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Introduccién general

La infertilidad es una enfermedad del sistema reproductivo, caracterizada por la
incapacidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses de relaciones
sexuales regulares sin proteccién o debido a un impedimento de la capacidad de
una persona para reproducirse (Fernando Zegers-Hochschild et al., 2017). Asi
mismo, la infertilidad puede surgir de factores masculinos, factores femeninos o
una combinacion de estos e incluso tener un origen desconocido (Lindsay &
Vitrikas, 2015).

En lo que se refiere al factor masculino, se conoce que esta presente en alrededor
del 50% de los casos, con responsabilidad exclusiva en el 30% y agregado a un
factor femenino en el 20% restante (Winters, Gannon, & Walsh, 2015). La fertilidad
masculina depende de la produccion y transporte de los espermatozoides, un
proceso muy complejo que involucra los sistemas endocrino, inmunolégico y
neuroldgico, y por lo tanto, valorar el potencial de fertilidad de la pareja masculina
representa una parte importante en la evaluacion de una pareja que no ha logrado
el embarazo (Katz, Teloken, & Shoshany, 2017). Esta evaluacidon debe realizarse
simultaneamente con la mujer, pero no se realiza en al menos el 18% de los casos
(Eisenberg et al., 2013). Al no realizar una evaluacién completa del paciente, uno
no solo compromete el prondstico de fertilidad de la pareja, sino que también
pierde la oportunidad de mejorar los resultados de salud en los pacientes
masculinos (Katz et al., 2017).

El diagndstico del hombre tiene como objetivo identificar los factores que influyen
en la infertilidad, ofrecer un asesoramiento adecuado y también las mejores
opciones de tratamiento, ya sea para aumentar las posibilidades de una
concepcion tanto espontanea como por técnicas de reproduccion asistida (TRA)
(Kliesch, 2014). La evaluacion del hombre se basa especificamente en el analisis
del semen de acuerdo a los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), con valores de referencia estudiados (WHO, 2010). Estos valores de
referencia se fundamentan en los resultados de un estudio prospectivo
multicéntrico mundial en 1941 hombres que embarazaron a la pareja en un
periodo de observacidon de 12 meses y los limites inferiores de referencia
indicados corresponden al percentil quinto, limite inferior de referencia (WHO,
2010). En general, el analisis estandarizado del semen comprende volumen, pH,
concentracion espermatica, recuento total de espermatozoides, movilidad
espermatica, morfologia espermatica, vialidad espermatica, concentracion de
células redondas y leucocitos.

Sin embargo, los resultados del analisis del semen no reflejan necesariamente la
capacidad fertilizante de los espermatozoides. En caso de oligozoospermia
severa, se deben buscar causas genéticas y las posibilidades de mejora pueden
ser limitadas; en caso de infecciones, el tratamiento puede mejorar los parametros
y la funcion de los espermatozoides; y en particular, para pacientes con infertilidad
de origen desconocido, se han desarrollado pruebas adicionales de la funcién



espermatica para conocer con mas detalle la causa de la infertilidad (Kliesch,
2014).

Las pruebas funcionales son un conjunto de examenes especializados que
evaluan aspectos funcionales de los espermatozoides y parecen estar mas
relacionados con el potencial fértil del hombre (Oehninger, Franken, & Ombelet,
2014; Samplaski, Agarwal, Sharma, & Sabanegh, 2010). Estos permiten: el
diagnodstico especifico de disfunciones espermaticas, la prediccion de tasas de
fecundacion y embarazo y la indicacion de tratamientos adecuados para la
disfuncion identificada (Franken & Oehninger, 2012). Al tener un diagnostico, el
especialista establecera el tratamiento adecuado para lograr el embarazo en la
pareja.

Uno de los tratamiento de alta complejidad es la inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides, la cual consiste en la inyeccion de un solo espermatozoide
dentro del citoplasma del oocito (G. Palermo, Joris, Devroey, & Van Steirteghem,
1992). Actualmente, se encuentra disponible en un gran numero de centros de
reproduccion asistida incluso en Colombia, lo cual ha revolucionado el tratamiento
de la infertilidad por factor masculino (Meniru, 2004). El uso de la ICSI como
técnica de rutina, gener6 como consecuencia la introduccion de procedimientos
para la recuperacion de espermatozoides desde el epididimo o directamente de
los testiculos, por lo que actualmente, todo el espectro de la infertilidad masculina
se puede tratar (Elder, K & Dale, 2011).

Esta técnica esta indicada para parejas en donde el factor masculino esta
presente como una de las causas de infertilidad, es decir, morfologia anormal,
baja concentracién de espermatozoides y mala movilidad. Adicionalmente, se
debe utilizar cuando se recuperan espermatozoides por medio de biopsias
testiculares, en casos de azoospermia y vasectomia (G. D. Palermo, Neri, &
Rosenwaks, 2015). Sin embargo, en la actualidad, el uso de la ICSI en pacientes
con parametros seminales en el limite inferior de referencia o incluso normales
respecto a los reportado en 2010 por la OMS, es comun en los laboratorios de
reproduccion asistida (Babayev, Park, & Bukulmez, 2014), e incluyen otras
indicaciones como: infertilidad inexplicada, oocitos de mala calidad, bajo numero
de oocitos, edad materna avanzada, fallos en fertilizaciones anteriores y
fecundacion de oocitos criopreservados (Fauser et al., 2014).

Lo anterior, se ve reflejado en los datos obtenidos en el afio 2011 y publicados en
2014 por la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE),
en los que informan que se realizaron 1.5 millones de ciclos de reproduccion
asistida en todo el mundo y que la técnica mas utilizada para la fecundacion de los
oocitos es la ICSI, representando alrededor de dos tercios de los tratamientos de
reproduccion asistida por encima de la FIV convencional que representa el tercio
restante (Kupka et al., 2016). Asi mismo, en 2013 se realizaron 35.089 ciclos en
Latinoamérica, de los cuales en el 84.7% de los casos se utilizé el ICSI para la
fecundacion de los oocitos (Fernando Zegers-Hochschild, Schwarze, Crosby,
Musri, & Do Carmo Borges De Souza, 2015). Esta preferencia se debe



fundamentalmente para evitar el fracaso de la fecundacion (Neri, Lee, Rosenwaks,
Machaca, & Palermo, 2014; The Practice Committee of the American Society of
Reproductive Medicine, 2012).

De esta manera, el uso extensivo de este procedimiento, se debe al alto nivel de
estandarizacion y a la eficacia que ha sido demostrada recientemente (Rubino,
Vigano, Luddi, & Piomboni, 2015), debido a que ha alcanzado resultados
comparables con la FIV y adicionalmente puede superar las disfunciones
espermaticas (G. D. Palermo et al., 2015).

Planteamiento del problema

La infertilidad esta definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
la incapacidad de una pareja para lograr una concepcién o llevar un embarazo a
término después de un afno de relaciones sexuales regulares sin proteccion (F.
Zegers-Hochschild et al., 2009), se estima que mas de 70 millones de parejas en
el mundo son infértiles (Lopez, Urbano, & Cardenas, 2012). Aproximadamente, el
30% de los casos de infertilidad se deben exclusivamente al factor masculino
(Kumar & Singh, 2015) de los cuales gran parte se tratan mediante algun
tratamiento de reproduccién asistida entre los que se incluye la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl).

El ICSI es un procedimiento en el cual se introduce artificialmente un
espermatozoide dentro del oocito utilizando una pipeta de microinyeccion
(Palermo, Gianpiero. Neri, Queenie. Takeuchi, Takumi. Hong, Simon. Rosenwaks,
2009) y esta indicado en parejas infértiles en las que se detectan anormalidades
en los parametros seminales (G. Palermo et al., 1992). Su éxito depende
directamente de la calidad del oocito y del espermatozoide que se utilicen.
Actualmente, para establecer la calidad de los espermatozoides, se realiza un
espermograma, una valoracion de los parametros seminales convencionales bajo
los lineamientos propuestos por la OMS en 2010 en los que se incluyen la
concentracion, la movilidad y la morfologia, entre otros (WHO, 2010), y es
considerado como el punto de partida en el diagnostico de la infertilidad masculina
(Lopez et al., 2012). Sin embargo, esta evaluacion no tiene un alto valor predictivo
en los resultados de los tratamientos de reproduccion asistida debido a que no
discrimina de manera eficiente entre muestras normales y anormales (Hughes,
Grantmyre, & Zini, 2015). Por lo tanto, para esclarecer con mayor precision el
efecto de la calidad de los espermatozoides en las tasas de fecundacion,
desarrollo embrionario y en el embarazo, surgen los parametros funcionales tales
como la integridad de la membrana, la concentracion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y la integridad del ADN espermatico, entre otras, que evaluan los
gametos masculinos a nivel estructural, funcional y molecular, los cuales han
adquirido gran importancia, debido a que podrian brindar mas informacion
asociada al éxito de las técnicas de reproduccion asistida (Oehninger et al., 2014).



Dado que tradicionalmente se clasifican las muestras aptas para ICSI de acuerdo
a los parametros de evaluacion seminal sugeridos por la OMS y que estos no
logran predecir con precision los resultados finales de los tratamientos de alta
complejidad, los cuales generalmente son relativamente bajos, se hace necesario
implementar nuevas técnicas, mas informativas y con mayor resolucion que
permitan hacer un mejor diagnostico sobre la calidad de los espermatozoides que
seran sometidos a ICSI.

Objetivo

Evaluar la relacion que existe entre los parametros seminales convencionales y
funcionales, con las tasas de fecundacion, desarrollo embrionario y embarazo
obtenidas por ICSI.

Resultados en formato de manuscritos

Durante la maestria se prepararon tres manuscritos, dos de los cuales fueron
aceptados y publicados y el otro sera sometido a la revista Biomédica.

El primero articulo, fue wuna revision de literatura sobre la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), en el cual se hablé desde los
aspectos técnicos hasta de su utilidad e importancia clinica. EI ICSI es un
procedimiento que se usa de manera rutinaria en los centros de reproduccion
asistida, con tasas de fecundacibn y embarazo comparables con la FIV
convencional, y adicionalmente tiene la ventaja de tratar el factor masculino
presente.

Calderén-Mendoza LF, Cardona-Maya WD. Inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides, treinta anos después de su implementacion. Medicina &
Laboratorio 2015; 21: 431-444.

En el segundo articulo, se incluyo la propuesta de trabajo teniendo en cuenta la
revision anterior y la pregunta de investigacion que surge de las tasas de
embarazo suboptimas y el rol poco conocido del factor masculino en los
tratamientos de reproduccion asistida.

Los parametros espermaticos funcionales como factor prondstico en ICSI:
experiencia de la ciudad de Medellin. Calderon-Mendoza LF, Castrillon Lopez L,
Vélez Giraldo CF, Isaza Alvarez V, Cardona-Maya WD. Biomédica. por someter.

Finalmente, surgieron multiples dudas, una de éstas fue conocer el valor
pronostico de los parametros seminales en la inseminacion intrauterina, debido a
que en la investigacion central estudiariamos estos parametros en tratamientos de
alta complejidad. Por lo tanto, realizamos un estudio retrospectivo con datos de



inseminaciones hechas en Concevidas. Esto es de gran importancia, ya que en
nuestro centro realizamos una cantidad considerable de tratamientos de baja
complejidad, no sélo por la tasa de embarazo aceptable obtenida sino también por
la conveniencia de los pacientes.

Calidad seminal e inseminacidn intrauterina: Estudio retrospectivo. Calderén-
Mendoza LF, Castrillon Lopez L, Vélez Giraldo CF, Cardona-Maya WD, Isaza
Alvarez V. Urologia Colombiana. 2017, in press




Salud sexual y reproductiva-

Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides,
treinta afios después de su implementacion

Intracytoplasmic sperm injection, thirty years after its implementation

ARTiCULO 1 Luisa F. Calderéon-Mendoza Biol', Walter D. Cardona-Maya PhD?

Resumen: la infertilidad es una enfermedad que se caracteriza por la imposibilidad de lograr un
embarazo después de mas de |2 meses de relaciones sexuales; como consecuencia, existen tra-
tamientos para manejar este trastorno. Uno de los tratamientos de reproduccion asistida es la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), la cual fue implementada en 1992 para
tratar parejas con el factor masculino asociado a la causa de infertilidad. Actualmente, esta técnica
es indicada para la infertilidad sin causa aparente, fallas anteriores en los procesos de fertilizacion in
vitro, edad materna avanzada, oocitos de mala calidad, entre otros. La inyeccién intracitoplasmatica
de espermatozoides comienza con una estimulacién ovarica controlada mediante gonadotropinas y
la aspiracion folicular para obtener los oocitos. Simultaneamente se procesa la muestra de semen
y posteriormente se realiza la microinyeccién del espermatozoide elegido al interior del oocito. Por
otro lado, los parametros seminales y funcionales han adquirido gran importancia debido al papel
determinante en el éxito de la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides, especialmente la
integridad del ADN espermdtico. Finalmente, la inyeccién intracitoplasmdatica de espermatozoides
permite que los pacientes con alteraciones seminales tengan la posibilidad de concebir un hijo biol6-
gico. En esta revisién se describen los fundamentos de esta técnica y su relacién con los parémetros
seminales y la fertilidad.

Palabras clave: inyecciones de esperma intracitoplasmaticas, fertilidad, andlisis de semen, técnicas
reproductivas.

Abstract: Infertility is a disease characterized by the inability to achieve pregnancy after more than
I 2 months of sexual intercourse; as a result, there are treatments to manage this disorder. One of
the treatments of assisted reproduction is the intracytoplasmic sperm injection (ICSI), which was
implemented in 1992 to treat couples with male factor associated with the cause of infertility.
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_ Calderon-Mendoza LF, Cardona-Maya WD

Currently, this technique is indicated to unexplained infertility, previous in vitro fertilization failures,
advanced maternal age, poor quality oocytes, among others. Intracytoplasmic sperm injection begins
with a controlled ovarian stimulation and follicular aspiration to obtain oocytes. Simultaneously the
semen sample is prepared and the microinjection of the selected spermatozoa into the oocyte is
performed. On the other hand, the seminal and functional parameters have become very important
due to the determinant role in the success of the intracytoplasmic sperm injection, especially sperm
DNA integrity. Finally, intracytoplasmic sperm injection allows patients with seminal alterations have
the possibility to conceive a biological child. In this review, the basics of this technique and its relation-
ship with sperm parameters and fertility are described.

Keywords: Intracytoplasmic sperm injections, fertility, semen analysis, reproductive techniques.

Calderon-Mendoza LF, Cardona-Maya WD. Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides,
treinta arios después de su implementacién. Medicina & Laboratorio 2015; 2 1: 43 1-444.

a infertilidad es una enfermedad que se caracteriza por la imposibilidad de lograr un em-

barazo después de mas de |2 meses de relaciones sexuales sin proteccion en los dias
fértiles [1], que acarrea consecuencias emocionales y psicosociales para las parejas [2]. Una
vez transcurrido este tiempo sin concebir es necesario consultar a un especialista y optar por
el tratamiento mas adecuado para tener un hijo vivo sano en casa. Existen diferentes tipos de
tratamientos de reproduccion asistida que se aplican a las parejas clasificados segin su comple-
jidad (baja y alta complejidad) cada una con un porcentaje de éxito diferente. En la categoria
de baja complejidad se encuentran las relaciones sexuales dirigidas o coito programado v la
inseminacion intrautering, vy en la de alta complejidad la fertilizacion in vitro y la inyeccion intra-
citoplasmatica de espermatozoides (véase tabla ).

Tratamiento Porcentaje de éxito (%) Ref
Relaciones sexuales dirigidas 5% 3]
Baja complejidad o )
Inseminacion intrauterina 10-20 4
Fertilizacion in vitro 33 [5]
Alta complejidad o ) ) ‘
Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides 32 [5]

*Tasa de embarazo del coito programado acompanado de hiperestimulacién ovarica controlada

Las relaciones sexuales dirigidas o coito programado constituyen el primer paso para el manejo
de la infertilidad y se recomienda a parejas que presentan infertilidad de origen desconocido y a
mujeres jovenes. El momento de las relaciones sexuales es determinado por el pico endégeno
de la hormona luteinizante (LH), debido a que la ovulacion se produce 24 horas después de la
deteccion de este incremento. Sin embargo, lo mas comUn es realizar un seguimiento ecogra-
fico del desarrollo folicular; ademas, se puede realizar una estimulacion ovarica especificamente
en mujeres con anovulacion [6].

La inseminacion intrauterina es el tratamiento de primera eleccion para parejas infértiles, que
consiste en depositar espermatozoides moviles en el Gtero mediante un catéter durante el
periodo ovulatorio con el objeto de lograr un embarazo. Esta técnica esta indicada en mujeres
con al menos una trompa de Falopio permeable y cuyas parejas tienen una muestra de semen
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origen obstructiva es posible recuperar los espermatozoides por medios quirirgicos, como la
aspiracion del epididimo v la biopsia del tejido testicular. Incluso, en hombres con azoospermia
no obstructiva es posible recuperar espermatozoides del eyaculado hasta en un 35% de los
casos [16], después de una blsqueda minuciosa en el precipitado obtenido al centrifugar la
muestra de semen (1.600 rpm/10 min) o después de una biopsia testicular. Generalmente,
la calidad morfologica de los espermatozoides recuperados en estos pacientes es baja; sin
embargo, el efecto de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides es tan alto que se
han logrado obtener tasas de fecundacion y de embarazo aceptables a pesar de estos inconve-
nientes [17,18]. Ademas, se ha observado que el éxito de la fecundacion durante la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides en individuos con oligoastenoteratozoospermia es 3,9
veces mayor que si se usara la fertilizacion in vitro [ 19].

Actualmente, el uso de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides en pacientes con
parametros seminales en el Iimite inferior de referencia, o incluso normales respecto a los re-
portados en 2010 por la Organizacion Mundial de la Salud [ 12], es comUn en los laboratorios de
reproduccion asistida [20] e incluye otras indicaciones para evitar una baja fecundacion de los
oocitos como: infertilidad inexplicada, oocitos de mala calidad, bajo nimero de oocitos, edad
materna avanzada, fallos en las fertilizaciones in vitro y fecundacion de oocitos criopreservados
o vitrificados [21]. La razon fundamental para todas estas indicaciones es evitar el fracaso de la
fecundacion [10]; sin embargo, no existe evidencia cientifica que justifique el uso rutinario de
la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides sin indicaciones bien establecidas [20,21].

Asi mismo, la técnica de inyeccion intracitoplasméatica de espermatozoides y en general los
tratamientos de reproduccion asistida han sido objeto de estudio para conocer su seguridad.
Se conoce que la tasa de malformaciones congénitas de nifios concebidos después de la inyec-
cion intracitoplasmatica de espermatozoides en comparacion con aquellos concebidos natural-
mente no es estadisticamente significativa. Entretanto, los riesgos asociados a la inyeccion intra-
citoplasmatica de espermatozoides mas relevantes son los embarazos miltiples y el bajo peso
al nacer; sin embargo, el subsecuente desarrollo y crecimiento de estos nifios es normal [22].

Inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides: procedimiento complejo

Uno de los factores determinantes del éxito de la inyeccion intracitoplasmatica de esperma-
tozoides es el uso de los instrumentos correctos, entre los que se encuentran un microscopio
invertido con contraste de fase equipado con un sistema de contraste de modulacion Hoffman
y una platina calentadora para mantener los gametos a la temperatura corporal, mientras se
encuentran fuera de la incubadora. Ademas, el microscopio debe tener acoplado el equipo de
micromanipulacion que consiste en soportes para las pipetas a cada lado, unidos por un tubo
de teflon a los microinyectores, los cuales proporcionan fuerzas de succion y expulsion contro-
ladas. Las pipetas son de vidrio y tienen caracteristicas especificas: una tiene extremos romos
y se utiliza para sujetar el oocito mientras que la otra es afilada para permitir la inyeccion del
espermatozoide. De otro lado, se encuentran los micromanipuladores para los movimientos
bruscos de las pipetas y para los movimientos finos teniendo en cuenta que se pueden mover
rapido o lento en varias direcciones: arriba, abajo, adelante, atras, a la izquierda, a la derecha y

434

Volumen 21, NUmeros 9-10, 2015. MEDICINA & LABORATORIO

10



Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides -

con un recuento espermatico mayor a tres millones de espermatozoides moviles progresivos
recuperados [4,5]. Generalmente, este proceso se realiza acompahado de una estimulacion
ovarica controlada con dosis de gonadotropinas bajas (75 Ul a 12,5 Ul) para obtener el de-
sarrollo de varios foliculos y asi aumentar la probabilidad de embarazo [3,5].

Por otro lado, la fertilizacion in vitro fue disehada inicialmente como tratamiento para la infertilidad aso-
ciada a la patologia tubarica bilateral. No obstante, en la actualidad, tiene una amplia variedad de indi-
caciones como la infertilidad por factor masculino no grave, los fallos de la inseminacion intrauterina (se
recomienda realizar hasta cuatro intentos [4]), la disfuncion ovarica y la endometriosis, entre otros [7,8].

Finalmente, la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides es uno de los tratamientos
reproductivos mas utilizados en la actualidad, implementada en 1992 [9] con el fin de mejorar
la fecundacion de los oocitos en parejas con factor masculino alterado o sin resultados sat-
isfactorios en los ciclos de fertilizacion in vitro [10]. La inyeccion intracitoplasmatica de esper-
matozoides consiste en inyectar un espermatozoide directamente en el citoplasma del oocito,
sobrepasando la zona pellcida y la membrana plasmatica [ | I]. Este procedimiento esté indica-
do en parejas con una marcada alteracion en los parametros seminales como: oligozoospermia
(<15x10%mL), astenozoospermia (<32% de espermatozoides moviles) y teratozoospermia
(<4% de espermatozoides normales) [ I,12]. Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de
esta revision de la literatura es describir los fundamentos de la técnica inyeccion intracito-
plasmatica de espermatozoides y su relacion con los parametros seminales v la fertilidad.

Inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides: jcuando y por que usarla?

De acuerdo a la informacion recientemente publicada por la Sociedad Europea de Reproduccion
Humana y Embriologia (ESHRE; del inglés, European Society of Human Reproduction and Embryolo-
gy), en el aho 201 | se realizaron 588.629 tratamientos de reproduccion asistida en 33 paises eu-
ropeos, 151.923 en Estados Unidos y 66.347 en Australia y Nueva Zelanda. Se estima que en este
mismo aho se realizaron 1.500.000 ciclos de reproduccion asistida en todo el mundo, con mas de
350.000 bebés nacidos. Asi mismo, la ESHRE reporto que la técnica mas utilizada para la fecun-
dacion de los oocitos es la inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides, lo que representa
alrededor de dos tercios de los tratamientos de reproduccion asistida en el mundo por encima
de la fertilizacion in vitro convencional que representa el tercio restante. Estas proporciones vanan
entre los paises aunque las tasas de embarazo de cada técnica son similares [13] (véase tabla |).

De igual manera, el Comité Internacional de Monitoreo de Tecnologias de Reproduccion
Asistida (ICMART; del inglés, International Committee Monitoring Assisted Reproductive Technol-
ogies), en 2012, inform& que el nimero de nifios nacidos como resultado de los tratamientos
de reproduccion asistida ha alcanzado un estimado de cinco millones desde el nacimiento de
Louise Brown en julio de 1978 [14]. El calculo se baso en el nUmero de ciclos de fertilizacion in
vitro e inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides registrados en todo el mundo hasta el
aho 2008 con estimaciones adicionales para los siguientes tres afos [ | 5].

La inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides se ha convertido en una opcion para los
pacientes sin espermatozoides en el eyaculado (azoospermia), pues si la azoospermia es de
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origen obstructiva es posible recuperar los espermatozoides por medios quirirgicos, como la
aspiracion del epididimo v la biopsia del tejido testicular. Incluso, en hombres con azoospermia
no obstructiva es posible recuperar espermatozoides del eyaculado hasta en un 35% de los
casos [16], después de una blsqueda minuciosa en el precipitado obtenido al centrifugar la
muestra de semen (1.600 rpm/10 min) o después de una biopsia testicular. Generalmente,
la calidad morfologica de los espermatozoides recuperados en estos pacientes es baja; sin
embargo, el efecto de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides es tan alto que se
han logrado obtener tasas de fecundacion y de embarazo aceptables a pesar de estos inconve-
nientes [17,18]. Ademas, se ha observado que el éxito de la fecundacion durante la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides en individuos con oligoastenoteratozoospermia es 3,9
veces mayor que si se usara la fertilizacion in vitro [ 19].

Actualmente, el uso de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides en pacientes con
parametros seminales en el Iimite inferior de referencia, o incluso normales respecto a los re-
portados en 2010 por la Organizacion Mundial de la Salud [ 12], es comUn en los laboratorios de
reproduccion asistida [20] e incluye otras indicaciones para evitar una baja fecundacion de los
oocitos como: infertilidad inexplicada, oocitos de mala calidad, bajo nimero de oocitos, edad
materna avanzada, fallos en las fertilizaciones in vitro y fecundacion de oocitos criopreservados
o vitrificados [21]. La razon fundamental para todas estas indicaciones es evitar el fracaso de la
fecundacion [10]; sin embargo, no existe evidencia cientifica que justifique el uso rutinario de
la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides sin indicaciones bien establecidas [20,21].

Asi mismo, la técnica de inyeccion intracitoplasméatica de espermatozoides y en general los
tratamientos de reproduccion asistida han sido objeto de estudio para conocer su seguridad.
Se conoce que la tasa de malformaciones congénitas de nifios concebidos después de la inyec-
cion intracitoplasmatica de espermatozoides en comparacion con aquellos concebidos natural-
mente no es estadisticamente significativa. Entretanto, los riesgos asociados a la inyeccion intra-
citoplasmatica de espermatozoides mas relevantes son los embarazos miltiples y el bajo peso
al nacer; sin embargo, el subsecuente desarrollo y crecimiento de estos nifios es normal [22].

Inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides: procedimiento complejo

Uno de los factores determinantes del éxito de la inyeccion intracitoplasmatica de esperma-
tozoides es el uso de los instrumentos correctos, entre los que se encuentran un microscopio
invertido con contraste de fase equipado con un sistema de contraste de modulacion Hoffman
y una platina calentadora para mantener los gametos a la temperatura corporal, mientras se
encuentran fuera de la incubadora. Ademas, el microscopio debe tener acoplado el equipo de
micromanipulacion que consiste en soportes para las pipetas a cada lado, unidos por un tubo
de teflon a los microinyectores, los cuales proporcionan fuerzas de succion y expulsion contro-
ladas. Las pipetas son de vidrio y tienen caracteristicas especificas: una tiene extremos romos
y se utiliza para sujetar el oocito mientras que la otra es afilada para permitir la inyeccion del
espermatozoide. De otro lado, se encuentran los micromanipuladores para los movimientos
bruscos de las pipetas y para los movimientos finos teniendo en cuenta que se pueden mover
rapido o lento en varias direcciones: arriba, abajo, adelante, atras, a la izquierda, a la derecha y
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de manera circular a lo largo del eje horizontal [17]. Ademas, el éxito de este procedimiento
depende de la experiencia y la habilidad del embridlogo que lo realiza, teniendo en cuenta que
implica una curva de aprendizaje importante [23].

Procedimiento de la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides

Oocitos

Desde hace mas de 25 ahos se realizan ciclos con estimulacion ovérica controlada utilizando
gonadotropinas para optimizar los tratamientos de reproduccion asistida y aumentar la tasa de
embarazo [24]. Una vez se logra el desarrollo de multiples foliculos (observados por ecografia)
se realiza la aspiracion transvaginal de los oocitos (bajo anestesia general) 36 horas después
de la aplicacion de la hormona gonadotropina coridnica humana (HCG). Posteriormente, los
oocitos son incubados en medio de cultivo especializado para fertilizacion in vitro por aproxi-
madamente tres horas antes de remover las células del cumulus. Luego, se evalGa la madurez
de los oocitos en el microscopio (200 X) [25] y se seleccionan aquellos que han alcanzado la
metafase de la segunda division meidtica, es decir, el estadio de desarrollo en el cual el oocito
muestra el primer cuerpo polar en el espacio perivitelino. Finalmente, los oocitos son llevados
a la incubadora alrededor de una hora hasta la inyeccion [17].

De otro lado, es necesario realizar la preparacion de la muestra de semen para realizar una
mejor seleccion de espermatozoides con buena morfologia y, de esta manera, maximizar las
probabilidades de fecundacion, obteniendo tantos oocitos fecundados como sea posible asi
como embriones para transferir eventualmente [26].

Espermatozoides

El procesamiento para la recuperacion de los espermatozoides de las muestras seminales se lleva a
cabo utilizando diferentes métodos dependiendo de la calidad y la movilidad de los espermatozoi-
des observados, y consiste en seleccionar los espermatozoides con mejor movilidad y separarios del
plasma seminal, los espermatozoides inmoviles, las células inmaduras v los detritus. Este proceso da
lugar a una modificacion en la movilidad flagelar y al movimiento de la cabeza del espermatozoide, lo
que favorece la penetracion de los oocitos. Asi'mismo, los espermatozoides deben ser capaces de
llevar a cabo la reaccion acrosémica, que consiste en la liberacion de enzimas que permiten la pene-
tracion a través de la zona pellcida [27]. Por tanto, técnicas tales como los gradientes de densidad y
el Swim-up, estan relacionadas con la adquisicion de esta capacidad de fecundar [28].

Los gradientes de densidad se fundamentan en la seleccion de espermatozoides para vencer
la dificultad que presentan los gradientes de 90% y 45%, v lograr llegar hasta el fondo del tubo
después de la centrifugacion; ademas, actla como filtro para el plasma seminal, las células
redondas, los detritus y los espermatozoides con movilidad no progresiva [27]. Para realizar
este procedimiento se toma una alicuota de la muestra y se deposita suavemente sobre las
capas de los gradientes discontinuos de |,5 mL de 90% (lower) y 1,5 mL de 45% (upper), se
centrifuga a 1.300 rpm durante 20 minutos v, posteriormente, el sedimento se resuspende en
medio de cultivo y se centrifuga nuevamente durante 10 minutos a 1.300 rpm. Finalmente, se

435

MEepICINA & LaBORATORIO Volumen 21, NUmeros 9-10, 2015.

13



_ Calderon-Mendoza LF, Cardona-Maya WD

realiza un lavado con 2 mL de medio, se centrifuga por 5 minutos a .600 rpm, v el sedimento
se resuspende en un volumen de 0,3 a 0,5 mL [17] (véase figura |). Esta técnica permite una
mejor recuperacion de los espermatozoides moviles en las muestras oligozoospérmicas, aste-
nozoospérmicas y con abundantes células y detritus [27].

O

1300 rpm - 20 min 1300 rpm - 10 min 1600 rpm - 5 min

{ }AV‘ ‘
’

3 ’4

NS, semen ‘

\ ‘

\ Upper
[

' Lower

Figura |. Procedimiento de recuperacion espermética usando gradientes.

De otro lado, la técnica de Swim-up se basa en el principio de que solo los espermatozoides
con buena movilidad podran ascender al sobrenadante; es una técnica sencilla que permite una
recuperacion favorable en muestras normozoospérmicas [27]. Este procedimiento se lleva a
cabo mediante la adicion del medio de cultivo en una relacion 1:1 con la muestra de semen, se
centrifuga a 1.600 rpm por 5 minutos, se descarta el sobrenadante y se ahade medio de cultivo
al sedimento lentamente por la pared del tubo. Posteriormente, el tubo se incuba en un angulo
de 45° de inclinacion durante 45 a 60 minutos a 37 °C. Al final de este periodo, el tubo se
retira cuidadosamente de la incubadora y el fluido que esta por encima del sedimento es recu-
perado, el cual, por lo general, contiene espermatozoides moviles que han nadado hacia arriba.
Posteriormente, se vuelve a centrifugar para concentrar los espermatozoides y se resuspende
el boton en 0,5 mL de medio (véase figura 2) [17,27].

—_— —_—

1600 rpm - 5 min \
. ! & e

1600 rpm - 5 min

Figura 2. Procedimiento de recuperacion espermatica usando el método de Swim-up.
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Interaccion entre el espermatozoide movil y el oocito

La cdpsula en la cual se llevard a cabo la inyeccion de los oocitos se prepara con gotas de 5 plL del
medio de cultivo con Hepes y se cubren con 5 mL de aceite o parafina, y se preparan las microgotas
necesarias para colocar los oocitos a inyectar.

Algunas de estas microgotas se vacian y se reemplazan por polivinilpirrolidona que facilita la manipu-
lacion de los espermatozoides. Una de las microgotas con polivinilpirrolidona se utiliza sblo para purgar
la pipeta de inyeccion antes de comenzar la blsqueda de los espermatozoides, a otra se agregan 3 pL
de la suspension espermatica (espermatozoides ya capacitados) y en otra mas se colocan los esperma-
tozoides elegidos para la inyeccion [29]. Cuando se trata de muestras seminales de mala calidad (oligo-
zoospérmicas severas o espermatozoides provenientes de biopsia testicular) no es posible realizar las
técnicas anteriormente nombradas, por o tanto, en estos casos se debe hacer un lavado simple de la
muestra que consiste en centrifugar durante 5 minutos a 1.600 rpm, descartar el fluido sobrenadante
y resuspender el sedimento en 03 mL a 0.5 mL v, posteriormente, incubar por una hora aproxima-
damente a 37 °C [30]. Pasado este tiempo, se trata la muestra tal como se explicd anteriormente.

Por otro lado, la seleccion de los espermatozoides se realiza en el microscopio en objetivo de 400X
observando su forma, refraccion de la luz y patron de movimiento en el medio viscoso, siendo acon-
sejable escoger los espermatozoides que «nadany en el borde de la gota [ 1 1,31]. Ademas, se prepara
una microgota con solo medio de cultivo y espermatozoides ya procesados (servira en los casos en
que los espermatozoides incubados en polivinilpirrolidona pierden totalmente su movilidad o en casos
de poca concentracion) [29].

Una vez elegido el espermatozoide se debe inmovilizar para facilitar su manipulacion, para que no
destruya las estructuras del oocito una vez esté en el interior y para facilitar la descondensacion del
nlcleo [29] Para realizar la inmovilizacion se requiere colocar la punta de la pipeta sobre el tercio
proximal a la zona media del espermatozoide y, con un movimiento en sentido perpendicular al eje del
espermatozoide, se dobla el flagelo hasta que éste quede angulado, se aspira el espermatozoide por la
cola y se procede a la inyeccion [317]. Posteriormente, se ubica el oocito de tal manera que el cuerpo
polar quede en la posicion horaria de las 12 o las 6 v se sostiene el espermatozoide, luego se presiona
suave y gradualmente con la pipeta de inyeccion sobre la zona pellcida vy, una vez traspasada la zona
pellicida, se continlia presionando la membrana del oocito y se procura que se perfile perfectamente
un cono alrededor de la pipeta, moviéndola de armiba abajo hasta que se consiga, y se intenta romper la
membrana. Conseguida la ruptura de la membrana se completa la microinyeccion, se aspira el citoplas-
ma para cerciorarse de que la membrana esta rota, se pone en contacto con el espermatozoide y este
se deposita suavemente, procurando no introducir la polivinilpirrolidona en el interior del oocito [29].

Inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides y parametros seminales

Parametros seminales convencionales

El espermograma es un andlisis de la muestra de semen que se realiza de manera rutinaria
en los laboratorios de andrologia y es considerado como una prueba basica importante para
investigar la infertilidad masculina [32], que se debe ejecutar de manera estandarizada con el fin
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de evaluar los parametros descriptivos de un eyaculado [12]. Aunque este analisis proporciona
informacion Gtil en la evaluacion inicial de los pacientes que consultan por infertilidad, no revela
las caracteristicas funcionales de los espermatozoides que determinan el proceso de madura-
cion requerido para la fecundacion [33], no esta relacionado con la capacidad fértil del hombre
[34-36]; ademas, no discrimina entre pacientes fértiles vy subfértiles [37,38]. Por lo tanto, en la
actualidad algunas investigaciones sugieren la necesidad de estudiar los parametros funcionales
para establecer la calidad de la muestra de semen, especificamente en los tratamientos de
reproduccion asistida [39].

De acuerdo al manual para la evaluacion y pro-
cesamiento del semen humano de la Organi-
zacion Mundial de la Salud publicado en 2010
[12], la evaluacibn del semen consiste en una | Parametro '&'mit? inferior

v ;o R . e referencia
valoracion macroscopica inicial de la licuefac-
cion, la viscosidad, la apariencia del eyaculado, _ .

. . Concentracion de espermatozoides I5

el volumen y el pH. Posteriormente, se realiza (| ge/my)
la valoracion microscopica que incluye los pard-  vgyilidad espermtica (% de progre- 32
metros de movilidad, viabilidad, concentracion  sivos)
y morfologia espermética. Cada uno de los  Viabilidad espermética (% de esper- 58
pardmetros seminales tiene un valor limite de ~ Matozoides vivos)
referencia (percentil 5), con el cual se determi-
na si los parametros de una muestra de semen
son normales (véase tabla 2).

Volumen del semen (mL) 1,5

Morfologia espermatica (% de esper- 4
matozoides normales)

pH >72

Teniendo en cuenta estos parametros, la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides se
realiza cuando el factor masculino es severo; ademas, en pacientes con azoospermia obstructi-
va y todos los tipos de azoospermia no obstructiva que requieren biopsias testiculares [40]. En
un estudio realizado por Bukulmez y colaboradores (2001) [41] se evidencia que no existen
diferencias significativas en la tasa de implantacion y el porcentaje de embarazo clinico cuando
se inyecta con espermatozoides provenientes del eyaculado o de biopsias.

La morfologia es uno de los parametros mas importantes al realizar la inyeccion intracitoplas-
matica de espermatozoides, ya que el embridlogo elige un espermatozoide para inyectar, eva-
luando su movilidad y su apariencia morfologica normal o adecuada. Algunos estudios indican
que los resultados obtenidos por esta técnica no estan relacionados con la morfologia estricta,
basandose en las tasas de fertilizacion [42] y en el desarrollo v la morfologia de los blastocistos
[43]. Sin embargo, De Vos y colaboradores (2003) [44] encontraron que cuando solo se dis-
pone de espermatozoides morfoloégicamente anormales para inyectar, la tasa de implantacion
disminuye comparada con los espermatozoides normales.

En otra investigacion, Keegan y colaboradores (2007) [45] evaluaron el efecto de la teratozo-
ospermia aislada en oocitos fecundados por fertilizacion in vitro convencional y por inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides, sin encontrar diferencias significativas en parejas con
morfologia anormal (< 5% de espermatozoides normales) y parejas con espermogramas nor-
males; ademas, no observaron ninguna mejoria al tratar la teratozoospermia con inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides. En lo que se refiere a los parametros seminales mac-
roscopicos como la licuefaccion vy la viscosidad no existe evidencia que sugiera que las muestras
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anormales afecten la tasa de fecundacion, especificamente después de realizar la inyeccion
intracitoplasmética de espermatozoides [46].

Respecto a los pacientes normozoospérmicos, de acuerdo al estudio realizado por Bhattacha-
ryay colaboradores (2001) [47], la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides no ofrece
mejores resultados comparada con la fertilizacion in vitro convencional, debido a que con esta
Ultima lograron tasas de implantacion y de embarazo mas altas; por tal razon, los autores su-
gieren que en la préactica la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides se debe utilizar
solo en casos de alteracion del factor masculino. Asi mismo, Briton-Jones y colaboradores
(2009) [48] no encontraron diferencias significativas entre la fertilizacion in vitro y la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides en cuanto a tasa de fecundacion, tasa de desarrollo
embrionario, calidad embrionaria y tasas de aneuploidias en pacientes normozoospérmicos.

Por otro lado, es necesario tener en cuenta el papel del factor femenino en los tratamientos
de reproduccion asistida como la inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides [41]. Es
asi como De Brucker y colaboradores (2014) [49] afirman que al utilizar la inyeccion intracito-
plasméatica de espermatozoides con muestras de donantes (normozoospérmicos) el éxito de
la técnica, traducido como tasa de nacimiento, depende de la edad de la mujer, teniendo una
tasa mayor en las pacientes entre los 20 y los 29 ahos.

Integridad del ADN espermatico

La evaluacion de la integridad del ADN de los espermatozoides ha tomado gran importancia
en los Ultimos ahos, debido a su caracter predictivo en la fecundacion de oocitos [50] v en el
desarrollo embrionario [51] en los tratamientos de reproduccion asistida. La etiologia del dafo
en el ADN de los espermatozoides, caracterizado por rupturas de cadena simple y doble, es
multifactorial y puede estar relacionada con factores intrinsecos, que incluyen la deficiencia de
protaminas, los niveles altos de especies reactivas de oxigeno y la apoptosis abortiva, y factores
extrinsecos, entre los que se encuentran la exposicion ambiental, la quimioterapia y, posible-
mente, algunos factores del estilo de vida [52].

La integridad del ADN de los espermatozoides es considerado como un indicador significativo
del potencial fértil debido a que se ha encontrado que los hombres con altos niveles de frag-
mentacion tienen menos probabilidades de concebir naturalmente o a través de procedimien-
tos tales como la inseminacion intrauterina y la fertilizacion in vitro [53], y a que no se encuentra
correlacionado con los parametros seminales evaluados en el espermograma [39,54].

Varios estudios confirman la importancia de la integridad del ADN espermatico para la transmi-
sion adecuada de la informacion genética [55], cuya evidencia demuestra que los altos niveles
de fragmentacion en el ADN no solo retrasan el desarrollo embrionario sino que también
afectan las tasas de embarazo después de realizar la inyeccion intracitoplasmatica de esper-
matozoides [51,56]; ademas, se ha relacionado con la pérdida recurrente del embarazo y los
abortos espontaneos [57-59].

Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas altamente reactivas que actlan sobre los
lipidos, los aminoacidos vy los carbohidratos [55], y son producidas por los espermatozoides en
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pequenas cantidades, desempehando un papel fisiologico que promueve la funcion espermati-
ca para la fertilizacion; sin embargo, el exceso de la produccion de especies reactivas de oxige-
no por los espermatozoides anormales o los leucocitos seminales pueden conducir a un daho
oxidativo [60]. La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno trae como consecuencia
la disminucion de la movilidad espermatica v el dafo en el ADN, lo cual se considera como
una causa importante de la infertilidad. Asi’mismo, afecta negativamente la tasa de fecundacion
en los ciclos de fertilizacion in vitro y de la inyeccion intracitoplasméatica de espermatozoides
[61]. Por otro lado, este parametro funcional ha tomado gran importancia clinica debido a
su caracter tanto diagnostico como pronostico, especificamente en los casos de infertilidad
idiopatica masculina [54,62].

Logros de la implementacion de la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides

La implementacion de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides en los laboratorios
de reproduccion asistida ha permitido que pacientes con muestras seminales anormales logren
concebir un embarazo, existiendo actualmente varios estudios que lo corroboran. Incluso, en
pacientes con azoospermia obstructiva y no obstructiva se han alcanzado tasas de embarazo
favorables utilizando los espermatozoides provenientes de biopsias testiculares criopreservadas
[18,63,64]. Asi mismo, Goswani y colaboradores (2015) [65] reportaron dos casos en los que
obtuvieron fecundacion y desarrollo de embriones de buena calidad inyectando oocitos con
espermatidas, lo cual puede significar una opcion para aquellos pacientes con azoospermia no
obstructiva que desean tener un hijo biologico.

Se conoce que diferentes condiciones que padecen algunos hombres pueden afectar
negativamente la calidad de las muestras de semen; sin embargo, existen reportes de casos
en donde, utilizando la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, se han obtenido
resultados aceptables en la fecundacion de oocitos y las tasas de embarazo, y nacimientos de
nifos en pacientes receptores de trasplantes renales [66], hombres con lesiones medulares
[67], un paciente con un trastorno genético conocido como deficiencia en la 5a-reductasa
2 [68] y un paciente con un defecto de nacimiento llamado Sindrome de Eagle-Barret [69].

Ademas, en pacientes subfértiles, es decir, aquellos con al menos un pardmetro seminal anormal,
se demostrd que la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides es una técnica mas efi-
ciente en términos de fecundacion [70,71], mientras que en los casos con teratozoospermia
severa (menor o igual que el 4% de espermatozoides normales de acuerdo a la morfologia
estricta de Kruger) [72,73] esta técnica ha presentado tasas de fecundacion mas aftas compara-
do con la fertilizacion in vitro convencional; ademas, embriones de buena calidad [70]. De igual
manera, estos mismos resultados fueron encontrados en un estudio realizado con pacientes
que tenfan parametros seminales en el limite [74]. Sin embargo, las anormalidades en la cabeza
del espermatozoide y las vacuolas presentes pueden afectar los resultados en los ciclos de la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides [75,76].
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Conclusiones

La inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides es una técnica efectiva disehada para tra-
tar la infertilidad en pacientes con factor masculino severo, incluyendo pacientes sometidos a
biopsias testiculares o puncion del epididimo, por lo tanto, todo el espectro de la infertilidad
masculina se puede tratar. Asi mismo, representa una opcion para aquellas personas que dese-
an un hijo biologico y estan afectados por cualquiera de las condiciones patologicas ya mencio-
nadas. Actualmente, representa el tratamiento de alta complejidad més utilizado en el mundo
debido a su alta tasa de fecundacion, su tasa de embarazo comparable a la fertilizacion in vitro
convencional y la alta estandarizacion y eficacia demostrada. Uno de los factores determinantes
en su éxito radica en el uso de instrumentos especializados como el microscopio invertido v el
equipo de micromanipulacion, que permiten el manejo de los gametos masculino y femenino,
y en la experiencia y destreza del embridlogo encargado.
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Resumen

La infertilidad por factor masculino afecta al 30% de las parejas infértiles y la
evaluacion seminal es critica en las determinaciones que conllevan a un posible
tratamiento con el fin de tener un resultado exitoso. El objetivo de este estudio fue
evaluar la relacion que existe entre los parametros seminales convencionales y
funcionales, con las tasas de fecundacion, desarrollo embrionario y embarazo
obtenidas después de ICSI.

36 muestras seminales de parejas que se sometieron a ICSI (18 usando oocitos
propios y 18 de donante) fueron evaluadas de manera convencional,
posteriormente se seleccionaron los espermatozoides, se realizé el ICSI| y una
alicuota se utilizoé para cuantificar las siguientes pruebas funcionales: potencial de
membrana mitocondrial, integridad de la membrana, deteccion de especies
reactivas de oxigeno e indice de fragmentacion del ADN.

No se encontraron diferencias significativas en cuanto a los parametros
convencionales y funcionales en los dos grupos, como tampoco se encontré una
relacion significativa entre los parametros evaluados y los resultados de ICSI. Solo
se observd que la tasa de embarazo fue mayor en el grupo de oocitos donados
(p<0.0001).

Los datos obtenidos en este estudio sugieren que no existe correlacion entre los
parametros evaluados y los resultados de ICSI. Esto se debe probablemente a
que la seleccién de los espermatozoides por gradientes de densidad ademas de la
posterior seleccién durante ICSI, tiene un bajo poder predictivo y asi mismo, a la
capacidad que tiene el oocito de reparar los dafos presentes en el
espermatozoide.
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Abstract

Male infertility affects 30% of infertile couples and seminal evaluation is critical in
the determinations that lead to a possible treatment in order to have a successful
outcome. The objective of this study was to evaluate the relationship between
conventional and functional seminal parameters, with the rates of fertilization,
embryo development and pregnancy obtained after ICSI.

36 semen samples of couples that underwent ICSI (18 using own oocytes and 18
from donors) were conventionally evaluated, spermatozoa were subsequently
selected, ICSI| was performed and an aliquot was used to quantify the following
functional tests: mitochondrial membrane potential, membrane integrity, reactive
oxygen species detection and DNA fragmentation index.

There were no significant differences in the conventional and functional parameters
in the two groups, nor was there a significant relationship between the parameters
evaluated and the ICSI results. It was only observed that the pregnancy rate was
higher in the group of donated oocytes (p <0.0001).

The data obtained in this study suggest that there is no correlation between the
parameters evaluated and the ICSI results. This is probably because the selection
of spermatozoa by density gradients in addition to the subsequent selection during
ICSI has a low predictive power and also the ability of the oocyte to repair the
damage present in the spermatozoa.

Introduccion

La infertilidad es una enfermedad que afecta a mas de 70 millones de parejas en
edad reproductiva en el mundo (1,2) y se calcula que aproximadamente el 30% de
los casos se deben exclusivamente al factor masculino (3). Con el fin de
determinar si el factor masculino esta involucrado en la imposibilidad de conseguir
un embarazo y estimar la gravedad del problema, se realiza generalmente un
analisis de la muestra seminal o espermograma (4,5) el cual constituye una
herramienta valiosa para el médico especialista (6) y hasta la fecha es el unico
examen que permite valorar el estado fértil de un individuo.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) desde la década de los 80, ha
realizado importantes esfuerzos con el fin de propiciar que las metodologias
usadas durante el analisis seminal estén estandarizadas en los laboratorios en
todo el mundo (7); sin embargo, el uso de estos parametros no predice con
exactitud y precision la capacidad fertil de un hombre (5,8,9), ni los resultados de
un tratamiento de reproduccion asistida (10,11), lo cual es debido probablemente a
que existen muchos factores que contribuyen a la capacidad que tiene un
espermatozoide para interactuar con un oocito y generar un cigoto (5).

Es importante recalcar que durante la estimacion de los parametros seminales
mediante el espermograma, no se valoran todos los aspectos de la funcion de los
testiculos (12), ni proporciona evidencia del origen etiologico y fisioldgico de algun
trastorno (13), y por esta razén surgieron las pruebas funcionales espermaticas,
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las cuales son un conjunto de estudios especializados que evaluan aspectos
funcionales de los espermatozoides y parecen estar mas relacionadas con el
potencial fértil del hombre (13,14). Asi mismo, ofrecen mas informacion acerca de
la naturaleza, origen y causa de la infertilidad (15,16), ademas de estar asociadas
con los resultados de la fertilizacion in vitro (FIV) (17).

De otro lado, la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), el
procedimiento mas ampliamente utilizado en el mundo para fecundar oocitos (18—
20), ha posibilitado la fecundacién independientemente de algunas caracteristicas
espermaticas como la morfologia y la movilidad (21), ademas ha permitido obtener
informacion relevante sobre el proceso de la fecundacion, especificamente acerca
de la activacion del oocito y la liberacion de calcio (22). La finalidad de esta técnica
en principio fue tratar el factor masculino severo (23), pero en la actualidad tiene
indicaciones de todo tipo incluyendo femeninas y por esta razén en muchos
centros de medicina reproductiva solo utilizan y dependen de la ICSI (24), de
hecho, se utiliza del 70 al 80% de los casos (21).

A la fecha, las tasas de embarazo de los tratamientos de alta complejidad siguen
siendo consideradas como suboptimas (25,26), lo cual puede ser el resultado del
diagnostico reducido y poco informativo de la calidad de los espermatozoides
empleados en estos procedimientos. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar la relacion que existe entre los parametros seminales convencionales y
funcionales, con las tasas de fecundacion, desarrollo embrionario y embarazo
obtenidas por ICSI.

Materiales y métodos

Pacientes

Este estudio prospectivo se realizd entre febrero de 2016 y julio de 2017 en el
Centro de Medicina Reproductiva Concevidas y el Grupo Reproduccion, Facultad
de Medicina, de la Universidad de Antioquia. Se obtuvo el consentimiento
informado por escrito de todos los participantes y el estudio fue aprobado por el
Comité de Bioética adscrito a la Facultad de Medicina de la Universidad de
Antioquia.

Se incluyeron 36 parejas, de las cuales 18 usaron sus propios oocitos y 18
recibieron oocitos donados. Solo se incluyeron muestras de semen frescas y se
excluyeron aquellas con oligozoospermia severa (<1 millon de
espermatozoides/mL). La donacion de oocitos es anonima y se buscaron
voluntarias jovenes (18 - 27 afios) segun las caracteristicas fenotipicas de las
receptoras. Adicionalmente, se realizaron examenes serolégicos para
hemoclasificacion, HIV, antigeno de Hepatitis B, anticuerpos contra Hepatitis C y
citomegalovirus y cariotipo de acuerdo al articulo 13 de la resolucion 3199 de
1998, exigida por el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA) en Colombia.
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Estimulacién ovarica

La estimulacion ovarica de pacientes y donantes comenz6 a partir del dia 1,2 0 3
del ciclo menstrual con una ecografia transvaginal con el fin de verificar la
quiescencia ovarica. Se inici6 la induccion de la ovulacién con una dosis de FSH
(GONAL-f®, Merck, Darmstadt, Alemania) 6 con una dosis de FHS/LH (Menopur®,
Ferring Pharmaceuticals, Saint-Prex, Suiza 6 Pergoveris® Merck Serono,
Modugno, ltalia) que varia desde 225Ul hasta 4501U/dia dependiendo de cada
caso. Al sexto dia de estimulacion, se aplico una dosis de antagonista de la GnRH
(Cetrotide® Merck Frankfurt, Alemania) si habian foliculos entre 14-15mm.
Cuando se encontré una cohorte folicular de entre 19 y 20mm se realiz6 el disparo
de la ovulacion con un agonista de la GnRh (Gonapeptyl ® Daily, Ferring
Pharmaceuticals, Kiel, Alemania) y 36 horas después se procedio a la aspiracion
folicular.

Posteriormente, las pacientes con oocitos propios comenzaron un soporte de
progesterona por dos vias: oral con 400mg de progesterona natural cada noche
(Utrogestan, Biopas Laboratories, Bogota, Colombia) y vaginal con progesterona
en gel al 8% todas las mafanas (Crinone®, Central Pharma, Reino Unido) hasta la
determinacién de la prueba de embarazo si era negativa o durante los tres
primeros meses de embarazo si era positiva. De otro lado, las mujeres receptoras
recibieron preparacion endometrial previa a la transferencia de embriones con
valerato de estradiol (Progynova® Bayer group, Alemania) por via oral con una
dosis de 6mg/dia durante 10 a 15 dias. Posteriormente, se realizo una ecografia
transvaginal para determinar el grosor y la apariencia endometrial, ademas de una
cuantificacion sérica de estradiol. El dia de la aspiracion folicular de la donante se
comenzo6 con soporte de progesterona de la misma forma que para las mujeres
que usaron oocitos propios.

Recoleccidon y preparaciéon de la muestra de semen

Las muestras de semen fueron recolectadas por masturbacién en un contenedor
estéril después de aproximadamente 2 a 5 dias de abstinencia sexual. Luego de la
licuefaccion, aproximadamente entre 45 minutos y 1 hora, se realiz6 la evaluacion
de los parametros seminales convencionales siguiendo los lineamientos
establecidos en el Manual para el procesamiento de semen humano de la OMS
(2010) (7). Una vez realizado el espermograma, la muestra fue preparada por
gradientes de densidad de 90 y 45% Sperm Grad (Vitrolife, Suecia) y el sedimento
recuperado fue lavado y resuspendido con medio de cultivo All Grad Wash (Life
Global, Estados Unidos de América) con el fin de realizar el procedimeinto de
ICSI, determinar la movilidad y morfologia espermatica post seleccion y cuantificar
las pruebas funcionales espermaticas.

Pruebas funcionales

Los analisis de citometria de flujo se llevaron a cabo en el citometro de flujo Epics
XL (Becton Dickinson, CA, EUA), con una longitud de onda de excitacion de 488
nm suministrada por un laser de argdon. Las mediciones de dispersion frontal
(forward scatter) y de dispersion lateral (side scatter) se utilizaron para seleccionar
la poblacién de espermatozoides a analizar y excluir los detritos y agregados que
producen efectos indeseados en la fluorescencia general. Un total de 10.000
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eventos fueron obtenidos por prueba y todos los datos fueron analizados
posteriormente usando el programa FlowJo 7.6.2 (Flowdo LLC, OR, Estados
Unidos de América).

Potencial de membrana mitocondrial (A¥,,)

El AW, se evalué usando la tincidn con yoduro de 3,3'-di-hexiloxacarbocianina
(DIOC6(3), Molecular Probes Inc., Paises Bajos) un colorante lipdfilo, catidnico y
selectivo para las mitocondria de células vivas. El yoduro de propidio (IP,
Molecular Probes Inc., Paises Bajos) se utiliz6 como contratincion para discriminar
células necréticas/muertas (27) Brevemente, 2 x 10° de espermatozoides se
incubaron en 300uL de buffer fosfato salino (PBS, pH 7,4, Gibco®, NY, Estados
Unidos de Ameérica) con DiOC6 (concentracion final de 10 nM) y con IP
(concentracion final de 12 pM) protegidos de la luz (30 min, a 25°C). A
continuacion, los espermatozoides se lavaron en PBS (180 g, 5 min), el boton fue
resuspendido en PBS y se llevo al citdmetro de flujo. Los datos fueron analizados
como el porcentaje de espermatozoides vivos con alto y bajo AWm.

Producciéon intracelular de especies reactivas del oxigeno (ERO) y del
nitrégeno (ERN)

Los niveles intracelulares de ERO y ERN (especificamente H,O,, HO-, ROO- y
ONOQOO-), fueron evaluados utilizando 2', 7'-di-acetato de di-cloro di-
hidrofluoresceina (DCFH-DA; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos de
América, concentracion final de 1 uM). Después de la escision de los grupos
acetato por las esterasas intracelulares, el DCFH oxida selectivamente por las
ERO y ERN hasta 2', 7'-diclorofluoresceina (DCF) el cual fluoresce en verde (27).
El IP se utiliz6 para excluir las células necréticas/muertas. La suspension de
células se incubo protegida de la luz (30 min, a 25°C), se lavé tres veces con PBS
(180 g, 5 min) y el botdén fue resuspendido en PBS antes de ser analizado por
citometria de flujo. Los resultados se expresaron como el porcentaje de
espermatozoides positivos para DCF: espermatozoides vivos que exhiben la
respuesta verde fluorescente (espermatozoides vivos produciendo ERO y ERN).

Evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica

Se utilizé el estuche comercial LIVE/DEAD® Sperm (Molecular Probes Inc., Paises
Bajos), para evaluar la integridad de la membrana plasmatica, el cual permite
discriminar tres poblaciones de espermatozoides. Brevemente, 2 x 10° de
espermatozoides se incubaron en 300uL de PBS con SYBR-14 y con IP
(fluorescencia verde vy roja, concentracion final de 1 mM y 12 mM,
respectivamente) protegidos de la luz (30 min, a 25°C), se lavaron con PBS (180
g, 5 min) y se resuspendieron en PBS antes del analisis por citometria de flujo.
Los datos se expresaron como el porcentaje de espermatozoides viables (células
de la membrana plasmatica intacta, positivos a SYBR-14 y negativas para Pl),
células necroticas/muertas (positivas para IP) o espermatozoides moribundos
(dobles positivos).
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Integridad de la cromatina

La evaluacion de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA) se utilizo para
determinar el indice de fragmentacion del ADN espermatico (IFA), segun lo
descrito previamente por Evenson et al (28) y adaptado en el Grupo Reproduccion
(27,29,30). Brevemente, 400uL de una solucion de detergente acido (HCI, NaCl,
Triton X-100, agua, pH: 1,2) se afiadieron a 5 x 10° de espermatozoides
suspendidos en 200uL de buffer TNE (Tris-HCI, NaCl y EDTA, pH: 7,4). Después
de 30 segundos, los espermatozoides se colorearon con 600uL de naranja de
acridina (6 mg/mL, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). El IFA se calculé con la
intensidad media de fluorescencia (IMF) roja en proporcion a la fluorescencia total
(IMF roja + IMF verde), multiplicado por 100.

Procedimientos de la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides

Los oocitos recuperados se inyectaron 4 horas después de la recuperacion de los
liquidos foliculares y luego se colocaron en gotas de Global Total (Life Global,
Estados Unidos de América) bajo parafina liquida equilibrada y se incubaron en
una atmosfera de CO; al 7,5% humidificada a 37°C. A las 16-18h después de la
microinyeccion, los oocitos fueron evaluados en la etapa de pronudcleo. La
fecundacion fue calculada como el porcentaje de cigotos resultantes de los oocitos
inyectados. La morfologia del embrion se evaluo en los dias 2 y 3 observando el
numero, la simetria y la granularidad de las blastomeras, asi como también el tipo
y el porcentaje de fragmentacion. La transferencia de embriones se realiz6 el dia 3
y los embriones restantes fueron vitrificados cuando su estado morfologico lo
permitia. Un embrién adecuado para ser transferido tenia entre 7 y 9 células,
menos del 20% de fragmentacion y blastomeras simétricas.

La tasa de desarrollo embrionario se calcul6 como el numero de embriones con el
numero de células correspondiente sobre el numero total de embriones y 15 dias
después un aumento en la concentracion sérica de gonadotropina coriénica BhCG
indicaba embarazo.

Analisis estadistico

La distribucion de los datos se evalu6 mediante las siguientes pruebas de
normalidad: D’Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Las
comparaciones se realizaron usando la prueba de la prueba de Mann-Whitney.
Los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico Prism 5.0
(GraphPad, San Diego, CA, Estados Unidos de América) y un valor de p<0,05 fue
considerado como significativo.

Resultados

En este trabajo se observo una tasa de embarazo de 27.8% en pacientes con
oocitos propios y de 83.3% en receptoras (p<0.0001). Como era de esperar, las
mujeres del grupo que uso oocitos donados eran mayores que las que usaron
oocitos propios (39.77 £ 4.19 vs 35 + 3.69, p=0.0019) y mayores que las donantes
(39.77 £ 4.19 vs 23.61 £ 2.74, p<0.0001). Respecto a las edades de los hombres
las edades fueron similares en el grupo de oocitos propios (38 + 7.40) y el grupo
de donantes (37.27 £ 8.22), p> 0.05.
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Tanto en el grupo de los oocitos propios como en el de los donados se observé un
incremento de la movilidad y una disminucion de la concentracion después de la
seleccion espermatica. Sin embargo, este ultimo en la muestra inicial fue mayor en
el grupo de oocitos donados con respecto a los propios (p = 0.0470), Tabla 1y 2.

Tabla 1. Parametros seminales convencionales pacientes oocitos propios.

Pre-seleccién Post-seleccion Valor de p
Volumen 39+1.74
Viabilidad 63% = 7.57%
Movilidad 35% £ 11.30% 68% + 24.85% 0.0001
Concentracion 61.94 + 41.66 40.88 + 19.87 0.0058
Morfologia 3% £ 1.79% 4% + 2.08% 0.1072

Tabla 2. Parametros seminales convencionales pacientes oocitos donados.

Pre-seleccién Post-seleccién Valor de p
Volumen 2.5+0.87
Viabilidad 66% + 4.15%
Movilidad 40% = 7.16% 74% £ 14.09% 0.0001
Concentracion 74.33 + 23.41 45.27 + 19.43 0.0283
Morfologia 3% + 1.85% 4% + 1.95% 0.1423

Asi mismo, no se observaron diferencias significativas en los parametros
funcionales evaluados en los dos grupos (Figura 1). Finalmente, en la Tabla 3 se
encuentran los valores descriptivos de las tasas de fecundacion y de desarrollo
embrionario obtenidas en los dos grupos.

Discusién
Valorar y conocer mas acerca el gameto masculino es muy importante, sobre todo
cuando se utilizan técnicas de reproduccion asistida con el fin de obtener mejores

resultados, ya que en la actualidad son ampliamente usadas para lograr un
embarazo. En este estudio se evalud la relacién entre los parametros seminales
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tanto convencionales como funcionales y las tasas de fecundacion, desarrollo
embrionario y embarazo obtenidas después de ICSI, evidenciando que no existe
ninguna relacion.

Los parametros convencionales no tienen relacion con los resultados de ICSI,
debido a que entre las limitaciones del analisis seminal (8,10,31) esta la
imposibilidad de evaluar el proceso de capacitaciéon de los espermatozoides en el
tracto reproductivo femenino, la adquisicion de las proteinas de la membrana
plasmatica que se requieren para la union, la reaccion acrosomal, la penetracion
de la zona pelucida y la capacidad de fecundar el oocito (5). En algunos estudios
se ha demostrado que el 15% de los hombres diagnosticados como
normozoospérmicos de acuerdo a la OMS (7) son infértiles, mientras que otros
hombres con parametros anormales son fértiles y logran embarazos de manera
natural (9,32,33). Por lo tanto, una anormalidad en un solo parametro o en
combinacion no puede ser diagnostico de infertilidad masculina (34).

Figura 1. Parametros funcionales evaluados en las muestras seminales
seleccionadas, en los grupos de oocitos propios y donados
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Tabla 3. Valores descriptivos obtenidas en la tasa de fecundacion y tasa de
desarrollo embrionarios

. Tasa de
Oocitos Tasa de
microinyectados fecundacion desarrollo
embrionario
Propios 181 141 (78%) 98 (70%)
Donados 189 160 (85%)® 94 (59%)°
Total 370 301 (81.5%) 192 (64.5%)

2 y/s propios' p=0.27; ™ vs propios: p=0.13.

Asi mismo, algunas investigaciones concuerdan con el presente estudio, en las
que afirman que los parametros seminales no tienen ningun impacto en los
resultados de ICSI (35,36). Sin embargo, otros estudios sugieren que en algunos
casos la tasa de embarazo se ve afectada en muestras astenozoospérmicas (37) y
teratozoospérmicas (38) después de usar ICSIl. Los datos contradictorios
anteriores evidencian la necesidad de un marcador mas robusto y especifico para
medir la subfertilidad masculina (8). Sin embargo, el espermograma es el estudio
mas basico disponible para el especialista y por lo tanto puede usarse como guia
para determinar el siguiente paso en el diagnostico y tratamiento (5).

Por otro lado, los defectos en la ultraestructura mitocondrial del espermatozoide
parecen estar asociados con una baja movilidad (39) y la funcionalidad de este
organelo es critica para la fecundacion (40). Sin embargo, en este estudio, el
potencial de membrana mitocondrial no se correlacion6 con la movilidad pre o post
seleccion ni influyd en las tasas de fecundacion.

Asi mismo, varias investigaciones que han evaluado el efecto de algunos
parametros como la concentracion de ERO en los resultados de ICSI concuerdan
con lo hallado en este estudio (41,42). Aunque por el contrario, otros autores han
observado una asociacion negativa entre los niveles de ROS y las tasas de
fecundacion, desarrollo embrionario y embarazo (43—45) y estos niveles son mas
altos en el plasma seminal de hombres infértiles en comparacién con hombres
fértiles (46).

Las ERO son subproductos normales del metabolismo, y se requieren en
pequenas cantidades para procesos celulares especificos como la capacitacion, la
reaccion acrosomal y la adquisicion del estado hiperactivado (47). Sin embargo,
cuando la concentracién de ERO es demasiado alta o se supera la capacidad
antioxidante se produce un estrés oxidativo, el cual puede afectar la membrana
plasmatica y la movilidad (42) y se considera como una de las principales causas
del dafio en el ADN espermatico (48-50) y a su vez es el parametro mas
estudiado, debido a que la integridad del ADN es critico para el mantenimiento del
potencial reproductivo paterno y el desarrollo embrionario adecuado (51). Se ha
demostrado que los espermatozoides con un genoma alterado son capaces de
fecundar (52), planteando inquietudes acerca de la transmision del material
genético anormal a la descendencia, ya sea durante la concepcion natural o
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mediante el uso de un tratamiento de reproduccion asistida (53). Adicionalmente
se conoce que este dafo esta relacionado con movilidad y morfologia anormales
pero también se presenta en muestras de semen de hombres infértiles con
parametros seminales normales (54-56).

De acuerdo a lo anterior, loannou et al., (2016) resaltaron en su trabajo la
importancia de la integridad de la cromatina en el establecimiento y mantenimiento
de un embarazo viable (57). Avendafo y Oehninger (2011) afirmaron que un alto
indice de fragmentacion puede estar asociado negativamente con la calidad del
embridn y la probabilidad de embarazo (58). En este sentido, Simon et al., (2014)
demostraron que el dafio en el ADN espermatico disminuye significativamente el
porcentaje de embriones de buena calidad de dia 3 y de dia 5 (51). Asi mismo,
parece ser un factor contribuyente en el riesgo de la pérdida de embarazo (59) y
en los abortos recurrentes (29,60,61).

Varios estudios han demostrado su utilidad clinica en la evaluacién de la fertilidad
masculina en relacion a la fecundacion, el desarrollo embrionario a blastocisto y el
embarazo (62-64). Sin embargo, otros autores afirman que los espermatozoides
con alteraciones en su ADN pueden fecundar con éxito oocitos a través de FIV e
ICSI (65,66) y que no existe una relacion consistente entre el dafio en el ADN y el
desarrollo embrionario (67). De la misma manera, Esbert et al, (2011) no
encontraron relacion entre la fragmentacion del ADN y los resultados de ICSI con
oocitos propios y donados (68). Nufiez-Calonge et al., (2012) no observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de parejas que logran
0 no un embarazo con respecto a la tasa de fecundacion y desarrollo embrionario
(69).

Todo lo anterior, soporta los resultados encontrados en este estudio y por lo tanto,
el analisis de la integridad del ADN no fue suficiente para discriminar de forma
confiable, como una prueba diagnostica debe hacer, entre las parejas que pueden
0 no conseguir un embarazo (65). En este sentido, Simon et al., (2011)
concluyeron que el semen preparado por gradientes de densidad y el uso posterior
en ICSI, tiene un bajo poder predictivo (70). Esto puede deberse a que la
seleccion por gradientes de densidad reduce considerablemente la poblacion de
espermatozoides con dafo (71) y la posterior seleccion al momento de hacer ICSI
también contribuye, ya que se plantea la hipétesis de que los espermatozoides
moviles y morfolégicamente normales tienen un dafio bajo en el ADN (72).

En el presente trabajo se encontré una diferencia significativa en la tasa de
embarazo entre las pacientes con oocitos propios y donados (p<0.0001), pero no
se obtuvo ninguna relacion entre la fragmentacion del ADN espermatico y los
resultados de ICSI, lo cual ha sido encontrado por otros investigadores (68,73,74).
Esta diferencia se debe probablemente a la capacidad de reparacién del dafo que
posee el oocito humano (75,76). Cozzubbo et al., (2014) encontraron que los
oocitos de mujeres jovenes tienen la capacidad de reparar el ADN espermatico
hasta en un 40%, mientras que los oocitos de mujeres mayores son mas sensibles
(77). La reparacion de este dafo depende de la edad de la mujer, el ambiente
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ovarico y el tipo de infertilidad, las cuales son variables que no afectan usando
oocitos donados (78,79).

Asi mismo, Seli et al., (2004) encontraron que el efecto mitigador del oocito sobre
el dafo se ve alterado con el aumento de la edad, ya que hallaron una relacion
entre el dano del ADN paterno y una baja formacion de blastocistos en donde la
edad de la mujer era de aproximadamente 35 afios (80), lo que concuerda con
este estudio, la media de la edad de las mujeres que usaron sus propios oocitos
fue de 35 afnos. Meseguer et al., (2008), afirman que usando oocitos propios, por
cada aumento del 10% en la fragmentacion del ADN espermatico, la probabilidad
de no embarazo aumento en 1.31 (73).

Incluso, algunas investigaciones sugieren que la reparacién del dafio también
ocurre en el cigoto (en modelos animales) (81,82) dependiendo enteramente de
los ARNm y las proteinas maternas depositados y almacenados en el oocito antes
de la ovulacion (79). Por el contrario, si el oocito no es capaz de reparar el dafio,
algunos estudios sugieren que este dafio en el ADN espermatico se expresa
durante y después de la implantacion conocido como efecto paterno tardio (83,84),
presentandose abortos espontaneos (79).

Finalmente, el estudio de la infertilidad masculina presenta un problema clinico
debido a que tanto el hombre como la mujer contribuyen independientemente a la
fertilidad de la pareja (85). Sin embargo, las investigaciones sugieren que el factor
femenino es muy importante para lograr un embarazo tanto natural como obtenido
por tratamientos de reproduccion asistida, hasta el punto de obviar el efecto de un
factor masculino (8). En un estudio prospectivo, en el que incluyeron 3.917 parejas
con infertilidad de origen desconocido, encontraron que la edad femenina fue la
variable mas relevante y la calidad seminal no influyé ni fue estadisticamente
significativa para obtener un embarazo (86).

En conclusion, en este estudio se encontré que no existe una correlacion entre los
parametros tanto convencionales como funcionales con respecto a los resultados
de ICSI, debido al efecto del uso de gradientes de densidad en la seleccion
espermatica y a la suficiencia de la ICSI como técnica de fecundacion. También,
se debe a la capacidad de los oocitos de mujeres jovenes de reparar el dafio del
ADN presente en los espermatozoides, asi como en el cigoto o en el embrion, y/o
a la expresion de este dafo en el desarrollo embrionario tardio que afecta la
implantacion. Sin embargo, la reproduccion es un proceso complejo, potenciado
por factores extrinsecos, como los protocolos de estimulacién y los medios de
cultivo, lo cual hace dificil identificar marcadores que aseguren un resultado
exitoso. Adicionalmente, el factor femenino es determinante para permitir la
fecundacion, el desarrollo embrionario y el embarazo en los tratamientos de
reproduccion asistida e incluso de manera natural.
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Resumen

Objetivo: El objetivo de este estudio fue evaluar los parametros seminales en
muestras seminales frescas y seleccionadas y determinar los factores que
predicen el éxito de la inseminacion intrauterina (11U).

Materiales y métodos: Todas las parejas que se sometieron a IlU se registraron
retrospectivamente y se incluyeron un total de 419 ciclos. Las muestras de semen
fueron seleccionadas usando el método swim-up.

Resultados: No se encontré un parametro seminal que pueda ser considerado
como predictor de embarazo. Después de la preparacién de la muestra, hubo una
mejoria en la movilidad espermatica y una disminucion en la concentracién.
Adicionalmente, una diferencia significativa en el volumen entre los individuos
menores de 40 afios y mayores a 40 afos fue observada.

Conclusion: No existen parametros seminales que puedan predecir el éxito de la
inseminacion, basicamente debido a que lograr un embarazo depende de muchos
factores. Sin embargo, el procesamiento en el laboratorio mejora
considerablemente la movilidad espermatica de las muestras y la IlU tiene tasas
de embarazo aceptables; por lo tanto, debe ser considerada como primera
eleccion de tratamiento.

Palabras claves: Espermatozoide, inseminacion intrauterina, embarazo, fertilidad,
factor masculino.
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Abstract

Objective: The aim of the study was to evaluate the sperm parameters in fresh and
washed samples and define the factors for predicting success after intrauterine
insemination (1Ul).

Materials and methods: All couples undergoing IUI were retrospectively enrolled, a
total of 419 IUl cycles were included. Sperm samples were prepared using the
swim-up.

Results: There were no seminal parameters that could be considered as being
predictors of pregnancy. After sperm washed, there was an improvement in sperm
motility and a decrese in sperm concentration. There was also a significant
difference in volume between individuals under 40 and those over 40.

Conclusion: There are no seminal parameters that can predict the success of the
insemination, basically because achieving a pregnancy is due to many factors.
However, laboratory processing considerably improves the sperm motility of
samples and IUl has acceptable pregnancy rates; therefore it should be considered
a first choice treatment.

Keywords: Sperm, Intrauterine insemination, Pregnancy, Fertility, Male factor.
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Introduccion

La inseminacion intrauterina (IlU) es un tratamiento de reproduccion asistida que
se puede utilizar para contrarrestar la infertilidad en ciertos grupos de pacientes
(1), consiste en depositar los espermatozoides previamente seleccionados en la
cavidad uterina a mujeres que han recibido una estimulacion ovarica (2). Tiene
una variedad de indicaciones entre las que se incluye el factor masculino leve,
hostilidad cervical e infertilidad de origen desconocido (3). La llU se considera
como una técnica de reproduccion asistida simple y de bajo costo (4) e incluso
gracias a su eficacia actualmente se reconoce como un tratamiento de
reproduccion asistida de primera linea para la mayoria de parejas infértiles (1),
debido a que alcanza tasas acumulativas de embarazo similares a las obtenidas
en un solo ciclo de técnicas de reproduccion asistida mas complejas (2). Obtener
entre el 10 y el 20% de embarazos clinicos por ciclo es un rango aceptable para la
U (5).

Muchos factores reportados han sido utilizados como predictores de éxito después
de la llU: la edad (6), la estimulacion ovarica (7), la reserva ovarica de las mujeres
(8) y los parametros espermaticos (4). Varios parametros seminales vy
espermaticos se han correlacionado con el embarazo clinico después de la 11U
incluyendo el numero de espermatozoides moviles y el porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal (3). Sin embargo, no existe un consenso
sobre que parametros seminales puedan predecir el logro de un embarazo
después de realizar una |lU y aun existe controversia con respecto a la prediccion

del embarazo teniendo en cuenta los parametros espermaticos.
Por lo tanto, el objetivo del presente estudio retrospectivo fue evaluar los
parametros espermaticos en muestras frescas y seleccionadas y definir los

factores que puedan predecir el éxito de la IIU.

Materiales y métodos
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Todas las parejas sometidas a IlU que asistieron al Centro de Medicina
Reproductiva ConceVidas (http://www.concevidas.com) fueron registradas
retrospectivamente. Se incluyeron un total de 419 ciclos de IIU entre 2012 y 2016.
En el estudio, solo se incluyeron los casos de pacientes con muestras de semen
frescas y se excluyeron los casos en los cuales se uso semen congelado o
muestras de semen de donante. Se consideraron como parejas elegibles, todas en
las cuales la mujer tenia al menos una trompa de Falopio permeable y una cavidad
endometrial normal. Asi mismo, se incluyeron parejas con infertilidad por factor
masculino, siempre y cuando se observaran espermatozoides moviles en el

eyaculado.

Las muestras de semen que tuvieron una concentracién espermatica (215 x 10°
espermatozoides/mL), movilidad progresiva (= 32%) y morfologia espermatica (=
4%) se consideraron como normales, de acuerdo a los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) 2010 (9).

Todas las muestras de semen fueron recibidas en el laboratorio después de 3 a 6
dias de abstinencia sexual. Se evaluaron parametros macroscopicos (volumen,
pH, apariencia, viscosidad) y microscépicos (concentracion espermatica, viabilidad
y movilidad) después de la licuefaccion. Ademas, se prepararon extendidos del
eyaculado para analizar la morfologia siguiendo los criterios de la OMS (9). Asi
mismo, se calculé la movilidad total y el recuento total de espermatozoides moviles

en muestras frescas y seleccionadas.

La induccion de la ovulacidn se realizé de acuerdo a la situacion particular de cada
mujer. En general, se utilizaron dos esquemas: a) Citrato de clomifeno (Zimaquin,
Gynopharm, Bogota, Colombia) y hormona foliculo - estimulante urinaria (FSH)
(Gonagam-hMG, Zone Pharma, Baesweiler, Alemania) o Menopur® (Ferring
Pharmaceuticals; Saint-Prex, Suiza); o b) FSH recombinante (GONAL-f®, Merck,

Darmstadt, Alemania) comenzando en el primer, segundo o tercer dia del ciclo con
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una dosis entre 75 y 150 unidades internacionales (Ul). El crecimiento folicular fue
monitoreado mediante ecografia transvaginal y los ajustes de dosis se realizaron
hasta que los foliculos presentaban un diametro entre 18 y 20 mm. Para
desencadenar la ovulacién se utilizaron 5000 IU de gonadotropina coridnica
humana urinaria (Gonagam-hCG, Zone Pharma, Baesweiler, Alemania), 6500 Ul
de hCG recombinante (Ovidrel®, Merck, Darmstadt, Alemania) o 0,5 mg de
acetato de leuprolida (Lupron® , Abbott, Chicago, EE.UU.).

Las muestras de semen se seleccionaron usando el método de swim-up. En todos
los casos, la muestra se lavo con All Grad Wash (LifeGlobal, Connecticut, EE.UU.)
dos veces por centrifugacién y el sedimento se resuspendié en 0.7 mL con All
Grad Wash, finalmente se evaluaron la concentracion, la movilidad progresiva y la
morfologia espermatica.

En todos los casos, se realizé la inseminacion de 12 a 14 horas después de la
inyeccion de de hCG. Todas las pacientes recibieron 400 mg/dia de progesterona
micronizada (Utrogestan, Biopas Laboratories, Bogota, Colombia) después del
procedimiento hasta el dia de la prueba de embarazo. Las muestras de suero se
obtuvieron 14 a 15 dias después de la administracion de hCG para evaluar sus
niveles de BhCG.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software estadistico Prism 7.0
(GraphPad Software, San Diego, CA) y un valor p<0.05 se considerd
estadisticamente significativo. Todos los datos estan expresados como la media +

error estandar de la media (SEM)

Resultados

45



En el presente estudio, se obtuvieron 71 embarazos de 419 ciclos de 11U, teniendo
en total una tasa de embarazo de 16.9%.

La media de la edad masculina y femenina en el momento de la inseminacion fue
de 37.1 £ 0.7 afos (media £ SEM) y 33.41 + 0.5 afios, respectivamente. No hubo
diferencias en la edad de los hombres y las mujeres, entre las pacientes que

obtuvieron un embarazo y aquellas que no.

En la Tabla 1, se comparan los parametros seminales en los grupos de parejas
que no lograron el embarazo frente a las que lo lograron. De todas las
caracteristicas espermaticas estudiadas, ninguna mostro diferencias significativas
entre los grupos antes y después del procesamiento de la muestra de semen. Sin
embargo, las muestras en el grupo de embarazo evidenciaron mejores parametros

seminales, aunque no fueron estadisticamente significativo.

Por otro lado, la movilidad mejor6 después del proceso de seleccion (p<0.0001), la
concentracion espermatica disminuyé (p<0.0001) y la morfologia no vario
(p<0.05). Estos cambios no tuvieron efecto en las tasas de embarazo clinicas
debido a que resultados similares fueron observados en ambos grupos (Figura 1).

Finalmente, al analizar los parametros seminales en relacion con la edad
masculina, este estudio encontrd diferencias significativas en las muestras frescas
(no separadas) entre los hombres menores (284 pacientes) y los mayores de 40
anos (127 pacientes): volumen (3.6 £ 0.1 mL vs. 3.2 £ 0.1 mL, p<0.01) y en el
numero total de espermatozoides méviles (114.2 + 5.5 x 10° vs. 87.2 £ 6.1 x 10°,
p<0.01). Sin embargo, después del procesamiento del semen, no se encontraron
diferencias en los parametros seminales entre los dos grupos.

Es importante aclarar que cuando se eliminaron los parametros seminales y los
resultados de embarazo de los pacientes que repitieron el proceso de IlU, los

resultados de los analisis estadisticos fueron los mismos.
Discusion
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La IlU es una técnica de reproduccion asistida de baja complejidad con tasas de
exito aceptables para el tratamiento de diferentes alteraciones en las parejas
infértiles (10,11). Por lo tanto, en el presente trabajo, se evaluaron varios
parametros seminales como predictores de un resultado exitoso después de
realizar una |lU, este estudio intenta evidenciar los efectos de las caracteristicas
espermaticas antes y después de seleccionar los espermatozoides de las
muestras de semen con el embarazo después de realizar una |lU.

En el presente estudio no se encontré un parametro relevante que pueda predecir
un embarazo después de la |lU, tanto en muestras frescas como seleccionadas.
Estos resultados son similares a los obtenidos por Luco et al., (2014) quienes
concluyeron después de realizar 357 inseminaciones que no existe un parametro
seminal predictor del éxito de la 1lU (12). Un estudio, recientemente publicado por
Atasever et al, (2016) también soporta estos resultados en pacientes
diagnosticados con infertilidad de origen desconocido e infertilidad masculina leve
(13).

Adicionalmente, Zhao et al., (2004) observaron que la movilidad inicial fue
significativamente mas alta en pacientes que lograron un embarazo y que la
movilidad post seleccion no fue diferente entre el grupo de pacientes embarazadas
y el grupo de pacientes no embarazadas, lo cual es consistente con el presente
estudio. Adicionalmente, no encontraron un efecto significativo en el resultado de
la [lU relacionado con la concentracion espermatica inicial, la movilidad y el
numero total de espermatozoides mdéviles (4). Algunos estudios sugieren que el
conteo total de espermatozoides moviles en fresco debe ser al menos de 5
millones (14,15), mientras que otros insisten en que debe ser de al menos 10
millones (16,17). De hecho, una revision sistematica de literatura realizada por
Ombelet et al., (2014) confirma que el numero total de espermatozoides moviles
en las muestras en fresco presenta una mejor correlacién con el éxito de la 1IlU
cuando el rango es entre 5 y 10 millones de espermatozoides/mL (15); asi, de
acuerdo a estos resultados, el numero total de espermatozoides mdéviles es el
mejor predictor de embarazo comparado con los parametros seminales

convencionales (18).
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Tjon-Kon-Fat et al., (2016) llegaron a la conclusion que el numero total inicial de
espermatozoides moviles es el mejor predictor del éxito reproductivo. No obstante,
si el numero total de espermatozoides moviles es menor a 10 millones de
espermatozoides/mL, estos investigadores recomiendan realizar una fertilizacion
in vitro (FIV) (19).

Wang et al., (2014) confirman que si el numero total de espermatozoides mdoviles
después de la seleccion espermatica es mayor o igual a 5 millones, se puede
considerar como el parametro principal para lograr un embarazo después de
realizar la inseminacién, conclusién conseguida después de analizar 379 ciclos de
lIU (20). Resultados similares fueron obtenidos por otros autores quienes
aseguran que este parametro es el mas relacionado con el embarazo (21,22). Sin
embargo, mencionan que el éxito del numero total de espermatozoides moviles
depende de los pacientes de cada clinica y de la metodologia para la preparacion
del semen (21), en contraste, otro estudio afirma que el numero minimo de
espermatozoides inseminados debe ser de 1 millon (22).

De acuerdo con la morfologia espermatica estricta, aunque es un componente
esencial del analisis del semen, parece no afectar el hecho de obtener un
embarazo. En el presente estudio, no se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos (embarazo vs no embarazo) en relacion con la
morfologia de los espermatozoides. Resultados similares han sido obtenidos por
otros autores y sugieren que este parametro por si solo no es confiable, debido a
la subjetividad inherente y la creciente proporcion de hombres diagnosticados
erroneamente con morfologia anormal, causando una pérdida de su valor
predictivo (23—-26). Asi, Shabtaie et al., (2016) recomienda realizar la inseminacion
a pesar de la morfologia anormal considerada por el manual actual de la OMS (<
4% de formas normales) (9), siempre y cuando las muestras seminales presenten
movilidad y concentracidén espermaticas normales (23). En contraste, en un
estudio prospectivo realizado por Butcher et al., (2011) se encontré en 1243 ciclos
de IlU que altos niveles de morfologia normal (= 18% de formas normales) son un

indicador clinico positivo y podria incrementar la probabilidad de embarazo (27).
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Después del procesamiento del semen, se espera que la técnica de seleccidn
mejore la calidad de los parametros seminales. En el presente estudio, la
movilidad mejord, La concentracion espermatica disminuyo y no hubo variacion en
el porcentaje de formas normales. Ruiter-Ligeti et al., (2015) encontraron que el
procesamiento de la muestra de semen mejora en la mayoria de los parametros
espermaticos con excepcion del numero total de espermatozoides moéviles, el cual
es considerado como el parametro cinicamente mas importante (28).

De otro lado, la influencia de la edad masculina sobre la fertilidad es un area de
investigacion cada vez mas relevante y actualmente se sabe muy poco sobre este
factor en comparacion con los bien investigados efectos de la edad femenina. De
hecho, en el presente estudio se observo una diferencia significativa en el volumen
y en el numero total de espermatozoides moviles entre hombres menores y
mayores de 40 afios en las muestras frescas. Sin embargo, en los parametros
seminales después de la seleccidn espermatica no hubo diferencias.

Estos datos son respaldados por estudios que muestran una disminucién
significativa en el volumen, y por lo tanto en el numero total de espermatozoides y
en el numero total de espermatozoides moviles (29-31).

Aparentemente, a medida que la edad aumenta, se presentan cambios
anatomicos y hormonales que podrian resultar en el deterioro de los parametros
seminales (32). Se conoce muy bien que la mayor parte del volumen del semen se
origina en las vesiculas seminales y se ha reportado que este volumen disminuye
con el avance de la edad (33). Esto también esta relacionado con una reduccion
en la produccion del fluido andrégeno-estimulante en la prostata y en las vesiculas
seminales, debido a que los niveles de testosterona disminuyen con la edad (34).
Asi mismo, se producen cambios en la prostata, como la atrofia del musculo liso y
una disminucidn en el contenido de proteinas y agua, que pueden afectar el
volumen de semen (35). Sin embargo, ninguno de estos estudios pudo demostrar
una correlacion significativa entre la edad paterna y otras caracteristicas
espermaticas.

Kidd et al., (2001) realizaron un estudio para establecer la asociacion entre la edad
masculina, la calidad del semen y el estado de la fertilidad. Sus resultados
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muestran que postergar la paternidad disminuye la calidad del semen en el
volumen, la movilidad y morfologia de los espermatozoides y, por tanto, la
fertilidad (36), debido a que aumenta el tiempo para conseguir un embarazo (37).
Otros estudios afirman que la edad paterna se refleja sobre todo en la fertilizacién,
el desarrollo embrionario y la implantacion (38—40).

En el caso de las mujeres, ha sido muy bien estudiado y establecido que a partir
de los 35 afnos de edad la reserva ovarica disminuye considerablemente y por lo
tanto la probabilidad de embarazo. Sin embargo, para los hombres no hay punto
de corte debido a la falta de estudios.De la Rochebrochard y Thonneau (2003)
llevaron a cabo un estudio en el que proponian que a partir de los 40 afos de
edad, el riesgo de presentar un factor masculino alterado aumenta en
comparacion con hombres mas jovenes (41). En nuestro estudio, encontramos
una diferencia significativa en el volumen de semen cuando se utiliza 40 afos
como un punto de corte.

En conclusion, el presente estudio no encontrd ningun parametro seminal
relevante como predictor de éxito de la IlU. Esto puede deberse a que el logro de
un embarazo es multifactorial y es necesario tener en cuenta variables como la
edad de la mujer, el protocolo de estimulacién y la duracion de la infertilidad, entre
otros. El procesamiento del semen en el laboratorio mejora la movilidad de los
espermatozoides y la IlU tiene tasas de embarazo aceptables, por lo que debe
considerarse como un tratamiento de primera eleccion. Por ultimo, aunque la edad
masculina tiene un efecto sobre el volumen de semen, no afecta negativamente

las tasas de embarazo.
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porcentaje
10% espermatozoides/mL

Figura 1. Parametros espermaticos pre y post seleccion en los grupos divididos

segun el éxito gestacional.
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Tabla 1. Comparacion de los parametros seminales en los grupos de embarazo y
no embarazo en muestras frescas y lavadas

No embarazo

Embarazo

Parametros seminales (Media + SEM) (Media + SEM) Valor p
Muestra inicial
Concentracion (10°/mL) 73.7+23 81.1+£53 >0.05
Volumen (mL) 3.5+01 3.7+0.2 >0.05
Movilidad (%) 40.34 £ 9.49 40.21+£7.71 > 0.05
Morfologia (%) 3.7+£0.2 3.5+0.3 > 0.05
Numero total de espermatozoides 104 £+ 4.6 120.2 £+ 11.7 >0.05
méviles (TMSC, 10°)
Moviles totales (TM) 30.8+1.1 33.2+24 > 0.05
Muestra procesada
Concentracion (10°/mL) 479+1.6 51.5+£3.3 >0.05
Movilidad (%) 81.1+0.6 84.4+0.7 >0.05
Morfologia (%) 3.5+01 3.6+0.2 > 0.05
Movilidad total (TM, 10°) 39.82+14 43.7+£29 >0.05
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CONCLUSIONES GENERALES

La infertilidad asi como los tratamientos de reproduccion asistida son temas que
en la actualidad han generado mucha atencion por parte de los investigadores
debido al aumento y prevalencia de esta enfermedad que se ve reflejado en el
incremento de las consultas a los especialistas a nivel mundial, por lo tanto, es
necesario realizar estudios en estas areas debido a que a pesar de los
interesantes trabasjo relaizados en estos 30 anos las tasas de embarazo aun son
suboptimas.

A pesar de no encontrar en este estudio una relacién entre los parametros
seminales convencional y funcionales y los resultados obtenidos por ICSI, el factor
masculino es muy importante sobre todo cuando se utilizan oocitos propios, y asi
mismo, es de gran relevancia en la etapa de implantacion y posterior desarrollo.

Los tratamientos de baja complejidad deben considerarse como la primera opcion
para la pareja infértil, en los casos que se pueda aplicar, ya que la tasa de
embarazo es aceptable y ofrece buenos resultados sobre todo cuando se utiliza
estimulacién ovarica.

La reproduccién es un proceso complejo y adicionalmente existen factores que
influyen en el éxito de un tratamiento como la estimulacion ovarica y las
condiciones de cultivo, lo que hace dificil encontrar un unico indicador para
conseguir un embarazo.

Lograr un embarazo depende de multiples factores; sin embargo, el factor
femenino y en especial la edad de la mujer, son determinantes para conseguirlo.
Es este caso, utilizamos oocitos propios y donados y aunque no se relacionaron
con los parametros seminales evaluados, si se evidencié una diferencia notable
entre estos dos grupos.

Es necesario incluir mas pacientes en este estudio, y asi mismo, continuar

investigando el papel del gameto masculino en la infertilidad y en el éxito de los
tratamientos de reproduccion asistida.
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Perspectivas

En una futura investigacion la idea es incluir un niumero mayor de pacientes y
muestras de semen de donantes. Ademas de intentar estudiar en detalle los
oocitos y los medios de cultivo utilizados, con el fin de evaluar diferentes
metodologias.

Otro punto importante, seria poder realizar en un proximo estudio biopsias
endometriales a las pacientes que usan sus propios oocitos y simultaneamente
evaluar los parametros funcionales de las muestras de semen y de esta manera
conocer su relaciéon en la implantacion.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Identificacion de los investigadores:

Investigador Principal Walter Dario Cardona Maya, Bact, Msc, PhD. Direccion:
Calle 62 # 52-59. Teléfono: 2196477 Correo electronico:
wdario.cardona@udea.edu.co. Sitio de trabajo: Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Grupo Reproduccion, Sede de Investigacion Universitaria, UdeA.

Luisa Fernanda Calderon, Biologa, estudiante de Maestria, Universidad CES.
Centro de Medicina Reproductiva ConceVidas. Direccion: Carrera 432 #1 a sur-29.
Teléfono: 3122020 Correo electrénico: luisa.fernanda.cm@hotmail.com

Sitio donde se llevara a cabo el estudio:
Instalaciones de la Sede de Investigacién Universitaria de la Universidad de
Antioquia y del centro reproductivo ConceVidas.

Entidades que respaldan la investigacion: Universidad de Antioquia.
Entidades que patrocina la investigacion: Centro de Medicina Reproductiva
ConceVidas y Grupo Reproduccion, Universidad de Antioquia.

Informacién para los pacientes

Los investigadores del presente proyecto lo invitan a participar en una
investigacion que busca evalauar el efecto de los parametros que se evalauan en
la meustra de semen con el resultado del procedimeinto al que usted se sometera
(inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides -ICSl-), Para este estudio se
espera que participen al menos 30 voluntarios aparentemente sanos que
consultan al Centro de Medicina Reproductiva ConceVidas y que por motivos de
tratamiento médico se realizaran el procedimeinto de ICSI.

Es importante recalcar que el procedimeinto de ICSI de todas formas sera
realizado por por CONVECIDAS, por lo tanto aunque la informacion obtenida para
el procediento sera analizada en el presente estudio, las indicaciones, los riesgos
y todo el protocolo para el procedimeinto de rutina, esta investigacion no pagara ni
mejorara ningunos de los procedimientos del ICSI.

Procedimientos del estudio
Si usted acepta participar, de la misma muestra que sera llevada a ConceVidas
para el ICSI, obtenida por masturbacidén con una abstinencia sexual minima de 3 y
5 dias sera usada para la cuantificacion de las pruebas convencionales y
funcionales seminales. Se recoletaran al menos 30 participantes, los cuales se
esperan recoger en 2.5 anos.
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La muestra sera recibida en un recipiente estéril de boca ancha, transportada al
sitio del analisis en un periodo maximo de 1 hora, debera entregarse debidamente
marcada con el nombre completo del voluntario, cédula, fecha y hora de
recoleccion.

Finalmente, el seguiemnto del resultado del ICSI se realizara por medio del
analsisi de la infromacion obtenida por el medico tratante y si es el caso se
contactara personalmente por via telefonica.

Beneficios

Si usted acepta participar recibira una copia del resultado del espermograma,
descripcion de la cantidad y la calidad de los espermatozoides, sin embargo no
recibira ninguna compensacion monetaria. La informacién obtenida en este
estudio podria ayudarnos en el futuro a entender algunos fenbmenos relacionados
con infertilidad y el potencial fértil de los hombres.

Riesgos

En la literatura no se reporta ningun riesgo durante la masturbacion. El riesgo
fisico potencial en esta investigacion es minimo, dado que la recoleccion de la
muestra sera llevada a cabo por el individuo.

Responsabilidades del paciente: Donar la muestra de semen y contester la
informacion solicitada debe manera veraz y verificable.

Responsabilidades del investigador

Este se compromete a guardar la confidencialidad de sus datos. De igual forma se
responsabiliza con aclarar la situacion de la investigacion y del investigador frente
a las entidades de salud y las instancias legales pertinentes. Si el voluntario
requiere alguna informacion de los analisis o los datos obtenidos estos seran
suministrados por el investigador principal.

Alternativas del procedimiento
No existe un método alternativo mas seguro que permita obtener la muestra de
semen.

Confidencialidad

Solo los investigadores sabran que usted esta participando en el estudio. Los
datos que se generen de este proyecto seran publicados en articulos nacionales e
internacionales y se garantiza la confidencialidad de su identidad. Los datos se
mantendran bajo asignacion de un coédigo conocido solo por el investigador
principal y seran manejados en una base de datos de acceso restringido al grupo
de investigadores.

Personas a contactar

Si tiene cualquier pregunta acerca de este estudio, puede comunicarse con Walter
Dario Cardona Maya en el Grupo Reproduccion, Sede de Investigacion
Univresitaria, Universidad de Antioquia al teléfono 2196477.
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Si tiene dudas con respecto a sus derechos y deberes adquiridos con el estudio,
debera contactar al comité de bioética de la Facultad de Medicina, Universidad de
Antioquia, teléfono 2196055.

Terminacion del estudio
Usted entiende que su participacion en el estudio es VOLUNTARIA. En cualquier
momento usted puede retirar su consentimiento a participar en el estudio.

Informacién generada en este estudio:

La informacion generada en este estudio que sea relevante en el tratamiento del
ICSI se suministrara tanto al participante, de ser el caso particular, como al médico
tratante a solicitud expresa de los interesados.

Posterior uso de las muestras recolectadas:

Las muestras de semen, espermatozoides y plasma seminal, no seran
almacenadas para estudios posteriores. Las muestras de semen seran
descartadas siguiendo todas las reocmendaciones y dirctrices establaencidas por
la Sede de Investigacion Universitaria para el descarte de material biologico.

El paciente

Después de haber recibido la pasada informacion acepto e informo que entendi
adecuadamente la informacion que se me suministré sobre el citado proyecto de
investigacion, que el investigador respondio satisfactoriamente mis inquietudes y
preguntas sobre ella y que dispuse del tiempo suficiente para reflexionar sobre las
implicaciones de mi decision. Ademas se me fue entregada una copia de este
consentimiento informado.

De acuerdo con lo expuesto, libre, consciente y voluntariamente manifiesto que
autorizo al investigador del Grupo Reproducciéon de la Universidad de Antioquia,
identificado previamente, para que use mi muestra de semen.

Dejo expresa constancia que este consentimiento otorgado bajo informacion
concreta y suficiente, no exime de las responsabilidades explicitas en este
documento y obliga al grupo investigador a utilizar el material otorgado por mi,
s6lo para realizar estudios exclusivamente relacionados con el efecto de los
parametros semianles sobre el ICSI.

En constancia, firmo este consentimiento informado, en la ciudad de Medellin, a la
fecha, en presencia del investigador y de dos testigos.

SU FIRMA (O HUELLA DIGITAL) INDICA QUE USTED HA DECIDIDO

PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN ESTE ESTUDIO HABIENDO LEIDO (O
ESCUCHADO) LA INFORMACION ANTERIOR.
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Participante:

C.C

Direccién
teléfono

Huella indice derecho

Testigo 1:

C.C

Direccion y teléfono

Huella indice derecho

Firma del investigador

Huella indice derecho
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