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Resumen

Introduccién: Se ha propuesto la conveniencia de realizar rutinariamente analisis cromosomicos, tan-
to en espermatozoides como en embriones, cuando proceden de pacientes con factor varon severo
(criptozoospermia), en base a una posible mayor incidencia de alteraciones cromosémicas cuando se
presenta dicha condicion que afectaria negativamente la tasa de fecundacion, embarazo, abortoy a
la obtencién de nacidos vivos sanos.

Objetivo: Estudiar si la concentracidn de espermatozoides en fresco afecta a los resultados de la ICS.

Disefio: Estudio retrospectivo de ciclos de ICSl entre enero de 2000 y mayo de 2003, en |os casos en
los que se transfirieron 2, 3 0 4 embriones, al menos 2 de ellos de grado 1-2. Se compararon las tasas
de fecundacién, implantacion, embarazo, partos y abortos cuando la ICS se realiz6 con esper mato-
zoides de varones correspondientes a cuatro niveles de recuento en fresco: menor de 1 millén de
spz/ml (grupo 1), entre 1y 4 millones de spz/ml (grupo 2), entre 5y 19 millones de esper matozoides
(grupo 3) y mayor o igual a 20 millones (grupo 4).

Ambito: Hospital Universitario de Referencia.

Resultados: La tasa de fecundacién en el grupo 1 es menor que en el resto de grupos, aunque esta di-
ferencia solo alcanza niveles de significacion frente al grupo 4 (grupo 1: 72% vs grupo 2: 80% vs
grupo 3: 79% vs grupo 4: 87%). Las tasas de embarazo e implantacion del grupo 1 no se vieron mer-
madas, |legando a ser incluso superiores significativamente a las del grupo 4 (embarazo: grupo 1:
43% vs grupo 4: 33%; implantacién: grupo 1: 46% vs grupo 4: 31%; p<0.05). Sn embargo, esta di-
ferencia no se reflej6 en diferencias entre grupos en las tasas de partos (rango: 71-76%) o de abortos
(rango: 21-36%).

Conclusiones: Las bajas concentraciones de esper matozoides méviles, en si mismas, no suponen una
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mayor tasa de pérdidas que pudieran reflejar una mayor incidencia de anomalias cromosémicas en
los embriones finalmente transferidos. Ello se deberia a que la ICSl permite la seleccion y microin-
yeccién de esper matozoides morfol 6gicamente normales y preferiblemente moéviles, en las que la pro-
babilidad de presentar anomalias cromosomicas no estaria relacionada con la concentracion.

Palabras clave: ICSI. Azoospermia. Criptozoospermia. Anomalias cromosomicas.

Summary

Introduction: It has been proposed the suitability to carry out chormosome analysis in a routine way,
on both spermatozoa and embryos derived from pacients with severe male factor (crytozoospermia),

since a possible higher chromosome abnormalities incidence would be present that would negatively
affect fertility, pregnancy, abortion and live births rates.

Objetive: To study the effects of sperm count on ICSl results.

Design: Retrospective study of ICSl cycles realized from January 2000 to May 2003 have been consi-
dered. A maximum of 4 embryos were transferred in each cycle, and at least 2 of those embryos
transferred were of grades 1-2. Fertility, implantation, pregnancy, delivery and abortion rates were
compared when spermatozoa derived from four different groups, regarding to sperm count in fresh
samples: less than 1 million spz/ml (group 1), between 1 and 4 millions spz/ml (group 2), between 5
and 19 millions spz/ml (group 3) and more or equal to 20 millions spz/ml (group 4).

Setting: Human Reproduction Service at “ La Fe” University Hospital.

Results: Group 1 showed a lower fertility rate than the rest of groups, although these differences only
reached levels of significance when compared with group 4 (group 1: 72% vs group 2: 80% vs group
3: 79% vs group 4: 87%). Both pregnancy and implantation rates, in group 1, were not only reduced,
but also were significantly higher than in group 4 (pregnancy: group 1: 43% vs group 4: 33%; im-
plantation: group 1: 46% vs group 4: 31%; p<0.05). However, no differences were observed among
groups on both, delivery (range: 71-76%) and abortion rates (range: 21-36%).

Conclusions: The low sperm count does not determine a high embryo loss rate related to a possible
higher presence of chromosome abnormalities on those embryos transferred. This fact could be ex-
plained since ICS allows the selection and microinjection of normal morphology and motile sperma-
tozoa, and therefore the probability to show chromosome abnormalitiesis not related to sperm count.

Key words: ICSI. Azoospermia. Cryptozoospermia. Chromosome abnormalities.

INTRODUCCION nario, muerte embrionaria temprana, abortos esponta-
neosy su transmision alos fetosy alos nacidos vivos
(10-24). Ademas, tras ICSI utilizando espermatozoi-
des de varones estériles parece existir un mayor ries-
go de generar anomalias cromosdmicas de novo en la
descendencia (11, 25, 26), superior al observado en la
poblacién general (27, 28, 11).

En base atodo €llo, se ha propuesto la convenien-
ciade realizar andlisis cromosdmicos rutinarios, tanto
en espermatozoides como en embriones, cuando pro-
cedan de varones estériles, y muy especialmente en
los casos de criptozoospermiay azoospermia (25).

En el presente trabajo se pretende analizar si exis-
te un efecto diferencial de una baja concentracion de
espermatozoides (criptozoospermia) sobre |os resulta-
dos de la ICSI respecto al resto de varones estériles
cuando se desconoce su condicidn cromosomica.

La ICSl ha permitido obviar, en gran medida, los
problemas reproductivos de los varones estériles, in-
cluso de aquellos pacientes con azoospermia. Existen
numerosos trabajos que indican que los varones esté-
riles, en general, presentan en sus espermatozoides
una elevada frecuencia de anomalias cromosomicas
(1-8), siendo ésta mayor en los varones que presentan
criptozoospermia. Aunque también se han detectado
dafios en el DNA y alteraciones cromosomicas en va-
rones estériles que presentan parametros seminales
normales (9). Sea cual sea el grado de normalidad, o
no, de los parametros seminales asociados a tales
anomalias, éstas pueden determinar fallos de fecun-
dacion, retraso en la cronologia de desarrollo embrio-
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MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio retrospectivo (enero de 2000
y mayo de 2003) considerando aquellos casos de | C-
Sl en los que la mujer presentaba una funcion repro-
ductora normal o lesion tubérica no obstructiva (n=
864 ciclos), siendo la causa de esterilidad estricta-
mente masculina. Los varones se agruparon en fun-
cion de la concentracion de espermatozoides en fres-
co en: menor de un millén de espermatozoides/ml
(grupo 1), entre 1 y 4 millones de esperma-
tozoides/ml (grupo 2), entre 5y 19 millones de esper-
matozoides (grupo 3) y mayor o igual a 20 millones
(grupo 4). Se excluyeron los casos en que se emplea-
ron espermatozoides criopreservados obtenidos por
biopsia testicular, aspiracion epididimaria o semen
eyaculado. De entre los casos que cumplian los requi-
sitos anteriores, se seleccionaron aguellos en los que
al menos 2 embriones presentaban 2-4 célulasy gra-
do 1-2 el dia 2 post-ICSl.

Protocolo de estimulacion.

La hiperestimulacion ovarica controlada se realizé
con la administracion a partir del tercer dia del ciclo
de estimulacion de 150-450 Ul diarias de FSH huma-
na recombinante (Gonal Laboratorios Serono Madrid
y/o Puregon, Laboratorios Organon Madrid) tras la
supresién hipofisaria con analogos de la GnRH
(Procrin, Synarel, Decapeptyl 0.1 diario) iniciada el
dia 22 del ciclo previo. La dosis diaria de FSH re-
combinante se gjusto en funcion de la respuesta indi-
vidual de cada paciente.

Cuando se observo a menos 3 foliculos de didme-
tro superior a 18 mm por ecografia vaginal y los nive-
les séricos de estradiol (evaluados por RIA; Bio
Merieux Espafia SA Madrid) fueron superiores a
600pg/ml, se desencadend la ovulacion con la admi-
nistracion de 10.000 Ul de HCG (Profasi y/o
Ovitrelle, Laboratorios Serono Madrid). La puncion
folicular se realizd 36 horas después de la administra-
cion de HCG por aspiracion folicular transvaginal
guiada por ecografia.

Preparacion de las muestras de semen.

Tras la licuefaccion completa de las muestras de
eyaculado durante 30-40 minutos a temperatura am-
biente, se tomd una muestray se evalud el recuento y
motilidad en fresco y capacitado, volumen, licuado,
aglutinado, test inmunoldgico y la progresion.

El eyaculado se mezcld con medio de cultivo IVF

(Medicult) a partesiguales (volumen 1:1) y sereaizo
swim-up convencional. Los tubos (2-4), se centrifu-
garon a 300-600g durante 5-10 minutos. Tras retirar
el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 0,2-0,4
ml de IVF y se incub6 durante 1 horaa 37°C y 5%
CO; en aire. Seguidamente se recupero el sobrena-
dante en donde se encontraban |os espermatozoides
moviles, y se evalud el recuento y lamotilidad en ca-
pacitado. En los casos con recuento <0,5* 10° esper-
matozoides/ml y motilidad <1%-++, |0s espermatozoi -
des se concentraron por centrifugacion del eyaculado
con IVF a 1500-3000 g durante 5 minutos. El pellet
se resuspendi6 en 50-100 ul de IVF, y se evalué la
presencia de al menos un espermatozoide movil en
cdmara Makler.

Fecundacién y cultivo embrionario.

L os oocitos recuperados se lavaron en medio FM
(Medicult). Seguidamente, las células del cumulo se
eliminaron con 80 Ul/ml de solucion de hialuronidasa
(maximo 1 minuto), seguido por pipeteado mecanico.
La ICSI serealiz6 siguiendo €l procedimiento estan-
dar entre 2 y 4 horas post-recuperacion. Tras la ICSI
los oocitos microinyectados se incubaron en medio
IVFa37°Cy 5% CO2 en aire.

El diagnéstico de la fecundacién se realizé entre
las 16-20 horas post-ICSl, en base a nimero de pro-
nucleos y/o corpusculos polares. La transferencia se
realizd 48 horas post-1CSl. Inmediatamente antes de
la transferencia los embriones se clasificaron siguien-
do el criterio de Veeck (29), en base al nimero y ta-
mario de las blastomeras asi como la presencia de
fragmentos citoplasmaticos. Se transfirieron un maxi-
mo de 4 embriones en funcién de su cronologia de
desarrollo y calidad embrionaria.

El diagnéstico de embarazo se realizé por deter-
minacion de BHCG sérica alos 12 dias de la transfe-
renciay, en caso de ser positiva, se confirmé median-
te ecografia transvaginal 2 semanas después.

Andlisis estadistico.

Se evaluo el efecto del recuento espermatico en
fresco sobre las tasas de fecundacién, de gestacion
(nimero de gestaciones/namero de transferencias
controladas), de implantacion (nimero de sacos a 7
semanas de gestacion /numero total de embriones
transferidos en los casos con sacos detectados y con-
trolados), de partos (nUmero de partos con al menos
un nacido/nimero de gestaciones controladas a térmi-
no) y de abortos (nimero de no nacidos/nimero de
sacos detectados en |os casos con partos controlados).
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L os resultados obtenidos se analizaron por andlisis
de varianza de unavia.

RESULTADOS

L os resultados se reflejan en la tabla correspon-
diente (Tabla 1).

En un 25% (30/119) de los casos del grupo 1 no se
detectaron espermatozoides en la muestra en fresco o
bien todos era inmoviles, pero tras su procesamiento
se obtuvieron suficientes espermatozoides, en su ma-
yoriamoviles, parainyectar los oocitos.

La motilidad espermatica aumenta significativa-
mente a medida que la concentracion en fresco es ma-
yor (grupo-1: 2% vs grupo-2: 7% vs grupo-3: 8% vs
grupo-4: 15%; p<0.05). La tasa de fecundacion en el
grupo 1 es menor que en el resto de grupos, aunque
esta diferencia solo alcanza niveles de significacion
frente al grupo 4. Estas diferencias podrian ser debi-
das ala mayor dificultad técnica en la recuperacién y
microinyeccion de espermatozoides méviles en mues-
tras sometidas a concentracion por centrifugacion.
Por su parte, el nimero medio de células de los em-
briones transferidos es similar en todos |os grupos
(ver tabla ).

Latasa de gestacion del grupo 1 no se vio merma-
da, llegando incluso a ser significativamente superior

gue en el grupo 4 (43% vs 33%, ver tabla). La misma
tendencia se observa en las tasas de implantacién
(46% vs 31%, ver tabla). Es mas, no se observaron
diferencias significativas entre grupos en las tasas de
partos (rango: 71-76%) o de abortos (rango: 21-36%).
Por su parte, de entre las pacientes que gestan,
més de la mitad de los embriones transferidos no lle-
gan siquiera a implantar, produciéndose ademas una
pérdida adicional considerable de embriones implan-
tados que no prosiguen el desarrollo a término. Tales
pérdidas son més importantes en los grupos 1y 2.

DISCUSION

Algunos autores han intentado establecer unarela-
cion entre la presencia de anomalias cromosomicas
gue pudieran afectar €l desarrollo embrionario y fetal
y los pardmetros seminales béasicos (13, 19, 25).

En el presente trabajo, una posible explicacion a
la ligeramente inferior tasa de fecundacion alcanzada
cuando se utilizaron espermatozoides de varones del
grupo 1, pudiera ser que parte de las muestras no pre-
sentaban espermatozoides en fresco o bien que los
presentes eran inmoviles. Pese a que tras el procesa
miento de estas muestras se recuperaron espermato-
zoides moviles, su localizacién resulté laboriosay
ademas es posible que su nimero fuese insuficiente y

Tabla 1
Resultados de tasa de fecundacion, gestacion, parto y aborto, asi como de pérdidas fetales, en funcién de la concentracion de
esper matozoides en fresco

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total Signif.
NO casos 119 179 258 307 863 —
Tasa fecundacion (72%)" (80%)= (79%) (87%)* P<0,05
N° medio células 3,6 34 35 35 NS
Tasa gestacion (1) 48/111 (43%)* 66/168(39%)*  104/244(43%)* 97/297 (33%)°>  315/820(38%) P<0,10
Tasa partos (2) 19/25 (76%) 18/24 (75%) 47/66 (71%) 33/45 (73%)  117/160 (73%) NS
Tasa abortos (2) 5/24 (21%) 7126 (27%) 20/56 (36%) 12/46 (26%)  44/152 (29%) NS
N° sacos 58 81 138 81 358 —
Tasaimplantacion (3) 58/126 (46%)* 81/166 (49%)*  138/289(48%)* 81/265 (31%)°  358/846 (42%) P<0,05
Tasa pérdidafetal (4) 32/58 (55%)* 53/81 (65%)* 71/138(51%)° 33/81 (41%)°  189/358 (53%) P<0,10
1 Evaluada sobre €l nimero de casos de gestacion controlada.
2 Evaluada sobre el nimero de casos con parto controlado.
3 Evaluada sobre € nimero de embriones transferidos en los casos de gestacion positiva.
4 Evaluada como la diferencia entre el nimero de sacos'y el de nacidos total es respecto a nimero de sacos, en aquellos casos de gestaciones
controladas a término.
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se microinyectaran espermatozoides inmdviles, afec-
tando la tasa de fecundacion, tal y como observaron
Nagy y cols. (30). Este mismo grupo, en un trabajo
posterior (31), observaron que incluso en los casos
mas extremos de infertilidad masculina (criptozoos-
permia, astenozoospermia total o teratozoospermia
total) el Unico requisito imprescindible para el éxito
de lalCSl es ladisponibilidad de a menos un esper-
matozoide mdvil para cada uno de los oocitos a mi-
croinyectar.

La ausencia de diferencias en las tasas de gesta-
cion, en la cronobiologia embrionaria, en la capaci-
dad de implantacion, en las tasas de partos y de abor-
tos, pudieran indicar que las bajas concentraciones de
espermatozoides, en si mismas, no suponen una ma-
yor incidencia de anomalias cromosomicas en |os em-
briones finalmente transferidos.

Una posible explicacién de los resultados aqui ob-
tenidos pudiera ser que en ICSI, es el operador el que
selecciona el espermatozoide que fecundara al oocito,
y por tanto, este espermatozoide no necesariamente
sera representativo de toda la poblacién espermética.
De hecho algunos autores no han detectado ninguna
relacion entre los pardmetros seminales bésicos y las
tasas de fecundacion, implantacion y gestacion cuan-
do la fecundacion se realiza por ICSI (32, 33). Es
mas, incluso espermatozoides con dafios en el DNA
retienen capacidad suficiente para fecundar tras ICSI
(34, 35). Oheninger y cols. (36), obtuvieron tasas de
implantacion y embarazo similares en varones nor-
males y varones estériles criptozoospérmicos.

Del presente estudio se concluye que la concentra-
cidn de espermatozoides incluso en los casos de aparen-
te azoospermia (ausencia de espermatozoides en fresco)
no influyen en los resultados de la ICSl siemprey cuan-
do se puedan microinyectar espermatozoides moviles.
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