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Resumen

Objetivos: Evaluar la calidad seminal y la tasa de gestacion (TG) en Inseminacion Intrauterina (11U)
y Fecundacion in Vitro (FIV), utilizando semen de donante de tres bancos diferentes (Bl, B2, B3).
Materal y Métodos: Estudio retrospectio en el que se incluyen 343 casos de 1A'y 148 de FIV en el
Hospital Universitario La Fe de Valencia desde el 1 de Enero de 2004 hasta 31 de Diciembre de 2007.
Resultados: Se realizo el test ANOVA como prueba estadistica para comparar los pardmetros semina-
les, encontrdndose diferencias significat s en el niimero de espermatozoides, motilidad y valores de
REM entre los tres grupos. La prueba Y no mostré diferencias signifi c ativas en la tasa degestacion
entre los tres bancos estudiados (IIU: B1=23,1%,; B2=23,7%; B3=23,9% FIV: B1=17,6%;
B2=26,4%; B3=29,5. Conclusiones: Los datos demuestran la variabilidad entre lasnuestras de se-
men de donante de diferentes bancos, aunque la TG (IIU y FIV) no refleja diferencias significativas
entre ellos.
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Summary

Objetive: Evaluating semen quality and pregnancy rate in Intrauterine Insemination (IUI) and In Vitro
Fentilization (IVF), using semen of three different donor banks (B1, B2, B3). Material and Methods:
Retrospective study including 343 IUI and 148 IVF cases in the Universitary Hospital La Fe of
Valencia. Results: ANOVA test was made as statistical test to compare the seminal parameters and
they were showing significant differences in number of spermatozoa, motility and REM values among
the three groups. X test did not show significant differences in pregnancy rate among the three banks
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(IA: B1=23,1%; B2=23,7%,; B3=23,9% FIV: B1=17,6%; B2=26,4%; B3=29,5). Conclusions:
Obtained data demonstrate the variability among donor semen samples of different banks, but not a
relationship between seminal parameters and pregnancy rate in IUI as in IVF.

Key words: Sperm Bank. Semen quality. Pregnancy rates. Donor semen.

INTRODUCCION

Actualmente se utiliza semen de donante en
Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA) en casos
de azoospemmia secretora, factor masculino muy se-
vero, mujeres sin parejas y en aquellos pacientes con
posibilidad de transmisién de trastornos genéticos,
enfermedades contagiosas y/o alteraciones inmunita-
rias; situaciones que las nuevas tecnologias emplea-
das en Reproduccién Asistida (ICSI-DGP fundamen-
talmente) no resuelven.

Los bancos de semen seleccionan los donantes se-
gln criterios establecidos con relacién a (i) la calidad
de la muestra, (ii) el andlisis de congelacioén y des-
congelacion de la misma y (iii) la ausencia de enfer-
medades genéticas y de transmision sexual. Solo el
20% de los potenciales donantes inicialmente evalua-
dos son finalmente aceptados como tales (1).

La criba de donantes comienza realizando un se-
minograma completo de la muestra Cada banco esta-
blece sus propios criterios de aceptacién/rechazo de
las mismas, teniendo en cuenta los valores de calidad
establecidos por la OMS (recuento >50 mill/ml, moti-
lidad progresiva >50% y morfologia normal >14%).
Son varios los autores que correlacionan positivamen-
te la tasa de gestacion con pardmetros estdndar como
recuento, motilidad y morfologia (2- 5). Asi pues, es
una de las razones mas comunes de rechazo (10-60%)
el incumplimiento de dichos valores minimos (6).

La congelacion/descongelacién del semen estd
asociado con un descenso en la viabilidad, motilidad
y capacidad funcional de los espermatozoides (7) em-
peorando asf la tasa de éxito de la TRA (8). Algunos
autores establecen como criterio aceptable la conser-
vacion de >30% de motilidad tras la descongelacién
(9). Aun sigue en debate el punto de corte del nimero
exacto de espermatozoides méviles necesario para al-
canzar una tasa Optima de gestacidén tras
Inseminacién Intrauterina. A pesar del descenso en la
capacidad fecundante de los espermatozoides descon-
gelados, la criopresevacidon de las muestras durante
un periodo de cuarentena de seis meses tras ser anali-
zadas es una condicién necesaria para garantizar su

uso y evitar el contagio de enfe rmedades infecciosas
a la paciente receptora (10).

Si la miestra de semen supera con éxito el proce-
so de cangelacidn/descongelacidn, se realiza a los do-
nantes una detallada historia clinica incluyendo ante-
cedentes familiares, un examen fisico y los siguientes
andlisis: grupo sanguineo, factor Rh, VDRL o prueba
similar para detectar sifilis, despistage de hepatitis,
test de deteccién de marcadores de VIH, estudio para
la deteccidn de fases clinicas infectivas de toxoplas-
mosis, rubeola, herpes y citomegalovirus y estudio
clinico para la deteccidén de neisseria gonorrhoeae y
chlamydia trachomatis (segtin establece el Articulo 4
del Real Decreto 412/1996 de la Legislacién
Espaiiola). Si los resultados son negativos tras 180 di-
as, las muestras se consideran aptas para su uso y los
donantes seleccionados serdn sometidos periddica-
mente a cultivos microbiolégicos de semen y analisis
de sangre.

Los diferentes bancos de semen disponen de sus
propios protocolos, crioprotectores, medios diluyen-
tes y recipientes de criopreservacion para las mues-
tras. Cada uno establece la metodologia més conve-
niente segun experiencias y estudios internos con el
fin de progresar y mejorar los resultados de su pro-
grama de donacion. En el Hospital La Fe realizamos
Inseminacién Attificial (IA) y FIV cldsica con mues-
tras de donante provenientes fundamentalmente de 3
bancos privados de semen. La eleccion de éstos viene
determinada por las preferencias de las pacientes o la
disponibilidad de los propios bancos. Nuestro objeti-
vo en este trabajo es comparar pardimetros seminales,
tasa de fecundacion, calidad embrionara y resultados
de gestacion cuando se utiliza semen de tres bancos
diferentes.

MATERIAL Y METODOS

Han sido analizados 343 casos consecutivos de in-
seminacion artificial y 148 de fecundacién in Vitro
con semen de donante, realizados desde el 1 de Enero
de 2004 hasta el 31 de Diciembre de 2007 en el
Hospital Universitario La Fe de Valencia.

Todas las pacientes fueron estimuladas con gona-
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dotropinas, obteniéndose un desarrollo folicular ade-
cuado dependiendo de la técnica a realizar (IA 2 fo-
liculos y FIV 3 foliculos de 16 mm de didmetro y
niveles de estradiol de alrededor de 200 pg/ml por fo-
liculo superior a este tamafio). El control del desarro-
llo folicular se realiz6 mediante ecografia vaginal y
determinacidn del nivel circulante de estradiol. La
maduracién final del ovocito se indujo mediante la
administracién de hCG 34-36h antes de la extraccién
folicular.

Cuando la pareja inicia el tratamiento se les infor-
ma de los diferentes bancos a los que puede acceder
para disponer de muestra de semen de donante. Los
pacientes eligen la clinica seguin sus propias opinio-
nes y criterios. El mismo dia de la puncidn
folicular/inseminacién proporcionan la muestra crio-
preservada (almacenada en diferentes recipentes:
criotubos, pajuelas o pildoras) al laboratorio del
Hospital La Fe para ser procesada.

Una vez descongelado el semen a temperatura
37°C se valora el recuento y motilidad bajo cdmara
Makler (utilizandose el criterio de motilidad de +, ++
y +++ establecido en el Hospital La Fe). Todas las
muestras se procesaron mediante la técnica de “Swim
Up”: se diluye 1:1 en medio de lavado (Flushing
Medium; MediCult®, Jyllinge, Denmark) y se centri-
fuga a fuerza y tiempo variable dependiendo de las
caracteristicas microscOpicas de la muestra tras des-
congelar. Se elimina el sobrenadante y se aflade al se-
dimento de 300 a 500 pl de medio de cultivo
(Universal IVF Medium; MediCult®, Jyllinge,
Denmark). Dejadndolo incubar aproximadamente 60
min a 37°C, 5% CO, y se recupera el sobrenadante.
Por dltimo, se valora el recuento y la motilidad de la
suspension de espermatozoides seleccionada.

Las inseminaciones se realizan en las consultas
externas de la unidad de Reproduccién Humana del
Hospital La Fe. El procedimiento consiste en introdu-
cir un catéter flexible en la cavidad uterina de la pa-
ciente y depositar la muestrade semen capacitada.

En los casos de Fecundacion in Vitro la puncién y
aspiracion de ovocitos es transvaginal y ecoguiada y
se realiza bajo anestesia general. Con la ayuda del es-
tereoscopio binocular se recuperd los cimulo-comona-
ovocito (CCO), los cuales fueron lavados en una caja
(Nunc®) con medio Flushing (FM). Posteriomente,
se pasaron los cimulos a una caja con macrogotas de
medio de cultivo IVF, donde se dejaron durante 2-3
horas en el incubador (5%CO,, 37°C y 85% hume-
dad). Paralelamente se insemind las gotas de una nu e-
va caja con macrogotas de IVF, (concentracién final
de 2 x 10° espermatozoides/ml) y se puso los cimulos
en contacto con el semen, dejdndolos en el incubador

durante 18 horas. Transcurrido este tiempo se decu-
mularon los CCO mediante accién mecdnica de pipe-
tas Pasteur estiradas y se valor¢ la fecundacién obser-
vando los pronucleos (PN) y corpusculos porlares
(CP). Los 2 mejores embriones obtenidos fueron
transferidos 48 horas después de su recuperacién me-
diante una cdnula de transferencia mds o menos flexi-
ble en funcién de las caracteristicas del cuello uterino
de la paciente.

En ambos grupos de pacientes (FIV e IA) se deter-
mind a las dos semanas los niveles séricos de ,B-
hCG. Se considera indicativo de embarazo >20
mu/ml, asf como la deteccién de latido fetal por ultra-
sonografia en las cinco primeras semanas de gesta-
cién.

Dividimos en tres grupos los casos de Insemi-
naciones intrauterinas y FIV heterdlogas segun la
procedencia del semen (Banco 1, Banco 2, Banco 3)
y analizamos las diferencias entre recuento y motili-
dad pre y post “capacitacién”, REM, tasa de gesta-
cién, nimero de sacos y tasa de aborto. Ademads en el
caso de la Fecundacion In Vitro valoramos también la
posible relacién entre las muestras seminales de un
banco con respecto la tasa de fecundacién y calidad
embrionara. Todos estas vari ables fueron recogidas a
partir de la base de datos del programa informadtico
(Piera®).

RESULTADOS

Se 1llevé a cabo el andlisis estadistico con el pro-
grama informdtico SPSS 15.0 mediante el cual com-
paramos a través del andlisis de varianza (ANOVA)
los valores de recuento y motilidad de las 491 mues-
tras de semen de donante que entran en el estudio. Se
encuentran diferencias significativas en los pardme-
tros seminales tras descongelar y capacitar (nivel de
confanza del 95%). Muestrs descongeladas: se ob-
servan dichas diferencias con respecto al recuento
(B3<B1<B2) y con respecto a la motilidad (B3<B2
<B1). Muestras capacitadas: el mismo anélisis ante-
rior revela también diferencias significativas en cuan-
to a valores de recuento (B3<B1<B2) y motilidad
(B3<B1<B2). Cuando se aplica el ANOVA a los va-
lores de REM, se encuentra que también existen dife-
rencias significativas entre bancos para un nivel de
confanza del 95% (B3<B1<B2) (Tabla 1).

Inseminacion Artificial (IAD):

Se realiza la prueba Chi-cuadrado (p-valor<0,05)
para comparar el porcentaje de gestacion entre los
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Tabla 1
Media y desviacion tipica de los pardmetros seminales (N: niimero de casos; RD: recuento de espermatozoides tras descongelar;
MD: motilidad rectilinea progre s iwa rdpida tras “capacitar”; REM: recuento de espermaro zoides con motilidad rectilinea progre-
siva rdpida por banco (B1, B2 y B3)

BANCO
Pardametrosseminales 1 2 3
N 92 283 110
RD (millones spz/ml) 40,91+19.16 52,39+17.30 40,40+17.74
MD (% spz +++) 16.85+£9.48 14.65+6.23 6.65+5.56
RC (millones spz/ml) 21.09+£17.03 26.06+£14.64 12.47£13.82
MC (% spz +++) 86.37+£10.22 86.90+7.36 81.49+14.60
REM 16.91£1.73 12.77+£0.76 10.28+0.98

tres bancos (Tabla 2). Se observa valores superiores
de B2 y B3 que B1, aunque las diferencias no son es-
tadisticamente representativas. Tampoco se encuen-
tran diferencias significativas en cuanto a la tasa de
Aborto (B1=12,5%; B2=20,0%; B3=13,3%), n° de
Sacos (B1: 1 saco=88,2%, 2 sacos=5,9%, 3 sa-
c0s8=5,9; B2: 1 saco=93,5%, 2 sacos=6,5%; B3: 1 sa-
c0=93,3%, 2 sacos=6,7%) y Nacido Vivo
(B1=19,2%; B2=16,2%; B3=19,4%)) (Figura 1) de
cada uno de los gupos.

Tabla 2
Tasa de gestacion wn IAD y FIVD de Bl, B2 y B3

TG
BANCO IA FIV
1 18/78 (23.1%) 3/39 (17.6%)
2 47/198 (23.7%) 23/87 (26.4%)
3 16/67 (23.9%) 13/44 (29.5%)

Fecundacion in Vitro (FIV):

La tasa de gestacién en FIV tampoco presenta di-
ferencias significativas entre grupos (Tabla 2), asi co-
mo en el porcentaje de Aborto (B1=33,3%;
B2=18,2%; B3=8,3%), nimero de Sacos (B1: 1 sa-
c0=33,3%, 2 sacos=66,7%; B2: 1 saco=79,2%, 2 sa-
c0s=20,8%; B3: 1 saco=58,3%, 2 sacos=41,7%) y
Nacido Vivo (B1=11,8%, B2=21,8%, B3=24,4%)
(Figural).

La tasa de gestacién acumulada en IA es de 48% y
de FIV 36%; la tasa de gestacion global (IA y FIV)
acumulada es de 47%. El nivel medio de Estradiol de
todas las pacientes incluidas en cada banco es similar
y sin diferencias representativas. Por otro lado, el

Figural
Porcentaje de Recién Nacido Vivo segiin IA realizada y FIV
con transferencia de embriones

andlisis muestra que la edad media en B3 es signifi-
cativamente inferior en los casos de FIV, no mostran-
do diferencias en el grupo de Inseminaciones.

DISCUSION

Es importante analizar los resultados de gestacion
de las diferentes técnicas de rep roduccidn asistida pa-
ra evaluar la calidad del centro donde se realizan. En
el H.U. La Fe, las parejas que optan por utilizar se-
men de donante seleccionan el banco privado segin
su criterio, y en ocasiones, por disponibilidad. Este
trabajo analiza las diferencias en pardmetros semina-
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les, tasas gestacidn, aborto y recién nacido vivo
(RNV) entre los tres bancos de semen que mayorita-
riamente eligen las parejas que acuden a este centro.

El andlisis de los pardmetros seminales de los
distintos bancos muestradiferencias significativas en-
tre ellos. Estos resultados coinciden con los de otros
grupos de trabajo (11), donde se apunta la posible in-
fluencia de la variabilidad de criterios en la valora-
cién de los mismos. Se hace imprescindible por tanto
la utilizacién de analizadores autométicos que al me-
nos eliminen la subjetividad del observador, circuns-
tancia que se cumplen en 2 de los 3 bancos estudia-
dos, por tanto, s6lo en B1 podré existir variabilidad
“intragrupo”. No obstante, la seleccién de donantes
es un procedimiento dificil (12, 13) ya que no se co-
nocen los criterios exactos que puedan predecir el
éxito de la técnica que se lleva a cabo. Cada clinica
otorg prioridad a unos pardmetros frente a otros (re-
cuento, motilidad, progresiéon, morfologia...etc), de
ahi, la vari abilidad “intergrupos” encontrada.

En el presente estudio, las muestras B3 presentan
tanto tras descongelar como tras “capacitar” un por-
centaje de recuento, motilidad progre siva y REM sig-
nificativamente inferior al resto de grupos (B1 y B2).
Y, sin embargo, los bancos implicados tienen criterios
similares de seleccién. Son varios los autores que va-
loran el alto porcentaje de motilidad progresiva tras
descongelacién como criterio de seleccion de donan-
tes (14). Los trabajos publicados sobre motilidad y
superv ivencia post-criopreservacion muestran la va-
riabilidad existente entre nuestras (15). Este fendme-
no ha sido asociado a dife rencias genéticas entre indi-
viduos (16), asi como al grado inicial de fluidez de
membrana espermdtica, observdndose mejores resul-
tados en los casos de menor rigidez (17). Otros auto-
res sefialan el descenso en la motilidad progre siva de
los espermatozoides por bajas concentraciones de tes-
tosterona y el aumento de Zinc en el flagelo, caracte-
risticas propias de varones de avanzada edad (18).
Ademids, existen estudios que aseguran que la edad
del donante no se relaciona con un descenso de con-
centracién de espermatozoides, aunque si afecta a la
calidad seminal y mds concretamente a la motilidad
de las muestras (19). El presente trabajo no resulta
esclarecedor en este sentido puesto que la edad de los
donantes no es facilitada al centro. No obstante, cabe
destacar que B2 y B3 no aceptan donantes mayotes
de 35 afios, mientras que B1 tiene un rango de edad
de aceptacién superior, llegando incluso a seleccio-
nar, ocasionalmente, varones de hasta 40 afios. Por
tanto, las diferencias observadas en los parametros
seminales en detrimento de B3, en principio y a falta
de otro tipo de datos (funcionales, genéticos,...), no

pueden ser atribuidas a una peor seleccién de donan-
tes y si, tal vez, al protocolo de congelacién/descon
gelacion, tipo de soporte, o, simplemente, al hecho de
que el citado banco considera suficiente una menor
alicuota/volumen de muestra para asegurar la fecun-
dacién. Esto ultimo es confirmado por los resultados
presentados, ya que el umbral de espermatozoides
moviles progre sivos (REM) tras descongelar-“capaci-
tar” que da lugar a gestacioén con este tipo de mues-
tras en mestro centro es de 1 millon, dato inferior al
que presenta la bibliograffa que asciende en torno a 5
millones (20, 21).

De hecho, el estudio de las Tasas de Gestacion,
Aborto y RNV, tanto en FIV como en A, no muestra
diferencias significativas entre los distintos bancos
estudiados. Del mismo modo, los casos de malform a-
ciones congénitas y alteraciones cromosdmicas
(Microcefalia, Hipospadia, Sidrome de Patau y
Sindrome de Edwads) provenian indistintamente de
los tres bancos analizados y eran muestras de distin-
tos donantes. Con ello, se rechaza la hipdtesis de una
posible relacidn entre la calidad seminal y la apari-
cién de malformaciones congénitas, datos que corro-
boran otros autores, que sélo encuentran diferencias
si comparan muestras de eyaculado y de testiculo o
epididimo (22).

En pro de mejorar la seleccién de donantes de se-
men y seleccionar un mayor nimero de pardmetros
que eliminen normozoospermias no fecundantes y
anomalias congénitas, la bibliografia reporta como
aconsejables las siguientes técnicas:

- Pruebas funcionales como el Test de Hamster y
la Reaccién Acrosémica que presentan buena correl a-
cién de sus resultados con la FIV clésica (23).

- Pruebas genéticas, la ley exige la realizacién de
un cariotipo para evitar enfermedades congénitas. No
obstante, organizaciones de relevancia, como la
Sociedad Britdnica de Andrologia, consideran insufi-
ciente esta prueba y defienden, por ejemplo, el andli-
sis de deteccion de Cytomegalovirus mediante la téc-
nica de PCR, ya que este virus, asintomético en
humanos, puede implicar graves consecuencias en la
descendencia pudiendo afectar a las funciones moto-
ras del neonato y su desarrollo mental (24).

Por tltimo, con el objetivo de valorar la eficiencia
de las dos técnicas utilizadas, y por tanto la relacién
bancos-centro, se calcul6 la TG acumulada en un
47%, dato inferior al referido en otros trabajos en los
que alcanza el 69% (25). La menor tasa de gestacién
acumulada de este centro se puede justificar por la
exclusién de ciclos de donacién de dvulos (que no
son realizados en este centro), de criotransferencia,
por la limitacién del nimero de ciclos que cada pa-
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Tabla 3
Porcentaje de embriones de buena calidad (D+2: 4 células
gradol/2; D+3 = 6 células grado 1/2)

N°EOK Total
0 1 2
BANCO 1 N 7 5 3 15
%o 46,7% | 33,3% | 20,0% | 100,0%
2 N 27 28 30 85
%o 31,8% | 32,9% | 35,3% | 100,0%
3 N 12 9 17 38
%o 31,6% | 23,7% | 44,7% | 100,0%
Total N 46 42 50 138
%o 33,3% | 30,4% | 36,2% | 100,0%

ciente puede realizar en el H.U.La Fe (+ 4 [A"s y 3
FIV’s) y a la no conclusién del nimero méximo de
ciclos al acotar el estudio en el tiempo.

En conclusién, y de acuerdo con otros trabajos
(26), nuestros resultados determinan la inexistencia
de valores minimos para los pardmetros seminales
que predicen la fecundacién y gestacion de las pa-
cientes que se someten a una técnica de reproduccion
asistida (salvo REM =1). Ademads, aporta informa-
cién valiosa para seguir confiando a los pacientes la
obtencién de su muestra de donante en cualquiera de
los tres bancos considerados a estudio, puesto que sus
tasas de gestacion, aborto y RNV son similares.
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