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Resumen

La validez del test de supervivencia espermdtica (SST) como indicador prondstico de fe rtilizacion no

estd muy clara. Existen otros criterios utilizados para valorar la funcion espermdtica como el recuen-
to de espermato zoides motiles (REM) y la morfologia. Dive rsos autores han relacionado una baja ta-

sa de superv ivencia espermdtica a las 24 horas con un fracaso o una disminucion de la tasa de fecun-
dacion o de un fallo en los ciclos de FIV.

Este trabajo pretende valorar si existe una diferencia signific at w1 entre la superv ivencia espermdtica
en condiciones ambientales y en un incubador a 37°C y al 6% de CO; y relacionarla con la tasa de
embarazo en 50 ciclos de ICSI. Paraello hemos hecho un estudio observacional, entre los aiios 2005
vy 2006, de 114 pacientes en cuyas nuestras de semen se valoraron la supervivencia espermdtica a las
24 horas en condiciones ambientales versus en incubador del capacitado. De estos 114 pacientes se
sometieron a ciclos de ICSI 50 de ellos, obteniéndose 24 embarazos.

Tras valorar las nuestras seminales de los pacientes se observo que la supervivencia espermdtica de
lasmuestras capacitadas era mayor a temperatura ambiente que en el incubador a 37°Cy al 6% CO..

En los ciclos de ICSI estudiados no se encuentra correlacion entre una buena supervivencia espermd-
tica a las 24 horas (tanto en ambiente como en incubador) y la tasa de embarazo.

Palabras cl ave: Test de supervivencia espermética. SST. Prediccion de fertilizacién.

Summary

The validity of sperm survival test (SST) as a pronostic indicator of fertilization is not ve ry dlear.
There are other criterias in evaluating the sperm function as motile spermatozoa recount and sperm
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morpholog. Some authors have related a low sperm survival at 24 hours with a decrease of fertiliza-

tion rates or failurein IVF cycles.

This wo rk tries to evaluate if there are statistical differences between sperm survival in ambiental
conditions and in an incubator al 37°C and 6% CO,, and relate to pregnancy rates in 50 ICSI cycles.
We carried out a study of 114 patients’ semen samples, evaluating the sperm survival at 24 hours in
ambiental conditions ve rsus an incubator. 50 of this patients were subjected to ICSI cy cles, obtaining
24 pregnancies. We observed that sperm survival was better in ambiental conditions than in an incu-
bator. We havn'’t found any correlation between sperm survival percentage rate at 24 hours and preg-

nancy rates.

Key words: Sperm survival test. SST. Prediction of fertilization.

INTRODUCCION

El porcentaje de éxito de un ciclo de fecundacién
in Vitro (FIV), cuando la causa de esterilidad en una
pareja es principalmente un factor masculino, es bajo
(1). Existen diversos tests para evaluar el potencial de
fertilizacién del espermatozoide.

El tiempo durante el cual los espermatozoides per-
manecen mdviles tras la eyaculacién es un indicador
importante de su funcién y vitalidad (2). El test de su-
pervivencia espermdtica (SST) (3) se realiza para
confirmar que los espermatozoides no morirdn antes
de llegar a su destino.

El SST se considera como indicador prondstico,
aunque no exclusivo, de la fecundacién ovocitara (4).

Otros criterios utilizados para valorar la funcién
espermatica es el recuento de espermatozoides moti-
les (REM) junto con la morfologfa (5). Diversos auto-
res han relacionado una baja tasa de superv ivencia es-
permdtica a las 24 horas con un fracaso o una
disminucién de la tasa de fecundacién o de un fallo
en ciclos previos de FIV (6).

El objetivo del presente trabajo es valorar si existe
una diferencia significativa entre la supervivencia es-
permatica en condiciones ambientales y en un incu-
bador a 37°C y al 6% de CO2 y evaluar el valor pre-
dictivwodel SST a las 24 horas con respecto a la tasa
de embara zo en 50 ciclos de Fecundacién in Vitro en
los que se utiliz6 la microinyeccidn inracitoplasmati-
ca de espemmatozoides (ICSI).

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Para el presente trabajo se han seleccionado las
parejas que acudieron a la Unidad de Reproduccién
Asistida de la clinica en las cuales la causa de la este-

rilidad era un factor mixto, es decir, existia tanto un
factor masculino como un factor femenino.

Se realiz6 un estudio observacional de 114 pacien-
tes de FIV-ICSI que acudieron a la clinica GINEMED
entre los afios 2005-2006, en cuyas muestras de se-
men se valoraron la supervivencia espermadtica a las
24 horas en condiciones ambientales (25°C) versus en
incubador a 37°C y al 6% de CO2, tanto de las mues-
tras en fresco como en el capacitado, independiente-
mente del resto de factores seminales.

Aunque podemos estimar como normalidad mds
de un 75% de espermatozoides moviles tras 24 horas
de incubacién a 37°C, nosotros pondremos el punto
de corte en el 50% de espermatozoides con motilidad
lineal progre s iva rdpida y motilidad progresiva lenta.

Las muestras de semen fueron re c ogidas mediante
masturbacidn, tras un periodo de abstinencia de 2 a 5
dias. En todas ellas se realiz6 una valoracién del vo-
lumen, licuefaccidn, pH, viscosidad, recuento esper-
madtico en fresco, motilidad, viabilidad, presencia de
anticuerpos antiespermatozoides, Host test y morfolo-
gia. Se capacitarmpor Swim-up: Esta técnica se basa
en la capacidad de los espermatozoides con motilidad
progre siva de avanzar en un medio de cultivo adecua-
do. El medio utilizado es Ham F-10 (GIBCO) con an-
tibiético (100 pl de antibidtico gevramicina por cada
10 ml de medio).En un tubo Nunc de fondo cénico
(Nunc ref 347856, Denmark) se afiade a 1 ml de la
muestra, medio de cultivo Ham en proporcién 1:1,
previamente atemperado y gasifcado. Se mezcla bien
y se reparte en 4, 6 u 8 tubos (el nimero aumentara
en caso de nuestras oligozoospérmicas), se centrifu-
ga a 1500 rpm durante 10 min. y se retira el sobren a-
dante mediante pipeta Pasteur. A continuacion se afia-
de al precipitado 0.5 ml de medio Ham (0.1-0.2 ml en
muestras oligo o astenozoospémmicas), repartido entre
todos los tubos, dejdndolo caer suavemente por las
paredes de manera que no se altere el sedimento del
fondo. Se colocan los tubos en el incubador, con una
incubacién de 1 hora a 37°C, CO2 6% y humedad de
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saturacion. En caso de muestras oligoastenozoospér
micas se pueden dejar 1.30 h o incluso mis.
Transcurrido este tiempo se retiran los sobenadantes
en un nuevo tubo estéril desechando el precipitado y
se valoréd el recuento y la motilidad en cdmara
Mackler.

Posteriormente las muestras obtenidas se fraccio-
naron en dos. Una de las fracciones se mantuvo en un
incubador a 37°C y el 6% de CO2 y la otra se dejoé a
temperatura ambiente (25°C) durante 24 horas, tras
las cuales se valord la motilidad en ambas, asi como
en la muestra en fresco, que se mantuvo también a
temperatura ambiente.

P rotocolo de estimulacion

La indicacién del tratamiento y el protocolo de es-
timulacién se realizaron segtin criterios médicos.

El criterio para la administraciéon de la hormona
gonadotréfica humana (10000 UI HCG) (HCG Lepori
(r)) es la presencia de la mayoria de la cohorte de fo-
liculos en 16 0 mds mm. de didmetro.

La puncidn folicular y aspiracién ovocitaria se re-
alizé a las 36 horas de la administracion de la HCG,
con sedacién, usando una sonda transvaginal (GE
Medical System) y agujas Labotec.

Las muestras de semen utilizadas para realizar la
microinyeccidn espermdtica se capacitaron por gra-
dientes de densidad en capas de 0,3 a 1 mL al 50% y
de 0,3 a 1 mL al 90%, preparados con sperm grad y
Ham F-10. La centrifugacion se lleva a cabo a 1100
rpm durante 20 minutos, seguido de dos lavados de 5
minutos cada uno con G-Sperm y G- Fert, ambos su-
plementados con albimina sérica humana (HSA) a
1500 rpm, posteriormente se realiza un Swim up has-
ta la hora de la microinyeccién con un sobrenante de
25 a 200 pL de G-Fert, dependiendo de la calidad se-
minal. En muestras con escaso nimero de espermato-
zoides se someten a una concentracion tras lavado y
centrifugacioén a 1500 rpm con todo el volumen de
muestra en G- Sperm y resuspensioén en un volumen
de 25 uL de G- Fert.

Previamente a la microinyeccién espermatica, los
ovocitos fueron decumulados y posteriormente aque-
llos que estaban en metafase II fueron micoinyecta-

dos Posteriormente fueron incubados a 37 ° C en una
atmosfera con un 5% de CO,.

La fecundacién se evalud a las 16-20 horas post
microinyecciéon. Los embriones se mantuvieron en un
incubador a 37°C y al 6% de CO; en placas de cultivo
en microgotas con medio de cultivo G-1 suplementa-
do con HSA bajo aceite (Ovoil). Tras 48 - 72 horas se
seleccionaron los 2 6 3 mejores embriones para trans-
ferir (segtn la clasificacion de L. Veek).

Previamente a la transferencia embrionari se rea-
liz6é 1a medicién del grosor endometrial y posicion
uterina mediante ecografia abdominal.

La fase lutea de las pacientes fue suplementada
con la administracién de 2 comprimidos vaginales ca-
da 12 horas de progesterona natural micronizada
(Ultrogestan 200 ®) hasta la semana 12 de gestacion.

Analisis estadistico

Para llevar a cabo el estudio estadistico se utilizd
el test One Way ANOVA, considerando niveles con
signifracidn estadistica cuando el valor p<0.05.

RESULTADOS

Se analizaron 114 muestras de las cuales, indepen-
dientemente del resto de pardmetros seminales,
55(48,2%) presentaban un porcentaje de espermato-
zoides con motilidad lineal progresiva rdpida (a) y
motilidad progresiva lenta (b) mayor o igual al 50%
en fresco, y 59 (51,8%) con recuento menor del 50%
(tabla 1).

Para valorar la superv ivencia espermética en el ca-
pacitado de las muestras de semen se utilizé el Mann-
Whitney Rank Sum Test. Se observé una diferencia
significativa cuando se valoraba la supervivencia es-
permitica a temperatura ambiente frente a la supervi-
vencia espermdtica en el incubador.

Se hizo un estudio comparativo entre la supervi-
vencia espermadtica a las 24 horas en el incubador ver-
sus a temperatura ambiente. Se observa que existen
diferencias significativas a favor de la supervivencia
espermdtica a temperatura ambiente en los dos gru-
pos de muestras (tabla 2).

Tabla 1
Comparacion de la motilidad de las nuestras de semen en freco

N° de nuestras 114

a+b=50% (fresco)
55 (48,2%)

a+b < 50% (fresco)
59 (51,8%)
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Tabla 2
Comparacion de la superv ivencia espermdtica a las 24 horas en incubador ve rsus a temperatura ambiente, segin la motili-
dad que tenian las nue stras seminales en fresco

Incubador
(n° demuestras)
supervivencia24 horas 59
supervivencia24 horas
cuando a+b 50% en fresco 32
supervivencia24 horas
cuando a+ b <50% en fresco 27

Ambiente p<0.05
(n°demuestras)
86 p<0.001
45 P=0.009
41 P=0.023

De las 114 muestras seminales 50 de ellas, tras ser
capacitadas, se utilizaron para realizar ciclos de ICSI.
Estas muestras se dividieron en seis grupos: grupo 1:
motilidad a + b = 50% en incubador, grupo 2: motili-
dad a + b < 50% (excepto el valor 0) en incubador y
grupo 3: a + b = 0% en incubador, grupo 4: motili-
dad a + b = 50% en el ambiente, grupo 5: motilidad
a + b < 50% (excepto el valor 0) en el ambiente y
grupo 6: a + b = 0% en el ambiente.

Dentro del grupo 1, 2 de las muestras fueron so-
metidas a ciclo de ICSI, no obteniéndose embarazo.
Dentro del grupo 2, 19 de las muestras fueron some-

tidas a ciclo de ICSI, obteniéndose una tasa de gesta-
cién del 40%. Dentro del grupo 3, 29 de las muestras
con motilidad a + b = 0% en incubador fueron some-
tidas a ciclo de ICSI, obteniéndose una tasa de gesta-
cién del 60% (tabla 3).

Dentro del grupo 4, 5 se sometieron a ciclo de IC-
SI obteniéndose una tasa de gestacién del 12%.
Dentro del grupo 5, 36 se sometieron a ciclo de ICSI
obteniéndose una tasa de gestacion del 76%. Dentro
del grupo 6, 9 se sometieron a ciclo de ICSI obte-
niéndose una tasa de gestacién del 12% (tabla 4).

A pesar de que no existen diferencias significati-

Tabla 3
Comparacion de las tasas de gestacion en los grupos 1, 2'y 3 sometidos a ciclos de ICSI
grupo 1 grupo 2 grupo 3
supervivencia a+ b = 50% supervivencia a + b< 50% supervivencia a+b=0%
incubador incubador incubador
N°muestras en ciclo 2 19 29
% del total de muestras en cicl o 4% 38% 58%
Embarazos 0 10 15
% del total de embarazos 0 40% 60%
P (significativa si P < 0.05) P =0.383 P=0.177 P=0.032
Tabla 4
Comparacion de las tasas de gestacion en los grupos 4, 5 'y 6 sometidos a ciclos de ICSI
grupo 4 grupo 5 grupo 6
supervivenciaa+ b= 50%  supervivenciaa+ b<50%  supervivencia a+b=0%
ambiente ambiente ambiente

N° nuestras en ciclo 5 36 9
% del total demuestras en ciclo 10% 72% 18%
Embarazos 3 19 3
% del total de embarazos 12% 76% 12 %
P (significativa si P < 0.05) P=0383 P=0.177 P =0032
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vas entre las muestras en el incubador y a temperatura
ambiente, se observa una mayor tasa de gestacién en
las muestras que presentaban mayor superv ivencia a
temperatura ambiente.

DISCUSION

Aunque la validez del test de superv ivencia esper-
matica (SST) como indicador prondstico de fertiliza-
cién no estd muy clara, dive rsos autores han relacio-
nado una baja tasa de superv ivencia espermatica a las
24 horas con un fracaso o una disminucién de la tasa
de fecundacion o de un fallo en los ciclos de FIV (7).
En algunos de estos estudios el niimero de ciclos ana-
lizados fue limitado o no se tuvo la indicacién para
FIV en consideracion (8). En otros se estudiaban un
gran ndmero de ciclos de FIV, pero se incluian pare-
jas con graves factores de infertilidad (9).

Los resultados obtenidos en este estudio nos
muestran la no correlacion entre la buena superv iven-
cia espermadtica y las tasas de gestacion en estos pa-
cientes. Esto puede ser debido a que en los pacientes
seleccionados que acudieron a la Unidad de
Reproduccion Asistida la causa de la esterilidad era
un factor mixto, es decir, existia tanto un factor mas-
culino como un factor femenino. Ademds, con la in-
troduccién de la ICSI los pacientes con un factor de
infertilidad masculino severo pueden ser tratados con
éxito, ya que pueden ser utilizados aquellos esperm a-
tozoides con capacidad fecundante que sin esta técni-
ca habrian sido incapaces de fertilizar el 6vulo de
modo natural, mediante inseminacion artificial o FIV

(10).
CONCLUSION

La supervivencia de las muestras seminales cap a-
citadas a las 24 horas es mayor si dichas nuestras se
mantienen en condiciones ambientales que si se intro-
ducen en incubadores a 37° C y al 6% de CO..

No se ha encontrado correlacién entre la buena su-
pervivencia espermadtica transcurridas 24 horas de las
muestras seminales capacitadas (tanto en incubador

como en condiciones ambientales) con las tasas de
embara zo en los ciclos de ICSI estudiados.
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