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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el impacto del procedimiento de seleccidon espermatica por
acido hialurénico en los resultados de los ciclos de reproduccion con ovocitos de
donante.

El estudio retrospectivo se realizé en 187 ciclos del programa de ovodonacion del
centro de fertilidad y reproduccién asistida (CEFRA). Se consideraron 2 grupos:
Grupo de ICSI convencional (n =153) y el grupo de seleccion de espermatozoides
de acido hialurénico (grupo PICSI, n = 34). Se utilizaron muestras de esperma fresco
marido en ambos grupos. Después de la seleccion de espermatozoides, ovocitos
donados fueron inyectados. Los ovocitos con 2 prondcleos se consideran
fertilizados y se mantienen cultivados en gotas de 50 ul de medio Global Total (Life
Global, USA) cubiertas con aceite mineral (Lite Oil, Life Global, USA) hasta el dia 5
para su transferencia. En ambos grupos se midieron los siguientes pardmetros:
volumen de esperma, concentracion y motilidad espermatozoides; edad de la
donante, de la receptora, del vardn, numero de ovocitos inyectados, fertilizacion,
namero de transferencia de embriones, y bioquimico y la tasa de embarazo.

Como resultado se observa que la seleccion con acido hialurénico en comparacion
con el ICSI convencional no mejora las tasas de embarazo bioguimico (80.4% y
76.5%, respectivamente) y embarazo clinico (74.5% y 70.58%, respectivamente) en
el programa de ovo donacion.

En conclusién, la seleccion de esperma por acido hialurénico no mejora la tasa de
embarazo usando muestra seminal normal en el programa de donacién de ovocitos
Palabras claves

Acido hialurénico, esperma, ICSI, PISCI.



ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the impact of the Hyaluronic-acid-sperm-
selection in the pregnancy rate of an egg-donation program.

This retrospective study was performed in 187 cycles of the egg-donation program
in the Center of Fertility and Assisted Reproduction (CEFRA). Two groups were
considered: Conventional ICSI group (n =153) and Hyaluronic acid sperm-selection
group (physiological ICSI or PICSI group, n= 34). Fresh husband sperm specimens
were used in both groups. After sperm selection, donated oocytes were injected.
Oocytes with 2 pronuclei were considered as fertilized and were cultured in 50-ul
drops of Global Total Medium (Life Global, USA) with oil overlay (Lite oil, Life global,
USA) until the day of transfer (Day 5). The following parameters were assessed for
both groups: sperm volume, concentration and motility; patient age, fertilization rate,
and biochemical and pregnancy rate.

Sperm selection with hyaluronic-acid in comparison to conventional ICSI does not
improve biochemical pregnancy (80.4% and 76.5%, respectively) or clinical
pregnancy (74.5% and 70.58%, respectively) in an egg-donation program.

In conclusion, hyaluronic acid sperm-selection does improve the outcome, when
using normal sperm samples and donor eggs.

Key words: Hyaluronic acid, sperm, ICSI, PICSI.
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. INTRODUCCION

Existe alrededor de 40% de parejas que acuden a las técnicas de reproduccion
asistida no logran un embarazo clinico.

Un fracaso en los intentos de reproduccion asistida tiene varias consecuencias
econdémicas y emocionales en las parejas que asisten por ayuda a los centros que
brindan estos servicios de reproduccion asistida. Esto hace que haya necesidad de
seguir extendiendo la investigacién sobre factores causales o predictores de falla
en estos procedimientos, tanto para mejorar predicciones de prondstico como para
establecer medidas de potenciacion de las técnicas disponibles, de tal manera que
la probabilidad de alcanzar el embarazo sea mas alta.

El propdsito de la presente investigacion es encontrar evidencia de que la técnica
de PICSI (Inyeccidén fisiologica Intracitoplasmética de espermatozoides) a
comparacion de la técnica de ICSI (Inyeccion Intracitoplasmatica de
espermatozoides) convencional puede mejorar las tasa de embarazo en pacientes
mujeres que van dirigidas a ovo donacién en técnicas de reproduccién asistida.

El bidlogo podré proporcionar a las parejas informacion mas exacta acerca de las
probabilidades de éxito a priori segun sea la técnica que se usara para realizar su
procedimiento.

Esto ayudara a las parejas a tomar sus decisiones con mayor grado de confianza.
Asimismo, esta informacion predictiva ayudara al equipo médico y de laboratorio a
orientar mejor las decisiones clinicas y de laboratorio segun sus probabilidades de
éxito, con la consecuente ganancia en tiempo y administracion de recursos

utilizados en el proceso.



[I. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

-Evaluar el impacto del procedimiento de seleccion espermatica por &acido

hialurénico en los resultados de los ciclos de reproduccién con ovocitos de donante.

2.2 Objetivos Especificos:

-Evaluar si la seleccion espermatica por acido hialurénico mejora el desarrollo
embrionario.
-Evaluar si los embriones producidos luego de la seleccion espermatica por acido

hialurénico mejora la tasa de implantacion



1. MARCO TEORICO

La Infertilidad se define segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la
enfermedad del sistema reproductivo, definida como la incapacidad de lograr un
embarazo clinico después de 12 meses 0 mas de relaciones sexuales no protegidas
(Zegers-Hochschild et al.,2009)

La infertilidad afecta a alrededor del 10-15% de la poblacion en edad reproductiva.
Alrededor del 20% de los casos de infertilidad las técnicas de evaluacion estandar
no detectan las patologias, esto se hace llamar infertilidad inexplicada (Kovacs et
al.,2011) en 2010 se estim6 que mas de 48,5 millones de parejas de todo el mundo
padecian problemas de infertilidad (Mascarenhas et al., 2012). En el caso de la
infertilidad inexplicada, varios mecanismos patdogenos podrian desempefiar un
papel. Endometriosis, factores inmunologicos, genéticos y las causas no
diagnosticadas todos podrian ser responsables (Gleicher et al., 2006).

A lo largo del tiempo, se ha venido estudiando diversas técnicas de reproduccion

asistida, empleando como modelo a los animales, para luego aplicarlas a humanos.

3.1Técnicas de reproduccion asistida

3.1.1 Inseminacion artificial

Consiste en la introduccién de los espermatozoides previamente capacitados
mediante un catéter en la vagina de la mujer. Luego, los espermatozoides llegan
hasta el ovulo y la fecundacion se efecttan de modo idéntico a lo que sucede en el

proceso fisiolégico normal. (Santamaria, 2000)

3.1.2FIV

Los Ovulos y espermatozoides se cultivan en el laboratorio conjuntamente en

condiciones favorables para su union espontanea.



3.1.3ICSI

Es una forma de fertilizacion in Vitro dirigido a parejas infértiles que debido a
multiples factores, los espermatozoides no tienen la capacidad de penetrar al interior
del ovocito. Cuando esto ocurre, es necesario facilitar la fecundacion, inyectando un
espermatozoide al interior del ovocito. Esto se realiza usando equipos de
magnificacion (microscopio invertido), equipado con sistemas hidraulicos que
permiten introducir el espermatozoide suavemente, usando una finisima aguja de
vidrio. (Manual FERTILAB, 2014)

3.1.4 ICSI con acido hialuronico

El AH es un polisacarido anionico lineal compuesto de N-acetil-D-glucosamina y
acido glucurénico D- atado con B-1-3 y 1-4 R-enlaces glucosidicos, relacionado con
la familia de glicosaminoglicano, macromolecula que se encuentra en grandes
cantidades en fluidos corporales (Saylan A. et al., 2016 ) y es uno de los principales
compuestos de la matriz extracelular de cumulus oophorus que se encuentra
alrededor del oocito el cual parece desempefar un papel importante en la
fertilizacion natural del ser humano. El uso de este polisacarido se basa en la teoria
de que el AH es un constituyente principal de la matriz cumulus oophorous y puede
desempefiar un papel critico en la seleccibn de espermatozoides maduros,
funcionalmente competente durante la fertilizacion in vivo (Peterson C. G. et al.,
2010). Estos espermatozoides son capaces de unirse de forma permanente a AH in
vitro, ya que al estar maduros nos indica que han completado el proceso de
espermatogénesis de remodelacion de la membrana plasmatica, extrusion
citoplasmatica, y la madurez nuclear (Huszar G. et al.,2003) Estos espermatozoides
maduros tienen una alta densidad de receptores de AH. De hecho, en la maduracion
espermatica normal, la elongacion de espermatidas bajo la extrusion citoplasmatica
y la remodelacién de la membrana plasmatica, lleva a la formacién de sitios de union
para AH y Zona pelucida. Por el contrario, en espermatozoides inmaduros con

deficiente remodelacion de la membrana citoplasmatica no tienen capacidad para



unirse al AH (Cayli S. et al., 2003) en espermatozoides que no estan maduros, existe

una deficiencia en la zona pellcida y los sitios de union del AH.

3.2 Infertilidad masculina

Dado que el factor masculino representa aproximadamente la mitad de los casos de
infertilidad, el estudio del vardn supone una parte esencial en el analisis de la pareja
estéril.

Puede ser afectada por varios factores como fallos durante la espermatogéneis o
durante la adquisicion de la capacidad fecundante producen espermatozoides no
funcionales o de baja calidad y por tanto infertilidad (Toshimori et al., 2004).
Ademas, cambios congénitos o adquiridos en el tracto urogenital, infecciones vy
distintos factores endocrinos, genéticos e inmunolégicos pueden ser los causantes
de la incapacidad del varon para tener descendencia (Benvold, 1989; Khorram et
al., 2001). Por lo que estas causas deben ser examinadas y evaluadas, con el fin
de conseguir un correcto diagnéstico del origen de la infertilidad (Sharlip et al., 2002;
Dohle et al., 2005; Matorras y Hernandez, 2007).

3.2.1 Estudio inicial de la infertilidad masculina

La evaluacion inicial de la esterilidad masculina debe incluir (Dohle et al., 2005;

Matorras y Hernandez, 2007):

a.-Anamnesis completa

Antecedentes de interés androlégico (gestacion y parto propio, desarrollo y
pubertad, historia genitourinaria, existencia de patologias de riesgo). Historia
reproductiva (duracion infertilidad, gestaciones producidas, funcion sexual).
Enfermedades generales relevantes. Exposiciébn a factores con efecto negativo
sobre la fertilidad (medicamentos, laborales, estilo de vida). Historia familiar,
incluyendo numero de hermanos, antecedentes de infertilidad, fibrosis quistica,

hipogonadismo, criptorquidia y azoospermia en hermanos varones.



b.- Exploracion fisica

Habito somatico, datos antropométricos y caracteres sexuales secundarios.
Genitales externos: pene, regién inguinal, escroto, testiculos, epididimo, conductos
deferentes o cordones espermaticos, incluyendo plexo venoso. Tacto rectal para
exploracion prostatica.

c.- Analisis del semen

El andlisis del semen indica el estado funcional de la secrecién exocrina de las
glandulas sexuales masculinas y orienta a cerca de patologias del tracto genital. De
forma que, aunque los resultados no permiten determinar con certeza si un individuo
es fértil o no, puede proporcionar informacién acerca de problemas en los érganos
genitales del varon (Matorras y Hernandez, 2007). Como ya se ha comentado
anteriormente, se deben realizar, al menos, dos espermatogramas para establecer
el perfil basal del paciente. Estos, deben ser realizados y valorados segun los
meétodos y criterios descritos por la OMS (OMS, 2010).

Dependiendo de los resultados obtenidos en este estudio inicial de la infertilidad
masculina se pueden solicitar una serie de pruebas complementarias y/o estudios
genéticos. Las pruebas complementarias que se pueden realizar son: pruebas de
funciébn espermatica, ecografia y ultrasonografia doppler escrotal, ecografia
transrectal, el estudio bacteriologico del semen y el analisis de orina post-orgasmo.
En cuanto a los estudios genéticos, se pueden determinar: el cariotipo,
microdeleciones del cromosoma Y, mutaciones del gen CFTR (gen regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica) y el estudio de los cromosomas

meioticos (Matorras y Hernandez, 2007).



V. ANTECEDENTES

Huszar G, et al., 2003: Se realiz6 comparaciones de los espermatozoides en el
semen y en fracciones de espermatozoides unidos al &cido hialurénico. Las
madureces de los espermatozoides fueron probadas por inmunocitoquimica en
creatina quinasa y antisueros de HSPA2, azul de anilina para la tincion de la
cromatina y tinciéon Pisum sativum lectina que revela la integridad acrosomal y el kit
de viabilidad FertiLight para destacar el esperma viable y no viable. Se observé que
todos los marcadores de la maduracion del esperma y la inmadurez apoyan la
hipétesis de que los espermatozoides que se encuentra unidos al acido hialurénico
se encuentran maduros.

Celik-Ozenc C. et al 2004. Se realiz6 microscopia de contraste de fase y FISH,
utilizando sondas centroméricas de los cromosomas X, Y, 10, 11 y 17 en muestra
espermatica de 15 pacientes. Se estudiaron 1286 espermatozoides por tres
criterios: dimensiones de la cabeza y de la cola, forma de la cabeza y la morfologia
estricta de Kruger. Se observd una relacion entre las dimensiones de
espermatozoides anormales y el aumento de frecuencias de aberraciones
cromosdémicas numeéricas. Sin embargo, 68 de los 256 disomicos, y 4 de 130
espermatozoides diploides mostraron cabeza y cola dimensiones comparables con
el tercil mas normal, mas baja de los 900 espermatozoides haploides. Teniendo en
cuenta los 1286 espermas, entre los que tenian la forma mas regular, habia 63 y
cinco con nucleos disdbmicos y diploides, respectivamente. De acuerdo con estos
hallazgos, entre los 256 espermatozoides disomico, 10% eran Kruger normal. Se
concluyo que las dimensiones o forma de los espermatozoides no son atributos
fiables en la seleccion de los espermatozoides para ICSI haploides

Jakab A. et al., 2005, Espermatozoides seleccionados y no seleccionado con Acido
Hialurénico fueron tratados con fluorescencia de hibridacion in situ con sondas
centromeéricas para los ejes X, Y, y 17 cromosomas. Para el esperma seleccionado

con Acido Hialurénico frente a los espermatozoides no seleccionados las



frecuencias de disomia cromosomicas se redujeron a 0,16% del 0,52%, diploidia a
0.09% de 0.51 %, y el sexo cromosomico disomia a 0,05% del 0,27%

Worrilow K.C. et al., 2006 Se evaluaron tres grupos. Grupo A pacientes para ICSI,
grupo B pacientes para PICSI y el grupo C (PICSI o ICSI), grupo control. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en la tasa de fertilizacion, ni en la
morfologia del cigoto, embridn y blastocisto. Entre grupo A y B las diferencias en la
tasa de conversion de blastocisto no fueron estadisticamente significativo. Sin
embargo la tasa de embarazo clinico para los pacientes del grupo A (25,0%) fue
estadisticamente inferior a la de B (57,1%) y en C (57,1). Las tasas de aborto
espontaneo fueron estadisticamente mayor en el grupo A. Se puede concluir que
los espermatozoides unidos al acido hialurénico llevan a una menor frecuencia de
aneuploidia cromosémica y puede ejercer una paterna positiva influencia en la
embriogénesis de preimplantacion.

Worrilow K.C et al, 2007. Se evalu6 240 ciclos entre ICSI Y PICSI.
La tasa de fertilizacion de los oocitos en PICSI (62%) fue estadisticamente mayor
que la de los de control de oocitos ICSI (61%) Embriones derivados de PICSI (6.8%)
demostraron una disminucion estadisticamente significativa en la fragmentacion en
comparacion con sus homélogos de ICSI (8,4%). La beta hCG + y las tasas de
embarazo clinico para los pacientes PICSI (70%, 50%) fueron mayores que los
observados en los pacientes de ICSI (62%, 40%). Las tasas de aborto espontaneo
fueron estadisticamente inferior en los pacientes PICSI.

Nasr-Esfahani M.H. 2008 Se obtuvieron 50 muestras de esperma obtenidos para
ciclos de FIV. Se compar6 El método de seleccion de espermatozoides de rutina
con el de acido hialurénico para evaluar tasa de fecundacion, desarrollo
embrionario, la implantacion y las tasas de embarazo. También se evalué la relacion
entre la capacidad union del acido hialurénico con la deficiencia de protamina y la
fragmentacién del ADN. Se observé una correlacién inversa significativa entre el
porcentaje de unidn de acido hialurénico con la deficiencia de protamina, la
fragmentacion del ADN y la morfologia anormal de espermatozoides. Los oocitos
inyectados con espermatozoides seleccionados por acido hialuronico tenian
significativamente mas alta la tasa de fertilizaciébn, mientras que las tasas de

embarazo e implantacién se incrementaron de manera insignificante.
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Parmegiani L. et al.,, 2009 Se observaron retrospectivamente 293 parejas con
seleccién espermatica con Acido Hialurénico en comparacién con 86 parejas
tratadas ICSI convencional. Este estudio mostré que la inyeccion de
espermatozoides unidos acido hialurénico mejora significativamente la calidad del
embrion y la implantacion.

Parmegiani L. et al., 2010 Se realizaron 3 grupos de estudio. En el grupo 1 se
determind la fragmentacion de ADN de esperma de espermatozoides unidos al
acido hialuronico frente a espermatozoides unidos al PVP. En el grupo 2 se evalu6
la morfologia nuclear de espermatozoides unidos al &cido hialurénico frente a los
espermatozoides en PVP. En el grupo 3 se hizo un estudio aleatorizado para ver la
calidad y el desarrollo embrionario entre espermatozoides unidos al acido
hialurénico frente a los espermatozoides en PVP. El estudio demostr6 que los
espermatozoides unidos al acido hialuronico la fragmentacion de ADN de
espermatozoides tiene una reduccion significativa y una mejora significativa en la
normalidad nucleo en comparacion con los espermatozoides inmerso en PVP. Por
otra parte, la inyeccién de espermatozoides unidos al &cido hialurénico mejora
significativamente la calidad y el desarrollo embrionario.

Petersen C. et al.,, 2010 Se evaluaron un total de 16592 espermatozoides
preparados y clasificados en dos grupos: Grupo |, los espermatozoides que
presentd su cabeza unida acido hialurénico y el Grupo I, los espermatozoides que
no se adhieren a la sustancia acido hialurénico frente a su morfologia. No se
obtuvieron diferencias significativas con respecto a la morfologia de dos grupos de
estudio. Los resultados sugieren que el ensayo de union de HA ha limitado la
eficacia en la seleccion de espermatozoides moviles con morfologia normal con una
gran ampliacion.

Yaggi A. etal., 2010 Se estudié 50 muestras espermaticas. Se evaluo la integridad
del ADN vy sus respectivas fracciones de espermatozoides unidos al acido
hialurénico. La proporcion de espermatozoides alta integridad del ADN y de ADN
fragmentado fueron 54,9% y 45,0% mientras que en la fraccion de espermatozoides
con destino a la unién con acido hialurdnico, las proporciones respectivas eran 99%
y 1,0%, respectivamente. Los datos demostraron que de hecho HA muestra un alto

grado de selectividad para los espermatozoides con una alta integridad de ADN.



Portella J. et al., 2011 Compararon diferencias entre ciclos de ICSI a través de la
seleccidon espermatica convencional con la seleccidon por union al acido hialurénico,
seleccion morfolégica de espermatozoides por alta magnificacion (IMSI), las
columnas de anexina-V . Al comparar los resultados reproductivos en los ciclos de
ICSI a través de la seleccion espermatica convencional con la seleccion por unién
al AH, se encontré una mejor tasa de fecundacion, mejor calidad embrionaria y
mejor tasa de implantacion, en el grupo seleccionado por AH. Sin embargo, ninguin
estudio encontré diferencias en cuanto a tasa de embarazo y tasa de aborto.
Beck-Fruchter R., et al., 2016. Se realizd una revision sistematica y meta andlisis de
base de datos electrénicas hasta junio del 2015EI uso de la técnica de seleccion de
espermatozoides por acido hialurénico no produjo ninguna mejora en las tasas de
fertilizacion y embarazo. El meta-analisis de todos los estudios disponibles mostro
una mejora en la calidad del embrién y la tasa de implantacion; un analisis de
estudios prospectivos s6lo mostré una mejora en la calidad del embrion.

Saylan A., et al., 2016. Se Colecto 20 muestras espermaticas de pacientes que
fueron divididas en dos grupos. Aun grupo se le afiadié Acido Hialurénico al 10% vy
al otro Albumina de suero humano 0. 0.5%. y se le aplico el método de Swim up.
Luego pasaron por columnas de anexinas V para determinar la tasa de apoptosis
de espermatozoides. Se encontrd una tasa de apoptosis significativamente mayor

en el grupo Albumina en comparacion con el grupo Acido hialurénico.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar De Ejecucion

Laboratorio de Embriologia y Andrologia del Centro de Fertilidad y Reproduccion
Asistida (CEFRA), Avenida Guardia Civil 715 San Borja

5.2 Tipo de investigacion.

Se realiz6 un trabajo retrospectivo de los afios 2012, 2013 y 2014

5.3 Disefos de investigacion

Los ciclos de ICSI convencional y seleccion espermatica por acido hialurénico se
realizaron en los afios 2012, 2013 Y 2014 siendo un total de 187 ciclos. Las
donantes de oocitos tienen edad entre los 18 y 30. La calidad seminal involucra
pacientes normozoospérmicos hasta oligoastenoteratozoospérmicos que se
encuentra distribuida equitativamente en los grupos de pacientes generados para el

estudio. Nuestro criterio de exclusién fue pacientes receptoras con endometrios.

5.4 Operacionalizacion de las variables

5.4.1 Grupos de estudio

a.- Grupo I: ICSI Convencional
Inyeccion intracitoplasmatica de un solo espermatozoide, seleccionado por
su morfologia y motilidad, directamente en el citoplasma de un ovocito en

metafase Il.

b.- Grupo II: ICSI con &cido hialurénico



Inyeccion intracitoplasmatica de un solo espermatozoide seleccionado por su
madurez mediante el acido hialurénico directamente en el citoplasma de un

ovocito en metafase II.

5.4.2 Variables Independientes

Edad de la Paciente: 26 -50 afios

NuUmero de ovocitos inyectados: 5-15 ovocitos por paciente.

5.4.3 Variables Dependientes

Volumen de la muestra espermatica: mayor a 1ml

Concentracion de espermatozoides: mayor a 10 millones por mililitro
Motilidad de espermatozoides: mayor a 20 % de motilidad

Numero de ovocitos fecundados: ovocitos con presencia de 2 prondcleos 'y 2
cuerpos polares

Tasa de ovocitos fecundados: Numero de ovocitos con presencia de 2
pronucleos y 2 cuerpos polares sobre el nUmero de ovocitos inyectados
expresado en porcentajes.

Grado de embrién al 3er dia: Bueno (embriones con 4 a 12 blastémeros sin
fragmentos o morulas) Regular (embriones con 4 a 12 blastémeros con
pocos fragmentos) Malo ( embriones con 2 a 12 blastdbmeros con varios
fragmentos)

Grado de embrién al 5to dia: Bueno (Masa celular y trofoblasto bien definido
y expandido) Regular (Masa celular y trofoblasto definidos) Malo (Masa
celular y trofoblasto no se encuentran definido o con muy pocas células)
Tasa de blastulacién: Numero de blastocistos producidos al 5to y 6to dia
sobre el numero de ovocitos fecundados.

Tasa de embarazo bioguimico: Evidencia de la concepcién basada en el dato

bioquimico del suero antes de realizarse la ecografia. NUumero de pacientes



transferidas con datos bioquimicos positivos sobre el total de pacientes
transferidas expresadas en porcentajes.

e Tasa de embarazo clinico. Presencia de uno 0 mas sacos embrionarios con
latidos después del Beta-HCG positivo. NUmero de pacientes transferidas
con uno 0 mas sacos embrionarios con latidos sobre el total de pacientes
transferidas expresadas en porcentajes.

e Tasa de abortos. Numero de pérdidas de embarazos clinicos antes de las 20
semanas de gestacion divididos por el total de niumero de embarazos

clinicos.

5.5 Disefio Experimental

5.5.1 Obtencidn y procesamiento de la muestra seminal

a.- Obtencién de la muestra seminal.
Se evalud a 187 pacientes. La muestra seminal se obtuvo cerca al laboratorio para
evitar fluctuaciones de temperatura. Se obtuvo mediante masturbacion. El paciente
recepciond el eyaculado en un frasco colectores Samplix de boca ancha. Luego se
entrego al personal de laboratorio de andrologia el cual lo llevé a la incubadora a

37° para su licuefaccién durante 30 minutos.

b.- Evaluacion de la muestra seminal
Se evalué el volumen de la muestra con una pipeta de Samplix. Se colocé 10 ul de
muestra seminal en una lamina portaobjeto cubierto con la laminilla cubreobjeto
para evaluar la motilidad. En la camara Makler se colocd 5ul de muestra seminal
para evaluar concentracion. Se evalué la motilidad y la concentracion en el

microscopio Zeizz.

c.- Preparaciéon de la muestra seminal.
Se prepar6 en un tubo conico de 15 mL Falcon una columna formando dos capas
de 1.0 mL., una solucién de alta densidad (Allgrad 90% de Life Global) y otra de

solucion de baja densidad (Allgrad 45% de Life Global). Se colocd la muestra



seminal suavemente a través de las paredes del tubo de la columna de densidad en
un volumen de 1.5 mL como maximo. Se centrifugd a 350G durante 18 minutos en
una centrifuga Boeco Germany. Al término se retiré las capas superiores con uso
de una pipeta de transferencia sin mover la capa del fondo y se desecha. Se rescaté
el pellet de la columna con una pipeta Pasteur Sigma Aldriche y se colocé en un
tubo nuevo de 15 mL contiendo 2 mL de medio de lavado Global con Hepes de Life
Global. Se homogeniza y se centrifuga a 300G por 8 minutos. Se decanta el
sobrenadante y nos quedamos con el pellet para su posterior uso en la

microinyecion.

5.5.2 Obtencion y procesamiento de oocitos

a.- Estimulacion ovarica
Se inducio a las donantes una ovulacion multiple mediante hormonas implicadas en
la regulacion de la reproduccion, como citrato de clomifeno, solo o combinado con
hMG (concomitante o secuencial), hMG, FSH purificada, sola o combinada con
hMG, FSH urinaria altamente purificada y FSH recombinante. Se inyectardn por via
subcutanea o intramuscular, la dosis la determin6 el médico segun la edad de la
paciente, morfologia de los ovarios, masa corporal y la analitica hormonal. Es
necesario hacer los controles regulares de este proceso mediante ecografias que
se deberé repetir hasta observar foliculos de 18 mm de didmetro y analisis de
sangre de Estradiol para el control del crecimiento y maduracion folicular y
determinar con exactitud la extraccion de los Ovulos. Para la maduracion de los
ovulos es necesario administrar la HCG 36 horas antes de la extraccion de los

ovulos.

b.- Aspiracion folicular.

La aspiracion folicular se realiz6 en el quiréfano con la ayuda de una ecografo
transvaginal. Con la ayuda de una aguja Rocket numero 18 se llevé a cabo la

puncion ovarica para la obtencién de los foliculos. A la paciente se le administré



anestesia ya sea local o general. El liquido folicular aspirado se llevé al laboratorio
de embriologia para el reconocimiento de los ovocitos y valorar su estado de

maduracion por el Embridlogo.

Una vez terminado el proceso la paciente permanecio ingresada en el centro bajo
observacion durante unas horas, siempre y cuando no sea necesario un

seguimiento mas exhaustivo.
c.- Reconocimiento de ovocitos

El liquido folicular se coloca en una placa Petri Samplix. El embriélogo observo los
foliculos bajo el estereoscopio Motic sobre una platina termina a 37°C que se
encuentra dentro de una camara de flujo laminar, se lavaron del liquido folicular y
se colocaron en una placa de cultivo de 1 pozo Ref. 353037 con medio Global con
hepes de Life Global. Posteriormente se denudaron por digestion enzimatica con
hialuronidasa de concentracién 80 IU de y con la ayuda de una pipeta de vidrio
Sigma Aldriche mediante aspiracion mecénica. Luego de ser denudados se evalu6
el estado de madures el cual debe encontrarse en metafase Il (MIl) presentando el
primer corpusculo polar. Estos oocitos fueron utilizados para realizar la

microinyeccion.

5.5.3 Microinyeccién de oocitos.
a.- ICSI convencional

En una placa se colocaron gotas de 5uL de medio con Global con hepes de Life
Global donde se colocaron los ovocitos y en el centro una gota con medio PVP de
Origio donde se despositaron la muestra de semen previamente capacitada el cual
disminuyen su motilidad y permiten su manejo y captura. Para realizar el ICSI se
utilizd una aguja Holding e ICSI de Life Global. Se visualizo a los espematozoides y
se selecciond por su morfologia y su motilidad, en donde un solo espermatozoide

se introdujo en un ovocito maduro.



b.- ICSI con &cido hialurénico

Para el ICSI con solucion de acido hialurénico, los espermatozoides se
seleccionaron en base a su habilidad para unirse al de &cido hialurénico
indicandonos la madurez del espermatozoide. Se colocaron en una gota de 5ul de
muestra espermatica, el cual se unio con otra gota de 5 uL de medio que contiene
AH (SpermSlow™; Origio) por una pipeta y luego se incub6 a 37°C por unos
minutos. Los espermatozoides unidos al AH son facilmente separados con la pipeta
de inyeccidn y posteriormente se inyectaron en los oocitos.

5.5.4 Valoracién de la fecundacion y calidad embrionaria

Una vez realizado el ICSI convencional o el ICSI con HA los oocitos microinyectados
se colocaron en gota dentro de una placa de cultivo Ref. 353002 con medio Global
Medium de Life Global cubierto por aceite mineral de Life Global durante 17-20
horas en la incubadora Galaxy a 37°C y 5% de CO2 . Una vez transcurrido este
tiempo para poder observar si el ovocito microinyectado a fecundado, se evaluo si

existe la presencia de los dos pronudcleos y dos corpusculos polares.

Al tercer dia se reevaluaron por criterios morfolégicos como son el niumero e
igualdad de las blastomeras; el porcentaje, tipo de fragmentacion y presencia de
vacuolas. Se sigue un sistema de gradacién para clasificar los embriones, desde la
categoria | a la IV. El grado | se asigna al embrién con 6ptima calidad y el IV a los
que menos. A cada uno se le asigna el nimero de blastbmeros que se encuentran

en cada embrioén.

Al quinto dia se volvio a evaluar a los embriones para saber cuantos de ellos han
llegado hasta la etapa de blastocisto. Los criterios morfologicos se basan en la
calidad de masa celular interna, el trofoctodermo, células muertas y el tamafio. El

sistema de gradacion se clasifica desde el tamafio como blastocisto inicial,



intermedio, expandido o hatching; masa celular interna vy el trofoctodermo desde la

categoria A siendo el de mejor calidad hasta la C con menor calidad.

5.5.5 Transferencia embrionaria

Al evaluar los embriones segun sea su calidad se decidi6 el dia de la transferencia
embrionaria pudiendo ser tercer o quinto dia. La paciente receptora se debe aplicar
la progesterona por via vaginal en 6vulos o por medio de ampollas. A la paciente
se le realizé un seguimiento endometrial para saber cuales son las concentraciones
de estradiol de la paciente. EI endometrio debe tener un grosor mayor o igual a 6
mm. Se introdujo en la cavidad uterina un catéter con sonda flexible, junto con una

pequefia cantidad de medio de cultivo y los embriones seleccionados.

5.5.6 Diagnostico de embarazo o aborto

Después de 13 dias de la transferencia embrionaria se tiene como diagndstico
precoz de embarazo o embarazo bioquimico la medicién cuantitativa de la
concentracion de B-hCG en sangre. En los casos que fueron positivos, se cité a la
paciente a consulta a los 15 dias del andlisis para confirmar el embarazo mediante
ecografia. Cuando fue negativo se interrumpié la medicacién y en un plazo de tres
meses se podra iniciar un nuevo ciclo. Cuando hubo ausencia de latido fetal tras la

ecografia positiva, nos confirmo la presencia de un aborto.

5.5.7 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en este trabajo se realizo
mediante el programa estadistico IBM SPSS Statistics 20.0.1. Para comparaciones

de datos con distribucién no paramétrica se utilizé el test de chi cuadrado.



Los valores de las variables continuas, son expresados como medias. Los valores
de variables categoricas son expresados como porcentajes. Los valores de P

menores de 0.05 son considerados como indicativos de significacion estadistica.

5.5.8 Aspecto ético

Actualmente en el Peru las técnicas de reproduccion asistidas no se encuentran
reguladas por algun aspecto ético. Sin embargo, existen numerosos centros
privados que ofrecen tratamientos de reproduccion asistida de alta y baja
complejidad y se rigen basicamente mediante autorregulacion, difiriendo en los tipos
de tratamiento, los costos y el enfoque de practicas problematicas. Las clinicas que
ofrecen tratamientos de alta complejidad incluyen tanto la posibilidad de acudir a la
ovodonacion, el diagndstico preimplantatorio y la crioconservacion de embriones. El
acceso a los tratamientos contra la infertilidad ha sido considerado dentro de los
derechos reproductivos y, l6gicamente, del derecho a la salud, a beneficiarse de los
adelantos de la tecnologia y al proyecto de vida. (Siverino-Bavio P. 2012)

Al ser este un trabajo retrospectivo, se ha pedido consentimiento a la clinica para
poder usar sus datos con proposito de investigacion, cuidando la identidad de cada
paciente. CARTA 1.



VI. RESULTADOS

Nuestro objetivo en este trabajo es evaluar el impacto del procedimiento de
seleccidon espermatica por acido hialurénico en los resultados de los ciclos de
reproduccion con ovocitos de donante. Se realizé un estudio retrospectivo con 187
ciclos de pacientes transferidas comparando 153 pacientes que se realizaron ICSI
convencional y 34 pacientes que se realizaron ICSI con &cido hialurénico. No se
encuentra diferencia significativa entre la edad del varén, el volumen, concentracion,
motilidad espermatica, el nimero de ovocitos inyectados, fecundados y embriones
transferidos. La edad media de las donantes de los ovocitos para ICSI convencional
es de 22 y para ICSI con acido hialurénico es de 23, en pacientes receptoras de los
ovocitos para ICSI convencional es de 41 y para ICSI con acido hialurénico es de
42, en caso de varones para ICSI convencional es de 41 y para ICSI con &cido
hialurénico es de 40.5. La media del volumen seminal de pacientes para ICSI
convencional es de 2.0 ml y para ICSI con &cido hialurénico es de 2.5 ml. La media
para la concentracion espermatica en pacientes para ICSI convencional es de 44
millones por mililitro y para ICSI con &cido hialurénico es de 47 millones por mililitro.
La media para la motilidad espermatica en pacientes para ICSI convencional es de
50% y para ICSI con &cido hialurénico es de 50.5%. La media de los ovocitos
inyectados para ICSI convencional es de 8 y para ICSI con &cido hialurénico es de
7. La media de los ovocitos fecundados para ICSI convencional es de 7 y para ICSI
con acido hialurénico es de 6.5. La media de los embriones transferidos para ICSI
convencional es de 2 y para ICSI con acido hialuronico es de 2. (TABLA 4)

No existe diferencia significativa entre la tasa de embarazo bioquimico, embarazo
clinico, abortos y tasa de blastulacion. El porcentaje de pacientes que llegan a
embarazo bioquimico presentando Beta-HCG positivo por transferencia para ICSI
convencional es de 80.39% y ICSI con &cido hialurénico es de 76.47%. El porcentaje
de pacientes que llegan a embarazo clinico por transferencia para ICSI
convencional es 74.5% y ICSI con acido hialuronico es 70.58%. El porcentaje de la

tasa de aborto por transferencia para ICSI convencional es 12.28 % y ICSI con acido



hialurénico es 16.6% (TABLA 5) %. El porcentaje de la tasa de blastulacién para
ICSI convencional es 46.06 % y ICSI con acido hialurénico es 44.63% (TABLA 5)



VIIl. DISCUSION

Actualmente la infertilidad afecta un 15% de parejas en edad reproductiva, este se
convierte ya en un problema no solo médico sino mundial (Mascarenhas et al.,
2012). Es por esta razon que el desarrollo de los tratamientos de reproduccion
asistida nos da la posibilidad de aumentar las posibilidades de éxito reproductivo
(Khorram et al., 2001; Chemes y Alvarez Sedo, 2012). Para evaluar la capacidad
fecundante del varén se realiza el andlisis del semen que constituye la Unica
herramienta diagndstica y prondstica. Pero por el contrario, nos limita en casos
donde la infertilidad es de origen desconocido (Guzick et al., 2001; Lewis, 2007;
Garrido et al., 2008).

Dentro de las técnicas usadas en reproduccion asistida surgio el ICSI, (Carrell DT.
Et al 2007) la cual permiti6 aumentar las tasas de fertilizacion, mejorando los
resultados en reproduccion asistida. Por lo contrario, las tasas de embarazo siguen
siendo relativamente bajas (Wright et al., 2008). El riego que existe con esta técnica
es el aumento de inyectar espermatozoides con anomalias genéticas o funcionales
(Parmegiani L. et al., 2010 ) ya que se ha demostrado que observar con un aumento
convencional para ICSI (400X), no son parametros fiables para la prediccion de la
integridad de la cromatina ni de la ausencia o presencia de aberraciones
cromosomicas numéricas (Celik-Ozenci et al., 2004)

Otros autores indican que la fragmentacion en el DNA no se relaciona con peores
resultados de FIV/ICSI (Esbert et al.,, 2011), ni con aneuploidias en el
espermatozoide o en el embrion en casos de aborto recurrente (Bonet et al., 2012).
Pero son numerosos los autores que indican que el dafio del ADN si esta
relacionado con bajas tasas de embarazo y el aumento del riesgo de aborto en
técnicas de ICSI (Zini et al., 2008) Por este motivo es que el ICSI convencional es
un punto critico, donde es importante buscar la seleccion espermatica previa.

El acido hialurénico (AH) tiene una funcion de seleccion natural del espermatozoide.
La capacidad del esperma para unirse a AH se puede utilizar para evaluar la

madurez de esperma (Huszar G.et al., 2007 ) . Los espermatozoides inmaduros



también muestran una mayor retencion de la creatina quinasa y otras enzimas
citoplasmaticas, aumento de los niveles de peroxidacion de lipidos y la consecuente
fragmentacion de ADN, y una morfologia anormal de espermatozoides (Huszar G.
et al., 2007) El estatus cromosomica Yy la integridad de la cromatina no son
predecibles en la observacion de la dimension y forma de los espermatozoides
(Celik-Ozenci, C et al., 2004) Los ovocitos que son fertilizados con espermatozoides
con ADN dafiado puede conducir a un mayor riesgo de pérdida del embarazo (Zini
et al., 2008).

El objetivo de nuestro trabajo comparar los resultados entre técnica de ICSI
convencional y la técnica de ICSI con AH y evidenciar si esta Gltima puede mejorar
las tasa de embarazo en pacientes mujeres que van dirigidas a ovo donacion en
técnicas de reproduccién asistida.

Se transfirieron solo embriones de buena calidad a 187 pacientes. Se analizo la tasa
de aborto y embarazo. Siendo 153 transferencias para ICSI convencional y 34
transferencias para ICSI con AH. Para evitar el sesgo que puedan causar los
ovocitos en los resultados, se utilizaron ambas técnicas ovocitos de donantes sanas.
Actualmente existe una gran controversia y muy poca unanimidad en cuanto a los
resultados obtenidos con este método. En general los estudios apuntan que no
mejora la fertilizacion con PICSI (Lazarevic et al., 2010; Kovacs et al., 2011) ni en
ICSI (Balaban et al., 2003; Parmegiani et al., 2010).

Sin embargo, Ye et al., 2006 encontraron una correlacion positiva significativa entre
la fertilizacion y el ICSI con AH, y Nasr-Esfahani y su grupo (2008), obtuvieron tasas
de fertilizacién significativamente mas elevada en ICSI con AH.

En nuestro trabajo no se obtuvo diferencias significativas en la tasa de embarazo,
al igual que Nasr-Esfahani et al., 2008 donde se realiz6 un estudio sobre 50 parejas
con infertilidad masculina obteniendo fertilizacién significativamente mas alta en el
grupo AH, pero sin diferencias en las tasas de division y calidad embrionaria, y
tampoco en implantacion y embarazo clinico. Se encontraron datos similares en un
estudio realizado por Van der Bergh et al., 2009 donde se utilizé las técnicas de ICSI
convencional e ICSI con AH en 44 pacientes inyectando a los ovocitos de forma
aleatoria, la cual no se observo diferencias respecto a las tasas fertilizacion, tasas

de transferencia, n° de embriones y calidad de éstos.



El grupo de Parmegiani (2010) realizé un estudio con 232 pacientes a los que de
manera aleatoria se realiz6 ICSI convencional e ICSI con AH, obteniendo
diferencias significativamente mas altas en calidad embrionaria y en el ratio de
desarrollo embrionario con ICSI con AH; sin embargo tampoco obtuvieron
diferencias en fertilizacion, embarazo, implantacion ni aborto.

Al no encontrar diferencias significativas entre las dos técnicas realizadas, esto
podria deberse al que las transferencias embrionarias se han realizado solo con
embriones viables y de 6ptima calidad. Lo cual indica, que los embarazos no estan
influenciados por el tipo de seleccidon espermética utilizado, sino por la calidad de
los embriones transferidos.

Sauerbrun-CutlerM.-T. et al., 2013 demostraron en su trabajo realizado que no
existe diferencia significativa entre ICSI y PICSI sin embargo hubo una tendencia a
aumentar las tasas de fertilizacion para PICSI. Esto nos puede indicar que debemos
de seleccionar muestras espermaticas con pronosticos mas bajos para ser
sometidos a PICSI.

En relacién con la tasa de aborto Balaban et al., 2003 realizo un estudio en el que
a 48 pacientes se les realiz6 ICSI con AH y a 44 con ICSI convencional, no
obteniendo diferencias significativas en fertilizacion, division, calidad embrionaria,
embarazo, implantacion ni en abortos. Sin embargo, Worrilow et al., 2007 realizo un
estudio con 240 pacientes donde observé una tendencia de disminucion de los
abortos con el uso de AH. En nuestro caso, el estudio no se encuentra diferencias
significativas entre ICSI convencional e ICSI con AH.

En los estudios previos realizados se ha utilizado ovocitos de pacientes infértiles
donde se puede ver influenciado la calidad intrinseca de los ovocitos propios frente
al estudio realizado con évulos de donantes sanas (Programa de ovo-donacion-
CEFRA) cuya ventaja es tener una poblacion homogénea con évulos de calidad
optima y fertilidad comprobada. Otra de las razones podria ser que tenemos que
el grupo de estudio de ICSI con acido hialurénico el tamafio de muestra es menor
frente al ICSI convencional. Finalmente, aun nos queda duda si seguimos usando
la técnica de ICSI convencional como rutina o si buscamos como alternativa el uso

de la técnica de ICSI con AH.



VIII. CONCLUSIONES

1.- No se encontrd diferencias significativas en las tasas de embarazo obtenidas
entre la técnica de seleccion espermética convencional frente a los procedentes de

seleccidon espermatica con AH.

2.- La tasa de embarazo esta correlacionada con la calidad de los embriones
transferidos.

3.- No se encontré diferencias significativas en las tasas de aborto en las pacientes
a las que se les transfiere al menos un embridn de buena calidad procedente de las

técnicas usadas.



|X. RECOMENDACIONES

Se deberia investigar mas sobre la técnica de ICSI con acido hialurénico para
obtener informacion mas confiable, ayudando en forma conjunta al equipo médico
y de laboratorio a orientar mejor las decisiones clinicas y de laboratorio segun sus
probabilidades de éxito. Esta informacién nos ayudara a poder proporcionar a las
parejas informacion mas exacta acerca de las probabilidades de éxito a priori segun
sea la técnica que se usara para realizar su procedimiento. Esto a su vez ayudara
a las parejas a tomar sus decisiones con mayor grado de confianza respecto al

procedimiento a realizarse.
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XIl. ANEXOS

TABLA 1 BHCG Positivo ICSI vs PICSI

Seleccién espermética
Total
ICSI PICSI
BHCG No 30 19.60%| 8 23.53% 38
positivo  |S;j 123 80.39%| 26  76.47% 149
Total 153 34 187
TABLA 2 Embarazo clinico ICSI vs PICSI
Seleccion espermatica
! P ! Total
ICSI PICSI
Embarazo No 39 25.49%1 10 29.41% 50
clinico Si 114  7450% (24  70.58% 137
Total 153 34 187
TABLA 3 Aborto ICSI vs PICSI
Seleccion espermatica
Total
ICSI PICSI
No 100 87.72%|20 83.40% 120
Abortos -
Si 14 12.28% | 4 16.60% 18
Total 114 24 138




TABLA 4. Estadisticas descriptivas de las diferencias entre medias y desviacion estandar

entre ICSI convencional y ICSI con Acido Hialurénico, segun variables.

ICSI PICSI
VARIABLES Media SD Media SD p - value
Edad DT (X) 22 3.38 23 4.8 0.119
Edad Receptora 41 4.49 42 3.04 0.084
Edad Vardn (Y) 41.0 59 40.5 54 0.909
Volumen Seminal (mL) 2.0 1.4 2.5 1.13 0.242
Concentracion SPZ (x million/mL) 44.0 34.3 47.0 35.4 0.940
Motilidad Espermatica (%) 50.0 14.0 50.5 134 0.246
# Ovocitos inyectados 8.0 1.8 7.0 2.4 0.668
# Ovocitos fecundados 7.0 1.9 6.5 2.3 0.237
# Embriones de buena calidad 3.0 1.68 4.0 1.66 0.609
# embriones transferidos 5 dia 2.0 0.3 2.0 0.3 0.957
TABLA 5. ICSI convencional versus ICSI - AH
Transferencia 5to dia ICSI PICSI p - value
Beta HCG positivo(%o) 80.39% 76.47% 0.639
Embarazo Clinico (%) 74.50% 70.58% 0.401
Aborto (%) 12.28% 16.60% 1
Tasa de blastulacion (%) 46.06% 44.63% 0.543
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