decision de las parejas, de la historia clinica, y/o de la calidad embrionaria o el niUmero
de embriones totales en el ciclo. La transferencia fue ecoguiada y se realizé via
intrauterina mediante sondas Gynétics (Gynétics Medical Products, Bélgica) o Labotect

(LABOTECT, Alemania).

15. DETECCION DEL EMBARAZO.

A los 14 dias post transferencia embrionaria, las pacientes se sometieron a una
prueba en sangre para detectar la presencia de gonadotropina coriénica humana

(BHCG). El incremento de la BHCG mostro la presencia de embarazo bioquimico.

En los casos en los que el incremento de esta hormona fue positivo (>5 Ul), se
citd a la paciente dos semanas después para control ecogréfico. Los casos donde se
visualizd saco gestacional (SG) quedaron registrados. La no visualizacién de saco se
consider6 embarazo bioguimico. Las pacientes con embarazo evolutivo se citaron para

nuevo control ecogréfico. Se registré la visualizacion de latido cardiaco fetal (LCF).

El control ecografico gestacional en nuestro centro se mantuvo hasta la
semana 7-8 de gestacion. El seguimiento de los embarazos a partir de estas semanas
fue llevado a cabo por ginecélogos externos a Ginefiv, manteniendo nosotros un

registro de todos los embarazos clinicos llegados a término.

16. ORGANIZACION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

En 934 pacientes, la seleccion de los espermatozoides previa a la
microinyeccion se realizO mediante microscopia de contraste por interferencia
diferencial de Nomarski, formando el grupo de pacientes IMSI. En los 565 restantes,
la seleccion se realiz6 con una microscopia de contraste por modulacion de Hoffman,
formando el grupo de pacientes ICSI. Mediante un estudio estadistico se realiz6 una

comparacion de las caracteristicas y resultados clinicos de ambos grupos.
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Posteriormente, se establecieron tres grupos de estudio por procedencia de muestra:

1. El grupo de muestras de semen homologo obtenidas el mismo dia de la

microinyeccion (grupo de muestras en fresco, n=376).

2. El grupo de muestras de semen homadlogo criopreservadas antes del dia

de la microinyeccion (grupo de muestras congeladas, n=802)

3. El grupo en el que la microinyeccion se realizd6 con semen de donante

(grupo de semen de donante, n=321).

Mediante un andlisis estadistico se realizé un estudio comparativo de las
caracteristicas y resultados clinicos de cada grupo, en funcién del tipo de técnica

usada para realizar la microinyeccion (IMSI o ICSI).

Dentro de las muestras homologas, también se tuvo en cuenta el diagnéstico
de la teratozoospermia, y el del factor masculino severo como es la
oligoastenoteratozoospermia (OAT). Por lo que, se formaron varios subgrupos de

estudio :

1. Subgrupo de muestras en fresco con teratozoospermia (n=295).

2. Subgrupo de muestras en fresco OAT (n=188).

3. Subgrupo de muestras congeladas con teratozoospermia (n=474).

4. Subgrupo de muestras congeladas con OAT (n=150).

Mediante un andlisis estadistico se realiz6 un estudio comparativo de las
caracteristicas y resultados clinicos de los subgrupos en funcién del tipo de técnica

usada para realizar la microinyeccion (IMSI o ICSI).
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Finalmente, los pacientes con un indice de fragmentacion del ADN espermaético

(IF) conocido (n=213), también fueron objeto de estudio. En funcidén de la procedencia

de muestra se establecieron dos subgrupos de estudio

1. El subgrupo de muestras en fresco con un perfil de su IF (n=132).

2. Elsubgrupo de muestras congeladas con un perfil de su IF(n=81).

Mediante un analisis estadistico se realiz6 un estudio comparativo de las
caracteristicas y resultados clinicos de ambos subgrupos en funcion del tipo de técnica

usada para realizar la microinyeccion (IMSI o ICSI).
17. ESTUDIO ESTADISTICO.

El estudio estadistico se llevd acabo usando el SPSS para Windows Version
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). En las variables continuas, que se presentaron
mediante el valor MEDIO + desviacion tipica, se incluyeron pardmetros seminales
(volumen, concentracion, movilidad, formas normales y fragmentacion de ADN), n° de
ciclos, 6vulos inseminados, nimero de embriones totales, porcentaje de embriones
A+B, numero de embriones transferidos, tasa de fecundacion y tasa de implantacion.
La comparacién de las distintas variables continuas entre grupos y/o subgrupos se

hizo mediante un contraste de medias utilizando el test T de Student.

Las variables discretas, donde se incluyeron tipo de muestras utilizadas entre
técnicas (eyaculado fresco, eyaculado congelado y semen de donante), la gestacion
clinica, el aborto y el embarazo a término, fueron expresadas en porcentaje. El analisis
de estas variables se realiz6 mediante comparacion de proporciones o xi cuadrado (x°)

de Pearson o el test exacto de Fisher.
Se consideraron diferencias significativas cuando p< 0.05.

Todos los resultados fueron calculados por transferencia realizada y siguiendo

la recomendacion de Zegers-Hochschild y colaboradores [75]. La tasa de fecundacion
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se calcul6 considerando el numero de évulos fecundados correctamente, respecto del
total de los 6vulos inseminados. El porcentaje de embriones de calidad A+B, se
calculd respecto al nUmero de embriones totales viables en dia 3 de desarrollo. La
tasa de implantacion se calcul6 considerando el numero total de SG respecto al
namero total de embriones transferidos. El porcentaje de gestacion clinica se calculd
considerando la visualizacién de LCF respecto al total de transferencias realizadas. El
porcentaje de embarazo a término segun el nimero de nacidos vivos respecto al total
de transferencias ejecutadas. Y finalmente, el porcentaje de aborto se calculé teniendo
en cuenta todos los SG, incluyéndose los embarazos ectopicos e interrupciones

voluntarias (IVE), que no llegaron a término.
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1. DESCRIPCION DE LOS CASOS LLEVADOS A ESTUDIO.

Se describieron las caracteristicas generales de los 1499 pacientes que fueron
seleccionados para estudio, (Tabla 1). En 934 (62.3%) pacientes, la seleccion de los
espermatozoides previa a la microinyeccion se realizd6 mediante microscopia de
contraste por interferencia diferencial de Nomarski, formando el grupo de pacientes
IMSI. En los 565 (37.7%) restantes, la seleccion se realizé con una microscopia de

contraste por modulacién de Hoffman, formando el grupo de pacientes ICSI.

Las muestras utilizadas para la microinyeccién espermatica fueron 376 (25.1%)
eyaculados en fresco, 802 (53.5%) muestras congeladas y 321 (21.4%) muestras de

semen de donante.

A todas las muestras de semen homologo (n=1178) se les realizO un
seminograma previo al dia de la puncién, encontrdndonos con unas caracteristicas
basales del semen de 3.43 + 1.97 de volumen (ml), 35.39 + 23.97 de concentracion

(millones/ml), 41.33 £ 13.59 de movilidad tipo A+B, y 24.33 £ 7.64 de formas normales.

Con el resultado del seminograma las muestras fueron diagnosticadas, segun
los criterios de OMS [43, 74], como Normozoospérmicas (N), 150 (12.7%);
Astenozoospérmicas (A), 257 (21.8%); Astenoteratozoospérmicas (AT), 436 (37%);
Oligoastenozoospérmicas (OA), 3 (0.2%); Teratozoospérmicas (T) ,14 (1.1%); y

Oligoastenoteratozoospérmicas (OAT), 318 (27%).

La fragmentacion del ADN espermatico se realiz6 en 213 pacientes. La
distribucion del IF fue de 21.63 + 9.03. En 183 pacientes el IF fue menor del 30%

(18.86 + 5.89), y en 30 pacientes fue mayor o igual al 30% (38.50 + 5.95).

El nimero de ciclos realizado por paciente fue de 1.23 + 0.51. Se desgloso el
namero de ciclos realizados, y 1212 pacientes (80.9%) realiz6 su primer ciclo, 236

(15.7%) el segundo, 42 (2.8%) el tercero y 8 (0.5%) su cuarto ciclo. Se microinyectaron
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12.30 + 3.02 6vulos por pacientes. La tasa de fecundacion fue de 64.40 + 17.55. El
namero total de embriones por paciente fue de 5.80 + 2.50 y de estos 53.76 + 25.48
fueron embriones de categorias A+B. Se transfirieron una media de 1.92 + 0.27
embriones. La tasa de implantacion fue de 26.68 + 36.33. La gestacion clinica se
visualizé en 545 (36.4%) pacientes. Hubo 481(32.1%) embarazos a término. Y se

registraron 111 (7.4%) abortos.

2. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE TECNICAS: IMSI E ICSI

Se compararon las caracteristicas generales del grupo en funcion de la técnica,
IMSI (n=934) o ICSI (n=565). En relacién a las muestras seminales, se encontraron
diferencias significativas (p< 0.001) en cuanto al tipo de muestra utilizada para la
microinyeccion entre ambos grupos: eyaculado fresco (IMSI: 28.4%; ICSI: 19.6%),
eyaculado congelado (IMSI: 56.9%; ICSI: 48.0%), y semen de donante (IMSI: 14.8%;

ICSI: 32.4%), (Tabla 2).

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en las caracteristicas
basales del semen homdlogo (n=1178) utilizado entre técnicas: volumen (ml) (IMSI:
3.51 £ 2.13; ICSI: 3.25 * 1.5), concentracion (millones/ml) (IMSI: 34.71 + 23.63; ICSI:
36.80 + 24.66), movilidad espermatica tipo A+B: (IMSI: 41.12 + 13.70; ICSI: 41.77 +
13.37), ni en el porcentaje de formas normales: (IMSI: 24.04 + 7.56 ; ICSI: 24.94 *

7.78), (Tabla 3).

En 213 pacientes se realizé la prueba de la fragmentaciéon espermética. Se
observaron diferencias significativas (p=0.01) en el porcentaje de fragmentacion (IF)
del ADN espermatico entre grupos (IMSI: 23.23 + 8.73; ICSI: 20.26 + 9.09). Sin
embargo, cuando el IF fue mayor o igual al 30% no hubo diferencias significativas

(p=0.74), (IMSI: 38.13 + 6.47; ICSI: 38.87 + 5.59), (Tabla 4).
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio.

TECNICA

IMSI 934 (62.3%)

ICSI 565 (37.7%)

TIPO DE MUESTRA SEMINAL

Eyaculado Fresco 376 (25.1%)
Eyaculado Congelado 802 (53.5%)
Semen de Donante 321 (21.4%)

CARACTERISTICAS BASICAS DEL SEMINOGRAMA (N=1178)

Volumen (ml) 3.43+£1.97
Concentraciéon (millones/ml) 35.39 £ 23.97
Movilidad (A+B) 41.33 +13.59

% Formas normales 24.33 +7.64

DIAGNOSTICO DE LAS MUESTRAS (N=1178)

Normozoospérmicas (N) 150 (12.7%)

Astenozoospérmicas (A) 257 (21.8%)

Astenoteratozoospérmicas (AT) 436 (37.0%)
Oligoastenozoospérmicas (OA) 3 (0.2%)
Teratozoospérmicas (T) 14 (1.1%)
Oligoastenoteratozoospérmicas (OAT) 318 (27%)

IF ESPERMATICO (N=213) 21.63+9.03

<30%(n=183) 18.86 + 5.89

> 30% (n=30) 38.50 +5.95
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N° DE CICLO CICLOS REALIZADOS

1.23+0.51

Primer Ciclo

1212 (80.9%)

Segundo Ciclo

236 (15.7%)

Tercer ciclo 42 (2.8%)
Cuatro ciclo 8 (0.5%)

OVULOS INSEMINADOS 12.30 £ 3.02

N° TOTAL DE EMBRIONES 5.80 + 2.50
% DE EMBRIONES A+B 53.76 £ 25.48

EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.92+0.27
TASA DE FECUNDACION 64.40 £ 17.55
TASA DE IMPLANTACION 26.68 £ 36.33

GESTACION CLINICA

545 (36.4%)

ABORTO

111 (7.4%)

EMBARAZO A TERMINO

481 (32.1%)

Variables continuas expresadas en valor MEDIO %+ desviacion tipica. Variables discretas
expresadas en porcentajes (n).IF (indice de fragmentacion)

Se compararon las caracteristicas del ciclo de fecundacion in vitro, no hubo
diferencias significativas en cuanto al numeros de ciclo realizados por paciente (IMSI:
1.23 + 0.50; ICSI: 1.23 £ 0.53), y ni en el numero de embriones totales (IMSI: 5.84 +

2.5;ICSI: 5.72 £2.4).

Si se encontraron diferencias en el nimero de évulos inseminados (IMSI: 12.48
+ 3.06; ICSI: 12.00 + 2.94) (p=0.003), en el porcentaje de embriones tipo A+B (IMSI:
52.42 £ 25.3; ICSI: 55.99 + 25.60) (p=0.008) y en el numero de embriones transferidos

(IMSI: 1.94 + 0.24; ICSI: 1.90 £ 0.31) (p=0.005). Pero, no se encontraron diferencias
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significativas en los resultados finales del ciclo: tasa de fecundacion (IMSI: 64.52 +
17.14; ICSI: 64.21 +18.21), tasa de implantaciéon (IMSI: 26.87 + 36.60; ICSI: 26.37 +
35.90), gestacion clinica (IMSI: 36.4%; ICSI: 36.3%), aborto (IMSI: 8.1%; ICSI: 6.2%),

y embarazo a término (IMSI: 31.6%; ICSI; 32.9%), (Tabla 5).

Tabla 2. Estudio comparativo entre las muestras utilizadas entre técnicas: IMSI E ICSI.

IMSI (n=934) | ICSI (n=565) | P

EYACULADO FRESCO (n=376) 265 (28.4%) | 111 (19.6%) | <0.001

EYACULADO CONGELADO (n=802) | 531 (56.9%) | 271 (48.0%) | 0.001

SEMEN DONANTE (n=321) 138 (14.8%) 183 (32.4%) | <0.001

Variables discretas expresadas en porcentajes (n)

Tabla 3. Estudio comparativo entre las caracteristicas basales del semen homologo
entre técnicas: IMSI e ICSI.

IMSI (n=796) | ICSI(n=382) | P
VOLUMEN (ml) 3.51 +2.13 3.25+15 | 0.40
CONCENTRACION (millones/ml) 34.71+23.63 | 36.80+24.66 | 0.16
MOVILIDAD A+B 41.12+13.70 | 41.77+13.37 | 0.44
% FORMAS NORMALES 24.04+756 | 24.94+7.78 | 0.59

Variables continuas expresadas en valor MEDIO * desviacion tipica

Se establecieron tres grupos por procedencia de muestra para comparar
ambas técnicas, IMSI e ICSI: El grupo de las muestras en fresco, el grupo de las

muestras congeladas y el grupo de las muestras de semen de donante.
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Tabla 4. Caracteristicas del indice de fragmentacién

técnicas: IMSI e ICSI.

FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

del ADN espermatico

entre

IMSI (n=98) 23.23 +8.73?
ICSI (n=115) 20.26 +9.09"
IMSI (n=15) 38.13 + 6.47*

IF del ADN =30
ICSI (n=15) 38.87 +5.59*

Diferentes superindices (a y b) indican diferencias significativas (p<0.05) en el indice de

fragmentacion (IF) entre técnicas. IF expresado en porcentaje.

El IF del ADN =30 no mostré diferencias significativas entre grupos (* p= 0.74). IF expresado en

porcentaje.

Tabla 5. Estudio comparativo de las caracteristicas y resultados de los ciclos entre

IMSI e ICSI.
IMSI=934 ICSI=565 P

N° CICLO 1.23 £ 0.50 1.23 053 0.89
INSEMINADOS 12.48 + 3.06 12.00 + 2.94 0.003
EMBRIONES TOTALES 5.84+2.5 5.72 +2.4 0.39
EMBRIONES A+B (%) 52.42 +25.3 55.99 +25.60 | 0.008
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.94+0.24 1.90 £ 0.31 0.005
TASA DE FECUNDACION 64.52 + 17.14 64.21 +18.21 0.73
TASA DE IMPLANTACION 26.87 £36.60 | 26.37 +35.90 0.79
GESTACION CLINICA 36.4 36.3 0.96
ABORTO 8.1 6.2 0.16
EMBARAZO A TERMINO 31.6 32.9 0.59

Variables continuas expresadas en valor MEDIO + desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05
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3. GRUPO DE MUESTRAS EN FRESCO: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE IMSI E

ICSI.

Los grupos de estudio estuvieron formados por los pacientes que recogieron la

muestra espermatica el mismo dia de la microinyeccion:

1. 265 ciclos de IMSI.

2. 111 ciclos de ICSI.

La uUnica diferencia significativa, (p=0.01), encontrada entre el grupo de IMSI y
el de ICSI fue el grado de teratozoospermia de la muestra el dia del seminograma. El
grado de teratozoospermia se expresé por el porcentaje de formas normales (IMSI:

20.41 £ 7.75; ICSI: 22.80 £ 9.16).

No hubo diferencias con el resto de parametros seminales: volumen (ml) (IMSI:
3.56 + 2.05; ICSI: 3.15 + 1.57), concentracién (millones/ml) (IMSI: 27.78 + 24.85; ICSI:
29.74 + 22.60), y movilidad espermética tipo A+B: (IMSI: 34.94 + 15.00; ICSI: 37.50 +

15.25).

Tampoco se encontraron diferencias significativas comparando el resto de
caracteristicas del ciclo y los resultados finales: niumero de ciclos (IMSI: 1.31 + 0.56;
ICSI: 1.32 + 0.61); 6vulos inseminados (IMSI:12.87 £ 2.97; ICSI: 12.56 + 3.05), niUmero
de embriones totales (IMSI: 5.96 + 2.56; ICSI: 5.96 + 2.42), porcentaje de embriones
tipo A+B (IMSI: 52.66 + 25.87; ICSI: 56.50 + 25.12), embriones transferidos (IMSI: 1.94
+ 0.23; ICSI: 1.92 + 0.27), tasa de fecundacién (IMSI: 62.97 + 17.48; ICSI: 62.08 +
17.86), tasa de implantacion (IMSI: 26.98 + 35.86; ICSI: 29.72 + 35.91), gestacion
clinica (IMSI: 38.1% ; ICSI: 40.5%), aborto (IMSI: 7.9%; ICSI: 10.8%) y embarazo a

término (IMSI: 32.8%; ICSI: 35.1%), (Tabla 6).
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3.1. Subgrupo de muestras en fresco teratozoospérmi  cas: estudio comparativo

entre IMSI e ICSI

De los pacientes que recogieron la muestra el mismo dia de la microinyeccion,
295 habian sido diagnosticados con teratozoospermia el dia del seminograma. En 224
casos se realiz6 IMSl y en 71 ICSI, formando dos subgrupos de estudios dentro de las

muestras en fresco:

1. IMSI con eyaculado fresco con teratozoospermia (n=224).

2. ICSI con eyaculado fresco con teratozoospermia (n=71).

No se encontraron diferencias significativas entre técnicas en ninguno de los
pardmetros seminales (volumen, concentracién, movilidad y porcentaje de formas
normales), ni en las caracteristicas del ciclo (numero de ciclo, 6vulos inseminados,

embriones totales, porcentaje de embriones de tipo A+B y embriones transferidos).

Tampoco hubo diferencias significativas en los resultados finales: tasa de
fecundacion (IMSI: 63.07 £ 17.25; ICSI: 61.05 + 18.08), tasa de implantacion (IMSI:
27.00 + 35.69; ICSI: 28.16 + 36.57), gestacion clinica (IMSI: 38.4%; ICSI: 36.6%),
aborto (IMSI: 8.5%; ICSI: 8,5%), y embarazo a término (IMSI: 32.6%; ICSI: 33.8%),

(Tabla 7).

3.2. Subgrupo de muestras en fresco con factor masc  ulino severo (OAT): estudio

comparativo entre IMSI e ICSI

De los pacientes que recogieron la muestra el mismo dia de la microinyeccion,
168 fueron diagnosticados, el dia del seminograma, con oligoastenoteratozoospermia
(OAT). En 124 casos se realiz6 IMSI y en 44 ICSI; formando dos subgrupos de estudio

dentro de las muestras en fresco:

1. IMSI con eyaculado fresco con oligoastenoteratozoospermia (n=124).
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2. ICSI con eyaculado fresco con oligoastenoteratozoospermia (n=44).

No se encontraron diferencias significativas entre grupos en ninguno de los
parametros seminales (volumen, concentracién, movilidad y porcentaje de formas
normales), ni en las caracteristicas del ciclo (numero de ciclo, 6évulos inseminados,

embriones totales, porcentaje de embriones de tipo A+B y embriones transferidos).

Tampoco hubo diferencias significativas en los resultados finales: tasa de
fecundacion (IMSI: 60.26 + 18.00; ICSI: 61.63 + 18.66), tasa de implantacion (IMSI:
26.61 + 35.74; ICSI: 28.40 + 36.40), gestacion clinica (IMSI: 39.5%; ICSI: 38.6%),
aborto (IMSI: 4 %; ICSI: 9.1 %) y embarazo a término (IMSI: 35.5%; ICSI: 34.1%),

(Tabla 8).

3.3. Subgrupo de muestras en fresco con un perfild e la fragmentacion del ADN

espermatico: estudio comparativo entre IMSI e ICSI

La prueba de fragmentacion espermética se habia realizado a 132 pacientes
gue recogieron el eyaculado el dia de la microinyeccién, en 77 se realiz6 IMSI y en 55

ICSI, formando dos subgrupos de estudio:

1. IMSI con eyaculado fresco y con IF (n=77).

2. ICSI con eyaculado fresco y con IF (n=55).

Se encontraron diferencias significativas entre grupos en el porcentaje de
fragmentacion del ADN espermatico (IF) (IMSI: 24.36 + 7.84; ICSI: 19.98 £ 9.06)
(p=0.04) y en el numero de évulos inseminados (IMSI: 13.45 £ 2.85; ICSI: 12.15 + 3.2)
(p=0.01). Sin embargo, el IF igual o superior al 30% no fue significativo entre grupos

(IMSI: 37.82 + 6.80; ICSI: 38.43 + 6.77), (Tabla 9).
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Tabla 6. Caracteristicas y resultados de los ciclos con muestras en fresco: estudio

comparativo entre IMSI e ICSI.

IMSI=265 ICSI=111 P

PARAMETROS SEMINALES
Volumen (ml) 3.56 +2.05 3.15+1.57 0.06
Concentracién (millones/ml) 27.78 £ 24.85 29.74 £ 22.60 0.45
Movilidad (A+B) 34.94 + 15.00 37.50 £ 15.25 0.13
% Formas normales 20.41£7.75 22.80+£9.16 0.01
Ne CICLO 1.31+£0.56 1.32+0.61 0.92
INSEMINADOS 12.87 £2.97 12.56 + 3.05 0.35
EMBRIONES TOTALES 5.96 £ 2.56 5.96 £2.42 0.99
EMBRIONES A+B (%) 52.66 + 25.87 56.50 £ 25.12 0.18
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.94 +0.23 1.92 £0.27 0.48
TASA DE FECUNDACION 62.97 +£17.48 62.08 +17.86 0.65
TASA DE IMPLANTACION 26.98 £ 35.86 29.72 £35.91 0.49
GESTACION CLINICA 38.1 40.5 0.66
ABORTO 7.9 10.8 0.36
EMBARAZO A TERMINO 32.8 35.1 0.66

Variables continuas expresadas en valor MEDIO * desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05

No hubo diferencias significativas entre grupos en el resto de pardmetros
seminales (volumen, concentracion, movilidad y porcentaje de formas normales), ni en
el resto de caracteristicas del ciclo (nUmero de ciclo, embriones totales, porcentaje de
embriones de tipo A+B y embriones transferidos). Tampoco hubo diferencias
significativas en los resultados finales: tasa de fecundacion (IMSI: 66.28 + 13.20; ICSI:

61.41 + 18.66), tasa de implantacion (IMSI: 23.37 = 34.01; ICSI: 21.81 + 28.48),
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gestacion clinica (IMSI: 35.1%; ICSI: 38.2%), aborto (IMSI: 9.1%; ICSI: 10.9%) y
embarazo a término (IMSI: 27.3%; ICSI: 29.1%). Se observé una tendencia a mejor
tasa de fecundacion en el grupo de IMSI, aunque las diferencias no llegaron a ser

significativas (p=0.08), (Tabla 9).

Tabla 7. Caracteristicas y resultados de los ciclos con muestras en fresco
teratozoospérmicas: estudio comparativo entre IMSI e ICSI.

IMSI1=224 ICSI=71 P

PARAMETROS SEMINALES
Volumen (ml) 3.60+2.13 3.31+1.61 0.28
Concentraciéon (millones/mil) 22.54 £ 18.56 18.53 + 16.57 0.10
Movilidad (% A+B) 32.21 +14.05 30.94 +13.44 0.50
% Formas normales 18.05 +5.68 16.93 +5.47 0.14
N° CICLO 1.29+0.51 1.18+0.42 0.13
INSEMINADOS 12.91 +£3.05 12.85+3.12 0.87
EMBRIONES TOTALES 5.97 + 2.60 6.06 + 2.52 0.80
EMBRIONES A+B (%) 52.34 + 25.99 53.96 + 24.14 0.62
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.94+0.24 1.89+0.31 0.16
TASA DE FECUNDACION 63.07 £17.25 61.05 £+ 18.08 0.41
TASA DE IMPLANTACION 27.00 = 35.69 28.16 £ 36.57 0.81
GESTACION CLINICA 38.4 36.6 0.78
ABORTO 8.5 8.5 0.99
EMBARAZO A TERMINO 32.6 33.8 0.85

Variables continuas expresadas en valor MEDIO * desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05
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Tabla 8. Caracteristicas y resultados de los ciclos con muestras en fresco OAT:
estudio comparativo entre IMSI e ICSI.

IMSI=124 ICSI=44 P

PARAMETROS SEMINALES
Volumen (ml) 3.80+242 3.35+1.55 0.25
Concentracién (millones/mil) 10.36 £12.17 8.44 £5.01 0.31
Movilidad (% A+B) 26.96 +12.84 26.41 +13.73 0.80
% Formas normales 15.61 +5.20 15.36 +5.49 0.78
Ne CICLO 1.22+£0.45 1.20£0.40 0.86
INSEMINADOS 12.90 + 3.08 12.93+2.84 0.94
EMBRIONES TOTALES 5.80 £ 2.53 6.00 £ 2.28 0.64
EMBRIONES A+B (%) 51.03 £ 26.21 51.39 +24.12 0.93
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.94 +0.23 1.89+0.32 0.20
TASA DE FECUNDACION 60.26 + 18.00 61.63 + 18.66 0.66
TASA DE IMPLANTACION 26.61 £ 35.74 28.40 £ 36.40 0.77
GESTACION CLINICA 395 38.6 0.91
ABORTO 4.0 9.1 0.24
EMBARAZO A TERMINO 355 34.1 0.86

Variables continuas expresadas en valor MEDIO + desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05
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Tabla 9. Caracteristicas y resultados de los ciclos con muestras en fresco con IF del
ADN espermatico: estudio comparativo entre IMSI e ICSI

IMSI=77 ICSI=55 P
PARAMETROS SEMINALES
Volumen (ml) 344 +1.71 3.25+1.50 0.50
Concentracién (millones/mil) 35.49 £+ 30.43 32.55+ 21.86 0.54
Movilidad (% A+B) 40.45 £ 12.95 41.36 + 13.31 0.69
% Formas normales 23.71+7.51 24.53 +8.84 0.57
FRAGMENTACION (IF) (%) 24.36 +7.84 19.98 + 9.06 0.04
(n=11) (n=7)
IF del ADN = 30% (%) 0.85
37.82+6.80 38.43+6.77
N° CICLO 1.39 £ 0.67 1.45 +0.68 0.58
INSEMINADOS 13.45+2.85 12.15+ 3.2 0.01
EMBRIONES A+B (%) 53.72 £25.14 58.12 £ 27.02 0.33
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.95+0.22 1.96+0.18 0.67
TASA DE FECUNDACION 66.28 £ 13.20 61.41 + 18.66 0.08
TASA DE IMPLANTACION 23.37 £34.01 21.81 £28.48 0.78
GESTACION CLINICA 35.1 38.2 0.72
ABORTO 9.1 10.9 0.73
EMBARAZO A TERMINO 27.3 29.1 0.81

Variables continuas expresadas en valor MEDIO + desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05. IF (indice de

fragmentacién)
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4. GRUPO DE MUESTRAS CONGELADAS: ESTUDIO COMPARATI VO ENTRE

IMSI E ICSI

La microinyecciébn se realizO en 802 ciclos con muestras previamente

criopreservadas. Se formaron dos grupos segun la técnica de seleccién espermaética:

1. 531 ciclos de IMSI con muestra congelada.

2. 271 ciclos ICSI con muestras congeladas.

La unica diferencia significativa entre grupos fue el nimero de ciclos realizados
(IMSI: 1.15 + 0.39; ICSI: 1.05 + 0.21) (p<0.001) y el porcentaje de embriones A+B

(IMSI: 52.52 + 25.74; ICSI: 56.49 + 26.42) (p=0.04).

No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parametros
seminales estudiados: volumen (ml) (IMSI: 3.48 + 2.16; ICSI: 3.30 %= 1.59),
concentracion (millones/ml) (IMSI: 38.18 + 22.22; ICSI: 39.69 + 24.92), movilidad
espermatica tipo A+B: (IMSI: 44.21 + 11.86; ICSI: 43.52 + 12.12) y porcentaje de

formas normales (IMSI: 25.85 + 6.78; ICSI: 25.81 + 6.97).

Tampoco se encontraron diferencias significativas comparando el resto de
caracteristicas del ciclo y los resultados finales: évulos inseminados (IMSI: 12.45 +
3.13; ICSI: 11.96 + 2.97), niumero de embriones totales (IMSI: 5.73 + 2.55; ICSI: 5.61
+ 2.59), embriones transferidos (IMSI: 1.94 + 0.23; ICSI: 1.90 + 0.30), tasa de
fecundacion (IMSI: 64.21 + 17.01; ICSI: 64.01 + 18.43), tasa de implantacion (IMSI:
27.02 + 36.84; ICSI: 26.01 + 36.72), gestacion clinica (IMSI: 36.2% ; ICSI: 34.3%),
aborto (IMSI 8.1%; ICSI: 5.5%), y embarazo a término (IMSI: 31.6 %; ICSI: 31.4 %).
Se observéd una tendencia en el nimero de embriones transferidos en el grupo de

IMSI, pero las diferencias no llegaron a ser significativas (p = 0.07), (Tabla 10).
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4.1. Subgrupo de muestras congeladas teratozoospérm  icas: estudio

comparativo entre IMSI e ICSI.

De todas las muestras congeladas, 474 presentaron teratozoospermia el dia
del seminograma, 314 se descongelaron para realizar IMSI y 160 para realizar ICSI.

De esta manera, se establecieron dos subgrupos de estudio:

1. IMSI con muestras congeladas con teratozoospermia (n=314).

2. ICSI con muestras congeladas con teratozoospermia (n=160).

Se encontraron diferencias significativas entre grupos en el nimero de ciclo
realizado (IMSI: 1.12 + 0.35; ICSI: 1.03 £ 0.17) (p=0.03). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre ninguno de los parametros seminales
(volumen, concentracién, movilidad y porcentaje de formas normales), ni en el resto de
las caracteristicas del ciclo (6vulos inseminados, embriones totales, porcentaje de

embriones de tipo A+B y embriones transferidos).

Tampoco hubo diferencias significativas en los resultados finales: tasa de
fecundacion (IMSI: 64.92 + 16.96; ICSI: 61.99 £ 18.52), tasa de implantacion (IMSI:
25.47 = 35.12; ICSI: 21.25 £ 33.90), gestacion clinica (IMSI: 34.7%; ICSI: 28.1%),
aborto (IMSI: 8.9%; ICSI: 5%) y embarazo a término (IMSI: 29.9%; ICSI: 25.6%). Se
observo una tendencia a mejor tasa de fecundacion en el grupo de IMSI, aunque las

diferencias no llegaron a ser significativas (p=0.08), (Tabla 11).

4.2. Subgrupo de muestras congeladas con factor mas  culino severo (OAT):

estudio comparativo entre IMSI e ICSI

Se congelaron 150 muestras diagnosticadas con oligoastenoteratozoospermia
(OAT). El dia de la microinyeccién se descongelaron 91 muestras OAT para realizar

IMSI, y 59 para realizar ICSI. Se establecieron dos subgrupos de estudio:

1. IMSI con muestras congeladas con OAT (n=91).
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2. ICSI en muestras congeladas con OAT (n=59).

No se encontraron diferencias significativas entre en ninguno de los parametros
seminales (volumen, concentracion, movilidad y porcentaje de formas normales), ni en
las caracteristicas del ciclo (numero de ciclo, 6vulos inseminados, embriones totales,
porcentaje de embriones de tipo A+B y embriones transferidos). Tampoco hubo
diferencias significativas en la tasa de fecundacion (IMSI: 61.91 + 16.60; ICSI: 63.20 +

19.27), ni en el porcentaje de aborto (IMSI: 6.6%; ICSI: 6.8%).

Si se encontraron diferencias significativas entre grupos en la tasa de
implantacion (IMSI: 26.37 + 36.00; ICSI: 14.40 + 29.43) (p=0.03), gestacion clinica
(IMSI: 38.5%; ICSI: 15.3%) (p=0.002), y embarazo a término (IMSI: 33%; ICSI: 13.6%)

(p=0.008), (Tabla 12).

4.3. Subgrupo de muestras congeladas con un perfil de fragmentacion del ADN

espermatico: estudio comparativo entre IMSI e ICSI

La prueba de fragmentacion espermatica se habia realizado a 81 pacientes que
congelaron la muestra antes del dia de la microinyeccién. En 21 casos se descongelo
la muestra para realizar IMSI y en 60 para realizar ICSI. Se establecieron dos

subgrupos de estudio:

1. IMSI con muestras congeladas vy IF (n=21).

2. ICSI con muestras congeladas v IF (n=60).

No se encontraron diferencias significativas entre grupos ni en los parametros
seminales estudiados (volumen, concentracion, movilidad, porcentaje de formas
normales y porcentaje de fragmentacion del DNA espermatico (IF)), ni en ciertas
caracteristicas del ciclo (nUmero de o6vulos inseminados, numero de embriones

totales, porcentaje de embriones de tipo A+B y embriones transferidos). Tampoco
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hubo diferencias entre grupos en las tasas de fecundacion (IMSI: 61.40 + 21.79; ICSI:

60.83 + 17.39), (Tabla 13).

Tabla 10. Caracteristicas y resultados de los ciclos con muestras congeladas: estudio
comparativo entre IMSI e ICSI

IMSI=531 ICSI=271 P
PARAMETROS SEMINALES

Volumen (ml) 3.48+£2.16 3.30£1.59 0.22
Concentracién (millones/mil) 38.18 £ 22.22 39.69 = 24.92 0.38
Movilidad (% A+B) 44.21 +11.86 4352 +12.12 0.44
% Formas normales 25.85+£6.78 25.81 £6.97 0.94

N° CICLO 1.15+0.39 1.05 +0.21 <0.001
INSEMINADOS 12.45+3.13 11.96 + 2.97 0.35
FECUNDADOS 7.96 +2.76 7.70 £ 3.04 0.22
EMBRIONES TOTALES 5.73 £2.55 5.61 £2.59 0.54
EMBRIONES A+B (%) 52.52 +25.74 56.49 + 26.42 0.04
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.94 £0.23 1.90 £0.30 0.07
TASA DE FECUNDACION 64.21 +17.01 64.01 + 18.43 0.87
TASA DE IMPLANTACION 27.02 £ 36.84 26.01 £ 36.72 0.71
GESTACION CLINICA 36.2 34.3 0.60
ABORTO 8.1 5.5 0.18
EMBARAZO A TERMINO 31.6 31.4 0.93

Variables continuas expresadas en valor MEDIO * desviacion tipica. Variables discretas expresadas

en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05

Se encontraron diferencias significativas entre grupos en el numero de ciclo

realizado (IMSI: 1.38 £ 0.59; ICSI: 1.07 £ 0.25) (p=0.001), tasa de implantacién (IMSI:
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33.3 £ 32.91; ICSI: 8.3 + 24.64) (p<0.001), gestacion clinica (IMSI: 57.1%; ICSI: 10%)
(p<0.001), aborto (IMSI: 33.3%; ICSI: 5%) (p=0.001) y embarazo a término (IMSI:

23.8%; ICSI: 6.7%) (p=0.03), (Tabla 13).

Tabla 11. Caracteristicas y resultados de los ciclos con muestras congeladas
teratozoospérmicas: estudio comparativo entre IMSI e ICSI.

IMSI=314 ICSI=160 P

PARAMETROS SEMINALES
Volumen (ml) 3.60+2.48 3.31+£1.52 0.16
Concentracion (millones/mil) 30.31 £ 20.69 27.65+ 16.19 0.15
Movilidad (% A+B) 37.88 £ 10.06 38.00 + 10.58 0.90
% Formas normales 21.07 +3.85 20.82 +3.89 0.50
N° CICLO 1.12+0.35 1.03+0.17 0.03
INSEMINADOS 12.46 £ 3.14 12.15+3.05 0.30
FECUNDADOS 8.07 +£2.82 7.59 +3.08 0.09
EMBRIONES TOTALES 5.78 + 2.57 5.54 + 2.63 0.34
EMBRIONES A+B (%) 52.19 £ 25.75 55.74 £ 26.79 0.16
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.93+0.25 1.90+0.32 0.21
TASA DE FECUNDACION 64.92 £ 16.96 61.99 £ 18.52 0.08
TASA DE IMPLANTACION 2547 +35.12 21.25 + 33.90 0.21
GESTACION CLINICA 34.7 28.1 0.14
ABORTO 8.9 5.0 0.12
EMBARAZO A TERMINO 29.9 25.6 0.32

Variables continuas expresadas en valor MEDIO * desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05
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Tabla 12. Caracteristicas y resultados de los ciclos con muestras congeladas OAT:
estudio comparativo entre IMSI e ICSI.

IMSI=91 ICSI=59 P
PARAMETROS SEMINALES

Volumen (ml) 4.23 +3.88 3.50 +1.59 0.17
Concentracion (millones/mil) 13.27+4.12 12.92+5.54 0.65
Movilidad (% A+B) 34.78 £9.51 35.08 + 10.02 0.85

% Formas normales 19.08 +4.12 18.88 +3.93 0.77

N° CICLO 1.12+0.36 1.05+0.22 0.18
INSEMINADOS 12.44 + 3.45 12.02 £ 3.02 0.44
FECUNDADOS 7.62+2.72 7.56 +2.84 0.90
EMBRIONES TOTALES 542 +2.78 5.39 +2.49 0.94
EMBRIONES A+B (%) 54.86 £ 27.74 53.98 £ 30.15 0.85
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.92+0.26 1.92+0.28 0.86
TASA DE FECUNDACION 61.91 £ 16.60 63.20 £ 19.27 0.66
TASA DE IMPLANTACION 26.37 £ 36.00 14.40 + 29.43 0.03
GESTACION CLINICA 385 15.3 0.002
ABORTO 6.6 6.8 0.96
EMBARAZO A TERMINO 33.0 13.6 0.008

Variables continuas expresadas en valor MEDIO + desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05
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Tabla 13. Caracteristicas y resultados de los ciclos con muestras congeladas con IF
del ADN espermatico: estudio comparativo entre IMSI e ICSI

IMSI=21 ICSI=60 P
PARAMETROS SEMINALES
Volumen (ml) 2.62+12.28 3.19+1.49 0.12
Concentracién (millones/mil) 34.62 +£13.70 40.84 + 23.46 0.25
Movilidad (% A+B) 40.48 £ 11.28 44.25 + 12.37 0.22
% Formas normales 24.43 £5.28 25.37£7.42 0.59
FRAGMENTACION (IF) (%) 19.10 + 10.64 20.52 +9.18 0.56
(n=4) (n=8)
IF del ADN 2 30 (%) 0.94
39.00 + 6.32 39.25+4.77
N° CICLO 1.38 £ 0.59 1.07 £0.25 0.001
INSEMINADOS 12.19+2.62 12.65+3.03 0.53
EMBRIONES TOTALES 5.62 £2.55 5.78 £ 2.87 0.81
EMBRIONES A+B (%) 53.13+27.34 57.21 + 26.88 0.55
EMBRIONES TRANSFERIDOS 195+0.21 1.95+0.28 0.97
TASA DE FECUNDACION 61.40 £21.79 60.83 £17.39 0.90
TASA DE IMPLANTACION 33.3+32.91 8.3+24.64 <0.001
GESTACION CLINICA 57.1 10 <0.001
ABORTO 33.3 5 0.001
EMBARAZO A TERMINO 23.8 6.7 0.03

Variables continuas expresadas en valor MEDIO + desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05. IF (indice de

fragmentacién)
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5. MUESTRAS DE SEMEN DE DONANTE: ESTUDIO COMPARATIV O ENTRE IMSI

E ICSI

La microinyeccion con semen de donante se cometié en 321 pacientes. En 138

casos se realizé IMSI y en 183 ICSI. Se establecieron dos grupos de estudio:

1. IMSI con semen de donante (n=138).

2. ICSI con semen de donante (n=183).

Tabla 14. Caracteristicas y resultados de los ciclos con semen de donante: estudio
comparativo entre IMSI e ICSI

IMSI=138 ICSI=183 P
N° CICLO 1.38 £ 0.66 1.45+0.69 0.36
INSEMINADOS 11.82+2.8 11.72+2.7 0.75
EMBRIONES TOTALES 6.03+2.2 575+23 0.28
EMBRIONES A+B (%) 51.56 +22.74 54.94 +24.74 0.21
EMBRIONES TRANSFERIDOS 1.93+0.2 1.87 £0.33 0.12
TASA DE FECUNDACION 68.69 + 16.44 65.78 + 18.05 0.13
TASA DE IMPLANTACION 26.08 +37.34 24.86 +34.71 0.76
GESTACION CLINICA 34.1 36.6 0.63
ABORTO 8.7 4.4 0.11
EMBARAZO A TERMINO 29.0 33.9 0.35

Variables continuas expresadas en valor MEDIO * desviacion tipica. Variables discretas expresadas
en porcentajes(n). Se consideran diferencias significativas entre columnas si p<0.05

No se encontraron diferencias significativas entre grupos en ninguno de los
pardmetros comparados: numero de ciclos (IMSI: 1.38 + 0.66; ICSI: 1.45 = 0.69),
ovulos inseminados (IMSI: 11.82 + 2.8; ICSI: 11.72 £ 2.7), nimero de embriones

totales (IMSI: 6.03 + 2.2; ICSI: 5.75 + 2.3), porcentaje de embriones tipo A+B (IMSI:
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51.56 + 22.74; ICSI: 54.94 + 24.74), embriones transferidos (IMSI: 1.93 = 0.2; ICSI:
1.87 + 0.33), tasa de fecundacién (IMSI: 68.69 + 16.44; ICSI: 65.78 + 18.05), tasa de
implantacion (IMSI: 26.08 + 37.34; ICSI: 24.86 + 34.71), gestacion clinica (IMSI: 34.1%
; ICSI: 36.6%), aborto (IMSI: 8.7 %; ICSI: 4.4%) y embarazo a término (IMSI: 29 %;

ICSI:33.9 %), (Tabla 14).
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La necesidad de las TRA ha supuesto un avance en las investigaciones
biomédicas. Sin embargo, a pesar de todos los avances que se han llevado a cabo en
este tipo de técnicas, se tiende a mejorar los resultados, aunque en este punto, ain no

estd estabilizado como la seleccidn espermatica puede participar en dicha mejora [76].

Actualmente, las técnicas fundamentales de seleccion de espermatozoides se
basan principalmente en la morfologia por criterio subjetivo del embridlogo durante el
proceso de micromanipulacion [27] o bien en la auto seleccion de los espermatozoides
durante el proceso de capacitacion espermatica [77]. Las dos técnicas de auto
seleccién con la que se cuenta en los laboratorios de andrologia estan basadas en la
viabilidad y en el movimiento espermatico. Por un lado, gracias a la centrifugacién por
gradientes de densidad se elimina el plasma seminal y otros constituyentes del fluido
seminal, dejando Unicamente espermatozoides viables. Y por otro lado, el método de
swim-up, basado en el desplazamiento de los espermatozoides con mejor movilidad
desde el pellet al sobrenadante, recupera Unicamente espermatozoides moviles. El
objetivo final de estas técnicas de seleccion es recuperar los gametos masculinos con
mayor capacidad fecundante. Pero a dia de hoy, ninguna garantiza el éxito en la TRA

[77].

Se ha argumentado que el 6vulo es el pilar fundamental para dar lugar a un
embridn, y que el espermatozoide simplemente juega un papel secundario. Se supone
gue el 6vulo es capaz de suplir con todo el material primario (proteinas, ARN, etc.)
necesario para el desarrollo [78]. Sin embargo, también se ha documentado que el
espermatozoide contiene alrededor de 3000 tipos diferentes de ARN mensajeros,
muchos de cuales son los responsable de codificar distintas proteinas necesarias para
el desarrollo del embrién [23]. Estos estudios ha reforzado las teorias de la existencia
de dos efectos paterno en el desarrollo embrionario [79, 80]: un efecto paterno
temprano implicado en el proceso de post-fecundacion, visible en el estadio de

pronucleos, y un efecto tardio que sin producir alteraciones en la velocidad de
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desarrollo y morfologia embrionaria en estadios tempranos, haria disminuir las

posibilidades de gestacion.

El efecto paterno tardio se ha relacionado con menor porcentaje de embriones
en estadio de blastocisto, fallos de implantacién y abortos, y se explica apoyandose en
la hipétesis de que la expresion del material genético paterno tiene lugar alrededor de
las 72 horas post-fecundacion. Con lo cual, dafios en el ADN paterno provocarian que

la expresion gendmica se paralizase a partir del dia 3 desarrollo [23].

Estos efectos paternos han sido valorados en ciclos de FIV-ICSI usando como
modelo la donacion de évulos a pacientes receptoras [80, 81]. Se presupone que la
edad del Gtero no afecta a la probabilidad de gestar. Ademas, se ha demostrado como
el reparto de Ovulos de una misma donante en mujeres de diferentes edades no
muestra diferencias significativas en cuanto a las posibilidades de gestacion [82]. Con
lo cual, la seleccion de ciclos de ovodonacién se planteé como la mejor opcién para
comprobar la hipétesis de estudio, ya que un 6vulo de una mujer joven y de buena
calidad nos podria permitir estudiar el efecto del gameto masculino en los resultados
de un ciclo de microinyeccién. Sin embargo, se tuvieron que establecer ciertos criterios
de exclusién en el estudio para evitar posibles factores que pudiesen condicionar
nuestros resultados. De esta manera, todos los ciclos se realizaron en el mismo
periodo de tiempo, bajo idénticas condiciones de seleccion de pacientes, estimulacion
ovarica, y equipo material y humano. La Unica diferencia dentro de los grupos o
subgrupos de estudio fue el tipo de microscopia utilizado para realizar la seleccién de

los espermatozoides destinados al proceso de microinyeccion.

El objetivo principal de cualquier técnica de seleccién de espermatozoides es
obtener un numero suficiente de espermatozoides viables y mdviles capaces de
fecundar el 6vulo [77]. Pero, las caracteristicas estructurales de los espermatozoides

parecen jugar un papel importante en el resultado de un ciclo de microinyeccion
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espermética [22]. Gracias a la informacion que conocemos de la ultrasestructuras de la
célula espermética, se han desarrollado distintos tipos de metodologias para llevar a
cabo una buena seleccion espermatica [40, 41]. Por ejemplo, se ha descrito el uso de
microscopios de luz polarizada para realizar la ICSI con el fin de poder visualizar la
organizacion de las organelas de los espermatozoides, basandose en las propiedades
birrefringentes de estas células [40], también se han desarrollado protocolos para la
seleccion de células espermaticas maduras para realizar la microinyeccion, basandose
en la seleccién de los espermatozoides que se unen a receptores del &cido hialurdnico

(ICsl fisioldgica o PICSI) [41].

En nuestro caso, la seleccion de espermatozoides se realizd utilizando dos
técnicas de microscopia de contraste, la microscopia de contraste por modulacién de
Hoffman para realizar una ICSI, o la de contraste de interferencia diferencial de
Nomarski para realizar una IMSI. Los dos sistemas son capaces de generar imagenes

parecidas, sin embargo divergen en sus capacidades resolutivas [72].

La morfologia de los espermatozoides seleccionados para el proceso de
microinyeccion, independientemente de que estos provengan de eyaculados en fresco,
de muestras congeladas o de biopsia testicular, repercute en los resultados finales de

un ciclo [22].

Sabemos, gracias a nuestro trabajo diario, que existen una gran cantidad de
casos en los que el varén presenta unos valores en el seminograma muy por encima
de lo normal, y que no se logra embarazo, y por el contrario, valores por debajo de la
normalidad si lo consiguen. Por lo que el seminograma, a pesar de ser un estudio
basico para orientar la infertiidad masculina, podria tener sus limitaciones. Por
ejemplo, podria ser que el resultado del seminograma no representase la calidad
morfoldgica del espermatozoide seleccionado para la microinyeccion espermatica [15,

22].
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Se encuentran datos publicados que muestran que si la selecciébn morfologica
no es correcta, se pueden elegir espermatozoides con el ADN fragmentado, incluso en

muestras diagnosticadas como normozoospérmicas [17].

Ademas, estudios con MSOME han relacionado una mala morfologia del
espermatozoide con bajas tasas de implantacion y embarazo [23, 34, 64], y a su vez
con defectos cromosdémicos de la célula esperméatica que pudieran ser transferidos al
embrion [48, 57]. Pero, también encontramos datos que muestran que incluso el
espermatozoide de mejor calidad puede tener alteraciones en el ADN, asi por ejemplo
se ha documentado como espermatozoides sin defectos morfolégicos pueden afectar
a la calidad embrionaria y la probabilidad de embarazo, al relacionarse con la
fragmentacion del ADN [83]. Con lo cual, se ha sugerido que los métodos actuales de
seleccidén de espermatozoides son inadecuados [76], y para optimizar la calidad del

espermatozoide se han desarrollado métodos como el MSOME [15].

Por todo lo expuesto, y dado que uno de los objetivos de este estudio ha sido
valorar si el método de seleccion de espermatozoides para la microinyeccién influiria
en los resultados de los ciclos de recepcion ovocitaria, consideramos la importancia de
evaluar el potencial clinico de todas las muestras seminales, independientemente de

su calidad o procedencia.

Al comparar los resultados, la primera diferencia significativa encontrada entre
grupos, IMSI e ICSI, fue en la procedencia de la muestra utilizada. El 32.4% de las
ICSI se realizaron con semen de donante, frente al 14.8% de las IMSI. No podemos
mostrar datos, pero en nuestro centro, practicamente el total de las muestras de
semen de donante utilizadas en un proceso de microinyeccién han sido previamente
testadas en IA, con lo cual son muestras con fertilidad probada y con embarazos a
término. Solamente, un pequefo porcentaje de muestras de semen de donante son

por primera vez destinadas a microinyeccién. Esto suele ocurrirnos en casos donde las
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caracteristicas fenotipicas no encajan con ninguno de los sémenes de fertilidad
probada. Con lo cual, podemos pensar que en los ciclos de ICSI con semen de

donante el posible factor masculino fue eliminado.

Por otro lado, en cuanto a las muestras de semen homologo, el 56.9% fue
eyaculado congelado dirigido para IMSI. La congelacién de semen se ha asociado con
posibles dafios en las membranas celulares, asi como con alteraciones metabdlicas
[84]. Pero, cuando se seleccionan los mejores espermatozoides para fecundar los
ovulos a través de ICSI no se han mostrado diferencias entre los resultados de un ciclo
de microinyeccion, bien sea con semen congelado o fresco [22]. Por lo tanto,
asumimos que al no existir diferencias significativas en las caracteristicas basales del
semen homaologo entre técnicas, este aumento significativo en el nUumero de muestras

congeladas (IMSI: 56.9%; ICSI: 48%) no influiria en nuestros resultados.

El dafio del ADN espermatico es otro posible factor molecular implicado en la
fertilidad, mostrandose como un posible marcador de los fallos de implantacion [79,
80]. En la actualidad, contamos con diferentes kits comerciales, como podria ser el
Halosperm [56], para valorar la integridad del ADN espermético. Sin embargo, la
fragmentacion del ADN espermatico aun no se ha establecido como una prueba
diagnostica y de rutina en los laboratorios [5], es por ello que solo se habia realizado la
prueba de la fragmentacion a 213 pacientes. Pero, esta establecido en la literatura que
cuando el IF es superior al 30% la capacidad fecundante del paciente se encuentra
comprometida [56]. Aunque, también se han mostrado escasas opciones de embarazo
en pacientes con muestras que tenian el 27% de los espermatozoides con ADN

desnaturalizado [39].

Segun los resultados de nuestro estudio, en la poblacion general la media de
fragmentacion del ADN espermético fue significativamente mayor en el grupo IMSI

(IMSI: 23.23 + 8.73; ICSI: 20.26 + 9.09), sin embargo el IF mayor al 30% fue

95



Discusion

equiparable entre grupos. Con lo cual, no podemos asegurar que el IF pudiese

condicionar nuestros resultados.

También se observo una diferencia significativa en el namero de 6évulos
microinyectados (IMSI: 12.48 + 3.06; ICSI: 12.00 + 2.94). Creemos que esta diferencia
podria estar influenciada por el tamafio de la muestra (IMSI= 934; ICSI= 565). Sin
embargo, la tasa de fecundacion y el numero total de embriones se mostraron

similares entre técnicas.

Otra de las caracteristicas significativas entre grupos fue el porcentaje de
embriones de buena calidad (IMSI: 52.42 + 25.3; ICSI: 55.99 + 25.60). En este sentido,
si podemos decir que en el grupo ICSI se congelaron mejores embriones y esto podria
repercutir en la tasa de gestacion acumulada por ciclos. Esta diferencia significativa
podria estar influenciada porque en este grupo se usaron mas muestras de semen de
donante. Finalmente, y a pesar de que se transfirieron mas embriones en el grupo
IMSI (IMSI: 1.94 + 0.24; ICSI: 1.90 £ 0.31), no se observaron diferencias en las tasa de

implantacion, en la gestacion clinica, el aborto y el embarazo a término.

Sin embargo, a pesar de encontrar ciertas diferencias significativas entre las
dos técnicas, el embarazo a término, y el hecho de tener un nifio nacido en casa no
mostré diferencias entre grupos, independientemente de que se realizase IMSI o ICSI.
Con lo cual, si aceptamos que una buena seleccién espermatica para el proceso de
microinyeccion repercute en nuestros resultados, no podemos asegurar que con la
Optica de contraste diferencial de interferencia de Nomarski se realice una mejor
seleccion de los espermatozoides. Consideramos, que en esta poblacién general de
estudio, la Optica usada de forma habitual en los laboratorios de reproduccion asistida,
como es la de contraste por modulacién de Hoffman, sigue siendo apta para

seleccionar espermatozoides de buen prondstico.
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Los espermatozoides para los ciclos de IMSI fueron seleccionados a 900
aumentos siguiendo los criterios de Bartoov [15]. La seleccion de espermatozoides
siguiendo este criterio se ha relacionado con una buena integridad del nucleo
espermatico [35]. Se ha reportado que independientemente del numero de
espermatozoides normales encontrados en la muestra, la probabilidad de conseguir un
mayor niumero de embriones en estadio de blastocisto ocurre en ciclos donde se usa
la IMSI [64], ya que se supone que la probabilidad de seleccionar un espermatozoide
normal es mayor. Esta idea, se enlaza con el hecho de que la IMSI permite excluir a
espermatozoides con defectos nucleares, pudiendo disminuir la probabilidad de
inyectar 6vulos con espermatozoides que tengan su ADN dafiado [49]. Con lo cual, se
ha planteado la idea de ofrecer la técnica IMSI como herramienta complementaria a la
mayoria de los pacientes indicados para realizar un ciclo de microinyeccion
espermatica [23]. Sin embargo, los resultados de nuestro estudio en esta poblacion
general, no posiciona a la técnica IMSI como un mejor método para realizar la

microinyeccion espermatica.

Por otro lado, en otros estudios se ha evaluado el porcentaje de vacuolas, para
asi relacionarlo con los resultados del ciclo [23, 67]. Sin embargo, en nuestro estudio
el porcentaje de vacuolas no fue recogido. Considerando ciertas citas de la literatura,
asumimos que la probabilidad de seleccionar espermatozoides vacuolados fue menor
cuando se realiz6é IMSI [23]. Por ejemplo, en pacientes referidos para ICSI por OAT se
ha postulado que la probabilidad de seleccionar espermatozoides sin vacuolas o con

menos de dos vacuolas pequefias durante el proceso de IMSI es alta [67].

En base a los resultados de este estudio, podriamos decir, al igual que otros
autores, que a 400 aumentos se pueden detectar ciertas anomalias morfolégicas que
estarian implicadas de forma negativa en los resultados finales de un ciclo, como son
por ejemplo las vacuolas grandes [67]. Puede ser que la proporcién de

espermatozoides de mal prondstico dentro de la misma muestra de semen
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comprometa la seleccion de espermatozoides aptos para la microinyeccion. Sin
embargo, aunque la resolucion optica de la microscopia de contraste por modulacién
de Hoffman sea menor, la seleccion morfolégica de espermatozoides con esta éptica
no tendria mayores implicaciones sobre el proceso final de un ciclo como es el

embarazo a término.

Por otro lado, el estudio de la morfologia fue realizado siguiendo los criterios de
la OMS 1992 [74], y el porcentaje de vacuolas tampoco fue recogido durante la
realizacion del seminograma. El aumento del nimero de abortos ha sido relacionado
con el aumento de las vacuolas, pero anomalias tales como una desviacion en forma o
tamafio de la cabeza espermética parecen no tener tantas repercusiones en los
embarazos a término [35]. Por lo que respecto a las muestras esperméticas utilizadas,
en nuestros ciclos de microinyeccion, cabe pensar que la seleccion de
espermatozoides sin vacuolas grandes, de haberlos, se habrian eliminado tanto con la
IMSI como con la ICSI, ya que las tasas de abortos se mantienen equiparables,

independientemente de la técnica empleada.

Sin embargo, no podemos contrastar nuestros resultados con los de otros
estudios realizados. Segun nuestros conocimientos, no se han realizado estudios de
IMSI con muestras congeladas, o con muestras de semen de donante. Lo Unico que
podemos discutir con la literatura es que la mayoria de los pacientes (80.9%)
realizaban su primer ciclo, no mostrando la media de ciclo diferencias significativas
entre los dos grupos (IMSI: 1.23 + 0.50; ICSI: 1.23 + 0.53). De esta manera, no
podemos apoyar la idea expuesta por Vanderzwalmen [23] de que un primer ciclo es
requisito necesario para realizar una IMSI, porque la mejor seleccion se traducird en

mejores resultados.

No obstante, existen publicaciones que empiezan a mostrar beneficios de la

IMSI cuando nos encontramos ante dos ciclos fallidos de ICSI [65]. Quiza, este seria el
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motivo por el que pacientes en un primer ciclo de IMSI no encuentran beneficios de
esta técnica. Sin embargo, también encontramos un estudio que compara ambas
técnicas dentro de una poblacién general, con dos o mas ciclos fallidos de
microinyeccion, tanto con factor masculino como sin él, donde no se muestran
diferencias significativas en términos de tasas de fecundacién e implantacion,
gestacion clinica y embarazo a término [68]. Con lo cual, apoyamos la idea de otros
autores al exponer que la poblacion que se puede beneficiar de la técnica IMSI
permanece aun en debate [42], y puede que este reservado para determinados

perfiles de pacientes.

Por esta razén, nos vimos en la necesidad de desglosar los datos y formar
grupos y subgrupos de estudio, dependiendo de la procedencia de la muestra y de las

calidades seminales.

1. Ciclos de microinyeccidon con muestras de semen en fresco

Todos los pacientes que recogieron la muestra en fresco el dia de la puncion
tampoco encontraron beneficios de la técnica IMSI, independientemente de la calidad
seminal o el tipo de la muestra utilizada para la microinyeccion. Por lo tanto, no
podemos asegurar que un tipo de microscopia mas resolutiva sea fundamental para

aumentar los embarazos en este perfil de pacientes.

Los resultados de nuestro estudio dentro del grupo de muestras en fresco,
muestran el porcentaje de formas normales examinado en el seminograma (IMSI:
20.41 = 7.75; ICSI: 22.80 + 9.16) como una de las diferencias significativas entre

técnicas.

En el analisis seminal de rutina, la valoracion de la morfologia espermatica es
aplicada en toda la muestra. Pero, una vez llevada a cabo la capacitacion trabajamos
solo con la fraccion movil. Esta movilidad supone una ventaja para la valoracion de la

morfologia, y ademas el MSOME se ha presentado como la mejor herramienta para
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valorar morfolégicamente los espermatozoides moviles de la muestra [18]. Con lo cual,
la teratozoospermia se ha posicionado como una de las principales indicaciones de la
IMSI, mostrandose diferencias significativas en las gestaciones clinicas a favor de la

técnica [49]. Sin embargo, los resultados de este estudio indican lo contrario.

A pesar de contar con un mayor grado de teratozoospermia en las muestras
destinadas para IMSI las tasas de fecundacién e implantacién, la gestacion clinica, el
aborto y el embarazo a término, no mostraron diferencias significativas entre ambas
técnicas. En pacientes referidos para microinyeccion con muestras en fresco se podria
pensar que la IMSI pudo llegar a ser un beneficio a la hora de seleccionar
espermatozoides con mejor prondstico para aquellos pacientes que tenian menor
porcentaje de formas esperméaticas normales en la muestra, haciendo que los
resultados entre grupos se equiparasen. Sin embargo, el analisis estadistico en el

subgrupo de las muestras en fresco con teratozoospermia indicé lo contrario.

El estudio comparativo entre ambas técnicas, en el subgrupo marcado por la
teratozoospermia, muestra caracteristicas de los ciclos similares, lo que proporciona
una estabilidad final en los resultados, ya que no se muestran diferencias significativas
en términos de tasas de fecundacion e implantacion, gestacién clinica, aborto y
embarazo a término. Sin embargo, apreciaremos que la diferencia de la muestra

(IMSI=224; ICSI=71) podria interferir en nuestros resultados.

A pesar de encontrar estudios comparativos entre IMSI e ICSI con pacientes
referidos a microinyeccion por presentar teratozoospermia no podemos compararlos
con nuestros resultados. Un estudio comparativo llevado a cabo con 258 pacientes, de
los cuales 132 fueron dirigidos a IMSI y 126 a ICSI, no mostro diferencias en las
caracteristicas generales de los grupos, pero si beneficios significativos de la IMSI en
cuestién de porcentaje de embriones totales y de buena calidad, en las tasas de

implantacion, en la gestacion clinica y en el embarazo a término [85]. No obstante, la

100



Discusion

teratozoospermia no fue valorada segun nuestro método, y ademas solo se incluyeron
en estudio pacientes con menos de un 10% de las formas normales. Conclusiones
similares se muestran en un estudio llevado a cabo con 122 pacientes diagnosticados
con teratozoospermia [86]. Sin embargo, este autor, no muestra sus resultados de
embarazo a término. Consideramos esta ausencia como uno de los principales

inconvenientes del estudio.

El embarazo a término es el objetivo final y mas importante para los pacientes
que tienen que someterse a una TRA. Ademas, existen eventos en los que ciertos
resultados en el ciclo que pueden parecer prometedores, no son el reflejo de un
aumento de los embarazos a término. En el estudio llevado a cabo por el grupo de
Balaban [69], un estudio comparativo entre ciclos de IMSI e ICSI dentro de un
subgrupo de pacientes con factor masculino muestra mejor tasa de implantacién en el
grupo de IMSI. Sin embargo, el embarazo a término no llegé a mostrar diferencias
significativas entre ambos grupos. En cualquier caso, nos encontramos con la
dificultad para poder valorar estos resultados con los nuestros, ya que no se
publicaron las caracteristicas basales de las muestras espermaticas en este subgrupo

y no sabemos con qué tipo de factor masculino se trabajo.

Sin embargo, nosotros tampoco reportamos beneficios de la técnica IMSI

cuando nos encontramos con un factor masculino severo como es la OAT.

A pesar de no existir un consenso generalizado, parece que el area vacuolar
aumenta de manera significativa cuando la muestra espermatica tiene alguna
deficiencia, tal como una disminucién de la concentracion y movilidad, viabilidad
alterada, o bajo numero de espermatozoides normales en la muestra [51, 87]. Si
aceptamos lo expuesto, quiza una explicacion viable sea aceptar que a medida que
aumenta el area vacuolar es posible discriminar a este tipo de espermatozoides

mediante la 6ptica de contraste de Hoffman. Con lo cual, en las muestras OAT los
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espermatozoides con vacuolas grandes no se habrian seleccionado con ninguna de

las técnicas.

Por otro lado, el aumento de vacuolas en una misma muestra seminal puede
dificultar la seleccién de espermatozoides aptos para microinyectar, pero se ha visto
como la seleccion de espermatozoides con alguna anomalia morfoldégica no tiene
mayores implicaciones en los resultados de un ciclo, incluso cuando se trabaja con

muestras OAT [67].

Encontramos publicado un estudio llevado a cabo con 350 pacientes dirigidos
para microinyeccion por OAT [67]. Dentro de la misma cohorte ovocitaria se realiz
una randomizacion de los évulos. Se microinyectaron 1557 mediante IMSI y 1548 con
ICSI. Se lleg6 a la transferencia embrionaria de 125 casos de IMSI y 139 de ICSI. No
se encontraron diferencias en cuanto a las tasas de fecundacién e implantacion,
calidades embrionarias en dia 3 0 5 de desarrollo y gestacion clinica. En este estudio,
ninguno de los espermatozoides seleccionados para IMSI, independientemente de su
morfologia segun los criterios del MSOME, mostraron mejores resultados clinicos.
Aunque cabe destacar que la mayoria de las microinyecciones se pudieron llevar a
cabo con espermatozoides sin vacuolas o con menos de dos vacuolas pequefias. Es
decir, la seleccion morfolégica de espermatozoides de buen prondstico en este tipo de
muestras no esta condicionada por su calidad inicial, ni por el tipo de microscopia

utilizada para la seleccion.

Sin embargo, otro estudio llevado a cabo dentro de otra poblacion
caracterizada por la OAT reporta mejores tasas de implantacion y gestacion clinica
con IMSI cuando comprara 227 ciclos de IMSI con 219 de ICSI [65]. Aunque,
desglosando por niumero de ciclo realizado, realmente quien se beneficia de la técnica
IMSI, en términos de gestacion clinica, es el grupo que ha tenido al menos dos ciclos

fallidos de microinyeccién. Con lo cual, esto podria explicar nuestros resultados, ya
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que mostramos una media de ciclos mucho menor (IMSI: 1.22 + 0.45; ICSI; 1.20 +
0.40). Al igual que el estudio llevado a cabo por el grupo de De Vos [67], que no
muestra beneficios de la IMSI en pacientes diagnosticados con OAT, y muestra una

media de ciclos mas similar a la nuestra (IMSI: 1.7 £ 1.1; ICSI: 1.7 £ 1.2).

Pero, cuando nos encontramos en un primer ciclo, con el diagndstico coman de
la OAT segln las nuevas recomendaciones de la OMS 2010, se han mostrado
diferencias significativas a favor de la IMSI, en las tasas de fecundacion e implantacién
y en la gestacion clinica [66]. Aunque, al igual que otros autores, en este estudio, no
se muestran beneficios en las calidades embrionarias, ni en las tasas de aborto [49,

65].

El nuevo manual de la OMS [88] para el diagnéstico de las muestras seminales
acota los valores de referencia marcados por la OMS de 1999 [43], que son los valores
de referencia encontrados en la mayor parte de la bibliografia y con los que se ha
trabajado para realizar este estudio, a excepcion de la morfologia espermatica que fue
valorada siguiendo las recomendaciones del manual de la OMS de 1992 [74]. Por lo
que, el hecho de acotar estos valores de referencia podria mostrar beneficios de la
IMSI. Es decir, la presencia de un factor masculino muy severo podria ser una posible
indicacion de la IMSI. Y podria explicar los resultados de Balaban [69], que muestra
beneficios en las tasas de implantacién cuando realiza IMSI en un subgrupo de
pacientes con factor masculino, y en especial en aquellos con concentraciones

seminales menores a 1x10° ml.

Por otro lado, nos parecid interesante valorar los resultados cuando se
utilizaron muestras de pacientes con un perfil de su ADN espermético. Se han
mostrado diferencias significativas a favor de la IMSI, en términos de implantacion y
nacidos vivos, independientemente del rango de fragmentacion de la muestra: menor

de 30, entre 30 y 40, o mayor del 40% [49]. Al igual que en nuestro estudio, no se
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habia realizado la prueba de fragmentacion ni el mismo dia de la microinyeccién, ni a

todos los pacientes del estudio.

En Ginefiv, se suele realizar la prueba de fragmentacién a pacientes con ciclos
previos de microinyeccion espermatica con évulos homologos o heterdlogos, que
mantienen repetidos fallos de implantacion, abortos y/o mala calidad embrionaria,
pacientes con historial clinico de infecciones genitourinarias, e incluso pacientes
fumadores y expuesta a tdxicos ambientales. La problematica fue encontrar dentro del
grupo de las muestras en fresco solo 132 pacientes con la prueba de la fragmentacién
del ADN espermatico realizada. La explicacion es que la integridad del ADN
espermatico no es el objetivo directo de las técnicas seminales usadas de forma

rutinaria en el laboratorio de andrologia.

El andlisis de resultados en este subgrupo de estudio mostré diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de fragmentacion entre grupos (IMSI: 24.36 +
7.84; ICSI: 19.98 + 9.06). Sin embargo, no existieron diferencias en ningun otro
parametro seminal o caracteristicas del ciclo, a excepcién del nimero de OGvulos
microinyectados (IMSI: 13.45 + 2.85; ICSI: 12.15 + 3.2). Pero, no pensamos que esta
diferencia pueda tener una repercusion en el embarazo a término. Por otro lado, el
numero de casos con el IF superior al 30% fue bajo (IMSI=11; ICSI=7), y ademas no

mostré diferencias significativas entre grupos (IMSI: 37.82 + 6.80; ICSI: 38.43 + 6.77).

Con nuestros resultados, no podemos asegurar un beneficio aparente de la
IMSI en el subgrupo de pacientes con muestras en fresco y un perfil de fragmentacion
del ADN espermaético. Sin embargo, tampoco podemos afirmar que el aumento de
fragmentacion de la muestra haga disminuir nuestros resultados cuando realizamos
IMSI. Pero, también deberiamos tener en cuenta que la fragmentacion puede ser un

parametro variable dentro de una poblacién de estudio [89], bien por exposicién a
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ciertos tratamientos como los antioxidantes o bien porque la exposicién a toxicos hasta

el momento de la microinyeccidn puede variar éste porcentaje.

2. Ciclos de microinyeccién con muestras de semen congelado

La congelacién de una muestra seminal fue descrita por primera vez en la
década de los afios 50 [90]. Desde este momento, y a lo largo de los afios, las TRA se
han adaptado para poder usar muestras de semen congelado. Por ejemplo, el uso de
semen congelado se ha hecho indispensable en los casos donde hay que recurrir a un
donante de semen, o cuando la obtencion de la muestra el mismo dia de la puncién
supone un inconveniente para el paciente. Por otro lado, la donacién de 6vulos ha
encontrado en la congelacion de semen la mejor formar para sincronizar los ciclos
entre la receptora y la donante, evitando coincidir a la pareja receptora y a la donante
el mismo dia en el centro. La congelacion de semen también proporciona un beneficio
cuando se trabaja con un programa de recepcién de évulos internacional, como es el
caso de Ginefiv, donde aproximadamente el 60% de los ciclos de recepcion de 6vulos
se hace en parejas extranjeras. Algunas de estas causas nos han llevado a
encontrarnos que en este estudio el 53.5% de las microinyecciones se hicieran con

muestras congeladas.

Uno de los principales efectos del proceso de congelacion y descongelacion es
la pérdida de movilidad y vitalidad causada principalmente por la recristalizacion de
microcristales del agua intracelular [91], y como consecuencia se puede producir un
malogro de las estructuras celulares. Sin embargo, en el mercado existen una
variedad de crioprotectores que intentan mermar estos efectos. Aunque, también se ha
documentado que el proceso de lavado posdescongelacion para eliminar los restos de
crioprotector tiene una implicacién en la integridad de la membrana plasmatica y en la

funcién mitocondrial [92]. Otro posible efecto seria la modificacién de la membrana

105



Discusion

acrosomal [93] provocando un efecto negativo en la reaccion acrosémica y en

consecuencia en la union de los dos gametos.

Recientemente, un estudio ha mostrado que la metodologia del MSOME seria
la mejor herramienta para evaluar muestras de semen congelado. El argumento del
estudio se basa en que la integridad el nicleo espermatico después del proceso de
descongelacion esté relacionada con una peor morfologia, y con un aumento en el
porcentaje de vacuolas, con lo cual la IMSI podria ser la mejor eleccion para pacientes
gque tienen muestras congeladas [87]. Sin embargo, no encontramos ningun estudio
que valore los posibles beneficios de la IMSI cuando trabajamos con muestras
congeladas, y lo relacione con los resultados finales un ciclo de microinyeccion. Por lo
que nos parecié interesante estudiar al grupo de las muestras congeladas en su

conjunto y de forma individualizada por tipos de muestras espermaticas utilizadas.

Nuestros resultados avalan que existen ciertos tipos de muestras,
pertenecientes a pacientes de fertilidad limitada, en las que la congelacion puede ir en
detrimento de los resultados del ciclo de microinyeccion. Sin embargo, cuando
utilizamos la técnica IMSI se obtienen resultados similares a los que obtendriamos con
este tipo de muestras en fresco, con lo cual un tipo de microscopia mas potente como
es la de contraste por interferencia diferencial de Nomarski seria la 6ptica mas
apropiada para llevar a cabo la seleccion espermética en este tipo de pacientes, y
garantizar que a pesar de tener que congelar las muestras por motivos ineludibles

antes de la puncion, los resultados finales del ciclo no se van a ver comprometidos.

En el grupo de los 802 pacientes con muestras congeladas se mostraron dos
claras diferencias significativas: el numero de ciclo (IMSI: 1.15 + 0.39; ICSI: 1.05
1+0.21), y el porcentaje de embriones de buena calidad (IMSI: 52.52 + 25.74; ICSI:
56.49 + 26.42). Por un lado, y aunque se haya reportado un beneficio de la técnica

IMSI a medida que el numero de ciclos fallidos aumenta, en nuestro grupo de estudio
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no superamos la media de dos ciclos por paciente, y no creemos que esta diferencia
significativa influyera en los resultados. Y por otro lado, no creemos que el aumento
significativo de la calidad embrionaria en el grupo de ICSI tenga repercusiones en los
resultados finales del ciclo, y en dltima instancia en el embarazo a término. La
explicacién seria que en ambos grupos la seleccion de buenos embriones para la
trasferencia no estuvo condicionada por este porcentaje. Lo que si podemos apreciar
es la repercusion de tener mas numero de embriones de buena calidad en el grupo de
ICSI, ya que las opciones de gestacion en los ciclos de desvitrificacion de embriones

en los pacientes sometidos a la técnica ICSI podrian ser mayores.

Se ha documentado como los parametros seminales se ven afectados con el
proceso de la congelacion y la descongelacion de semen, tanto en hombres fértiles,
como en infértiles [87, 94, 95]. Sin embargo, parece ser que el requisito fundamental
para llevar a cabo el proceso de fecundacién seria poder seleccionar un
espermatozoide movil, funcional y competente [77], que sera aquel en el que se haya
producido una condensacion de la cromatina al reemplazar las histonas por

protaminas.

Boitrelle [87] expone que con la congelacion de semen se aumenta el niUmero
de espermatozoides con cromatina descondensada en la muestra, se induce la
formacion de vacuolas, y se disminuye de manera significativa el porcentaje de
espermatozoides de buen prondstico, que son aquellos que tienen una buena

morfologia y con menos de dos vacuolas pequefias en su nucleo.

En la poblacién general de pacientes con muestras congeladas no podemos
reportar beneficios de la IMSI en cuanto a mejor método de seleccion, ya que los
resultados en términos de tasas de fecundacion e implantacién, y gestacién clinica,
aborto y embarazo a término son equiparables. Con lo cual, reportamos que la

seleccion de espermatozoides en el grupo ICSI no tiene mayores implicaciones en los
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resultados finales del ciclo. De hecho, congelar mas embriones de buena calidad en el
grupo ICSI pudo ser incluso una ventaja de cara a los ciclos de desvitrificacion de
embriones. Sin embargo, para ciertos pacientes de esta poblacion, la ICSI si podria

tener ciertas repercusiones.

El porcentaje de formas normales recogido en nuestro estudio se llevo a cabo
con la muestra en fresco el dia de la prueba del seminograma. Sin embargo, se ha
reportado como el porcentaje de formas normales disminuye considerablemente
cuando las muestras seminales se someten al proceso de la congelaciéon y la
descongelacion [87, 94]. Algunos autores han mostrado como la disminucion de las
formas normales dependera de los parametros seminales, y en concreto la
teratozoospermia se ha marcado por ser un parametro que puede verse afectado
después de descongelar [87, 96]. Se ha reportado un aumento significativo de las
formas anormales de la muestras diagnosticadas como teratozoospérmicas en fresco,
llegando a encontrar casi el 75% de los espermatozoides con cabezas amorfas, colas

enrolladas y/o con gran vacuolizacion después de la descongelacion [87].

En el subgrupo de muestras congeladas teratozoospérmicas la Unica diferencia
significativa encontrada fue el numero de ciclo realizados (IMSI: 1.12 + 0.35; ICSI: 1.03
+ 0.17), pardmetro que no creemos que influya en nuestros resultados. Sin embargo,
cabe destacar que se aprecié una tendencia a mayor tasa de fecundacion en el grupo
IMSI (IMSI: 64.92 + 16.96; ICSI: 61.99 + 18.52), aunque esta diferencia no llego a ser

significativa (p=0.08).

La presencia de vacuolas grandes, o una mala morfologia espermatica podrian
ser la evidencia de una pérdida de condensacion en la cromatina [48, 53, 57], y la
descondensacion de la cromatina puede afectar al proceso de la fecundacion [97].
Esta alteracion fisiologica podria ser el reflejo de un efecto paterno temprano, visible

en el estadio de pronucleos. Y puede que una seleccion espermatica méas pulida en el

108



Discusion

grupo IMSI nos haya llevado a encontrar esta tendencia en la tasa de fecundacion. Sin
embargo, y a pesar de que el porcentaje de fecundacién parece mejor en el grupo
IMSI, los resultados finales en términos de tasa de implantacién, gestacion clinica, y
sobretodo aborto y embarazo a término se mantienen entre grupos. Con lo cual, el
hecho de trabajar con muestras congeladas teratozoospérmicas no implica en ninguna
de las técnicas un efecto paterno tardio, ya que los resultados finales entre las

técnicas se mantienen.

Consideramos que con la Optica de contraste por modulacion de Hoffman se
pudieron discernir los espermatozoides de mal prondstico en el subgrupo de muestras
teratozoospérmicas congeladas, haciendo posible seleccionar espermatozoides de
peor morfologia o con una cromatina menos condensada que pudo influir de manera
no significativa en el proceso de fecundacién por ser mas inestable, pero que no tuvo

repercusion en el nimero de embarazos a término.

Se ha documentado que durante la realizacién de una ICSI no se pueden
discernir ciertas caracteristicas de los espermatozoides de buen prondstico [23, 55],
pero quiza y tal y como postulo De Vos si las grandes vacuolas y cabezas amorfas [67]
originadas tras el proceso de congelacion, que en definitiva son las anomalias
esperméticas que se han relacionado con mayor porcentaje de cromatina
descondensada [48, 57, 87]. Por otro lado, a pesar de que la morfologia de los
espermatozoides de la muestra puede variar tras el proceso de congelacion, no se ha
encontrado una relacion entre el aumento de las formas anormales en la muestra y el
porcentaje de fragmentacion del ADN. Parece ser, que ciertas caracteristicas
fenotipicas de los espermatozoides de algunos pacientes infértiles podrian no ser el

reflejo del genotipo de la célula espermatica [98].

La descongelacion tiene un efecto per se sobre los espermatozoides,

reduciendo el porcentaje de espermatozoides vivos tanto en pacientes
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Normozoospérmicos, astenozoospérmicos, oligoastenozoospérmicos y
teratozoospérmicos [87, 94, 98]. También sabemos que el porcentaje de formas
normales de la muestra se reduce [87]. A su vez, el proceso de lavado
posdescongelacion tiene un efecto en la movilidad de la muestra. La dilucién de la
muestra en un medio de cultivo, y la posterior centrifugacion y resuspension en un
medio final, para eliminar los restos de crioprotector, tienen una consecuencia en la
integridad de la membrana plasmética y en la funciébn mitocondrial [92]. Lo cual hace
que la movilidad de los espermatozoides se reduzca. Sin embargo, para la
microinyeccion es necesario solo unos cuantos espermatozoides maviles, por eso la
congelacion es una opcidn incluso para muestras de baja calidad y con baja

concentracion [94].

Sin embargo, en base a nuestros resultados pensamos que este agravio
sufrido por las muestras seminales no tiene por qué afectar a los resultados finales de
un ciclo si utilizamos un sistema de seleccion espermética mas preciso para realizar el

proceso de microinyeccion.

En nuestro estudio estadistico encontramos diferencias significativas que
posicionan a la IMSI como el mejor método cuando trabajamos con muestras
congeladas OAT. Ante parametros seminales y condiciones del ciclo similares, la tasa
de implantacién (IMSI: 26.37 + 36.00; ICSI: 14.40 + 29.43), la gestacion clinica (IMSI:
38.5%; ICSI: 15.3%) y el embarazo a término (IMSI: 33%; ICSI: 13.6%) muestran
diferencias significativas a favor de la IMSI. Sin embargo, al igual que otros autores no
encontramos beneficios ni en las calidades embrionarias, ni en el porcentaje de aborto

[49, 65] .

Cuando hablabamos de las muestras en fresco con OAT mostrabamos que la
seleccion morfoldgica de espermatozoides de buen prondstico no esta condicionada

por este diagnostico cuando seguimos las recomendaciones de la OMS 1999. Sin
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embargo, se ha reportado que cuando se acotan los pardmetros de concentracion,

movilidad y morfologia se aprecia un claro beneficio de la IMSI [66, 69].

Los espermatozoides inmaduros se caracterizan por pérdida de integridad en la
membrana plasmatica y en la del acrosoma, aumento de aneuploidias, y cromatina
descondensada, caracteristicas que podrian hacer al espermatozoide mas vulnerable
a sufrir dafios en la cadena de ADN. Todos estos factores pueden afectar a la fertilidad

masculina y al mismo tiempo ejercer un efecto paterno tardio en el zigoto [66].

Se ha visto como el éxito de la congelacion de semen depende de la calidad
inicial de las células espermaticas, y una baja calidad disminuye la crioresistencia [84,
98]. Con lo cual podemos asumir que el hecho de congelar muestras OAT aumentaria
el numero de espermatozoides inmaduros. Ademds, el agravamiento de los
pardmetros seminales como son la concentracion, movilidad y morfologia podrian
estar implicando la imposibilidad de seleccionar espermatozoides competentes, en las
muestras OAT congeladas, con la técnica de microscopia de contraste por modulacion
de Hoffman. Posiblemente, en este subgrupo la proporcién de espermatozoides de
buen prondstico esté muy reducida, lo que hace de la IMSI una mejor herramienta. Sin
embargo, al no haber recogido que tipo de espermatozoides fueron seleccionados, no
podemos contrastar nuestros resultados con otros estudios que han clasificado
morfolégicamente los espermatozoides en funcion de su prondstico, y los han

relacionado con los resultados del ciclo.

Pero, si realmente consideramos que con la ICSI los espermatozoides de mal
prondstico para la consecucion del embarazo pueden ser discriminados, el efecto de la
IMSI en este grupo no deberia deberse solo a la seleccion de espermatozoides sin
vacuolas grandes y buena morfologia. Creemos que debe existir otro tipo de defecto
morfoldgico, visible a 900 aumentos, que nos haya llevado a no seleccionar este tipo

de espermatozoides. Quiza la apreciacion de una forma mas perfilada a 900 aumentos
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tanto de la membrana plasmatica, como de la del acrosoma pudieran explicar los
resultados en el grupo IMSI. Sin embargo, para confirmar esta consideracion se
deberian haber recogido los datos de las morfologias de los espermatozoides

seleccionados.

Por otro lado, y a pesar de que el nimero de pacientes con muestra congelada,
y un perfil de su ADN espermatico fue bajo (nh=81), nos vimos en la necesidad de
valorar este subgrupo de pacientes con muestras congeladas. El hecho de que la
estabilidad de la cromatina disminuya tras el proceso de congelacion puede tener
consecuencias en la integridad del ADN espermético [94]. Aunque, por lo que
encontramos publicado, parece ser que solo la integridad del ADN de pacientes con

problemas de esterilidad se ve afectada [98]

Tras el proceso de descongelacion se ha documentado un aumento de la
fragmentacion de doble cadena en pacientes con bajas concentraciones esperméaticas
[94]. La rotura de doble cadena puede tener consecuencias en la descendencia y se
ha relacionado con un efecto tardio del espermatozoide en los resultados de un ciclo

[79, 80, 99].

En este subgrupo de estudio los parametros seminales se mantuvieron
equiparables entre el grupo de IMSI y el de ICSI. El porcentaje de fragmentacion entre
grupos fue similar (IMSI: 19.10 + 10.64; ICSI: 20.52 £ 9.18), y el nUmero de casos en
los que el IF llegé a ser superior al 30% fue bajo (IMSI=4; ICSI=8), y no mostrd
diferencias significativas entre grupos (IMSI: 39.00 + 6.32; ICSI: 39.25 + 4.77). Pero
hay que tener en cuenta que los hombres infértiles son mas susceptibles a ciertos
agentes que pueden provocar dafio en la doble cadena de ADN. El hecho de tener
mayor incidencia de cromatina desorganizada hace que su cromatina sea mas
vulnerable o menos resistente a la hora de enfrentarse a esos posibles dafios. Asi

pues, por ejemplo se ha mostrado como el ADN de espermatozoides de hombres
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infértiles es més sensible a la exposicion de rayos X [100]. La sensibilidad al proceso
de congelacién podria ser otra caracteristica del ADN de los espermatozoides de este
tipo de pacientes, ya que como hemos expuesto anteriormente, los pacientes que
fueron sometidos a la prueba de la fragmentacién fueron pacientes con claros
problemas de infertilidad. Por otro lado, el hecho de congelar este tipo de muestras

haria que el IF se hubiera empeorado, y esto podria explicar nuestros resultados.

En el subgrupo de muestras congeladas de pacientes con un perfil de
fragmentacion del ADN espermatico, se reportan beneficios de IMSI en cuanto a la
tasa de implantacion (IMSI: 33.3 + 32.91; ICSI: 8.3 £ 24.64), la gestacion clinica (IMSI:
57.1%, ICSI: 10%) y el embarazo a término (IMSI: 23.8%; ICSI: 6.7%). Lo cual haria
explicar, como en el subgrupo de muestras congeladas OAT, que los espermatozoides
mas inmaduros o de baja calidad son eliminados de la seleccién con la técnica IMSI.
Sin embargo, no podemos asegurar que tipo de espermatozoides se seleccionaron en

un grupo o en el otro, pero a la vista de los resultados, la IMSI supuso un beneficio.

Sin embargo, la probabilidad de aborto se muestra mas alta en el grupo de
IMSI (IMSI: 33.3%; ICSI: 5%), algo que no ha sido reportado en ningun estudio.
Aungue cabe destacar que el Unico estudio que utiliza los IF de las muestras, para

valorar la eficacia de la IMSI, no mostré el nimero de abortos [49].

Creemos que a pesar de que la IMSI hace aumentar considerablemente la tasa
de implantacion y gestacion clinica, en el subgrupo de muestras congeladas con un IF
determinado, posiblemente el efecto paterno trasmitido por los dafios generados en el
ADN de este tipo de espermatozoides no se haya podido mantener durante el
desarrollo embrionario avanzado. A pesar de conseguir embriones capaces de superar
la ventana de implantacion, los abortos fueron elevados cuando se realizé IMSI. Aun
asi, el embarazo a término fue mejor con esta técnica, con lo cual creemos que este

tipo de muestras obtienen un beneficio de la IMSI.
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3. Ciclos de microinyeccion con muestras de semen de donante

Para trabajar con un semen de donante en un ciclo de reproduccion asistida es
necesario criopreservar la muestra seminal. Por un lado, tenemos que asegurar a los
pacientes que necesitan de un donante masculino que el semen con unas
caracteristicas fenotipicas y genotipicas concretas esté disponible el mismo dia de la
obtencion de los 6vulos. Por otro lado, la congelacién de este tipo de muestras permite

su uso diferido tras haber superado el periodo ventana de posibles infecciones viricas.

A pesar de que tras la descongelacion de semen se reducen los parametros
seminales, los pacientes fértiles siguen manteniendo parametros significativamente
mejores que los que no lo son [98]. Por ello, todos los donantes debieron tener
siempre los pardmetros seminales por encima de lo establecido por la OMS [43, 74], y
ademas las muestras fueron sometidas a una prueba de descongelacion antes de ser

aceptados como futuros donantes de semen en nuestro banco.

La congelacion y descongelacion de las muestras afecta al fenotipo de los
espermatozoides, pero no afecta de igual manera a todos los genotipos [98]. Se
supone que el ADN de los donantes es mas resistente a los posibles efectos
deletéreos que pueden conllevar la congelacion y descongelacién de las muestras, ya

que el éxito de estos procesos depende de la calidad inicial.

La valoracion de la morfologia espermética mediante MSOME ha mostrado un
aumento del porcentaje de vacuolas en pacientes con problemas de fertilidad tras la
descongelacion de las muestras [87]. Sin embargo, un estudio similar ho muestra
diferencias en este porcentaje de vacuolizacion cuando se descongelan muestras de
pacientes con fertilidad probada [95]. Con lo cual podemos decir que aunque la
congelacion de los sémenes de donante tenga efectos sobre la movilidad, viabilidad y
porcentaje de formas normales, la vacuolizacion y la integridad nuclear no se ven

afectadas.
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De esta manera y aunque los pardmetros bésicos se vieran disminuidos tanto
en el grupo IMSI, como en el de ICSI, la seleccion de espermatozoides de buen
prondstico no deberia verse comprometida. De ahi se resume la igualdad de los

resultados finales del ciclo entre ambas técnicas.

Por lo que, la 6ptica de contraste de Hoffman sigue siendo una herramienta
valida para seleccionar espermatozoides de donante y llevar a cabo el proceso de

microinyeccion.

Después de realizar el estudio estadistico, observamos que el embarazo a
término en la poblacion general se situé en el 32%, y solamente apreciamos una
bajada llamativa en este porcentaje cuando realizamos ICSI con muestras
espermaticas de baja calidad que habian sido sometidas al proceso de congelacion y
descongelaciéon. Aunque no podemos asegurar que la congelacion afecte directamente
a la integridad del ADN espermatico, si parece que le haga mas vulnerable a sufrir
dafios. Sin embargo, en el resto de pacientes valorados en el estudio vimos que
independientemente de la calidad, de la procedencia de la muestra y de la técnica
empleada, el porcentaje de embarazo a término practicamente se mantuvo. Esto nos

hace plantearnos que pueda existir un “efecto ovodonacion”.

En un programa de donacion de 6vulos se ha visto como la calidad ovocitaria
puede contrarrestar el efecto paterno y asi aumentar la posibilidad de conseguir una
gestacion clinica [81]. Parece ser que el évulo tiene la capacidad de reparar pequefias
cantidades de ADN espermatico dafiado [101]. Con lo cual, ciertas anomalias en los
parametros espermaticos que pudieran estar relacionadas con un genotipo paterno
dafiado o mas sensible, podrian ser corregidas por la capacidad de reparacion de
ovulos de pacientes jovenes y sin ningun problema aparente de fertilidad. El problema
se plantearia cuando la reparacion que tiene que llevar a cabo el évulo sea tan

excesiva que haga los resultados del ciclo disminuyan o que el embarazo no llegue a
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término. En este caso, el gameto masculino estaria ejerciendo un efecto paterno

negativo los resultados finales de un ciclo.

Por ello, creemos que ciertos pacientes con muestras espermaticas mas
susceptibles a sufrir dafios en el ADN espermatico, bien por tener muestras de baja
calidad, o por estar relacionadas con problemas claros de fertilidad, no deberian
congelarse, ya que hemos visto que el proceso de descongelacién y descongelacién
puede disminuir sus probabilidades de ser padres. Sin embargo, y teniendo en cuenta
la necesidad de tener que congelar el semen por motivos inamovibles cuando los
pacientes se someten a un ciclo de reproduccion asistida, creemos que la mejor

opcion es dirigir a estos pacientes a un ciclo de IMSI.

Por otro lado, puntualizar que nuestro estudio se enfrenta a varias limitaciones.
Por un lado, contamos con la subjetividad a la hora de la valoracion de la muestra,
tanto en el seminograma como en el momento de la seleccién espermatica para la
microinyeccion. También, hay que tener en cuenta la variabilidad de los pardmetros
seminales en el tiempo [77], y remarcar que las calidades esperméticas no fueron

recogidas el dia de la microinyeccion.

En cuanto a la valoracion de la morfologia espermética el dia del seminograma,
comentar que en el momento de recogida de datos seguiamos utilizando la
recomendacién de la OMS 1992, que es menos estricta que la actual. Por lo tanto,
muchas de las muestras teratoozoospérmicas del estudio a dia de hoy no lo serian, y
acotar los valores en este parametro podria reportar beneficios de la IMSI. Aunque,
también es cierto, que la disminucién en el porcentaje de formas normales en las

muestras congeladas no tuvo ninguna implicacién para la técnica ICSI.

Finalmente, el nUmero de aumentos conseguidos con la técnica de contraste
de interferencia diferencial de Nomarski fue de 900 aumentos. Se han publicado otros

estudios que utilizan rangos entre 900 y 1500 aumentos para la seleccién espermética
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[22, 49, 61, 70]. Nuestra decision a la hora de seleccionar a 900 aumentos fue por dos

razones: el tiempo requerido y la resolucién conseguida.

En primer lugar, consideremos el tiempo requerido para llevar a cabo una IMSI
a mas de 1500 aumentos, como uno de los inconvenientes de la técnica, ya que la
seleccién de espermatozoides puede llevar desde 1 hora y media a 5 [35]. Ademas, se
ha sugerido que el tiempo de manipulacion y la temperatura a la que es sometida la
muestra podria aumentar el porcentaje de vacuolas en la cabeza espermética [102].
Aunque, también se ha publicado que ni la temperatura, ni el estrés oxidativo llevan a
la formacion de vacuolas de novo [103]. Sin embargo, creemos, que tal y como se ha
documentado, una manipulacién extra podria aumentar la posibilidad de que el ADN

espermaético sufriera algun tipo de dafio [104, 105].

En segundo lugar, el hecho de tener que llevar a cabo la seleccion en pantalla
también aumenta el tiempo requerido, y ademas con la cAmara digital que conecta el
microscopio con la pantalla se consiguen mas aumentos, pero no una mejor resoluciéon

[73].

En este estudio comparativo todos los ciclos se realizaron en el mismo periodo
de tiempo, bajo idénticas condiciones de seleccién de pacientes, estimulacion ovarica,
equipo material y humano. Sin embargo, a pesar de las limitaciones presentadas,
creemos que la unica diferencia fue el tipo de microscopia usada para la seleccién de

espermatozoides destinados a la microinyeccion.

Aun asi, nos vemos en la necesidad de proponer futuros estudios. Creemos
gue nuestros resultados deberian compararse con ciclos de caracteristicas similares
pero seleccionando espermatozoides con la Optica de contraste diferencial de
interferencia de Nomarski a mas de 900 o 1500 aumentos. Ademas, consideramos la

necesidad de realizar nuevos estudios prospectivos y randomizados, tanto en
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pacientes receptoras de Ovulos, como en pacientes con Ovulos propios, como con

muestras diagnosticadas segun el nuevo criterio de la OMS 2010 [88].
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Conclusiones

Conclusiones:

En nuestro estudio, utilizando dos tipos de microscopia de contraste para realizar la
seleccion de espermatozoides destinados al proceso de microinyeccion espermatica

en 6vulos de donante, observamos:

1. Segun nuestros resultados, en una poblacién general de pacientes receptoras
de odvulos, las tasas de fecundacién e implantacion, y el porcentaje de
gestacion clinica, de aborto y de embarazo a término, se muestran similares
independientemente del tipo de microscopia utilizada para realizar la seleccién

espermatica.

2. Nuestros resultados avalan que la microscopia de contraste por modulacion de
Hoffman para realizar una ICSI, sigue siendo un sistema valido para la
seleccion de espermatozoides en la mayoria de los pacientes de la poblacion
seleccionada, exceptuando a aquellos pacientes con muestras seminales de

baja fertilidad, y que han sido previamente criopreservadas.

3. De este estudio se deduce que la microinyeccion espermatica con el sistema
de microscopia de contraste por interferencia diferencial de Nomarski aumenta
la eficacia de la tecnologia de la reproduccion en una poblacion de pacientes
con muestras criopreservadas: pacientes diagnosticados con
oligoastenoteratozoospermia (OAT), y pacientes con diferentes indices de
fragmentacion (IF) en el ADN espermatico. Ambos subgrupos de pacientes
encuentran beneficios de la técnica IMSI en cuanto a la tasa de implantacién, la

gestacion clinica y el embarazo a término.

4. En base a nuestros resultados, la técnica de IMSI quedaria reservada para
pacientes con factores masculinos muy severos, donde la concentracion, la
movilidad espermética y la morfologia se encontrasen por debajo de los valores
de referencia establecidos por la OMS 1999 y 1992.

121



Conclusiones

5. Tras obtener estos resultados, se sugiere que pacientes con baja fertilidad
podrian tener muestras mas susceptibles a sufrir dafios en el ADN
espermatico. Con lo cual, de verse expuestos a la necesidad de congelar la
muestra espermatica por un motivo ineludible, deberian dirigirse siempre a un

ciclo de IMSI.

6. Finalmente, y sin que fuera uno de nuestros objetivos de estudio, apreciamos
que excepto cuando se realiza ICSI a pacientes con baja fertilidad y muestras
criopreservadas, el porcentaje de embarazo a término se mantiene entre los
distintos grupos y subgrupos de la poblacion de estudio, independientemente
de la procedencia de la muestra, la calidad seminal o la técnica empleada para
la seleccion espermética. Esta observacion, nos hace plantearnos que pueda

existir un posible “efecto ovodonacion”.

7. El“efecto ovodonacion” reflejaria la capacidad de reparacion que los 6vulos de
pacientes jévenes sin ningdn problema aparente de fertilidad pudieran tener

sobre el genoma del gameto masculino dafiado.
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Anexo

Esta tesis ha dado lugar a la presentacion de un poster en el congreso de la SEF 2010

y a la publicacion de un articulo en la revista de ASEBIR 2011:

IMSI: AUMENTO DE ILAS TSNS DEE| MFLIAATACTOBINYGESIAGCION EN CICLOS DE OVODONACION
v CON MUESTRAS TERATOZOOSPERMICAS.

Urda. C, Diaz AR, Badajoz. V, Camacho. S, Cafiadas. M.C, Grag era J.A, Bonache. R, Arenaza AM
Clinica Ginefiv. Unidad de Reproduccion. Madrid, Spain

Gine

Introduccién:

En la actualidad el MSOME (motile sperm organelar morphology examination) es el método mas preciso para visualizar, a tiempo real y a una magnificacion teérica de 6600x, la
morfologia y el porcentaje de vacuolas intranucleares del espermatozoide (1). La presencia de vacuolas pueden reflejar defectos moleculares responsables de las anomalias que se
producen en el empaguetamiento de la cromatina durante la maduracion espermatica y por lo tanto, hacer al espermatozoide mas vulnerable a sufrir dafios en su ADN (3).

De la unién del MSOME y la ya conocida microinyeccion espermatica (ICSI) ha surgido la IMSI (inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides seleccionados morfoldgicamente).
Con este estudio intentaremos demostrar si la seleccion de espermatozoides bajo la 6ptica del MSOME mejora los resultados tras un ciclo de IMSI.

Material y Métodos:

Se estudiaron de forma retrospectiva 245 ciclos de ovodonacion realizados en nuestro centro durante
el afio 2009. Las muestras seminales utilizadas fueron analizadas siguiendo los criterios de la OMS.
Se evalud la concentracion, la motilidad, y la morfologia. En todos los casos se encontraban
afectados, al menos los parametros de motilidad y morfologia. En 119 ciclos se realizo IMSI, en los
126 ciclos restantes ICSI.

Se compard tasa de fecundacion, calidad embrionaria (tipo A+B), nimero de embriones transferidos y
tasa de implantacion, gestacion y aborto en ambos grupos.

(A)y (B) seleccion de a 400x y 2200x
(C) Visualizacion de vacuolas en un pool de espermatozoides.

Porcentaje de muestras con feratozoospermia
uizadas  considerando  la  procedencia

onaaiado S e e oieaS's Estudio comparaiivo enre ISl e ICSI .
concenacion. Gropo st (1) [ Grope sl ey ReSultados: o N

Congelado | Fresco e = »No se encontraron diferencias significativas entre la utilizacion de muestras
Grupo IMsI | 81(68%) 38(32%) —— —— congeladas y/o frescas entre ambos grupos. De igual modo, tampoco las hubo al
Gropoicsi | 5203%) P 2% 2} o8 comparar la calidad seminal utilizada entre los dos grupos.

Categorias A+B. 54% 58%

FRESCOS e =25 = » No hubo diferencias significativas entre los grupos en ninguno de los parametros
Grupo ms | 15(39%) 23(61%) Implantados 36% (82) 25% (58) = estudiados: tasa de fecundacion, calidades embrionarias (tipo A+B), numero de
Srupoiesy AR 20E%) Gestaciones 55% (63) = 38% (45) embriones transferidos, y tasa de aborto.
pre—pr——. Abortos 21% (13) 16% (7)
eI pry— pepey Diferentes superindices indican diferencias sigrificafivas enfre »Se observaron diferencias significativas entre las tasa de implantacion (36_3% en el
P P I columnas (<0.05). grupo IMSI vs 25% del grupo ICSI; p<0.05), al igual que en la tasa de gestacion (55%

en grupo IMSI vs 38% en grupo ICSI; p<0.05).

Conclusiones:

Nuestros datos sugieren que las diferencias obtenidas entre IMSI e ICSI no estan influenciadas ni por la procedencia de la muestra, (congelada o fresca), ni por los parametros de
motilidad y concentracion. Sin embargo, al igual que otros autores (2, 3), si relacionamos una mala morfologia espermatica, asi como la presencia de vacuolas, con bajas tasas de
implantacion y gestacion clinica.

Conseguir embriones que sean capaces de superar la ventana de implantacién y aumentar los embarazos, minimizando los riesgos, es uno de los objetivos de los laboratorios de
FIV. Con este estudio concluimos que la introduccion del IMSI en nuestro laboratorio ha supuesto un aumento de dichas tasas cuando trabajamos con muestras teratozoospérmicas.

Referencias:
(1) Bartoov B, Berkovitz A, Eltes F et al. 2002. Real-Time fine morphology of motile human sperm cells is associated with IVF-ICSI outcome. Journal of Androlgy 23, 1-8.

(2) Berkovitz A, Eltes F. Lederman H et al. 2006b. How to improve IVF-ICSI outcomes by sperm selection. Reproductive BioMedicine Online 12, 634-638.

(3) Berkovitz A, Eltes F, Yaari S ct al. 2006a. Does the presence of nuclear vacuoles in human sperm selected for ICSI affect pregnancy outcomes? Human Reproduction 21, 1787-1790.
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