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1. Resumen

Desde que en 1978 naciera Louise Browm, el primer bebé probeta del mundo, las
Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA en adelante) han ido evolucionando en aras
de mejorar y facilitar los resultados y procedimientos utilizados para conseguir un

embarazo.

Actualmente la esterilidad por alteraciones genéticas en alguno de los gametos es
considerada la causa de mas dificil solucién dentro de estas técnicas, por lo que la
mayor parte de los esfuerzos en investigacion en la actualidad van dirigidos a detectar
posibles alteraciones genéticas y/o cromosdmicas en el 6vulo y espermatozoide y a la

seleccién de gametos con una dotacién cromosomica correcta.

En los Ultimos afios se han desarrollado técnicas de seleccion genética (MACS y/o
PICSI) con la intencién de detectar y descartar espermatozoides con un alto grado de
fragmentacion en su DNA. Ademas recientes estudios parecen indicar que el uso de
estas técnicas también es valido para seleccionar espermatozoides
cromosémicamente normales evitando con ello la generacibn de embriones con

aneuploidias por causa espermatica.

A lo largo de este trabajo se va a intentar demostrar cdmo estas técnicas de
Seleccion Genética en el Espermatozoide (SGE en adelante) permiten la seleccién de
espermatozoides sin fragmentacion en su DNA y cromosémicamente normales. Todo
ello de forma sencilla y no invasiva. De esta forma evitaremos la fecundacion del évulo
por espermatozoides que nunca conseguirian dar un embarazo a término, ya que,
como mucho, acabarian originando embarazos no evolutivos con desenlace de aborto

0 generando nifios con problemas en el peor de los casos.
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Abstract

Since Louise Brown, the first test-tube baby, was born in 1978, the Assisted
Reproduction Techniques have been developing in order to improve and facilitate the

results and methods used to get pregnant.

Nowadays, the sterility caused by genetic alterations in one of the gametes is
considered the most difficult problem to be solved in this field. For this reason, most
efforts in current researching are focused on detecting genetic or chromosomal
alterations in the oocyte and spermatozoa, and on selecting gametes with a proper

chromosomic dotation.

In the last years, genetic selection techniques (MACS and PICSI) have developed
in order to detect and discard spermatozoa with a high fragmentation rate in its DNA. In
addition recent studies may indicate that using these techniques could be valid to
select chromosomally normal sperm avoiding the generation of embryos with

aneuploidy.

During this proyect we try to demonstrate how the use of these Genetic Sperm
Selection techniques allows the selection of spermatozoa with no-fragmented DNA
and with a normal chromosomical charge. This way we could prevent the fecundation
of the oocyte with abnormal spermatozoa which could make difficult to get a healthy

born baby.
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2. Introduccioén

2.1. Infertilidad

Desde 2009, la infertilidad es considerada por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) como una enfermedad del sistema reproductivo definida por la incapacidad de
lograr un embarazo clinico después de 12 meses 0 mas de relaciones sexuales no

protegidas?.

Este trastorno afecta en torno al 16% de la poblacion en edad fértil, lo que supone
gue 1 de cada 6 parejas tendran problemas a la hora de tener un hijo% La demanda
creciente de los tratamientos de reproduccién asistida por parejas con problemas de
esterilidad hace necesaria la utilizacion de métodos cada vez mas precisos para

asegurar la evolucién hacia el nifio sano.

Se estima que la infertilidad masculina (factor masculino) es responsable del 35%
de los casos de esterilidad® por lo que la calidad del semen empleado en las TRA ha
pasado a considerarse uno de los factores clave para el éxito de las mismas. Por ello,
actualmente, todas las técnicas relacionadas con el analisis y la mejora de la calidad

seminal son de uso rutinario en laboratorios de reproduccion.

Debido a la dificultad de la mejora de la calidad ovocitaria por el bajo nimero de
6vulos obtenidos por ciclo frente a los millones de espermatozoides presentes en una

Gnica muestra, es en el campo de la mejora seminal en el que se centra este trabajo.

2.2. Evaluacion de la calidad seminal

Los primeros pardmetros a tener en cuenta en el andlisis espermatico son la
concentracion, la motilidad y la morfologia. El estudio de estas caracteristicas se
puede llevar a cabo por microscopia 6ptica y permite clasificar distintas patologias
segun los criterios establecidos por la OMS en 2010* (Tabla 1). Otras variables a tener
en cuenta, esta vez mediante examen macroscopico, son el tiempo de licuefaccion, la
viscosidad, el volumen y el pH, todos ellos indicadores de la calidad seminal. La

evaluacién de estas caracteristicas se conoce como seminograma.
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Parametro evaluado

Valor limite de referencia

inferior

Licuefaccion
Viscosidad (formacién de
hilos)
Volumen
Color
pH
Concentracion
Moviles totales
Moviles progresivos
Morfologia
Vitalidad

Leucocitos

Total a los 60 minutos
< 2cm

1,5 ml
Blanco Opalescente
>7,1
15 millones/ ml
40%

32%

4%

58%

<1 milléon/ml

Tabla 1: Parametros seminales considerados normales por la OMS (2010)

En este mismo informe, la OMS sugeria que las variables que mas contribuyen a la

obtencion de embarazo, tanto in vivo como in vitro y, por tanto, se convierten en claros

marcadores de la calidad seminal, son la concentracion, la motilidad y la morfologia.
2.2.1. Concentracion:

Segun diversos estudios, un bajo recuento de espermatozoides esta asociado a
una menor tasa de embarazo®. Varios factores pueden contribuir a una disminuciéon de
la concentracion espermatica de manera puntual, como el periodo de abstinencia

sexual o las condiciones fisioldgicas en el momento de la recogida.

Existen una serie de patologias asociadas a la baja concentracion de
espermatozoides en el eyaculado como la azoospermia (ausencia de espermatozoides
en el eyaculado), la criptozoospermia (espermatozoides no observados en la muestra
en fresco pero si en el pellet tras la centrifugacion) o la oligozoospermia (nimero total
de espermatozoides por debajo de 15 millones/ml). Todas ellas contribuyen a una
menor tasa de fecundacion tanto in vivo como in vitro debido a la menor probabilidad

de unién 6vulo-espermatozoide.
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2.2.2. Morfologia:

El porcentaje de formas normales esta altamente relacionado con la capacidad
fecundante in vivo y con la capacidad de desarrollo embrionario®. De hecho, se ha
demostrado que un porcentaje elevado de formas espermaticas anormales, conocido
como teratozoospermia, se asocia con fallos en la fertilizacion, una mala morfologia
embrionaria y una baja tasa de embarazo’. Por lo tanto, los espermatozoides

anormales generalmente presentan un menor potencial de fecundacion.

Una de las explicaciones para esta asociacion es que los espermatozoides
normales nadan mas rapido y mas recto y presentan una mayor frecuencia de golpe
flagelar mientras que las anormalidades morfolégicas se han asociado con
alteraciones de la motilidad, siendo esta muy lenta o inexistente®. Esto puede deberse
a una hidrodinamica deficiente por anormalidades en la morfologia de la cabeza o el
flagelo que impiden un movimiento normal, o a una disminucion de la frecuencia del

ritmo del flagelo debida a alteraciones en la produccién de energia intracelular.

Sin embargo, si bien se ha demostrado que la morfologia se relaciona de forma
inversa con la motilidad y que esto es un factor fundamental para la fecundacion in
Vivo, no existe consenso acerca de la menor capacidad fecundante in vitro de los

espermatozoides morfolégicamente anormales®.
2.2.3. Motilidad:

La motilidad espermatica también esta relacionada con las tasas de embarazo
segun la bibliografial®. Una de las principales causas de infertilidad masculina es
precisamente la disminucion de la motilidad espermética, denominada
astenozoospermia, y que puede deberse a anomalias en la morfologia, o a
anormalidades metabdlicas en el mecanismo de produccién y transduccion de la
energia dentro de la célula que influyen en la eficacia del golpe flagelar. La motilidad
de una muestra de semen depende, ademas, del ambiente y de las condiciones de

analisis.

Por eso, el recuento de espermatozoides méviles totales (REMT) se utiliza también
como diagnéstico de un factor masculino. Esta técnica se usa de manera habitual en el
laboratorio para separar los espermatozoides moviles y, por tanto, con mejor
prondstico reproductivo, de aquellos inméviles, ademas de restos celulares y factores

gue inhiben la capacitacion.
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A pesar de que el seminograma es una cita ineludible para el inicio de un
tratamiento de Reproduccion Asistida, la variabilidad en los valores limite de referencia
en los Ultimos afios!! asi como la subjetividad en la evaluacién por los distintos centros
de andlisis, hacen que el estudio de estas caracteristicas sea un pobre indicador de la
capacidad reproductora masculina. Por otro lado, la existencia de pacientes con unas
caracteristicas morfolégicas y de motilidad espermatica normales, que presentan
repetidos fallos de implantacion (FI) o abortos de repeticion (RAB), pueden indicar la

presencia de otros factores que influyen en la calidad seminal.

2.3. Integridad del DNA espermético y capacidad reproductiva

La integridad genética y bioquimica del espermatozoide es esencial para asegurar
la competencia reproductiva, sin embargo, la espermatogénesis envuelve procesos
gue pueden poner en peligro la integridad del DNA espermatico. Se ha demostrado
gue existe una correlacion entre la presencia de aneuploidias y dafios en el DNA con
repetidos fallos de implantacién y anormalidades en el desarrollo embrionario'?. De
hecho, los pacientes que presentan una elevada tasa de fragmentacion espermatica,
asi como los que presentan anomalias cromosOmicas en sus espermatozoides
coinciden en unos resultados significativamente mas negativos en las técnicas de

reproduccion asistida®®.

Sin embargo, estos fallos en el material genético espermatico no implican
necesariamente una morfologia anormal del espermatozoide! ni alteraciones en su
motilidad, lo que podria explicar la existencia de varones infértiles con un
seminograma normal. Un estudio realizado por el equipo de Conrado Avendafio et al.
con este tipo de pacientes revel6 que una de las causas principales de la disminucion
de la capacidad reproductiva tanto in vivo como in vitro era la fragmentacién del DNA

espermatico®®.

Por otro lado, recientes estudios han demostrado que un alto nivel de
fragmentacion del DNA espermético no estad necesariamente asociado con
anormalidades morfoldgicas en las primeras fases de division embrionaria pero afecta
a la tasa de implantacion®®. Esto supone que la fecundacion con espermatozoides
morfolégicamente normales pero con dafios o alteraciones en su DNA, generaria

embriones con patrones de desarrollo temprano normales pero podrian afectar al
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desarrollo tardio del embrion produciendo fallos de implantacion o abortos de

repeticion.

Por todas estas razones queda claro que la causa genética es el principal
problema a solucionar dentro de las TRA.

Eso llevé al desarrollo de técnicas diagnésticas como el FISH-e o los Estudios de
Fragmentacion que, aplicadas sobre el espermatozoide, han permitido detectar
sémenes con una alta incidencia de aneuploidias que, en caso de fecundar al 6vulo,
van a producir una alta tasa de embriones cromosémicamente alterados que
dificilmente van a generar un bebé sano. Sin embargo estas técnicas, si bien permiten
evaluar la calidad seminal, no permiten seleccionar los espermatozoides sanos para
utilizarlos en la fecundacion de los ovocitos por lo que el resultado es meramente
informativo y s6lo nos indica la existencia de una alta probabilidad de generar
embriones aneuploides.

llustracidon 1: Imagen de un embrién en 6 células.
Frente a ello, la Unica opcion era la  En el DGP una de estas células es biopsiada y
analizada para detectar posibles dafios en el

aplicacion de técnicas de Diagnostico | .icrial genético.

Genético Preimplantacional (DGP), que
permite detectar anormalidades genéticas en
el embrion antes de ser implantado mediante
la extraccion y el estudio de una de sus
células. De esta forma se pueden
seleccionar los embriones sanos para ser

transferidos. El principal problema de estas

técnicas es que son muy costosas tanto a
nivel econdémico como de procedimiento e
incluso puede ser agresivo para el embrién, por lo que puede resultar de gran interés

detectar de forma previa estos espermatozoides con dafios en su DNA.

Las técnicas de SGE como las columnas de anexina (MACS) o la ICSI fisiologica
(PICSI) se desarrollaron inicialmente para detectar espermatozoides con alto grado de
fragmentacién’ en su DNA pero Ultimas investigaciones han demostrado que pueden
ser capaces de seleccionar igualmente espermatozoides cromosdmicamente normales
evitando con ello la generacibn de embriones con aneuploidias por causa

espermatica’?.
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2.3.1. MACS: Magnetic-Activated Cell Sorting:

Esta técnica se basa en la externalizacion de

{'A} d{i’m fosfatidil serina (PS) en la membrana de los
espermatozoides preapoptoticos. Se utilizan

moléculas de anexina V acopladas a

pequefias esferas metalicas de unos 50 nm

/\ de didmetro. La anexina V se une a la PS de

llustracion 2: a) espermatozoide preapoptético

con externalizacién de PS. b) Moléculas de la membrana de las células preapoptoticas.
anexina V unidas a la PS y a una esfera magnética. L,
¢) Espermatozoide normal Con la ayuda de un iman, podemos atraer y

retener las esferas metalicas, acopladas a los
espermatozoides no viables. De esta forma, si
hacemos pasar la muestra mezclada con
estas moléculas de anexina por una columna

rodeada por un iman, los espermatozoides

& & &
llustracion 3: Esquema de funcionamiento de las
MACS. Los espermatozoides unidos a la anexina V. quedaran retenidos mientras que los que sean

quedan atrapados por el iman mientras que los . L, B .
espermatozoides viables e|uyen_ Vlables, EIUlran y seran reCOgldOS para ser

gue presenten este marcador apoptotico

utilizados en la fecundacién del ovocito.

2.3.2. PICSI: Phisiological IntraCytoplasmic Sperm Injection:

Esta técnica fue disefiada para mejorar la utilizacién de la ICSI convencional en la
gue la seleccion del espermatozoide es arbitraria y basada sélo en caracteristicas
morfolégicas. Con la PICSI se seleccionan espermatozoides maduros que son
capaces de unirse al acido hialurénico, componente principal de la membrana
ovocitaria. De esta forma, los espermatozoides que se unan a las gotas de acido
hialurénico, presentardn receptores en su membrana que serian capaces de reconocer
el ovocito y fecundarlo. Con esta técnica, la ICSI se realiza con espermatozoides

maduros, que serian capaces de fecundar al ovocito en condiciones fisiologicas.

La aplicacion de estas técnicas de forma rutinaria en los laboratorios de
reproduccion asistida podria permitir la disminucion de embriones con dafios en el
DNA, mejorando los resultados de las TRA y reduciendo la tasa de abortos y fallos de

implantacion.
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3. Objetivos

e Evaluar las técnicas de SGE (MACS y/o PICSI), indicadas inicialmente para
detectar espermatozoides con DNA fragmentado, en la seleccién de
espermatozoides cromosOmicamente normales para su uso en ciclos de

Fecundacion In Vitro (FIV).

e Comprobar si existe diferencia entre las tasas de embarazo de pacientes
con FISH-e normal sometidos a un tratamiento de FIV/ICSI convencional y
aquellos con FISH-e alterado que se someten a una técnica de SGE previa

al tratamiento.

10
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4. MATERIAL Y METODOS:

4.1, Fecundacioén In Vitro

Todas las parejas incluidas en el estudio
fueron sometidas a técnicas de Fecundacion

In Vitro segun los procedimientos habituales.

La técnica de fecundacion utilizada vario
segun la calidad seminal aportada por el
varon principalmente en base al nimero de f ‘ =
espermatozoides presentes en la muestra. Si
el numero era inferior a 2 millones la técnica
de eleccibn fue la  microinyeccion
intracitoplasmatica de  espermatozoides

(ICSI). Si el numero era superior a 2 millones
llustracion 3: Imagen de una Inyeccion
Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) al

(microgota). microscopio 6ptico.

la técnica fue de FIV convencional

4.2. Poblacion de estudio:

Se trata de un andlisis retrospectivo realizado sobre 690 ciclos realizados en la
Unidad de Reproduccion Asistida de Quirén Zaragoza entre julio de 2014 y junio de
2015. Previo a cualquier tratamiento, se obtuvieron las serologias para descartar

enfermedades de tipo infeccioso. Se divide a los pacientes en tres grupos de estudio:

— Grupo A: consistente en pacientes que presentan un FISH-e alterado
pero no se realizan técnicas de SGE. (n=143 ciclos)

— Grupo B: formado por pacientes con FISH-e alterado a los que se les
realizan técnicas de SGE. (n=92 ciclos)

— Grupo Control: compuesto por pacientes con FISH-e normal.(n=455
ciclos)

Las indicaciones para realizar FISH-e fueron presentar un Factor masculino
severo, parejas con fallos de implantacion o abortos de repeticién de etiologia

desconocida.

11
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4.3. Obtencién de la muestra:

Siguiendo las recomendaciones de la OMS 2010 y de la Sociedad Europea de
Embriologia y Reproduccién Humana, las muestras fueron obtenidas por masturbacion
en un bote estéril de boca ancha tras un periodo de 2 a 7 dias de abstinencia y
entregadas en el laboratorio el mismo dia de la puncion folicular en un tiempo inferior a
una hora desde su recogida. En el caso de presentar problemas en la recogida de
muestra, los pacientes fueron citados dias antes de la puncion y se procedio a la

congelacién de semen previa a Fecundacion in Vitro (FIV).
4.4, Evaluacion de la muestra

Se analiz6 la licuefaccion (completa o no) de la muestra tras 20 minutos de reposo
después del eyaculado. En caso de no ser completa y presentar una elevada
viscosidad, se pasé la muestra por una aguja de jeringa hasta obtener un semen

homogéneo.

Se midié el volumen de la muestra mediante una pipeta graduada de 10 ml y para
el estudio de la concentracién, movilidad y morfologia se utilizé6 una camara Makler en
la que se depositd una gota del eyaculado. La camara Makler tiene una profundidad de
10 pm que permite la movilidad de los espermatozoides en un plano. Al microscopio se
observa una cuadricula de 10x10 filas de 0’01 mm? por cuadro (0’1x0’1). De esta
forma la medida de concentracion se obtuvo de multiplicar el promedio del contaje de

tres filas o columnas por el factor 108/ml.

La morfologia se evalud a simple vista teniendo en cuenta tanto las formas moviles
como inmoviles y considerandose como normal un 4% de espermatozoides con

morfologia adecuada.

En cuanto a la movilidad se evaluaron los pardmetros en base a la clasificacion
realizada por la OMS 2010%:

e Moviles progresivos (A+B): Los espermatozoides se mueven

activamente, ya sea de manera lineal o en circulos, independientemente de la
velocidad

e Modviles no progresivos (C): Incluye todos los patrones de movilidad

pero con ausencia de progresion como el avance en pequefios circulos.

e Inmdviles (D): Sin movimiento.

12
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Una vez evaluada la cantidad y calidad de la muestra seminal, se procedi6 a la
eleccion de la técnica de seleccién. En muestras de muy mala calidad, a los varones
incluidos en el grupo B, se les realizé una seleccién por PICSI mientras que en
aquellas con una concentracién espermética elevada en las que ibamos a realizar
“microgota” se utilizé la técnica MACS. En ambos casos se realiza el lavado por

gradientes de densidad.
45. Gradientes de densidad:

Tras el andlisis en la cAmara Makler se utilizo el resto de la muestra para realizar
gradientes de densidad y recuperar la fraccion de espermatozoides con mejor

movilidad, asi como eliminar sustancias descapacitantes.

Se prepararon de 1 a 3 tubos de gradientes en funcion del volumen y la calidad de
la muestra. Los tubos contenian dos capas de PureSperm®100 a distinas densidades.
La capa inferior contiene 2ml de PureSperm®100 al 80% y la superior 2ml de
PureSperm®100 al 40%. Se deposita toda la muestra repartida entre los diferentes
tubos y se centrifuga a 2000 revoluciones durante 20 minutos. De esta forma los
restos seminales y el plasma seminal quedan arriba y precipitan las células lavadas.
Se realiz6 un segundo lavado resuspendiendo el pellet con 4 ml de G-IVF™
atemperado. Se centrifug6 durante 10 minutos a 2000 rpm tras lo cual se resuspendio
de nuevo el pellet hasta llegar a una concentracion adecuada de espermatozoides

para la técnica que vamos a utilizar (3-5 mill/ml para FIV, 1-3 mill/ml para ICSI).

Gradientes densidad | | Post centrifugacion

Plasma seminal

Gradiente densidad 40% e

Espermatozoides nmbviles,
celulas epiteliales, leucocitos
y bactenas

Espermatozoides
Inmaduros u otras

\célu!as
Espermatozoides
mbviles

Espermatozoides
mdviles
seleccionados

Gradiente densidad 80%
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Hay que destacar que para el empleo de la técnica MACS, el lavado por gradientes
se realiza después del paso de la muestra por la columna. En este caso los gradientes

contenian 0,5 ml de PureSperm®100 por capa.
4.6. FISH-e:

El FISH es una técnica citogenética que permite el marcaje de cromosomas
mediantes sodas fluorescentes permitiendo la deteccion de anormalidades en la carga
genética como aneuploidias, microdelecciones, duplicaciones o inversiones de una
forma eficaz y rapida. En reproduccion asistida se utiliza esta técnica para detectar
sémenes con alta incidencia de aneuplodias por lo que este estudio se lleva a cabo en
los espermatozoides.

El analisis se llevo a cabo en varones con
cariotipo normal (46, XY). Para cada muestra
se determind la incidencia de disomias y
diploidias para los cromosomas X, Y, 13, 18 y
21, asi como la proporcion de espermatozoides

portadores del cromosoma X e Y. Para ello se

realizaron dos hibridaciones sobre dos llustracién 5: Fotografia de un FISH-e. Se
i . . L marcan en rojo los cromosomas X, en verde
portaobjetos diferentes utilizando las siguientes  josvy en azul el cromosoma 18. Se aprecia

un espermatozoide aneuploide (rodeado)
que contiene tanto el cromosoma X como el

Aneuploidias (Genycell-Biotech): CEP18 - Sonda Y-

satélite del cromosoma 18 en Aqua; CEPX - Sonda satélite del cromosoma X en

combinaciones de sondas: Kit FISH Diagndstico

Verde; CEPY - Sonda satélite del cromosoma Y en rojo. Mix Prenatal Cromosomas
13/21: 13g14.2 - Sonda Locus Unico cromosoma 13 en Verde; 21g22.13 - Sonda
Locus Unico cromosoma 21 en Rojo. Las indicaciones para realizar FISHe fueron: |I.
Presentar un Factor masculino severo (REM < 1mill /ml). Il. Factor masculino ligero
(REM 2-15 mill/ml) en parejas con fallos de implantacion (si tras transferencia de 6
embriones no se ha conseguido embarazo). Ill. Abortos de repeticion de etiologia

desconocida (= 2).

TECNICAS DE SELECCION GENETICA ESPERMATICA

4.7. Separacion de espermatozoides apoptdticos mediante MACS
Utilizada en varones del grupo B con muestras seminales con concentracion

superior a 2 mill/ml de espermatozoides.
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Los espermatozoides preapoptoticos fueron eliminados de la muestra mediante

separacion magnética utilizando MACS®ART Annexin V Kit (Milteny Biotec).

Se midié el volumen de la muestra de semen fresco y se diluyé con el doble de
MACS®ART Annexin V Binding-Buffer. Se centrifugd durante 4 minutos a 2000 rpm y
el sobrenadante fue descartado. Se resuspendio el pellet en 100 pl de MACS®ART
Annexin V-Reagent y se completé hasta un volumen final de 500 pl con MACS®ART
Annexin V Binding-Buffer. La mezcla se dej6 incubando a temperatura ambiente y en

oscuridad durante 15 minutos.

Antes de pasar la muestra, se lavé la columna (colocada en el soporte magnético)
con 1 ml de MACS®ART Annexin V Binding-Buffer. Se desecho el tubo donde se habia
recogido este primer lavado.

A continuacion se procedio al paso de la muestra por la columna y se espero6 a que
eluyera en un tubo de fondo conico debidamente rotulado. Una vez recogidos los 500
ul en el tubo, se lavo la columna con 500 pl de MACS®ART Annexin V Binding-Buffer

que se recogieron en el mismo tubo.

Posteriormente se realiz6 el lavado de la muestra por gradientes de densidad.

4.8. Seleccion de espermatozoides maduros mediante PICSI

Utilizada en varones del grupo B con muestras seminales con concentracion

inferior a 2 mill/ml de espermatozoides.

El Sistema de Seleccion de Espermatozoides mediante PICSI® consiste en una
placa de poliestireno con tres micropuntos de hialuronato fijados en la parte inferior
interior. Existen tres lineas de localizacion grabadas en la parte inferior exterior que

permiten localizar los micropuntos.

Se hidrataron los micropuntos de hialuronato colocando gotas individuales de 10uL
de un diluyente de espermatozoides adecuado (en este caso utilizamos G-MOPS™ de
Vitrolife) cubriendo el area en la que esta situado el micropunto. Las gotas de PVP
(polivinilpirrolidona) utilizadas para ralentizar el movimiento espermatico y mejorar la
manipulacion de los espermatozoides en la Inyeccion Intracitoplasmatica (ICSI)

también fueron colocadas en otra parte de la placa en este momento. En este caso
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utilizamos el PVP comercial ICSI™ de Vitrolife. Se cubri6 la placa con aceite para
cultivo tisular (OVOIL ™ de Vitrolife).

Se agregaron los espermatozoides al micropunto prehidratado en un volumen

aproximado de 10 pL

La hidratacion del micropunto antes de aplicar los espermatozoides da tiempo al
hialuronato para hincharse. Normalmente el proceso de hinchado y la union de los
espermatozoides comienzan en 5 min 0 menos. No obstante, algunos micropuntos

pueden requerir 30 minutos 0 mas para alcanzar su capacidad de unién maxima.

Por ello se dej6 reposar la placa prehidratada durante 20-30 minutos a una
temperatura inferior a 30°C para facilitar la unién.

. Tras este tiempo, los espermatozoides maduros se habian unido al hialuronato.
Estos espermatozoides se unen por la cabeza al hialuronato por lo que no presentan

migracién progresiva a pesar del movimiento vigoroso de la cola.

La recogida de espermatozoides unidos se realiza con la aguja de ICSI. Los
espermatozoides maduros se trasladan a las gotas de PVP donde se inactiva la cola y
se reevalla su motilidad y morfologia. Desde la gota de PVP se seleccionan y se
cargan los espermatozoides procesados para su inyeccion en ovocitos segun su

protocolo de inyeccion estandar.

llustracion 7: Espermatozoides unidos a

llustracion 6: Fotografia de una placa de PICSI. una gota de &cido hialurénico. Sélo los
Las flechas sefialan la posicion de los puntos espermatozoides maduros que

de hialuronato donde se fijarén los expresan receptores de hialuronato en
espermatozoides maduros. su superficie son capaces de unirse.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Como hemos comentado a lo largo de este trabajo, la integridad genética de los
espermatozoides es indispensable a la hora de generar embriones sanos que puedan
dar lugar a un embarazo'?. Las técnicas de diagnéstico como el FISH-e son capaces
de darnos informacion muy util acerca de la calidad del semen empleado en las TRA

pero su uso es meramente diagnastico.

El Diagnéstico Genético Preimplantacional (DGP) ha sido durante muchos afios la
Gnica opcién para facilitar la transferencia en el Utero materno de embriones
cromosémicamente sanos pero su misma aplicacion genera dos problemas: por un
lado, la manipulacién agresiva del embrién ocasionada por la extraccion de una de sus
células y, por otro lado, al ser un estudio realizado directamente en el embrién no nos
permitia controlar que la fecundacion la realizara un espermatozoide sano. Ahi radica
el interés de encontrar una técnica que permita realizar esa seleccion en una fase

previa a la fecundacion del évulo. Técnicas a las que hemos llamado de SGE.

En este trabajo se pretende demostrar cdmo estas técnicas, que se desarrollaron
inicialmente para eliminar los espermatozoides con el DNA fragmentado!’, son
capaces de seleccionar espermatozoides euploides y reducir con ello el riesgo de

obtener embriones aneuploides.

Para ello, en los grupos A y B, se han seleccionado parejas diagnosticadas de
fallos de implantacion, abortos de repeticion, oligospermia severa y DNA espermatico

alterado detectado mediante técnicas de Hibridacion In Situ por Fluorescencia (FISH).

A fin de evitar manipulaciones innecesarias sobre el embrién humano evaluaremos
el resultado del estudio en base a porcentajes de embarazo y tasas de aborto tras
ciclos de FIV comparando un grupo control (con semenes normales), parejas con
varones con FISHe alterado a los que no se les ha realizado SGE (grupo A) y parejas

con semenes alterados a los que se les ha realizado SGE (grupo B).

5.1. Tasas de embarazo

Grupo control: FISH-e normal.

Se muestran en las tablas (Tablas 2, 3 y 4) la cantidad de ciclos totales, de

embarazos, embarazos evolutivos y abortos entendiendo como embarazo: B-HCG
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positiva en sangre a los 15 dias tras la transferencia del embrién; embarazo evolutivo:
B-HCG positiva en sangre y ecografia con latido tres semanas después; y aborto:

embarazos con beta positiva en los que no se llega a detectar latido ecogréfico.

Se hicieron igualmente dos grupos en funcién de la procedencia del évulo: 6vulos
propios (OP) corresponde a 6vulos obtenidos de parejas sometidas a ciclos de FIV con
edades comprendidas entre los 35 y 40 afios y 6vulos de donante (OD) corresponde a
ciclos en los que los 6vulos proceden de mujeres que donan sus 6vulos de forma

altruista a otras parejas y con edades comprendidas entre 18 y 35 afios.

Tabla 2: Numero de transferencias, embarazos totales, embarazos evolutivos y abortos en la poblacion
control, consistente en parejas que presentan un semen con FISH-e normal. Se diferencian las técnicas
de Fecundacion in vitro convencional (FIV) y la Inyeccién Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).
Asi mismo se separan los pacientes en aquellos que utilizan Avulos propios y los que recurren a la
donacién de ovocitos (PDO).

OVULOS PROPIOS OVULOS DE DONANTE
FIVvV ICSI TOTAL PDO PDO+ICSI TOTAL

Ciclos 226 136 362 81 12 93

Embarazos 112 77 189 60 9 69
Embarazos

_ 86 62 148 51 8 59
evolutivos

Abortos 26 15 41 9 1 10

Tabla 3: Tasas de embarazo, embarazo evolutivo y aborto en el grupo control (FISH-e normal). El
porcentaje de embarazo evolutivo y aborto se calcula en funciéon de los ciclos totales. (Los valores
marcados con (*) representan el porcentaje de embarazo evolutivo y aborto, respectivamente, en funcion
de los embarazos totales y no de los ciclos totales).

OVULOS PROPIOS OVULOS DE DONANTE

FIV ICSI TOTAL | PDO PDO+ICSI TOTAL

%Embarazos 495% 56,6% 52,2% | 74,1% 75% 74,2%
% Embarazos 38,05% 45,6% 40,8% 63% 66% 63,4%
evolutivos (76,8%)*  (80,5%)* (78,3%)* | (85%)* (88,9%)*  (85,5%)*

11,5% 11,03% 11,3% | 11,1% 8,3% 10,7%
(23%)*  (19,5%)* (21,7%)* | (15%)* (11,1%)*  (14,5%)*

%Abortos
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Tabla 4: Representacion grafica del porcentaje de embarazos, embarazos evolutivos y abortos en el grupo control (FISH-e normal). Se
separan las poblaciones entre dvulos propios (OP) y de donante (OD). Los porcentajes de embarazos evolutivos y abortos se calculan
con respecto al total de ciclos.

100 OVOCITOS PROPIOS OVOCITOS DE DONANTE
90

Embarazos
80 74,1% 75% 74,2%
Emb. Evolutivos I

[ e I
70 Abortos 63% 6?’ 63,4%

56,6% I 1

%0 149,5% 52,2%

0 | gl %" I40 8%
38,05% I A
40 I I

30

20
11,5% 11,03% 11,3% 11,1%

10 T < == T

8 3% 10,7%

FIV ICSI TOTAL PDO PDO- ICSI TOTAL

En los resultados del grupo control podemos apreciar que la tasa de embarazo es
del 52,2% cuando se utilizan ovocitos propios mientras que es del 74,2% en la
donacién de ovocitos. Las tasas de aborto sin embargo se mantienen mas o menos
constantes en torno al 11 %. Consideraremos estos porcentajes como control,

comparando a los dos grupos de estudio con los mismos.

Grupo A: Pacientes con FISH-e alterado en los que no se realiza SGE.

Se muestra en la tablas el nimero de ciclos totales asi como el nUmero de embarazos

y el porcentaje de embarazo en funcion de los ciclos totales (Tablas 5, 6y 7).

Tabla 5: Datos correspondientes al Grupo de estudio A en el que se incluyen pacientes con FISH-e

alterado a los que no se les ha realizado SGE. Se muestran datos de ciclos totales y embarazos.

OVULOS PROPIOS OVULOS DE DONANTE
FIV PDO
Ciclos 97 14
Embarazos 17
Embarazos evolutivos 12
Abortos 5
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Tabla 6: Datos correspondientes a los porcentajes de embarazo, embarazo evolutivo y aborto en el

Grupo de estudio A en el que se incluyen pacientes con FISH-e alterado a los que no se les ha realizado

SGE.
OVULOS PROPIOS OVULOS DE DONANTE
FIVIFIV-ICSI PDO/PDO-ICSI
%Embarazos 175 % 37, 7%
% Embarazos 12,3% 28,6 %
evolutivos (70,6%)* (80%)*
%Abortos >% 2%
(29,4%)* (20%)*

Tabla 6: Datos correspondientes a los porcentajes de embarazo, embarazo evolutivo y aborto en el Grupo

de estudio A en el que se incluyen pacientes con FISH-e alterado a los que no se les ha realizado SGE.

100 -
90
80 OVOCITOS PROPIOS

70 A

OVOCITOS DEDONANTE

60
Embarazo
50
37,7 Embarazo evol.

40 - T
28,6% Aborto

30 - I

17,5%

20 Tz 12,3%

10 - T 5%

En este caso el porcentaje de embarazo es de 17,5% con ovocitos propios y del 37,7%
con ovocitos de donante. Si bien se sigue notando un aumento de las tasas de
embarazo con la utilizacién de ovocitos donados, es evidente que el porcentaje de
embarazo es mucho menor en ambos casos. Esto es debido a que la calidad del
semen utilizado no es 6ptima y da lugar a embriones que o bien no evolucionan
correctamente o producen fallos de implantacion. Estos dos supuestos producen una

reduccion significativa en las tasa de embarazo.
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Grupo A*: Pacientes con FISH-e alterado en los gue no se realiza SGE pero si DGP.

Dentro del grupo de pacientes con FISH-e alterado en los que no se realiza SGE,
introducimos un subgrupo A’ de pacientes en los que se realiza un DGP. Se analizan
Unicamente los embarazos ya que el grupo es muy reducido y no hemos recopilado

mayor informacion (Tablas 8 y 9).

Tabla 8: Porcentaje de embarazo en pacientes con FISH-e alterado en los que se realiza un DGP

OVULOS PROPIOS OVULOS DE DONANTE

FIV+ DGP PDO+DGP
Ciclos 28 4
Embarazos 10 2
No embarazos 18 2
% Embarazo 35,7% 50%

Tabla 9: Representacion gréafica de los porcentajes de embarazo en parejas con FISH alterado sobre los
que se realiza DGP

100 -

90 +

80 OVOCITOS PROPIOS OVOCITOS DE DONANTE

70 -

60 - 50%

50 - 35 7% % Embarazo I
40 - '

30 -
20 ~
10 -~

0 T 1
opP oD

Por otra parte observamos como al realizar DGP sobre estos embriones (tabla 9) el
namero de embarazos por ciclo aumenta pero no llega a los niveles del grupo control
(52,2% en OP y 74,2% en OD). Esto se debe a que en un ciclo realizado con un
semen con FISH-e alterado sin poder hacer una seleccibn previa de los

espermatozoides el nimero de embriones viables que se van a poder transferir se
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reduce drasticamente pudiendo llegar a ser cero y, por tanto, disminuyen las

probabilidades de éxito.

Grupo B: Pacientes con FISH-e alterado en los que se realiza SGE.

En este grupo se incluyen 92 ciclos realizados sobre pacientes con FISH-e alterado a
los que se les ha realizado alguna técnica de SGE.

Tabla 7: Se incluyen los datos sobre ciclos totales, embarazos, embarazos evolutivos y abortos en el

grupo B del estudio representado por pacientes con un FISH-e alterado a los que se les realiza SGE

OVULOS PROPIOS OVULOS DE DONANTE

FIV/ICSI PDO
Ciclos 77 15
Embarazos 38 11
Embarazos
. 29 9
evolutivos
Abortos 9 2

Tabla 8: Porcentajes de embarazos, embarazos evolutivos y abortos en pacientes del grupo B. La tasa de
embarazo evolutivo y aborto se calcula en funcién del total de ciclos. Los valores marcados con (*) se
refieren al porcentaje en base al total de embarazos. (Los valores marcados con (*) representan el
porcentaje de embarazo evolutivo y aborto, respectivamente, en funcion de los embarazos totales y no de

los ciclos totales).

OVULOS PROPIOS OVULOS DE DONANTE

FIV PDO
% Embarazos 49,3% 73,3%
%Embarazos 37,6% 60%
evolutivos (76,3%)* (81%)*
11,7% 13%
%Abortos
(23,7%)* (18%)*
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Tabla 9: Representacion de los porcentajes de embarazo, embarazo evolutivo y aborto en pacientes con
FISH-e alterado a los que se les ha realizado SGE

100

90

OVOCITOS PROPIOS

80

70

60

50

40

30

20

10

49,3%

37,6%

11,7%

OVOCITOS DE DONANTE
73,3%

60%

13%

FIV/FIV-ICSI

PDO/PDO-ICSI

Tabla 10: Comparativa de las tasas de embarazo (clinico) entre los grupos separadas entre 6vulos

propios y de donante:

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

10), observamos cémo los porcentajes de embarazo en pacientes con el FISH-e
alterado en los que no se realiza seleccion genética son considerablemente més bajos

gue el grupo control (Grupo A) mientras que los resultados del grupo B, consistente

OVOCITOS PROPIOS

OVOCITOS DE DONANTE

490/

52,2%

49,3%

15

Control

35,7%
17,5% I
A* B

Cuando comparamos los resultados obtenidos en los tres grupos estudio (Tabla

50%

37,7%

I“ri/.

Control

A A* B
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en pacientes con el FISH-e alterado pero en los que si se realiza seleccidon genética,
se asemejan bastante a los valores esperados en el grupo control pudiendo

considerarse equiparables.

Por otro lado, observamos que en el subgrupo A* (pacientes con FISH-e alterado
en los que se realiza DGP) los porcentajes de embarazo son mejores que en el grupo
A pero sin llegar al nivel del grupo control. Esto es debido al menor niumero de
embriones viables y transferibles obtenidos por ciclo al no poder seleccionar el
espermatozoides previamente a la fecundacién y, en menor medida, por la agresividad

de la técnica que requiere del biopsiado de una célula del embrién.

Puesto que al aplicar técnicas que reducen el nimero de espermatozoides con el
DNA fragmentado en sémenes con una alta incidencia en aneuploidias aumentamos el
namero de embarazos y, por tanto, disminuimos el nimero de embriones aneuploides,
podemos asumir que la fragmentacién esta altamente asociada a la presencia de

aneuplodias.

Existen estudios que sugieren que la presencia de aneuplodias durante la
maduracion espermatica puede derivar en la fragmentacion del DNA espermético pero
sin llegar a producir la apoptosis celular’’. Por esto, la detecciébn de marcadores
preapotéticos y de madurez puede ser un paso clave en la consecucién de embriones

sanos y con buen pronéstico reproductivo.

Por dltimo, al comparar los resultados de ovocitos propios con los de ovocitos de
donante podemos comprobar cémo en este segundo caso el porcentaje de embarazo
es siempre mayor para todos los grupos. Esto podria sugerir un cierto papel corrector
gue los ovocitos de buena calidad como los de donantes jovenes podrian hacer sobre
los espermatozoides, reduciendo el nimero de aneuplodias y aumentando las tasas

de embarazo.
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6. CONCLUSIONES

1. Queda demostrado el impacto negativo que tiene la presencia de aneuploidias
en los espermatozoides en el éxito reproductivo de una pareja

2. La realizacién de técnicas de DGP permite mejorar los resultados pero sin
llegar a ser equiparables a los del grupo control.

3. La realizacion de técnicas previas de SGE en pacientes con FISH alterado nos
permite alcanzar tasas de embarazo equiparables a pacientes con FISH- e
normal

4. Todo parece confirmar la relacién existente entre la fragmentacion del DNA
espermatico y la presencia de aneuploidias aunque esto precisa de posteriores

estudios mas avanzados

5. Parece confirmarse el papel corrector que puede ejercer sobre el

espermatozoide évulos de buena calidad como son los de las donantes.

6. CONCLUSIONS

1. It is demonstrated the negative impact the presence of aneuploidy has in

the spermatozoa related to the reproductive success of a couple.

2. Using DGP we could improve the results but they are still lower than the

control group.

3. The utilization of sperm selection techniques in patients with an altered
FISH-e allows us to reach similar pregnant rates than FISH-e normal

patients.

4. Everything seems to confirm the relationship between DNA fragmentation

and the presence of aneuploidy but later studies are required.

5. The corrector role that good quality oocytes can make over the

spermatozoa seems to be suggested.
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