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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar si la seleccién de espermatozoides capaces de unirse
in vitro al acido hialurénico permite mejorar los resultados de ICSI en pacientes
con un nivel de inmadurez espermatica superior al 15% y con parametros
seminales sub-6ptimos.

METODO: Los sujetos de este estudio fueron 36 parejas, con un nivel de
inmadurez espermatica superior al 15% y con parametros seminales sub-
Optimos, que realizaron un ciclo de ICSI y un posterior ciclo de PICSI. Se
formaron dos grupos (grupo ICSI y grupo PICSI) y se compar6 la tasa de
fecundacion y la tasa de embarazo clinico entre ambos. El grupo de ICSI
incluyo los ciclos de ICSI de las 36 parejas y el grupo de PICSI los ciclos de
PICSI de esas mismas 36 parejas (realizados con posterioridad a los de ICSI).
Se utiliz6 el programa SPSS para realizar los calculos estadisticos.
RESULTADOS: Se observé un aumento estadisticamente significativo en la
tasa de fecundacion en el grupo de PICSI con respecto al de ICSI (64.7% vs
53.6%, P=0.013), pero no en la tasa de embarazo clinico (18.5% vs 11.84%,
P=0.271).

CONCLUSION: Los resultados obtenidos podrian estar indicando que la
técnica PICSI resulta beneficiosa en pacientes con un nivel de inmadurez

espermética superior al 15% y con parametros seminales sub-6ptimos.

Palabras clave: ICSI, PICSI, ICSI fisiolégica, acido hialurénico, microinyeccion

intracitoplasmatica de espermatozoide, seleccidon espermatica.
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1 INTRODUCCION

Para que tenga lugar la fecundacion in vivo, los espermatozoides
deben superar ciertas barreras naturales. En el tracto genital femenino, los
ovocitos se encuentran rodeados de acido hialurénico (componente principal de
la matriz del cumulus oophorus que rodea el ovocito), el cual interviene en el
mecanismo de seleccion esperméatica. Solamente los espermatozoides
maduros que han expresado receptores especificos que les permiten unirse y
digerir el acido hialurénico son capaces de fecundar el ovocito (Parmegiani et
al., 2010).

Con la ICSI (o microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide)
se evaden todas las barreras naturales. La tasa de fecundacion conseguida
con esta técnica se ve afectada, en gran medida, por la calidad del semen
utilizado para la inseminacién (De Vos et al., 2003; Nagvenkar et al., 2005).
Existen estudios que han asociado una mayor incidencia de aberraciones
cromosOmicas numeéricas (Simpson 'y Lamb, 2001), aberraciones
cromosomicas estructurales citogenéticas detectables (Bonduelle et al., 2002),
aneuploidias cromosdémicas (Van Steirteghem et al., 2002) y disomias en los
cromosomas sexuales (Palermo et al., 2000) en los embriones resultantes de
ICSI. En la ICSI, los espermatozoides son seleccionados de acuerdo a su
morfologia y motilidad y esto no asegura que estos espermatozoides estén
libres de anomalias cromosémicas o dafios en el ADN (Bartoov et al., 2001;
Bartoov et al., 2002; Celik-Ozenci et al., 2004; Nasr-Esfahani et al., 2008).

Anteriormente se ha explicado que el acido hialurénico interviene en el
mecanismo de seleccion espermética en el tracto genital femenino. Se ha
demostrado que también in vitro permite la seleccibn de espermatozoides
maduros. Los espermatozoides capaces de unirse al acido hialurénico in vitro
son aguellos que han completado la remodelacion de la membrana plasmatica,
la extrusion citoplasmatica y la maduracion nuclear (Cayli et al., 2003; Huszar
et al., 2003; Huszar et al., 2007; Parmegiani et al., 2010). En base a esto, la
seleccion, previa a la ICSI, de espermatozoides capaces de unirse in vitro al

acido hialurénico mejoraria los resultados.



La ICSI fisiologica o PICSI es la microinyeccioén intracitoplasmatica de
espermatozoides seleccionados por su capacidad de unirse in vitro al acido
hialuronico. Este método de seleccidn espermatica es altamente especifico y
presenta un riesgo biolégico minimo en comparacion con otros métodos de
seleccion espermatica (Huszar et al.,, 2003; Said y Land, 2011). Se ha
demostrado que los productos que contienen &cido hialurénico no tienen
efectos negativos sobre el desarrollo del cigoto tras la microinyeccion y pueden
ser metabolizados por el ovocito (Balaban et al., 2003; Barak et al., 2001; Van
den Bergh et al., 2009). No se han referido reacciones adversas en cuanto a la
fecundacion o al desarrollo del embrion después de la utilizacion de
espermatozoides seleccionados por este método en estudios clinicos de
fecundacion in vitro (Huszar et al., 2007). Otra de las ventajas de este método
sobre otras técnicas de seleccion espermatica es que se trata de un método
facilmente disponible que no requiere instrumentacion costosa (Said y Land,
2011).

Actualmente se comercializan dos sistemas diseflados para la
seleccion de espermatozoides capaces de unirse al acido hialurénico: una
placa de cultivo de poliestireno con micropuntos de hidrogel de acido
hialurénico fijados en la parte interior de la placa (PICSI® Sperm Selection
Device, MidAtlantic Diagnostic) o un medio viscoso que contiene acido
hialurénico (Sperm Slow™, MediCult). La placa selectora de espermatozoides
PICSI permite seleccionar espermatozoides maduros segun su capacidad de
unirse al hidrogel de acido hialurénico. Imita la union de los espermatozoides
maduros al cumulus oophorus que rodea al ovocito, un paso selectivo

importante en la fecundacion natural.

Existen estudios en los que se demuestra que la técnica PICSI permite
obtener mejores resultados en comparacion con la ICSI convencional (Ménézo
y Nicollet, 2004; Nasr-Esfahani et al., 2008; Parmegiani et al., 2010; Worrilow et
al., 2007). Sin embargo, la técnica PICSI resulta mas cara y requiere un
procedimiento experimental mas largo que el de la ICSI convencional. Por esa
razon, seria interesante conocer en qué grupos de pacientes resulta

beneficiosa la técnica; es decir, en qué casos la PICSI permite mejorar los



resultados de la ICSI convencional. En el trabajo desarrollado por Majumbdar y
Majumbdar (2013) se estudid si la seleccion de espermatozoides capaces de
unirse in vitro al acido hialurénico permitia mejorar los resultados en pacientes
con parametros seminales normales sometidos a ciclos de ICSI. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos de ICSI y
PICSI en cuanto a tasa de fecundacion y tasa de embarazo clinico. En el
presente estudio se compararan tasa de fecundacion y tasa de embarazo
clinico entre las técnicas de ICSI y PICSI en un grupo de pacientes con un nivel
de inmadurez espermética superior al 15 % y con pardmetros seminales sub-
optimos con el fin de dilucidar si la técnica PICSI resulta beneficiosa en este

grupo de pacientes.

La seleccion de espermatozoides capaces de unirse in vitro al acido
hialurénico permite seleccionar a los espermatozoides que han alcanzado su
madurez nuclear y citoplasmatica (Huszar et al., 2003; Tarozzi et al., 2009). Por
lo tanto, tendria sentido pensar que la PICSI podria mejorar los resultados de la
ICSI en casos de inmadurez espermatica superior al 15 %. En un estudio
llevado a cabo por Worrilow y colaboradores (2013), se observé un aumento de
la tasa de implantacién y embarazo clinico, asi como una disminucién de la
tasa de aborto espontaneo, al seleccionar espermatozoides capaces de unirse
in vitro al acido hialurénico en ciclos de ICSI. Esta mejora de la PICSI con
respecto a la ICSI convencional fue observada por Worrilow y colaboradores
solamente en aquellos casos en los que la capacidad de los espermatozoides
de unirse a acido hialurénico era baja, y por lo tanto la inmadurez de la muestra

espermatica era alta.

También es esperable que la PICSI permita mejorar los resultados en
pacientes con pardmetros seminales sub-0ptimos sometidos a ciclos de ICSI,
ya que esto ya ha sido demostrado en varios estudios (Menezo et al., 2010;
Nasr-Esfahani et al., 2008; Parmegiani et al., 2010; Van Den Bergh et al.,
20009).






2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es comprobar si la técnica PICSI resulta
beneficiosa en pacientes con un nivel de inmadurez espermatica superior al

15% y con parametros seminales sub-6ptimos.






3 MATERIALES Y METODOLOGIAS

3.1 Diseio experimental

Los datos incluidos en este estudio se obtuvieron a partir de pacientes
gue acudieron a la Clinica de Reproduccion Asistida Ginefiv (Madrid, Espafia)
por problemas de infertilidad. Los sujetos de este estudio fueron 36 parejas que
realizaron un ciclo de ICSI y un posterior ciclo de PICSI. Estos pacientes
presentaban resultados de fragmentacion del ADN espermatico que iban desde

4.54% hasta 35.13% y un nivel de inmadurez espermatica superior al 15%.

Se hicieron dos grupos (grupo ICSI y grupo PICSI) con el fin de
comparar tasa de fecundacion y tasa de embarazo clinico entre ellos. El grupo
de ICSI incluyé los ciclos de ICSI de las 36 parejas y el grupo de PICSI los
ciclos de PICSI de esas mismas 36 parejas (realizados con posterioridad a los
de ICSI). Al estar formados los dos grupos por los mismos pacientes se elimina
la variabilidad entre grupos, de manera que este disefio experimental permite
conocer si realmente las diferencias existentes entre resultados de ICSI y
PICSI son debidas a la técnica en si y no a la variabilidad existente entre

parejas de ambos grupos.

3.2 Preparacion de las muestras de semen

Las muestras de semen de las 36 parejas fueron obtenidas mediante
masturbacion tras 2-4 dias de abstinencia sexual. Una vez licuadas, las
muestras de semen fueron procesadas. Siguiendo los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization, 1999) se
determiné la motilidad y concentracion espermatica. La morfologia espermatica

se determin6 de acuerdo a los criterios de Kruger (Kruger et al., 1986).

El semen licuado se deposit6é en un tubo cénico de 10 mL que contenia
0.5 mL de un gradiente de 40 % de SpermGrad sobre 0.5 mL de un gradiente
de 80% de SpermGrad (Vitrolife, Gothernburg, Suecia). Tras centrifugacion a 2
G durante 20 minutos, se recogio el pellet y se lavd, en otro tubo cénico, con G-
IVF (Vitrolife, Gothernburg, Suecia) centrifugandolo a 3 G durante 5 minutos. A

continuacion, se elimind el sobrenadante y se afiadié medio final (G-IVF) con



cuidado de no resuspender el sedimento. Las muestras de semen se
mantuvieron en el incubador a 37°C hasta su uso para permitir el swim-up de

los espermatozoides moviles progresivos.

Las muestras de semen con fragmentacion del ADN espermético
superior al 27% se sometieron, una vez capacitadas, al sistema MACS ART
Annexin V (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania), sistema disefiado
para la deplecion in vitro de los espermatozoides apoptéticos humanos
mediante deplecion de las células positivas a la fosfatidilserina en muestras de
semen. Para ello, se siguio el protocolo indicado por la casa comercial.

3.3 Seleccidon de ovocitos e ICSI

Los ovocitos fueron recogidos mediante puncion folicular transvaginal
ecoguiada a las 34-36 horas post hCG. Tras la aspiracion folicular, el liquido
folicular fue examinado y los complejos cumulo-ovocito (CCO) fueron
recogidos, transferidos a medio G-IVF (Vitrolife, Gothernburg, Suecia) y
mantenidos en el incubador a 37°C y 6% de CO, durante, aproximadamente, 2

horas.

A continuacion, los complejos cumulo-ovocito fueron decumulados
guimica y mecanicamente, usando una flexipet 150 pL (Stripper Tips, Origio,
USA) tras unos 20 segundos de exposicion a hialuronidasa (Hyase-10X,
Vitrolife, Gothernburg, Suecia) en medio G-MOPS PLUS (Vitrolife,
Gothernburg, Suecia).

Los ovocitos maduros fueron inyectados con los espermatozoides de
acuerdo al protocolo de ICSI del centro. En el caso de los ciclos de ICSI, los
espermatozoides fueron seleccionados morfolégicamente en una gota de 10 pL
de polivinilpirrolidona (PVP, Medicult, Dinamarca) cubierta de aceite. En el caso
de los ciclos de PICSI, dispositivos selectores de espermatoziodes PICSI
(Origio MidAtlantic Devices, USA) fueron utilizados para la seleccion de
espermatozoides maduros. El dispositivo consistié en una placa de poliestireno
con tres micropuntos de hialuronano fijados en la parte inferior interior. Gotas
de 10 pL de G-MOPS PLUS (Vitrolife, Gothernburg, Suecia) fueron colocadas

sobre los micropuntos, lo que permiti6 la hidratacion e hinchamiento del



hialuronano, y una gota de 10 pL de PVP fue colocada a la derecha de éstas
antes de cubrir la placa con aceite. Se afiadieron 1-2 uL del semen capacitado
a cada gota de hialuronano. Tras 5 minutos de incubacion a 37°C, se
seleccionaron los espermatozoides unidos al hialuronano (los que no
presentaban migracion progresiva a pesar del movimiento vigoroso de la cola)
y con buena morfologia, se recogieron con la micropipeta ICSI y se expulsaron
en la gota de PVP para procesarlos por el procedimiento ICSI. A continuacion,
desde la gota de PVP se seleccionaron y cargaron los espermatozoides
procesados individuales para su microinyecciéon en los ovocitos segun el

protocolo de microinyeccién estandar.

La fecundacion fue chequeada a las 16-18 horas después de la
microinyeccion. Los embriones que presentaron dos pronucleos (2pn) se
mantuvieron en cultivo en medio G1-PLUS (Vitrolife, Gothernburg, Suecia)
desde el dia 1 después de la microinyeccion hasta el dia 3, y en medio G2-
PLUS (Vitrolife, Gothernburg, Suecia) desde el dia 3 hasta el dia 5. Los
embriones seleccionados fueron transferidos mediante transferencia

ecoguiada.

La tasa de fecundacion se calculé como el porcentaje de embriones
2pn respecto al nimero de ovocitos MIl (metafase Il) microinyectados. La tasa
de embarazo clinico se calculo como el niamero de embarazos clinicos

expresados por 100 ciclos de transferencia de embriones.

3.4 Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el uso del
programa SPSS para Windows, version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Se
utilizé la prueba Chi-cuadrado para comparar la de tasa de fecundacién y tasa
de embarazo clinico entre los ciclos de PICSI y los de ICSI. Un p-valor menor

de 0.05 se considero estadisticamente significativo.






4 RESULTADOS

Un total de 36 casos fueron analizados en el grupo ICSI y los mismos
36 casos en el de PICSI. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la tasa de embarazo clinico en el grupo de PICSI con
respecto al de ICSI (18.5% vs 11.84%, P=0.271). Sin embargo, si se observo
un aumento estadisticamente significativo en la tasa de fecundacion en el
grupo de PICSI con respecto al de ICSI (64.7% vs 53.6%, P=0.013) (ver Tabla
4-1).

Tabla 4-1 Comparacion de los resultados entre los grupos de ICSI y de
PICSI

Grupo ICSI % Grupo PICSI % p-valor
Tasa de fecundacion 134/250 53.6 163/252 64.7 0.013*
Tasa de embarazo clinico 9/76 11.84 12/65 18.5 0.271

Un p-valor menor de 0.05 se considerd estadisticamente significativo.

* p-valor < 0.05
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5 DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la técnica PICSI
permite obtener mejores tasas de fecundacién en comparacion con la ICSI
convencional en pacientes con un nivel de inmadurez espermatica superior al
15% y con parametros seminales sub-6ptimos. Estos resultados estan de

acuerdo con la bibliografia.

Existen estudios en los que se demuestra que la seleccién de
espermatozoides capaces de unirse in vitro al &cido hialurénico permite mejorar
las tasas de fecundacion en pacientes con parametros seminales sub-optimos
sometidos a ciclos de ICSI (Menezo et al., 2010; Nasr-Esfahani et al., 2008;
Parmegiani et al., 2010; Van Den Bergh et al., 2009).

En un estudio desarrollado por Castillo-Baso y colaboradores (2011),
se demostré que la seleccion de espermatozoides capaces de unirse in vitro al
acido hialurénico permitia mejorar la calidad embrionaria solamente en casos
de teratozoospermia. En los casos en los que no existia teratozoospermia no

se observo beneficio de la técnica PICSI sobre la ICSI convencional.

Worrilow y colaboradores (2013) observaron un aumento de la tasa de
implantaciéon y embarazo clinico, asi como una disminucion de la tasa de
aborto espontaneo, al seleccionar espermatozoides capaces de unirse in vitro
al 4cido hialurénico en ciclos de ICSI. Solamente se observé esta mejora de la
PICSI con respecto a la ICSI convencional en aquellos casos en los que la
capacidad de los espermatozoides de unirse a acido hialurénico era baja.
Varios autores han defendido que existe relacién entre la capacidad de los
espermatozoides de unirse a &cido hialurénico in vitro y la madurez
espermatica. Los espermatozoides capaces de unirse in vitro a acido
hialuronico son aquellos que han alcanzado su madurez nuclear y
citoplasmatica (Cayli et al., 2003; Huszar et al., 2003; Huszar et al., 2007;
Parmegiani et al., 2010; Tarozzi et al., 2009). Por lo tanto, se podria decir que
Worrilow y colaboradores (2013) observaron en su estudio que el aumento de
la tasa de implantacion y embarazo clinico, asi como la disminucién de la tasa

de aborto espontaneo, al seleccionar espermatozoides capaces de unirse in

13



vitro al acido hialurénico en ciclos de ICSI, se daba solamente en aquellos

casos en los que la inmadurez de la muestra espermética era alta.

En base a los resultados del estudio de Castillo-Baso y colaboradores
(2011) y a los resultados de Worrilow y colaboradores (2013), se podria afirmar
gue la técnica PICSI resulta beneficiosa solamente en determinados grupos de
pacientes. Los resultados obtenidos en el presente estudio podrian estar
indicando que uno de los grupos en los que la técnica PICSI resulta beneficiosa
es en el caso de pacientes con un nivel de inmadurez espermética superior al

15 % y con parametros seminales sub-6ptimos.

En cuanto a los resultados obtenidos de tasa de embarazo clinico, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos de ICSI
y PICSI en pacientes con un nivel de inmadurez espermatica superior al 15% y
con pardmetros seminales sub-Optimos (ver Tabla 4-1). Estos resultados se
contradicen con los obtenidos por Worrilow y colaboradores (2013), quienes
observaron un aumento en la tasa de embarazo clinico al seleccionar
espermatozoides capaces de unirse in vitro al acido hialurénico en ciclos de
ICSI en pacientes que presentaban baja capacidad de unidén espermatica a

acido hialurénico, y por lo tanto alta inmadurez espermatica.

El no haber obtenido, en el presente trabajo, resultados que indiquen
gue la técnica PICSI permite obtener mejores tasas de embarazo clinico en
comparacioén con la ICSI convencional en pacientes con un nivel de inmadurez
espermatica superior al 15% y con parametros seminales sub-6ptimos, podria
ser debido, en parte, al hecho de que la edad media de la poblacién estudiada
fuese mayor de 35 afios, lo cual se asocia con un mayor riesgo de fallo de

implantaciéon (Kroon et al., 2011).
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6 CONCLUSIONES

1. La seleccion de espermatozoides capaces de unirse in vitro al acido
hialurénico permite mejorar la tasa de fecundacion en pacientes con un
nivel de inmadurez esperméatica superior al 15% y con parametros
seminales sub-Optimos sometidos a ciclos de ICSI. Esto podria estar
indicando que la técnica PICSI resulta beneficiosa en este grupo de
pacientes.

2. No se dispone de evidencias suficientes para afirmar que la seleccion de
espermatozoides capaces de unirse in vitro al acido hialurénico permite
mejorar la tasa de embarazo clinico en pacientes con un nivel de
inmadurez espermética superior al 15% y con parametros seminales

sub-6ptimos sometidos a ciclos de ICSI.
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