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Introduccién.

En afios recientes, el significado en castellano de la palabra “infertilidad”, ha
venido a unificarse con el concepto anglosajon. Anteriormente, el término
“esterilidad” se empleaba para definir la incapacidad de una pareja para lograr la
concepcion e ‘“infertilidad “se reservaba para la incapacidad de llevar a término un

embarazo.

Actualmente, el concepto de infertilidad se refiere simplemente a la “ineficacia
reproductiva”, independientemente de su etiologia y abarcando incluso, el periodo
neonatal temprano. Aunque este concepto ha venido a unificar términos y a
simplificar las ideas, parece claro que en el fondo, el idioma espafiol es mucho
mas vasto y explicito que el idioma inglés y, aunque la terminologia anteriormente
utilizada parecia rebuscada, nos permitia significar la idea clara y precisa del

concepto que se pretendia expresar.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la infertilidad se define
como: “la imposibilidad de que una pareja consiga un embarazo en un afo, con

relaciones sexuales regulares y sin proteccion”. 3

Sabemos que la capacidad reproductiva de la especie humana es bastante
limitada, se tiene la evidencia de que se pierde, por lo menos, una de cada cuatro

gestaciones, aunque se sefiala que esto es cierto Unicamente para las pérdidas



gestacionales con evidencia clinica, ya que si se consideran las pérdidas

subclinicas, esta cifra se eleva cuando menos, al 50%.

Para el correcto estudio de la infertilidad, tienen que tomarse en cuenta diversas
circunstancias. En primer lugar, es imperativo el estudio integral de ambos
miembros de la pareja, ya que la estadistica muestra que la frecuencia de
alteraciones en el varén y la mujer es practicamente al 50 %, ademas, en un 30 %
de las ocasiones, es posible identificar problemas de fertilidad en ambos miembros

de la pareja.

La historia del estudio y tratamiento de la infertilidad es ya longeva y, sin embargo,
es a partir del desarrollo de las técnicas de reproduccion asistida, cuando el
avance en el conocimiento de la fisiologia de la reproducciéon humana, ha tenido
un desarrollo considerable. Hace no mucho tiempo, la mayoria de los estudios y
tratamientos de la infertilidad, se llevan a cabo en la mujer y el varon era excluido
o tardiamente estudiado, tanto por ignorancia médica, como por la existencia de
tabues de “masculinidad”, en la actualidad y por fortuna, la mayoria de los

protocolos de estudio de infertilidad, suelen comenzar por el varon.

Para considerar que un protocolo de estudio es completo, debe incluir la totalidad
de las causas o factores conocidos. Sin embargo, aun habiendo estudiado todos
los factores, existe por lo menos un 5% de casos en los cuales no es posible

determinar la causa de infertilidad.



Como nemotécnica, vale la pena recordar los factores involucrados en la fertilidad,
desde el mas “externo”, al mas “interno”. Por razon natural, el factor mas externo a
la mujer, lo constituye su pareja (factor masculino), le seguirian el coital, vaginal,
cervical, uterino, tubo-peritoneal, endocrino-ovarico y otros factores, como el

inmunoldgico y el infeccioso.

Estadisticamente, es bien conocido que el indice de fecundabilidad (la posibilidad
de una pareja, de quedar embarazada en un mes), es del 20 al 25%. Si realizamos
un analisis progresivo, a los 3 meses, las posibilidades se incrementan al 60-65%,

a los 9 meses llegan al 75% y al afio 80-90%.

La frecuencia de la infertilidad mundialmente reportada, es del 10 al 15%, por lo
tanto, una pareja que tiene una adecuada exposicién al embarazo durante un afo
y no ha logrado la concepcion, deja de manifiesto su incapacidad reproductiva y es
por ello, candidata para ingresar a los diversos protocolos de estudio de la

infertilidad.

Algunas veces, la falta de informacion sobre la fisiologia del coito, desalienta la
posibilidad de embarazo. Cabe recordar que, durante la etapa de excitacion en el
ciclo de respuesta sexual femenina, los ligamentos cardinales y en menor medida,
los ligamentos Utero-sacros, elevan el Utero en relacion a la vagina para desplazar
al cérvix hacia arriba y exponer el fondo de saco vaginal posterior, con el fin de
proporcionar una mayor longitud a la vagina. Una vez que se produce la

eyaculacion, el contenido seminal se deposita en el fondo vaginal y entre 20 y 30



minutos después, sufre un proceso de coagulacién. Mientras esto ocurre, los
ligamentos cardinales y Utero-sacros se relajan, permitiendo al cérvix “sumergirse”
en el depodsito seminal. Aproximadamente 30 minutos después de la coagulacion
del semen, éste comienza un proceso de licuefaccion y es entonces, cuando se
produce la mayor cantidad de paso de los espermatozoides a través del cérvix, en

direccion a la cavidad uterina.

El desconocimiento de este proceso fisiolégico, ocasiona que con alguna
frecuencia, las mujeres se incorporen posteriormente a la conclusion del coito,
impidiendo que se lleven a cabo estos procesos de coagulacion-licuefaccion, lo
que conlleva a una considerable pérdida de semen, y por ende, a una disminucién

en las posibilidades para la concepcion.

El factor vaginal también es muy importante, son varias las patologias que se
pueden encontrar en ese lugar anatomico. En orden de frecuencia, las diversas
infecciones que suelen presentarse en este organo, pueden reprimir el coito,
fundamentalmente por inflamacion de la mucosa, lo que ocasiona dispareunia y

por lo tanto, un rechazo consciente o inconsciente al coito.

Las infecciones causadas por Chlamydia tracomatis, Ureaplasma urealyticum y
Micoplasma, que suelen ser asintomaticas y pasar facilmente inadvertidas son
causa comun de este fendmeno. Es ampliamente conocido el efecto deletéreo que
tienen estos microorganismos hacia el embarazo en si, por su accién nociva sobre

los espermatozoides, 6vulos y embriones. Debido a ello, una parte fundamental en



el estudio del factor vaginal, lo sera de manera obligada, la toma de cultivos que
incluya estos gérmenes.

De igual manera defectos miullerianos suelen estar presentes, aunque con mucha
menor frecuencia, como la vagina tabicada que, en ocasiones, puede desembocar

en un fondo de saco ciego y no necesariamente en el cérvix.

Se presentan con mucha frecuencia casos de vaginismo, que tienen una etiologia
multifactorial y que suelen iniciarse después del nacimiento. No existe mucha
informacion atil en la literatura al respecto, pero son pacientes que, a veces,

pueden mejorar con terapia psicologica y de pareja.

Es bien conocido el hecho de que los espermatozoides reciben una capacitacion
por parte del moco cervical, que ademas, les facilita el ingreso a la cavidad uterina
durante la etapa fértil y se convierte en una barrera casi impermeable, durante la
gestacion. Igualmente es ampliamente sabido que las criptas cervicales, actian
como depodsitos de espermatozoides, a partir de las cuales, puede continuar el
paso de los mismos en direccion a las salpinges, aun dias después de transcurrido

el coito.

Hace algunos afios, se incluian de manera rutinaria, las pruebas poscoitales,
dentro del estudio del factor cervical. La mas representativa de ellas, es la prueba
de Sims Huhner. Estas pruebas tienen como finalidad, tratar de evaluar desde un

punto de vista funcional, la interaccion de los espermatozoides con el cérvix.



El problema en la interpretacion de estas pruebas, radica en su alta inconsistencia.
En ocasiones, con pruebas cuyos resultados eran muy favorables, el embarazo no
se conseguia y, por el contrario, en casos donde la prueba reportaba una
inmovilidad espermatica absoluta, el embarazo podia ocurrir en un tiempo mas o

menos breve.

El factor uterino ha sido invocado como causal de infertilidad entre el 5 al 10% de
los casos. La presencia de polipos 0 miomas intracavitarios y algunas de las
malformaciones millerianas, han demostrado ser causa tanto de infertilidad, como
de pérdida de la gestacion, por ello, el estudio de la cavidad uterina se hace

imprescindible dentro del protocolo de estudio de la pareja infértil.

El factor tubo-peritoneal es en orden de frecuencia, el tercero mas invocado en la
génesis de la infertilidad, con un 15 a 20%, aunque algunos estudios han
reportado cifras hasta del 40% de los casos, precedido Unicamente por el factor
masculino y el endocrino-ovarico. La génesis en la alteracion del factor tubo-
peritoneal es diversa y muy variada, pero podria agruparse en dos grandes
grupos: 1) Congénitas, que incluyen agenesia de las salpinges, ya sea total o
segmentaria, estenosis, atresias o duplicaciones, diverticulos y orificios accesorios
y 2) Adquiridas, donde la patologia infecciosa es la mas frecuente, seguida de la

endometriosis, los procesos adherenciales y los tumorales.

El factor endocrino-ovarico se encuentra implicado en el 25-30% de los casos de

infertilidad, siendo superado Unicamente por el factor espermatico. La génesis de



los diversos trastornos de la ovulacion, ha sido motivo de tratados completos

sobre fisiologia, fisiopatologia y endocrinologia ovarica.

Otro factor involucrado en este tema es el inmunolégico el cual tiene una
frecuencia baja, 3 al 5% de los casos, debe sospecharse en el varon cuando en
ausencia de infecciones seminales demostrables, exista una tendencia
exacerbada a la aglutinacion de espermatozoides (mayor del 50%) y en la muijer,
cuando existan pruebas de penetracion del moco cervical alteradas, o bien,
cuando se tenga una historia sexual de parejas multiples. También esta indicada
cuando no se encuentre ninguna otra causa justificable, antes de considerar una
infertilidad como de causa no determinada. Deberan solicitarse anticuerpos anti-
espermatozoide IgG e IgM, en suero, aunque también existen técnicas para

determinarlos en moco cervical. ©

El factor masculino se puede encontrar alterado, en porcentajes que oscilan entre
el 25 al 50% de los casos. Usualmente, al varén se le ha estudiado en base a dos
aspectos fundamentales: los parametros seminales y la disfuncion sexual, sin
embargo, existen muchos otros aspectos de estudio que se ubican dentro del
ambito de la andrologia (funcidbn acrosomal, defectos genomicos, dafio por

oxidantes, etc.).

El andlisis seminal es una parte fundamental en el diagnéstico de la infertilidad

siendo la principal herramienta de diagnéstico ya que nos permitira relacionar sus



resultados con alteraciones clinicas, pero también para la toma de decisiones

durante los procesos de Reproduccion Asistida. 2°

Es importante mencionar que el analisis seminal no es lo Unico que se debe tomar
en cuenta para el diagnostico, en diversos estudios se ha demostrado que los
parametros de concentracion espermatica, movilidad y morfologia, muestran una
correlacion con el tiempo en que se logra el embarazo. Estos resultados se deben

interpretar en conjunto con la historia clinica de los pacientes. 2**

Existen diversos factores que pueden afectar los parametros seminales, de hecho,
se ha postulado que la calidad espermatica se ha reducido en los ultimos afios.
Algunos de los factores que se han encontrado como condicionantes son los
laborales (exposicion a quimicos), habitos (consumo de alcohol, tabaco y drogas),
factores ambientales (estrés), la edad y anormalidades cromosOmicas o genéticas.
9. 2122 A pesar de realizar el analisis seminal correctamente y de correlacionar
estos datos con una historia clinica adecuada, el factor masculino es poco
entendido y se siguen diagnosticando pacientes con infertilidad idiopatica.® Se ha
reportado una correlacion inversamente proporcional entre aneuploidias y

parametros seminales anormales (densidad, movilidad y morfologia). 23"

Diversos estudios han encontrado que la infertilidad en pacientes con
oligoastenoteratozoospermia (OAT) que tienen un cariotipo sanguineo normal,

tienen aumentada la proporcidon de espermatozoides con aneuploidias como



consecuencia de anormalidades en el complejo sinaptonémico en las células

germinales.

Los parametros de concentracion, movilidad y morfologia son los principales
indicadores de la funcion espermatica, pero no debe usarse un solo de ellos para
realizar un diagnostico definitivo. Cada uno de ellos se ha relacionado con
diferentes alteraciones clinicas, pero también se ha encontrado una relacién con
edad y la disminucién de la calidad espermatica en todos sus parametros. **3% %
En el caso de la morfologia existen controversias sobre su relacion con el
embarazo, esto puede deberse a que no existe un criterio de evaluacién
estandarizado. El criterio de Kruger ha demostrado ser el mejor indicador en
cuanto a la toma de decisiones en tratamientos de reproduccién asistida. *"* En
diversos estudios se ha encontrado que un aumento en las anormalidades en

morfologia espermatica tiene relacion con la fragmentacion del ADN, falla parcial o

total en la fertilizacion y anormalidades cromosomicas.

Ademas de un estudio de los parametros generales, se han desarrollado técnicas
que evallan otros parametros bioquimicos y de funcidon espermatica, como son
mediciones enzimaticas, medicion de la fragmentacion del ADN, etc. Estas

pruebas aunadas a la evaluacion general nos dan un mejor diagndstico.

Los dafios causados al espermatozoide ocurren principalmente durante la
espermatogénesis y espermiogénesis, los cuales pueden observarse durante el

estudio seminal, siendo un clasico ejemplo la presencia de la “gota citoplasmica”.



En estudios relacionados con la funcion espermatica y el potencial de fertilizacion
Huszar (2003) establecié que simultaneamente a la extrusion del citoplasma
durante la espermiogénesis, también se remodela la membrana plasmatica, lo que

facilita los sitios de unién de la zona peltcida y de acido hialurénico (HA). "'

Con el desarrollo de técnicas en reproduccion asistida, se han logrado sobrepasar
algunas barreras que impedian que parejas con factor masculino severo logren el
embarazo, pero algunas de estas técnicas conllevan ciertos factores de riesgo.
Una de éstas es la Inyeccion Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Es un
acuerdo general que los hombres con OAT son candidatos a ICSI, pero tienen

mayores niveles de aneuploidias que los normoespérmicos. " %

En técnicas de reproduccion asistida (ART), la presencia de espermatozoides con
aneuploidias disminuye los niveles de remodelacion de la membrana plasmatica y
de los sitios de unidn a la zona pellcida, lo cual es un problema cuando se realiza
FIVc o inseminacion intrauterina (IlU), ya que disminuye la capacidad de
fertilizacion. ' Sin embargo, esto se ha vuelto relevante con la introduccién del
ICSI, en donde la barrera de seleccion del espermatozoide en la zona pellucida se

sobrepasa durante el evento de la fertilizacién. 2%

Con ICSI se elimina el proceso natural de seleccién espermatozoide-ovocito, y es

reemplazado por la eleccion aleatoria del embridlogo, por lo tanto, el



espermatozoide que nunca hubiese sido seleccionado por las barreras naturales,

ahora es capaz de lograr una fertilizacion e iniciar la formacién del cigoto. %

La principal aplicacién del ICSI es en pacientes con OAT. En diversos estudios se
ha demostrado que este tipo de pacientes tienen una mayor probabilidad de tener

alteraciones cromosémicas como aneuploidias, las cuales son causa de abortos.

Las anormalidades cromosomicas han demostrado tener un impacto negativo en
el éxito de programas de fertilizacion in vitro (FIV-TE). En general, hay mayor
incidencia de aneuploidias de cromosomas sexuales en pacientes infértiles que
requieren ICSI comparados con los de fertilizacion in vitro convencional (FIVc). *
En general, el porcentaje de malformaciones no difiere de la poblacién general, sin
embargo la ICSI se ha relacionado con un aumento de 3 a 4 veces de

aberraciones cromosémicas de novo en nacimientos si se compara con FIVc. %

Por esta razon el uso del ICSI en estos pacientes ha generado un considerable
debate en cuanto a los riesgos genéticos de nacimientos con aneuploidias.
Colagero y col. (2001) demostraron que en parejas a las que se realiza ICSI y no
logran el embarazo tienen una tendencia a un mayor grado de aneuploidias que
los que si logran el embarazo, pero se requieren de estudios mas extensos para

establecer el impacto de las aneuploidias en los resultados de ICSI. *

Por lo anterior es importante desarrollar técnicas que ayuden a lograr una mejor

seleccion del espermatozoide.



Marco Teérico.

La espermatogénesis es un proceso complejo de las células germinales
masculinas, el cual abarca la proliferacion de espermatogonias, meiosis y la

espermiogénesis.

Durante la espermiogénesis se elimina el exceso de citoplasma, se forma el
acrosoma, el flagelo, todo resultando en la maduracién del espermatozoide. *° Al
mismo tiempo que se elimina el citoplasma, también hay una remodelacion de la

membrana plasmatica. *®

Durante la espermatogénesis y espermiogénesis, la apoptosis controla la
degradacion del ADN del espermatozoide, sugiriendo que tiene un papel
importante en el ajuste apropiado del nimero de proliferacion de las células

germinales, asociadas a las células de Sertoli que las rodean. ®

Una fase critica dentro de la fase final durante la espermiogénesis es la
maduracion del espermatozoide, donde el citoplasma se acumula alrededor de la
pieza intermedia de la espermatide elongada. Este proceso es seguido por la
extrusion del citoplasma para alcanzar la madurez del espermatozoide
propiamente dicho. ***? Si hay una falla en la remodelacién de la membrana, la
retencion del citoplasma causa que la cabeza sea alargada, redonda o amorfa, y

su morfologia al momento de la evaluacion, evidentemente anormal, es un



indicador de inmadurez espermatica. Al mismo tiempo esto afecta la longitud del

flagelo, que en general es mas corto. % ?°

Para lograr completar estos acontecimientos, el paso esencial es el intercambio de
histonas a protaminas. Durante la espermiogénesis, el 85% de las histonas es
reemplazado por protaminas, lo que resulta en el empaquetamiento del ADN y la
formacion de una estructura muy estable debido a la formacién de enlaces
covalentes (-S-S) y no covalentes (-SH...Zn...SH-). > ! La unién de protaminas al
ADN induce el doblamiento del ADN en coordenadas toroidales (“forma de dona”).
Esta forma es muy compacta, teniendo un tamafo de la mitad de lo que logran las
histonas, obteniendo una compactacion de la cromatina del esperma 6 veces
mayor. El empaquetamiento del ADN resulta en cuatro puntos relevantes: 1)
Facilita el transporte; 2) protege de dafio quimico y fisico; 3) Lograr una
reprogramacion adecuada para la fertilizacion, y 4) sincronizacion del ciclo celular

con el ovocito metafase Il (MIl) y el espermatozoide en fase G1 - * 3

Debido al paso critico del intercambio de histonas a protaminas, durante la
diferenciacion de la espermatida a espermatozoide, se podrian esperar
aberraciones en la expresion de protaminas o0 en su estructura, lo que correlaciona
con una disminucion en la calidad espermatica en los parametros de densidad,

movilidad y morfologia, teniendo como consecuencia la infertilidad. *

Las protaminas son necesarias para el empaquetamiento del ADN durante la

espermiogénesis y pueden tener algun significado en otras funciones como la falta



de trascripcién.” Son proteinas cargadas positivamente testiculo-especificas del
nacleo. En humanos a diferencia de otras especies, hay dos tipos de protaminas:
Protamina 1 (P1) y Protamina 2 (P2). ® P1 contiene 50 amino&cidos, siendo rica
en arginina y cisterna, mientras que P2 pertenece a la familia de tres proteinas
(P2, P3, y P4) que derivan de un gen, el cual varia en longitud debido a su
terminacion amino. P2 contiene zinc con una CYS2/HIS2 que es rica en histidina y
cisteina; se cree que inhibe la expresién del gen en espermatides tardias. 3! Estas
dos proteinas, deben tener una relacion de 1:1, cuando esta proporcion es
anormal existe una correlacion directa con la espermiogénesis. Si hay una
traduccion temprana de P1, esto causa condensacion nuclear prematura, lo que
resulta en el arresto de la diferencias de la espermétida; por otra parte si hay
deficiencia de P2, hay dafio al ADN del espermatozoide y muerte celular
temprana. Steger y col (2003), encontraron que una aberracion en la proporcion
P1/P2 esta asociada a falla en la penetracion y fertilizacion, ademas de la falla de
activacion del ovocito, que puede deberse a que la cromatina este debilitada, o el
grado de dafio del ADN.* ?* 32 | os pacientes con una proporcién anormal de
P1/P2, tienen una menor fertilizacion durante FIV convencional, pero fertilizan
normalmente con ICSI. Tomando en cuenta que la expresion de protaminas esta
asociada con defectos en los estadios tempranos de la fertilizacion que son
sobrepasados por el ICSI, incluyendo la capacitacion, la reaccion acrosomal, la

fusion de membranas con el ovocito y la penetracion.

Por lo anterior el efecto de la deficiencia de P2 en la calidad embrionaria sélo se

observa en caso de inseminacion por ICSI, ya que, en este caso, el embridlogo es



el que selecciona al espermatozoide. “*° Esto es debido a que, se han asociado
altos niveles de dafio al ADN con deficiencia de P2, ya que ésta inhibe la
trascripcion de genes durante la espermiogénesis y va a influencia al desarrollo
embrionario. Sacas y col (2003), encontraron que una baja calidad del embrion en

dia 3 (activacion del genoma embrionario) *34

, para iniciar el proceso de
condensacion de la cromatina, a las protaminas las anteceden proteinas nucleares
de transicidon. El primer paso ocurre en las espermatides redondas, e involucra el
remplazo de histonas por proteinas de transicion (TP1, TP2, HPS1y HSP2), a
continuacion, la espermatida se alarga y las proteinas de transicion son
reemplazadas por protaminas (P1 y P2). El resultado es la condensacion de la

cromatina y la interrupcién de trascripcion. >3

Ademéas de el empaquetamiento de la cromatina y la remodelacion morfolégica,
durante la remodelacion de membrana se forman los sitios de union para el acido
hialurénico (HA), el cuél es un componente del tracto reproductor femenino. %% 2°
Kovanci y col (2001) encontraron que el espermatozoide maduro que se adhiere al
HA, no muestra retencion del citoplasma y su morfologia es normal, ademas de
tener una alta integridad del ADN y una menor frecuencia de aneuploidias. ** % La
remodelacion de la membrana facilita la formacion de sitios de union de la zona

peldcida y de HA. % 2%

En diferentes estudios se ha demostrado que la
formacion de sitios de union de HA estéa relacionado al acrosoma intacto para su

capacitacion.



Todo esto apoya el concepto de que la union de HA via receptores de HA en la
membrana plasmatica son una evidencia inequivoca de la maduracién completa

del espermatozoide. %°

Otro marcador de la maduracion es la Hsp70-2, que es un miembro de la familia
de chaperones Hsp70. En ratones se ha demostrado que la ruptura del gen
HSP70-2, produce fragmentacién del complejo sinaptonémico. ® Ademas estas
proteinas también son responsables del transporte, doblamiento de proteinas,
como lo son las enzimas reparadoras del ADN y las proteinas de remodelacion de

la membrana.

El HSP70-2 también tiene una funcion anti-apoptosis, que se relaciona con las
caspasas 3y 9. La activacion de la caspasa 9 se asocia con el citocromo-c que se
libera por la mitocondria. Al principio se pens6 que era una isoforma de CK-M,
pero recientemente se identificd como un chaperdn de expresion testicular, la cual
se sintetiza en dos olas, donde su mayor expresion ocurre simultaneamente con la

extrusion del citoplasma en fase final de la espermiogénesis. %*®

En ratones se demostré que una proteina homologa de la CK-M, la HspA2, es un
componente del complejo sinaptonémico y también facilita el movimiento
intracelular de proteina. Esta asociacion puede explicar la relacion entre los
errores de la meiosis, asi como las aneuploidias, y tal vez, la presencia de un

exceso de citoplasma en espermatozoides con madurez disminuida. Se ha



encontrado que niveles bajos de HspA2 predice la falla en el embarazo en FIV-TE.

7,8

Las proteinas HspA2 facilitan el transporte intracelular de proteinas en las
espermatides alargadas, la reparacion de ADN, y aparentemente soportan la
remodelacién de la membrana y la eliminacién del citoplasma "2°, por lo que se
asocia con retencion del citoplasma y por consecuencia con morfologia anormal.
La fraccion de espermatozoides con union a HA ha completado la remodelacion
de la membrana y tiene mayor cantidad de receptores, mostrando una menor

expresion de citocinas, caspasa 3 y Bcl-*- .18 %0

Otro marcado bioquimico importante son las CK. En espermatozoides individuales,
se mostrd que un aumento en las concentraciones de CK, reflejan citoplasma
residual. Un cambio en la biosintesis de ciertas isoformas de CK ocurre
simultdneamente con la extrusion del citoplasma y sirven como marcadores
independientes de madurez. Las isoformas predominantes en espermatozoides

inmaduros son el tipo B, mientras que para los normales prevalece el tipo M.

En el espermatozoide inmaduro, ademas de una baja expresion de HspA2 y la
falla de la remodelacion de la membrana, la retencidon del citoplasma causa que la
cabeza sea alagada, redonda, amorfa, y por lo tanto que su morfologia sea
anormal, la cabeza aumenta de tamafio y la longitud del flagelo es menor,

aumentado la actividad de CK-B. **



En diversos estudios Huszar y col, han demostrado que la correlacion entre la
disminucion de la actividad de CK y el aumento de HspA2, en una segunda oleada
de la sintesis y la pérdida del citoplasma, esta relacionada con eventos de la
espermiogénesis. Se encontré que la disminucion de HspA2 y el aumento de CK
fueron consistentes con la disminucién de la fertilidad. ****También encontraron
que la actividad de CK es espermatozoides individuales, es consecuencia del
aumento de la concentracion de proteinas citoplasmicas, entrandose una actividad

elevada en hombres con fertilidad disminuida. & 2%23

Debido a la ambigliedad entre la morfologia espermatica y la maduracién celular,
tomar éste pardmetro combinandolo con otros marcadores bioquimicos, puede dar
un mejor diagndstico, ya que la medicion de niveles de CK y la retencion

12,1618 asto se

citoplasmica han probado ser un factor predictivo de embarazo,
demostré por Kovanci y col (2001), donde solo los espermatozoides sin retencién
del citoplasma fueron capaces de unirse la zona peltcida. **?° Aunado a lo

anterior, existe una correlacion importante entre la proporcién de espermatozoides

inmaduros y disomias. ’

En diversos estudios se ha encontrado que la maduracion en pacientes
normoespermicos, comparada con pacientes con concentraciones disminuidas (20
a 30 Millones/ml) es diferente de los que tienen cuentas mayores a 30 Millones/ml.
En aproximadamente un tercio de los hombres con muestras entre 20 y 30

millones, hay una mayor proporcién de actividad de la CK y HspA2. %



Existen muchas proteinas que participan en la distribucion durante la
gametogénesis, la maduracion del espermatozoide, su funcién durante la meiosis

y la fertilizacién, asi como en estados post-fertilizacién. *°

Los hombres que portan formas mutadas de varios tipos de genes pueden ser
estériles. Un ejemplo es el gen DBY, que codifica a VASA RNA helicasa, que se
localiza en el cromosoma T, y esta implicado en la espermiogénesis en pacientes
con azoospermia. Diversos estudios han dado una lista de 12 genes principales
que se han clasificado por su localizacién, defectos citologicos por RNAI, fenotipos
y evidencia de sus funciones en la fertilidad, pero aun falta probar cerca de 70

proteinas y sus genes en humanos.

Una de las principales proteinas que se identifico fue TOP-1, el cual se encuentra
alrededor de la cromatina espermatica y en ratones transgénicos con ausencia del
gen, produce anormalidades del nucleo del esperma y un paso irregular a traves
de la meiosis. Es una topoisomerasa. EI RNAi de TOP-1 origina un nucleo de la
cromatina anormalmente alargado y una aberracién en su progresion a través de

la meiosis en el hombre. *°

Cuando falla alguna de las proteinas con sus respectivos genes, y la serie de
elementos y eventos que involucra la maduracion espermatica, esto puede llevar a
la fragmentacion del ADN y por lo tanto a errores anteriormente mencionados. El
aumento de fragmentacion retarda el reemplazo de histonas por protaminas. ® Un

gran numero de estudios han demostrado que una proporcion de espermatozoides



con ADN fragmentado aparece mas en hombres infértiles comparado con los

controles fértiles. 2°3

Aunque la importancia de la fragmentacion del ADN esta bien establecida en
reproduccion, es importante subrayar los mecanismos responsables de la
induccién de fragmentacién, que adn no son bien comprendidos. " *° La ruptura
del ADN puede ser el resultado de una espermiogénesis defectuosa, por la falta
de reparacion del ADN, por estrés oxidativo y por aneuploidias como parte de los
mecanismos de control genomico, desarrollados para inactivar genéticamente el

espermatozoide con defectos genémicos. 1% %°

Usando el modelo bovino, Fatehi y col (2006), demostraron que los gametos con
dafio en al ADN no afectan el desarrollo embrionario hasta después de la divisién
celular cuando se activa el genoma embrionario, lo cual es debido al hecho de que
antes de la activacion, el RNAmM que esta presente en el citoplasma, es el
materno. Sin embargo, cuando inicia la expresion génica en la segunda o tercera

division se observa la formacion anormal del huso mitético.

La fragmentacion del ADN también ocurre en este punto, y genera severos
problemas en el desarrollo embrionario de los embriones que por lo mismo, no

alcanzan a llegar al estadio de blastocisto.

A pesar del aumento de fragmentacion y anormalidades cromosomicas, no

necesariamente un espermatozoide con estructura anormal tiene una constitucion



anormal de cromosomas, y por lo tanto, no es de sorprenderse que muchos bebés

normales hayan nacido después del uso del ICSI. *°

Tanto los marcadores bioquimicos como los morfoldgicos estan relacionados. En
el caso de la morfologia las caracteristicas para tomar como normal un
espermatozoide son: cabeza oval y simétrica, con distribucion del acrosoma de
40-70% de la cabeza, la insercion del flagelo debe ser central (alineado con la
cabeza). Las variaciones de anormalidades del esperma incluyen aquellas donde
la cabeza sea asimétrica, amorfa, alargada, la pieza intermedia ensanchada,
cabezas y/o colas multiples, etc. En general, la mayoria de los laboratorios utiliza
los criterios de la OMS, con la variacion de evaluacion de morfologia con el criterio

estricto. °

Como ya se ha mencionado, la morfologia de la cabeza esta asociada con
anormalidades cromosomicas. En el caso de pacientes con OAT, todos los
parametros seminales estan afectos y tienen aumentada la frecuencia de
aberraciones cromosOmicas numeéricas, lo que sugiere que tienen una mayor
proporcion de gametos aneuploides, aun en hombres infértiles con cariotipos
normales, también tienen un alto riesgo de aneuploidias, particularmente en

cromosomas sexuales. %%°

Las muestras seminales con cabezas alargadas, se han asociado con un aumento
significativo de aneuploidias. Como hemos visto anteriormente, estas

caracteristicas correlacionan con la falta de madurez del espermatozoide



(marcadores bioquimicos), anormalidades cromosomicas, y fragmentacion del
ADN (proteinas apoptéticas), resultando en infertilidad. 83 La infertilidad en estos
casos es debida a la falla en la fertilizacion principalmente. Durante la fertilizacion
uno de los eventos mas importantes es la interaccion entre el espermatozoide y el
ovocito, la cual actia como barrera de seleccién en casos in vivo, y en los casos in
vitro, esto afecta cuando se realiza FIVC o inseminacion intrauterina (11U), como ya

se menciond. 2%

En el caso de ICSI, se “salta” esta barrera, cuando el espermatozoide para

inseminacion es seleccionado por el embriélogo **

, o cual es convierte en un
punto de gran importancia debido a que la principal indicacion para el ICSI es para
pacientes con anormalidades espermaticas, especialmente pacientes con OAT,
pero es importante mencionar que no en todos los casos donde se realiza ICSI se
usan espermatozoides anormales, y que el embriélogo, con un entrenamiento
adecuado, siempre va a seleccionar espermatozoides normales o lo mas cercano
a lo normal. Ya se ha demostrado que aun con anormalidades espermaticas, la

falla completa de fertilizacion con ICSI es poco comun, y en muchos casos puede

deberse a la falla en la activacion del ovocito, o a problemas propios del ovocito.

5,10

Para la evaluacion espermatica no se puede olvidar que los parametros tanto de

concentracion como de movilidad también son importantes y que correlacionan en

muchos de los casos con diferentes marcadores bioquimicos % 2



Resumiendo, podemos afirmar que existe una relacion establecida entre la
morfologia y los marcadores bioquimicos para establecer la madurez espermatica,
basados en principios biolégicos y moleculares dentro de la espermiogénesis.
Dicha asociacion, provee un gran valor para una mejor evaluacion. A partir de
estos principios, se logré desarrollar la técnica de PICSI (nombre comercial), la
cual se basa en estos conceptos. Se desarroll6 en un principio como prueba
complementaria en el analisis seminal, pero actualmente se usa para seleccionar
espermatozoides maduros durante el procedimiento de ICSI y consiste en una
caja petri que contiene anillos de HA donde se une la cabeza del espermatozoide.
Aquellos espermatozoides que se adhieren a HA y continian con movilidad del

flagelo, son los que se seleccionan para la inyeccién (ICSI).



Objetivo.

Comparar los resultados de fertilizacién, segmentacidon y embarazo entre la

técnica de PICSI vs ICSI.



Material y Métodos.

Estudio prospectivo, realizado en el centro especializado para la atencién de la
mujer en el Hospital Angeles Lomas, donde se evaluaron 11 pacientes a los que
se les realizo la técnica de PICSI. Este estudio se dividié en dos partes.

En la primera se compararon los resultados de fertilizacion y segmentacion entre
pacientes a los que se les realizé ICSI sin embarazo y cuando se les realizé otro

ciclo posterior, se realizo PICIS (mismos pacientes, diferentes ciclos).

En la segunda parte se compararon pacientes a los que se les realizé PICSI con
pacientes del mismo periodo a los que se les realiz6 ICSI, con caracteristicas
seminales similares a los de PICSI (diferentes pacientes, con ciclos en el mismo

periodo).

Las muestras seminales se obtuvieron por masturbacion, el dia de la captura
ovular. Se dejaron licuar por 20 minutos antes de iniciar su evaluacion y
capacitacion in vitro. Se utilizaron los criterios de la OMS para su evaluacion
general, con excepcion de la morfologia que se evalud con el criterio estricto
(Kruger). Las muestras se capacitaron con la técnica de swim-up, los datos de las

caracteristicas seminales generales se muestran en la tabla 1.

La clasificacion ovocitaria se realiz6 al sistema de evaluacién desarrollado en

nuestra clinica. Se califica cada caracteristica del ovocito y se saca un promedio



por ovocito. Cuando se tiene el promedio de cada ovocito, se saca el promedio de
la cohorte de cada paciente. Para el analisis estadistico en este estudio se utilizo

T de Student.



Resultados.

En la primer parte del estudio, no se encontro diferencia significativa con los

parametros demograficos.

A éstos pacientes se les realizd ICSI, y no se logré el embarazo, por lo que
cuando repitieron posteriormente otro ciclo, se realiz6 PICSI. Comparando los
ciclos, tuvieron diferencia significativa tanto en fertilizacion como en
segmentacion, lograndose un 37.5% de embarazo cuando se realizo PICSI (figura

1).

En la segunda parte del estudio, se compararon los casos a los que se realizo
PICIS con el grupo de pacientes a los que solo se realizo ICSI, con las mismas

caracteristicas seminales (tabla 2).

La tasa de fertilizacion fue mayor cuando se realizé PICSI que con ICSI no asi
para segmentacion, aunque la diferencia no fue significativa (figura 2). Los valores
seminales no tuvieron diferencias, pero cuando se realiz6 PICSI se obtuvo una

mejor tasa de embarazo que con ICSI (figura 3).



Graficas

Tabla 1. Datos de las muestras seminales pre y post-capacitacion

PICSI

ICSI

PICSI ICSI

muestra en fresco

muestra post-capacitacion

Volumen (mL)
Densidad (mill/mL)
IM (%)

MT (%)

Morfologia normal (%)

2.45

49.00

49.00

60.73

2.64

2.54

43.64

47.25

58.39

2.64

0.29 0.27
31.27 52.44
74.36 75.29
82.55 80.75

Taba 2. 2a. Parte del estudio: Caracteristicas demograficas

entre grupos

VARIABLE ICSI p=
N= 28.00
Edad 37.07 0.60
IMC 24.42 0.52
DOSIS 2052.61 0.64
# Embriones transferidos 2.32 0.89
NL 2.64 0.99
Anorm Cabeza (%) 42.32 0.85

p<0.5



la. Parte del estudio: PICSI VS ICSI

>

PICSI ICsI

m YEMBARAZO

Figura 1. Embarazo con PICSI después de un intento fallido con ICSI.

2a. Etapa del estudio : PICSIVS ICSI

% FERTILIZACION % SEGMENTACION
m PICSI = ICSI
VARIABLE PICSI ICsI p=
Fertilizacion (%) 66.41 50.87 0.12
Segmentacién (%) 70.01 75.48 0.56
p<0.5

Figura 2. Resultados de fertilizacién y segmentacion en la 2a. Etapa del estudio



p=2.21 X107

2a.

Etapa de estudio: PICSI vs ICSI

PICSI ICSI

Y%EMBARAZO

Figura 3. Tasa de embarazo entre grupos de la 2a. Etapa de estudio




Comentario.

Con mucha frecuencia, el ginecologo da por hecho que las parejas que lo
consultan, poseen conocimientos basicos sobre el ciclo menstrual y la fertilidad en
la especie humana. No obstante, es verdaderamente alarmante el
desconocimiento y la mala informacion que prevalece en nuestra sociedad, aun en

los estratos socio-culturales altos.

Por lo anterior, es muy conveniente que dediquemos todo el tiempo necesario
para hacer una anamnesis cuidadosa y detallada, sobre todos estos aspectos, ya
que con una frecuencia mayor a la esperada, las parejas que nos consultan, no

tienen una adecuada exposicion al embarazo por desconocimiento.

La microinyeccion de espermatozoides directamente al citoplasma del ovocito, ha
sido utilizada desde los afios 60, ya en 1976, se demostré la habilidad del
espermatozoide y del nucleo espermatico, de diferentes especies, para fertilizar
ovocitos heterogéneos, esto mediante la inyeccion de espermatozoides humanos
a ovocitos de hamster, dando como resultado, la formacion de un pronucleo
masculino y uno femenino. Con esto, se concluyé que la interaccion entre la
superficie de membrana del gameto masculino, con el gameto femenino, no era
necesaria para que se llevara a cabo la fertilizacion, una vez que sobrepasa la

zona peldcida, que es la primera barrera del ovocito.



El primer nacimiento reportado con ICSI, fue en el conejo, en 1988. Este resultado
dio lugar a la investigacion de la infertilidad en humanos, por factor masculino,

utilizando como tratamiento el ICSI.

El primer embarazo por esta técnica en humanos, fue logrado en 1992, Esto fue
seguido por una sucesion de reportes, indicando que el ICSI es una técnica
apropiada y exitosa para el tratamiento de la infertilidad por factor masculino. La
técnica de ICSI ha reemplazado, progresivamente, a las técnicas previas de

micromanipulacion de gametos

Conclusion.

Partiendo de la base de que la reproduccion asistida tiene como finalidad ultima, la
de lograr la concepcion, desarrollo y nacimiento de un ser humano sano, lo
primero que tendriamos que hacer, es cerciorarnos de que la pareja a la que

vamos a estudiar, sea una pareja con adecuado estado de salud.

Para ello, es imprescindible la realizacion de una serie de estudios basicos
generales, para determinar el adecuado estado de salud. Estos deberan incluir:
biometria hematica, quimica sanguinea, examen general de orina, urocultivo,
placa de térax, consentimiento informado para la deteccion de VIH., antigenos
contra hepatitis, ademas de todos los estudios e interconsultas que se consideren

pertinentes, de acuerdo a la impresion clinica inicial.



Por otro lado, es importante la evaluacion del riesgo pregestacional de cada pareja
en particular, el cual, variard de acuerdo a la edad de ambos, asi como sus

antecedentes personales y padecimientos actuales.

Una vez establecido el diagndstico del estado de salud de la pareja y no
encontrando contraindicaciones para el embarazo, es imprescindible realizar el
estudio de todos y cada uno de los factores conocidos, implicados en la génesis
de la infertilidad. Aunque como ya vimos el mayor porcentaje de los casos de
infertilidad encuentran su causa entre los factores masculinos, endocrino-ovaricos
y tubo-peritoneales, el protocolo de estudio de la pareja infértil, debera llevarse a
cabo siempre de manera sistematica y completa en todos los casos. La Unica
salvedad que exculpa al clinico para no realizar el protocolo de manera completa,

es que la pareja se embarace antes de haberlo concluido.

Debido a que las tasas tan exitosas que se han obtenido con ICSI, las cuales son
tan similares o incluso mas altas, comparadas con la FIV convencional; muchos de

los centros autorizados han extendido el tratamiento del ICSI y actualmente PICSI.

En el presente trabajo se obtuvo una mayor tasa de fertilizacion cuando se realizo
la técnica de PICSI. Estos resultados concuerdan con estudios previos donde, al
seleccionar a los espermatozoides maduros, por medio de marcadores

bioquimicos (HA), se reducen las pasibilidades de inyectar espermatozoides con



aneuploidias o fragmentacion del ADN, que resultaria en menores tasas no soélo

de fertilizacién, también de embarazo. "?°

Podemos concluir que la seleccion espermatica con marcadores bioquimicos,
siempre y cuando se tome en cuenta también la evaluacion de la morfologia, es
una buena alternativa de seleccion para lograr no solo mejores tasas de
fertilizacion, también de embarazo, lo que es nuestro principal objetivo cuando se

realizan técnicas de reproduccién asistida. **
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