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RESUMEN

Hasta ahora, el uso de espermatozoides extraidos del testiculo se limitaba a
varones con azoospermia como unico método para obtener descendencia bioldgica. Sin
embargo, se ha propuesto su utilizacién como estrategia clinica para mejorar los
resultados reproductivos en parejas con una elevada fragmentacion del ADN en el

eyaculado, con infertilidad masculina severa e incluso, cuando presentan ciclos previos

de ICSI fallidos.

Diferentes estudios demuestran que la utilizacion de espermatozoides testiculares
aumenta de forma significativa las tasas de embarazo y de nacidos vivos, al mismo tiempo
que reduce la probabilidad de aborto. Una de las razones podria deberse al menor dafio
genomico de los espermatozoides testiculares en comparacion con los del eyaculado que
se ha demostrado tanto en modelos animales como en humanos. No obstante, se ha
observado una mayor tasa de aneuploidias en los espermatozoides del testiculo, sobre

todo cuando existe mala calidad seminal.

Por el momento, ningun estudio publicado ha evaluado la ploidia de los embriones
obtenidos en estas parejas, lo cual hace necesario explorar esta cuestion para asegurar la
inocuidad de esta estrategia antes de su aplicacion. Nosotros hipotetizamos que la mejora
en los resultados reproductivos de los pacientes con elevada fragmentacion del ADN y
oligozoospermia severa viene de la mano de una mejora en la calidad de los embriones
generados y un aumento en la proporcion de embriones euploides, lo que se traduce en

un mayor nimero de embriones disponibles para la pareja.

El presente trabajo de tesis doctoral trata de demostrar un aumento significativo del
nimero de embriones cromosdmicamente normales disponibles para transferir gracias al
uso de espermatozoides testiculares en varones con una fragmentacion del ADN en el

eyaculado superior al 30%, con oligoozospermia severa y/o fallos de ICSI.

Para ello, se ha abordado esta cuestion a través de los siguientes objetivos secundarios:
a) demostrar diferencias en el indice de fragmentacion del ADN de los espermatozoides
procedentes del eyaculado y los testiculares; b) demostrar diferencias en los parametros
de calidad embrionaria entre los embriones procedentes de espermatozoides del
eyaculado y los de biopsia testicular; c) evaluar la tasa de aneuploidias de los

espermatozoides de eyaculado y los espermatozoides testiculares; y d) demostrar



diferencias en las distintas medidas de éxito reproductivo por transferencia embrionaria,

con el uso de espermatozoides de eyaculado y de espermatozoides de biopsia testicular.

Gracias a la consecucion de estos objetivos se ha demostrado que el cambio a
espermatozoides testiculares con un grado de fragmentacion del ADN menor para la ICSI
resulta en una mayor proporcion de blastocistos de buena calidad, aunque la tasa de
euploidia embrionaria no difiere significativamente entre ambos tipos de
espermatozoides. No obstante, ambos factores son cruciales para mejorar el éxito

reproductivo de estas parejas.
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INTRODUCCION



La infertilidad

La infertilidad segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se define como una
enfermedad del sistema reproductivo femenino y/o masculino que consiste en la
imposibilidad de conseguir un embarazo después de 12 meses de relaciones sexuales
habituales sin proteccion. La infertilidad puede ser primaria, cuando no se consigue
concebir un embarazo, o secundaria, si después de una gestacion previa no se logra gestar
(World Health Organization, 2023).

Actualmente, se calcula que alrededor de 48 millones de parejas en el mundo tienen
problemas de fertilidad, y se considera que esta prevalencia tiene una tendencia al alza
(Adamson GD et al., 2023). Entre un 25-30% de los casos, la infertilidad es ocasionada
por factores femeninos, un 20-30% de las veces se debe a factores masculinos, y entre un
25-40% por problemas en ambos miembros de la pareja. Ademas, entre un 10-20% de las
veces queda designada como de origen desconocido o idiopatica. Las causas de la
infertilidad son variadas, tal y como queda recogido en la siguiente Tabla 1 (Mélodie &
Christine, 2018).

Tabla 1. Origen de la infertilidad segin causas y sexo (Modificado de Mélodie &
Christine, 2018).

En ambos sexos
- Hipogonadismo hipogonadotrofico
- Hiperprolactinemia
- Alteraciones en la funcion ciliar
- Fibrosis quistica
- Infecciones
- Enfermedades sistémicas: diabetes, enfermedades autoinmunes, hipotiroidismo, etc.
- Estilo de vida: dieta, actividad fisica, estrés, obesidad, tabaquismo, alcohol, etc.

Factores femeninos
- Insuficiencia ovérica primaria
- Sindrome de ovario poliquistico (SOP)
- Endometriosis
- Fibromas uterinos
- Pélipos endometriales

Factores masculinos
- Deficiencias testiculares: enfermedades genéticas, criptorquidia, varicocele
- Deficiencias/alteraciones post-testiculares: disfunciones eyaculatorias

Para hacer frente a los problemas de fertilidad en los ultimos afios se han desarrollado
diferentes técnicas de diagndstico y tratamientos. Desde el nacimiento del primer recién
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nacido por fecundacion in vitro (FIV) en 1978, y posteriormente con la aparicion de la
Inyeccidn intracitoplasmética de espermatozoides (ICSI) en 1992 (G. Palermo et al.,
1992), cada afio se registran mas de 3 millones de ciclos de tratamientos de reproduccion
asistida (TRA) en todo el mundo (Adamson GD et al., 2023), obteniéndose alrededor de

un millon de bebés nacidos por afio.

Las TRA que se han desarrollado son la inseminacion artificial (1A), la FIV, y la ICSI,
siendo, respectivamente, procedimientos de menor a mayor complejidad técnica e
invasividad. De manera resumida, la IA consiste en depositar mediante una canula el
semen procesado capacitado en el tracto reproductor femenino, generalmente en el Gtero.
Esta puede ser con el semen de la pareja (IA Homdloga) o con semen de un donante (1A
Donante). La técnica FIV consiste en obtener un nimero elevado de ovocitos tras la
estimulacion ovarica controlada y que tras la puncion folicular se depositan en gotas de
medio con espermatozoides previamente capacitados, simulando el proceso de
fecundacién. Posteriormente, los cigotos obtenidos se dejan en cultivo hasta obtener
embriones aptos para su transferencia al Utero. Por ultimo, la ICSI consiste en
microinyectar un espermatozoide previamente seleccionado por su motilidad y
morfologia en el citoplasma de un ovocito maduro mediante un microscopio
micromanipulador. Tras la microinyeccion, el ovocito se deja en cultivo para continuar
su desarrollo hasta el estadio embrionario apto para su transferencia al Utero. En estas dos
ultimas técnicas, se pueden utilizar tanto gametos propios como donados en el caso de
que uno o ambos miembros de la pareja no puedan hacer uso de sus propios gametos.
Actualmente, la técnica més utilizada a nivel mundial es la ICSI (The European IVF
Monitoring Consortium (EIM) et al., 2022).

Ante la creciente demanda, en los ultimos 30 afios el continuo desarrollo y el
perfeccionamiento tecnoldgico de las TRA ha permitido que los casos mas severos de
infertilidad tanto masculina como femenina puedan conseguir descendencia. Fue
especialmente destacable la invencion de la ICSI para los casos mas graves de infertilidad
por factor masculino, ya que solo se requiere de un espermatozoide por ovocito para llevar
a cabo la técnica y dar lugar a un embrion. Gracias a ella, varones diagnosticados con
oligozoospermia severa, oligoastenoteratozoospermia, e incluso con azoospermia,

pueden obtener descendencia bioldgica.
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El espermatozoide y la infertilidad masculina

De manera general, los problemas de fertilidad se asocian mas a factores femeninos que
a factores masculinos, ya que la edad bioldgica de la mujer juega un papel determinante
en las probabilidades de concepcion natural que tiene la pareja. Sin embargo, no se debe
olvidar el papel fundamental que presenta el espermatozoide en la concepcion (Vallet-
Buisan et al., 2023), ya que, como se ha comentado previamente, la infertilidad masculina

afecta a un 20-30% de las parejas en edad reproductiva.

El espermatozoide es una célula que, pese a su pequefio tamafio, esta altamente
especializada y cumple muchas funciones esenciales mas alla de ser el mero transportador
del material genético paterno. Esta célula tiene que abandonar su ambiente fisiologico
para adentrarse en el aparato reproductor femenino y viajar por €l hasta encontrarse con
el 6vulo a través de un ambiente hostil. Una vez alcanza al ovocito en las trompas de
Falopio, el espermatozoide tiene que haber sufrido el proceso de capacitacion y reaccion
acrosomica para ser capaz de atravesar las células de la granulosa que protegen al 6vulo

y poder penetrar su membrana citoplasmatica.

La capacitacion es un proceso fisioldgico que solo ocurre en los mamiferos mediante la
cual el espermatozoide sufre cambios en su membrana y en sus componentes
intracelulares haciéndolo habil para nadar y adentrarse en el ovocito (Molina et al., 2018).
De esta manera, solo el espermatozoide capacitado es capaz de fecundar un ovocito. En
este proceso intervienen diversas moléculas, generalmente proteinas de membrana que a
través de cascadas de sefializacion activan procesos celulares cruciales para iniciar la
fecundacién del ovocito y el posterior desarrollo embrionario. Entre estas moléculas
encontramos 1ZUMOQO1, presente en la membrana ecuatorial del espermatozoide
(Hirohashi & Yanagimachi, 2018; Inoue N et al., 2005), y que participa en la union del
espermatozoide a la membrana del ovocito mediante el receptor llamado JUNO (Bianchi
et al., 2014). Una vez que se produce esta union las membranas de ambos gametos son
capaces de fusionarse y el espermatozoide se engulle por el citoplasma ovocitario. Otras
moléculas que también podrian estar implicadas en la fecundacion del ovocito portadas
por el espermatozoide son la Galactina-3, CD151, TMEM©95 y HE4, entre otras (Vallet-
Buisan et al., 2023).

Pero no solo a través de la unién del espermatozoide a los receptores ovocitarios se
produce la fecundacion. Es necesaria ademas la activacion del ovocito, y para ello se ha

demostrado que es esencial la presencia de oleadas de calcio intracelular periodicas, que
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activarian la maquinaria celular para la consecucion de la segunda meiosis ovocitariay la
fusion de los gametos en uno solo nucleo o singamia. En este proceso también estaria
implicada una molécula espermatica que funcionaria como un factor de activacion
ovocitaria: la fosfolipasa C zeta (PLCz). Diversos estudios han demostrado que la
ausencia parcial o total de esta molécula se asocia con una activacion deficiente de los
ovocitos (Kashir et al., 2011, 2018) y fallos de fecundacion tras ICSI (Hachem et al.,
2017; Nozawa et al., 2018).

Otra de las aportaciones cruciales del espermatozoide al desarrollo embrionario son los
centriolos, organulos requeridos para las divisiones celulares, la formacion y organizacién
del citoesqueleto celular, y la formacién y movimiento de cilios y flagelos. El
espermatozoide humano contiene dos centriolos localizados en la zona del cuello: el
centriolo proximal y el centriolo distal (Vallet-Buisan et al., 2023), al contrario que el
ovocito, cuyos centriolos son eliminados durante la ovogénesis (Simerly et al., 2018). Por
ello, es imprescindible que el espermatozoide aporte este organulo para dirigir las
siguientes divisiones celulares que daran lugar a un embridn. Las alteraciones en esta
estructura estan relacionadas con bloqueo en el desarrollo embrionario y en una baja tasa

de fecundacion (Jaiswal et al., 2022).

Por otro lado, se encuentra la contribucion de elementos moleculares como los transcritos
de acidos ribonucleicos (ARN) (codificantes y no codificantes), proteinas y
modificaciones epigenéticas del genoma paterno que ayudan a la correcta expresion
genética paterna y el desarrollo del embrion (de Castro et al., 2023). Aun se desconoce
muchas de las funciones de los ARN, pero gracias al avance en la secuenciacion de acidos
nucleicos se ha permitido detectar la presencia de estas moléculas en el espermatozoide
y su funcion, no solo en durante la espermatogénesis y la protaminacion del nucleo
espermatico, sino también en la fecundacion y en el desarrollo embrionario temprano
antes de la activacion del genoma propio del embrion. Ademas, se han detectado
diferentes proteinas espermaticas gracias a la espectrometria de masas, y aunque su papel
queda aun por elucidar debido a la complejidad de su medicion, se han relacionado con
la fecundacion y en el desarrollo embrionario pre-implantacional (Amaral et al., 2014;
Castillo et al., 2018).

Asimismo, el nucleo paterno presenta una conformacion especial denominada toroide que

lo hace unico. La cromatina espermatica se encuentra en su mayoria altamente

condensada por la presencia de unas nucleoproteinas especiales denominadas protaminas
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en vez de las histonas que se encuentran en el resto de las células somaticas y en el
ovocito, dejando un porcentaje pequefio de histonas con sus respectivas modificaciones
epigenéticas que regulan la expresion génica (Gold et al., 2018). Esta conformacion en
forma de hipercompactacién genera un menor acceso al acido desoxiribonucleico (ADN)
espermatico y a su vez regula la expresion del genoma paterno durante la fecundacion.
Por ello, antes de su activacion, se debe producir una reprogramacion del nucleo que
implica la descondensacion de la cromatina y la sustitucion de las protaminas por
histonas, haciendo de nuevo accesible la cromatina paterna a la transcripcion. Errores en
alguno de los procesos de activacion/desactivacion de la cromatina paterna se relacionan
con alteraciones en el desarrollo embrionario, baja calidad embrionaria, abortos, e incluso
la aparicion de enfermedades congénitas relacionadas con el imprinting (Vallet-Buisan et
al., 2023). Por ultimo, tampoco se puede olvidar el papel del plasma seminal que
acomparia a los espermatozoides ya que tiene diversas propiedades para permitir la
supervivencia y capacitacion de los espermatozoides a lo largo de su recorrido. Contiene
sustancias que ayudarian a preparar el endometrio y mejorar la anidacion del embridn

cuando este llegue al atero (Bromfield et al., 2014; Ibrahim et al., 2019).

Asi pues, es muy importante la calidad del espermatozoide implicado en el proceso de
fecundacién porque estd directamente relacionada con la viabilidad del embrion
concebido y, por ende, el éxito del tratamiento. Actualmente, la evaluacion de la calidad
de la muestra seminal se realiza a través de pardmetros cualitativos y cuantitativos
siguiendo los criterios establecidos por la OMS (World Health Organization, 2021).
Mediante los parametros cualitativos (0 macroscépicos) se evalla el aspecto, color,
consistencia 'y pH de la muestra de semen en fresco; con los parametros cuantitativos (o
microcdpicos) se determina la concentracion de espermatozoides, el numero de
espermatozoides moéviles y su morfologia y la vitalidad. Dependiendo de estos valores,
se establecen categorias que indican la calidad de la muestra seminal (Tabla 2).

Sin embargo, el analisis basico del semen tiene una precision limitada para determinar si
el varon es fértil o infértil y un escaso valor predictivo del éxito reproductivo (Patel et al.,
2018), ya que este analisis no es capaz de evaluar defectos intrinsecos del espermatozoide
que pudieran dificultar su funcion. Los valores de referencia establecidos para cada
parametro seminal han evolucionado a lo largo de los afios, pero estos han sido criticados
por la variacion bioldgica entre individuos y los diferentes grupos étnicos existentes y no

tener en cuenta el factor femenino. De hecho, los parametros de normalidad establecidos
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en el ultimo manual (World Health Organization, 2021) se considerarian anormales hace
20 afos (Agarwal et al., 2021).

Tabla 2. Parametros seminales establecidos en el tltimo manual de la OMS 2021 (World
Health Organization, 2021).

Parametro Limite de referencia Nomenclatura
Volumen >1,4 ml Hipospermia
Concentracion > 16 mill/ml Oligozoospermia / Criptozoospermia / Azoospermia
Movilidad progresiva >30% Astenozoospermia
Movilidad total >42% Astenozoospermia
Morfologia > 4% Teratozoospermia
Vitalidad > 58 vivos Necrozoospermia
Leucocitos <1 mill Leucospermia

Curiosamente, alrededor del 15% de los hombres tienen parametros seminales dentro del
intervalo de referencia normal y se diagnostican como infértiles (S. C. Esteves et al.,
2014; Hamada et al., 2012). En consecuencia, diversos estudios han tratado de
correlacionar la calidad de las muestras seminales con los resultados clinicos y el
prondstico reproductivo, pero todos han fallado en encontrar el parametro que mejor
prediga la probabilidad de embarazo. Un antiguo estudio (Ombelet et al., 1997) demostrd
la falta de prediccidn de los parametros seminales, tanto Unicos y como combinados entre
ellos, para diferenciar hombres fértiles de los subfértiles mediante las curvas ROC
(Caracteristica Operativa del Receptor). La morfologia fue el parametro que obtuvo la
puntuacion predictiva mas alta (78%) con un valor de corte del 10%, pero resaltaron que
es importante utilizar una combinacion de parametros espermaticos para predecir mas

adecuadamente el estado de fertilidad de un hombre.

Ademas, el analisis del semen convencional es un método altamente subjetivo y carece
de estandarizacion por ser manual y operador-dependiente (Filimberti et al., 2013;
Mallidis et al., 2012), junto con la gran variabilidad que presentan las muestras seminales
de un mismo sujeto en el tiempo como para poder establecer un diagnéstico definitivo.
Debido a ello, en los ultimos afios se han desarrollado pruebas analiticas complementarias
al analisis basico del semen que permitan obtener mas informacion sobre la calidad de la
muestra seminal y la funcionalidad del espermatozoide para un diagnostico mas acertado

del origen de la infertilidad masculina.

- Andlisis CASA
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El anélisis CASA (el acrénimo de Computer-Assited Sperm Analysis 0 Analisis de semen
asistido por ordenador) es una evaluacion mas especifica y profunda de la célula
espermatica mediante un sistema computacional. Este sistema informético se basa en la
captura de imagenes mediante un microscopio optico en forma de fotogramas, que son
digitalizados y posteriormente analizados mediante algoritmos especificos. Fueron
introducidos en el laboratorio hace méas de 30 afios con el objetivo de reducir la
subjetividad presente en el andlisis basico del semen y la variabilidad intra- e inter-
observador (Mortimer, 2000).

Actualmente, los sistemas CASA son semiautomaticos o estan totalmente automatizados
con diferentes algoritmos. De forma general, estos sistemas son capaces de evaluar la
cinematica y motilidad espermatica, la concentracion, la cantidad de espermatozoides
moviles progresivos, la vitalidad, e incluso la fragmentacién del ADN espermatico
(Dearing et al., 2021). La alta precision y el anélisis detallado de los paradmetros
cinematicos (velocidad de movimiento, relaciones de velocidad y bateo) de los
espermatozoides son las dos principales ventajas de CASA sobre los métodos manuales,
que permite una categorizacion mas detallada de la muestra seminal sin los sesgos de la

observacion inter-personal (Baskaran et al., 2021).

Los sistemas CASA presentan como ventaja que son métodos automaticos de medicién
de un gran nimero de muestras, incrementa la reproducibilidad del andlisis, disminuye la
subjetividad del intra- e inter-operador, y permite la valoracion de caracteristicas
morfolégicas y cinéticas que un ojo humano mediante un microscopio Optico no puede
detectar (Dearing et al., 2021). Sin embargo, también presenta desventajas y limitaciones
como la necesidad de un equipamiento caro y personal entrenado, su precisién de analisis
disminuye cuando la concentracion de la muestra no estd dentro del rango 6ptimo del
equipo (entre 2-50 millones/ml de espermatozoides) y que caracteristicas inherentes de
las muestras seminales pueden entorpecer el analisis automatico, como una
hiperviscosidad, presencia de células redondas, debris celular y aglutinacion espermatica.
Ademas, los resultados de los distintos instrumentos no son comparables debido a la falta

de normalizacion de los sistemas CASA.

- Test de vitalidad

Las pruebas de vitalidad tienen el objetivo de diferenciar los espermatozoides vivos de
los espermatozoides muertos inmoviles en muestras que presentan una baja motilidad
progresiva (recomendado en muestras con menos del 40% de motilidad). Se basan en la
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permeabilidad de las membranas celulares a diferentes compuestos segun la integridad

que presenten. Existen dos métodos para evaluar la vitalidad espermatica.

Uno de ellos es la tincion eosina-nigrosina, que se basa en el principio de que las
membranas plasmaticas dafiadas, como ocurre en toda célula muerta, permiten la entrada
de tinciones impermeables al interior celular, mientras que los espermatozoides vitales
excluyen la tincion y permanecen sin colorear. Para realizarla, una muestra espermatica
se mezcla con un mismo volumen de solucion eosina-nigrosina y se visualiza en un
portaobjetos a un aumento de 1000X. Los espermatozoides muertos aparecen con un color
rosa claro-oscuro mientras que los espermatozoides vivos aparecen blancos, sin colorear,
sobre un fondo coloreado. Para calcular el porcentaje de espermatozoides vivos se
cuentan sobre 200 células el nimero de espermatozoides tefiidos (muertos) y no tefiidos
(vivos).

La otra prueba que se utiliza para evaluar la viabilidad espermatica es el test hipo-
osmético (HOS, Hypo-osmotic Swelling). Se fundamenta en que solo las células viables
con la membrana plasmatica intacta y funcionales a la permeabilidad pueden hincharse
en condiciones hipoosmoticas. De esta manera, se diferencian los espermatozoides vivos
de los muertos en base a la hinchazén del flagelo cuando estos son incubados en
soluciones hipoosméticas (Baskaran et al., 2021).

La solucion utilizada para ello es una mezcla de citrato de sodio dihidratado con D-
fructosa en agua pura. Una alicuota de muestra seminal se mezcla con la solucién
hipoosm@tica durante 30 minutos (en el caso de una prueba diagndéstica) o 5 minutos (si
los espermatozoides van a ser procesados para la técnica de reproduccién asistida) a 37°C,
y posteriormente se visualiza al microscopio éptico a 200X o 400X. Se evaltan un total
de 200 espermatozoides para calcular el porcentaje de espermatozoides vivos, que se

identifican por el enrollamiento de su flagelo y su engrosamiento (Baskaran et al., 2021).

- Ciencias 6micas.

Las ciencias omicas son una parte de la biologia molecular encargada de estudiar el
conjunto e interacciones de miles de moléculas dentro de una célula u organismo. En
referencia al espermatozoide, son cada vez mas los estudios dedicados a encontrar estas

moléculas, como proteinas (protedmica), ARN (transcriptomica) y metabolitos
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(metabolomica), que ayuden a identificar y diagnosticar las causas de la infertilidad

masculina, y que, ademas, sirvan como biomarcadores.

Cada vez esta siendo mas estudiada la transcriptomica del espermatozoide debido a que
esta célula es transportadora de ARNSs esenciales para el posterior desarrollo embrionario
(Garrido et al., 2008, 2013). El estudio de los ARN (codificantes y no codificantes) revela
la expresion génica de las células espermaticas, con la posibilidad de crear diferentes
perfiles de expresion segun la condicion de fertilidad/infertilidad del varon (Egea et al.,
2014). Por ello, gracias a técnicas como los microarrays y la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR) y/o reversa (RT-PCR) se han identificado diferentes
transcritos expresados de manera diferencial entre donantes fértiles y varones infértiles y
entre pacientes que consiguen embarazo y aquellos que no tras la aplicacion de las TRA
(Garcia-Herrero et al., 2011). Estudios moleculares mas recientes han definido la
presencia de ciertos microRNAs como biomarcadores de infertilidad idiopatica como
predictores del éxito de la ICSI (Llavanera et al., 2022).

En el caso de la metabolémica, se estudian metabolitos asociados a estados fisiol6gicos
o0 patoldgicos (Egea et al., 2014). Para ello, se evalUa tanto substratos del plasma seminal
como de las células espermaticas mediante técnicas quimioluminiscentes 0 mas
complejas y especificas como MALDI-TOF MS (espectrometria de masas (MS) de
Desorcion/lonizacion Laser Asistida por Matriz) y H-NMR (resonancia magnética
nuclear de protones) (Llavanera et al., 2022; Rivera-Egea et al., 2018%). Entre los
compuestos examinados se encuentran todos aquellos relacionados con el estrés oxidativo
y procesos inflamatorios (varicocele, prostatitis), o moléculas lipidicas relacionadas con
la probabilidad de embarazo tras ICSI (Rivera-Egea et al., 2018b) o como diagnosticas
de la condicidn de infertilidad (Tang et al., 2017).

En cambio, la protedmica evalla el conjunto de proteinas presentes en un momento dado
como resultado de la expresion génica. Existen numerosas técnicas complejas y sensibles
capaces de realizar un analisis de proteinas espermaticas (como el ensayo
inmunoenzimatico, LC-MS/MS (cromatografia liquida-espectometria de masas en
tandem), Western blot y citometria de flujo). Diferentes estudios han sefialado proteinas
que podrian ser utilizadas como biomarcadores de calidad espermatica, funcionalidad y
capacidad fecundante, presentes tanto en el plasma seminal como en la misma célula

espermatica (Llavanera et al., 2022; Martinez-Soto et al., 2018).
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- Fragmentacion del ADN espermatico

La fragmentacion del ADN del espermatozoide, en adelante FAE, consiste en la presencia
de roturas en la cadena de ADN, pudiendo ser en una o en ambas hebras. El origen de
estas roturas puede ocurrir tanto a nivel testicular como a nivel post-testicular, es decir, a

lo largo del recorrido que realizan los espermatozoides tras su salida del testiculo.

La causa de la FAE depende de numerosos factores; algunos de ellos son extrinsecos
(tabaquismo, consumo de sustancias toxicas, quimioterapéuticos, exposicién al calor,
contaminacion) y otros intrinsecos (relacionados con procesos madurativos incompletos,
apoptosis abortiva, estrés oxidativo (EO), infecciones y enfermedades). De todos ellos, el
gue mas impacto tiene sobre la aparicion de FAE es el estrés oxidativo por la presencia
de especies reactivas de oxigeno (ERO) (O2, H202, OH, etc.) en el ambiente espermatico
(Agarwal et al., 2014; Panner Selvam et al., 2020). De forma natural, ciertos niveles de
estas sustancias son vitales para procesos fisiolégicos como la apoptosis y la capacitacion
espermaticas para lograr la fecundacion, pero una sobreproduccion conlleva un efecto

deletéreo sobre la homeostasis espermética pudiendo perjudicar la integridad del ADN.

Existen diferentes pruebas capaces de cuantificar el nimero de espermatozoides que
presentan fragmentacién de la cromatina en relacion con el total de espermatozoides de
la muestra analizados. Las principales pruebas analiticas clinicas para medirla son las
siguientes: SCSA (Sperm Chromatine Structure Assay), ensayo Cometa alcalino, SCD
(Sperm Chromatine Dispersion) y TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated fluorescein-dUTP nick end labelling) (Dutta et al., 2020; S. C. Esteves et al.,
2020).Sin embargo, pese a la gran variedad de ensayos para su medicion, existe una falta
de estandarizacidn de los protocolos y un valor de referencia o punto de corte a partir del

cual establecer un bajo potencial fértil masculino.

FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

Como se ha expuesto anteriormente, la FAE se define como rupturas en una o en ambas
hebras del ADN del espermatozoide que puede ocurrir en mayor o0 en menor magnitud a
lo largo de toda la cadena, y que pueden afectar a la funcionalidad del espermatozoide.

Es un tema ampliamente estudiado debido a su posible implicacion reproductiva.
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Mecanismo de generacion

Tanto factores extrinsecos como intrinsecos pueden favorecer las rupturas en la cadena
del ADN del espermatozoide. Entre los factores extrinsecos encontramos sustancias
contaminantes (tabaco), radiaciones, una mala alimentacion, diferentes tipos de
medicamentos, infecciones testiculares o sistémicas, largos periodos de abstinencia y la
presencia de varicocele. Como factores intrinsecos se encuentran relacionados una
maduracion de las células germinales defectuosa, la apoptosis fallida o abortiva y el estrés

oxidativo (Agarwal, Majzoub, et al., 2020).

Se ha establecido que las ERO contribuyen en gran medida a la infertilidad masculina
(Agarwal et al., 2006), y aunque son necesarias para diferentes procesos fisiologicos que
debe sufrir el espermatozoide para cumplir su funcidén, como la capacitacion y la
apoptosis, tienen un efecto deletéreo cuando se presentan en niveles elevados o existe un
desbalance con los niveles de antioxidantes (J. A. Lee et al., 2019; Sharma et al., 2015),
con consecuencias perjudiciales para el gameto masculino. Los tipos de dafios que el
ADN puede sufrir incluyen el emparejamiento erréneo de bases, la pérdida de bases (sitio
abésico), las modificaciones de bases, los aductos y enlaces cruzados del ADN, los
dimeros de pirimidina y las roturas de cadena simple y doble (Agarwal, Majzoub, et al.,
2020) (Figura 1).

Figura 1. Tipos de dafio que pueden ocurrir en el ADN (Imagen modificada de Agarwal
et al 2020).
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La sensibilidad que presenta el espermatozoide a las ERO es debido a la conformacion
especial de su cromatina, diferente al resto de las células somaticas. En todas las células
del cuerpo humano, la cromatina se une a unas proteinas especiales denominadas
histonas, que se conforman de manera especial formando los nucleosomas. Estos
nucleosomas estan formados por algo menos de dos vueltas de ADN alrededor de un
conjunto de ocho histonas (Xu & Zhu, 2010). Estas histonas pueden sufrir modificaciones
postraduccionales (acetilacion, metilacién, fosforilacion, etc.) como mecanismo de
control de la expresion génica y el acceso a la transcripcion de los genes (Bartosovic et
al., 2021). Sin embargo, durante la espermiogénesis la mayoria de estas histonas son
sustituidas por otro tipo de proteinas nucleares denominadas protaminas, por lo que cada
nucleosoma inicial se tiene que desensamblar para que las protaminas se unan a la hebra
de ADN, conformando una estructura en bucle especializada muy compacta denominada
toroide (Derouchey et al., 2013; Steven Ward et al., 1991). Esta estructura toroidal es
fundamental en la formacion del espermatozoide (W. Li et al., 2014).

Los pasos clave de la remodelacion de la cromatina comienzan con la sustitucion de las
histonas por variantes histonicas, seguida de la hiperacetilacion, la rotura y reparacion de
las cadenas transitorias de ADN, la sustitucion por proteinas de transicion y, por dltimo,
la sustitucion por protaminas (Hao et al., 2019). La sustitucion de las histonas por sus
variantes de histonas se activa por la acetilacion, una modificacion epigenética que
desemboca en la relajacion y distension de la estructura de la cromatina. De todas ellas,
la variante de la proteina histona 2B es la mas comun en espermatozoides maduros y se
caracteriza por su localizacion en los telomeros de los cromosomas espermaticos y la falta
de poliadenilacion en el terminal 3'. Por otro lado, se piensa que las modificaciones
postraduccionales de los residuos de histonas, en particular la hiperacetilacion de la
histona H4, facilitan la accion de la topoisomerasa que conduce a la eliminacion de las
histonas mediante la apertura de la cromatina (Moretti et al., 2017). La topoisomerasa Il
induce especificamente las roturas de la cadena de ADN que permiten la sustitucion de
las histonas por proteinas de transicion (Giines & Kulag, 2013). Estas roturas transitorias
de la cadena de ADN son necesarias tras la retirada de las histonas con el fin de eliminar
los superenrollamientos de ADN libres para permitir el empaquetamiento del ADN
protaminico en el espermatozoide maduro (Hao et al., 2019). Una vez finalizada la
actividad de la topoisomerasa Il, la proteina de transicion 1 (TP1) y la proteina de

transicion 2 (TP2) proceden a reemplazar las variantes de histonas. La TP1 podria
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funcionar como una proteina de fusion del ADN que interviene en la eliminacion de
histonas, mientras que la TP2 desempefiaria su papel en la condensacién de la cromatina
con la adicion de las protaminas. Las protaminas 1y 2 (PRM1y PRM2) son las que se
encuentran en humanos, y proporcionan estabilidad a la cromatina espermatica con su
ensamblaje en el surco menor ademas de estimular la formacién toroidal en el
empaquetamiento de la cromatina (Hao et al., 2019). Todas estas proteinas que actdan
desde el nivel de histonas hasta las protaminas vienen reguladas a su vez por una proteina
reguladora denominada proteina de union a ADN de la helicasa de cromodominio 5
(Chd5) (W. Li et al., 2014; Zhuang et al., 2014).

Todos estos pasos necesitan ser realizados de manera coordinada y en los tiempos
adecuados para que la doble hebra de ADN quede bien protegida dentro del nucleo del
espermatozoide. En el momento en que uno de los pasos anteriores se altere o se realice
de forma deficiente, la cadena de ADN queda expuesta y se predispone dafios en forma
de roturas y mutaciones. Més especificamente, en el caso de la maduracion defectuosa,
las roturas de ADN que se producen durante la sustitucion de las histonas para aliviar la
tension torsional no son reparadas de nuevo por la topoisomerasa Il tras su accion,
quedando las hebras abiertas al exterior (Tamburrino et al., 2012) y originando
espermatozoides con el ADN fragmentado en el eyaculado.

En el caso de la FAE producida por una apoptosis fallida durante la espermatogénesis, se
encuentran espermatozoides con marcadores apoptéticos en el semen eyaculado debido a
que estas células escapan de la apoptosis iniciada por un defecto intrinseco propio y no
son eliminadas (Agarwal, Majzoub, et al., 2020; Kuchakulla et al., 2021; Shukla et al.,
2012). La apoptosis garantiza que ninguna célula germinal defectuosa se diferencie en
espermatozoides; sin embargo, el fracaso de este proceso puede dar lugar a la
acumulacion de espermatozoides que expresan la ruta Fas-FasL activa y las caspasas 8 0
10, lo que da lugar a una mala calidad espermatica (Muratori et al., 2015; Sharma et al.,
2015). La apoptosis abortiva durante la meiosis | es uno de los principales mecanismos
relacionados con la presencia de dafios en el ADN espermatico, ya que son células que
estaban destinadas a su eliminacion y la integridad de su material genético puede estar

comprometida.

En el caso del ataque directo por ERO, las bases del ADN sufren modificaciones y

transformaciones; la mas comdn es la formacién del aducto 8-hidroxi-20-

desoxiguanosina (8-OHdG) en areas donde la hebra no esta bien unida a las protaminas
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(Gawecka et al., 2015). De hecho, se ha encontrado una alta correlacion entre el nivel de
8-OHdG (principal marcador del estrés oxidativo del ADN) y la FAE (Tamburrino et al.,
2012). Ademas, se ha descubierto que el radical hidroxilo (HO-), la especie mas reactiva,
induce potencialmente dafios en el ADN de doble cadena en el espermatozoide a través
de la activacion de caspasas y endonucleasas espermaticas (Gonzalez-Marin et al., 2012;
Kuchakulla et al., 2018). Ademas, la FAE puede ser inducida indirectamente por los
subproductos de la peroxidacion lipidica (como el malondialdehido (MDA) y el 4-
hidroxinonenal (4HNE)), que pueden introducir aductos en algunas bases, como la 8-
OHdG, la 1,N6-etenoadenosina y la 1,N6-etenoguanosina, dando lugar a dafios en el
ADN (Aitken et al., 2013; Moazamian et al., 2015).

Determinacion del grado de FAE

Existen dos aproximaciones para evaluar el grado de dafio en la cromatina paterna; una
de ellas mide directamente el nivel de fragmentacion del ADN mediante el uso de sondas
y tintes, mientras que la otra mide la susceptibilidad del ADN a la desnaturalizacién, que
es mas comun en el ADN fragmentado (Majzoub et al., 2016; Shamsi et al., 2011). En la
actualidad, se han desarrollado hasta ocho ensayos diferentes para medir la FAE, siendo
los mas comunes en clinica el ensayo TUNEL, el test SCD vy el test SCSA. Estos son los

siguientes:

< Ensayos que miden mediante el uso de sondas/tintes.
- Ensayo TUNEL

Este ensayo detecta los “huecos” en el ADN que dejan las roturas utilizando nucleotidos
fluorescentes (dUTP). Para ello, se cuantifica la incorporacion de los nucle6tidos en los
extremos 3’-OH libres localizados en las roturas, tanto en las de cadena simple como en
las dobles, mediante una reaccidén enzimatica. Esto crea una sefial fluorescente que
aumenta en funcion del namero de roturas que presente el ADN (Sakkas & Alvarez,
2010) y se detecta mediante citometria de flujo o microscopio de fluorescencia. Es un
ensayo directo, rapido y robusto que cuantifica conjuntamente las roturas Unicas y de
cadena doble de las hebras de ADN, sin diferenciarlas, en un conjunto de 10.000
espermatozoides (Sharma et al., 2020). Recientemente, para mejorar la medicion de la
técnica, se usa de ditiotreitol (DTT) antes de la fijacion de la muestra, con el objetivo de
permitir el acceso a todos los nicks por la sonda (Mitchell et al., 2011; Shamsi et al.,
2011).
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Aunque muchos consideran que el TUNEL es la técnica gold standard para el analisis de
FAE (Sakkas & Alvarez, 2010), actualmente sigue faltando un protocolo comun
estandarizado y la eleccion de un valor de referencia, lo que dificulta la comparacion entre
laboratorios (Feijo & Esteves, 2014). Ademas, requiere la utilizacion de un citometro o

microscopio de fluorescencia, un equipamiento costoso que impide su uso generalizado.
- Ensayo naranja de acridina

El naranja de acridina es un colorante fluorescente cationico selectivo de &cidos nucleicos
que interactda con el ADN de doble cadena o de cadena simple por intercalacion o
atraccion electrostatica, respectivamente. Cuando se une al ADN de doble cadena, tiene
un maximo de excitacion a 502 nm y un maximo de emisién a 525 nm (verde). Sin
embargo, cuando se asocia con ADN de cadena simple, el maximo de excitacion se
desplaza a 460 nm (azul) y el maximo de emision se desplaza a 650 nm (rojo). Este
cambio en el espectro de emision permite determinar el grado de dafio en la cromatina de
los espermatozoides. Tras la desnaturalizacion del ADN espermatico con &cido suave, el
naranja de acridina se une o al ADN de doble cadena (es decir, no desnaturalizado)
produciendo fluorescencia verde o al ADN de cadena simple (es decir, desnaturalizado)
produciendo fluorescencia roja. EI nimero de células rojas que se cuantifiquen es el
numero de espermatozoides con dafios en el ADN de la muestra (Agarwal, Majzoub, et
al., 2016).

Esta técnica es rapida, sencilla y barata. Sin embargo, la presencia de tinciones
heterogéneas en el portaobjetos con multiples colores intermedios, variaciones en la
técnica entre laboratorios y la falta de reproducibilidad de la prueba hacen que este ensayo
sea una prueba poco fiable de la FAE (Chohan et al., 2006; Shamsi et al., 2011).

- Tincién con azul de anilina

El azul de anilina es un colorante &cido que tiene una gran afinidad por las histonas ricas
en lisina del nicleo de los espermatozoides inmaduros, lo que provoca que se tifian de
azul. En cambio, los nacleos ricos en protaminas de los espermatozoides maduros tienen
abundante arginina y cisteina y reaccionan negativamente, permaneciendo sin tefir. El
aumento de la tincion de color azul de los espermatozoides sobre el portaobjetos indica
un empaquetamiento débil de la cromatina y mas expuesto a dafios en el ADN (AUGERet

al., 1990). Se trata de una técnica sencilla y barata que requiere de un microscopio de
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campo claro para su analisis, pero la tincion heterogénea de los portaobjetos sigue siendo

una desventaja de esta técnica (Agarwal, Majzoub, et al., 2016).
- Tincion azul de toluidina

El azul de toluidina es un colorante basico tiazinico metacromatico con gran afinidad por
los residuos de fosfato del ADN espermatico. Para ello utiliza la fijacion de la muestra
con acetona y etanol (1:1) sobre un portaobjetos, sequido de una hidrolisis con acido
clorhidrico. La tincion de azul de toluina se incuba sobre el portaobjetos para acabar
lavandolo con agua destilada, butanol y xileno. Se observa directamente al microscopio
optico, pudiendo diferenciarse las cabezas de espermatozoides con una integridad del
ADN normal de color azul claro, mientras que las cabezas de espermatozoides con ADN
dafiado se tifien de violeta. Es una técnica rapida, barata y sencilla de ejecutar, aunque
presenta una alta variabilidad inter-observador (Dutta et al., 2020).

- Tincion con cromomicina A3 (CMA3)

CMAZ3 es un glucésido de antraquinona producido por una cepa especifica de la bacteria
Streptomyces griseus que en presencia de Mg? se une al ADN, donde compite
especificamente por los sitios de unién de la protamina a través del surco menor del ADN
(tiene afinidad por los residuos guanina-citosina), indicando asi la deficiencia de
protamina. Por lo tanto, cuando la prueba es altamente positiva, refleja indirectamente un
estado de baja protaminacién del ADN asociado a una cromatina espermatica mal
empaquetada (Manicardi et al., 1995). Para realizar este ensayo es necesaria la presencia
de un microscopio de fluorescencia, y lo que se observa es aquellos espermatozoides
deficientes en protamina aparecen de color amarillo brillante mientras que los
espermatozoides con una protaminacién normal aparecen de color verde amarillento. La
principal limitacion de este ensayo reside en la subjetividad entre observadores y en el
hecho de que sélo puede evaluarse un numero relativamente pequefio de espermatozoides
(Dutta et al., 2020).

- Ensayo Cometa

El ensayo cometa aplica principios béasicos de permeabilidad y movimiento
electroforético del ADN fragmentado. EI nombre del ensayo procede del dibujo que deja
el espermatozoide con el ADN fragmentado, como una estela que sale de la cabeza del

espermatozoide semejando una cola de "cometa”, por lo que es posible cuantificar la
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cantidad de ADN dafado por espermatozoide. La intensidad de la tincion y la longitud de
la cola de cometa representan la cantidad de ADN migrado, lo que indica diferentes
grados de fragmentacion (Singh et al., 1988), mientras que el espermatozoide con el ADN

intacto permanece en la cabeza del cometa (Dutta et al., 2020).

Mediante este ensayo es posible detectar ambos tipos de roturas, de cadena simple y de
cadena doble en una sola célula a través de una electroforesis neutra o alcalina,
respectivamente. Ademas, es capaz de identificar bases alteradas. Sin embargo, este
método no es adecuado para el diagnostico rapido y requiere personal altamente
especializado para analizar los resultados. Una gran ventaja que presenta es que puede
utilizarse en pacientes con oligozoospermia grave, ya que sélo se necesitan unos 5.000
espermatozoides por analisis para obtener un resultado fiable (Agarwal, Majzoub, et al.,
2016; Lewis et al., 2013).

< Ensayos que miden la susceptibilidad a la desnaturalizacion:
- Ensayo SCD (Sperm Cromatin Dispersion)

El test SCD o de la dispersion de la cromatina espermatica, también conocida como
prueba del halo (Ferndndez et al., 2003), se basa en que tras la desnaturalizacién &cida y
la eliminacion de las proteinas nucleolares del espermatozoide se produce un halo de
dispersion del ADN alrededor de la cabeza de los espermatozoides sin cromatina
fragmentada, mientras que aquellas células con el ADN fragmentado no producen este
halo caracteristico, presentando la cabeza intacta. La eliminacion de los componentes
protectores de la cromatina espermatica expone las zonas enteras y fragmentadas del
ADN, permitiendo gque el genoma entero forme loops o halos alrededor del nucleo del
gameto (Dutta et al., 2020).

Los halos pueden observarse al microscopio 6ptico de campo claro si la muestra se
procesa con una solucion de Wright o si se utilizan fluorocromos dirigidos al ADN (como
el EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)), se puede observar al microscopio de
fluorescencia. La técnica es sencilla de realizar, rapida y no requiere de instrumentacion
compleja. No obstante, carece de cierta objetividad entre observadores a la hora de definir

y categorizar los halos.

- Test SCSA
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El SCSA (del inglés Sperm Chromatin Structure Assay) o ensayo de la estructura de la
cromatina del espermatozoide mide la susceptibilidad del ADN espermatico a la
desnaturalizacion cuando se expone al calor o a los acidos. Este ensayo utiliza citometria
de flujo para evaluar grandes cantidades de células (10.000 espermatozoides) de forma
rapiday robusta (Lewis et al., 2013). El grado de desnaturalizacion del ADN se determina
midiendo el cambio de la fluorescencia verde cuando el ADN se encuentra integro a la
fluorescencia roja que representa un ADN con roturas (Bungum et al., 2012).

Aunque es un ensayo con un protocolo estandarizado para todos los usuarios, lo que
minimiza la variacion entre laboratorios, requiere del uso de un citémetro de flujo y de

personal cualificado para realizarlo (Dutta et al., 2020).

En la préactica clinica, las pruebas mas utilizadas son el SCD, el ensayo TUNEL vy el
SCSA, por su facilidad de ejecucién y coste a la hora de realizar numerosas medidas de
FAE. Cada uno de estos ensayos tiene sus ventajas y desventajas en cuanto a practicidad
en la medicion, coste y tiempo requerido para ejecutarlo (Tabla 2). Pero, pese a ser una
prueba comun en los laboratorios de infertilidad masculina, su gran limitacion es la falta
de estandarizacion en los protocolos utilizados y la falta de criterio para establecer un
punto de corte que defina un valor de dafio perjudicial que comprometa la fertilidad

masculina.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los principales ensayos para medir la FAE en la
practica clinica (modificada de Dutta et al., 2020).

Ensayo Ventajas Desventajas

-
SCD - Simple de realizar Alta variacion inter-observador

Sensible, fiable y con una

variabilidad inter-observador Requiere estandarizacion del
minima. Puede realizarse con protocolo entre laboratorios
pocos espermatozoides

Ensayo
TUNEL

= Estimacion fiable del porcentaje de Requiere un observador
SCSA y T . P ~J experimentado. Variabilidad

iy W espermatozoides con ADN dafiado |,

B e inter-observador

SCD: Sperm chromatin dispersion test; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated fluorescein-dUTP
nick end labelling assay; SCSA: Sperm chromatin structure assay.
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Indicaciones clinicas para medir la FAE

Actualmente, existen diferentes escenarios clinicos segun la Sociedad de Medicina
Traslacional (Agarwal et al., 2017; Agarwal, Majzoub, et al., 2020) en los que se
recomienda medir la FAE de los varones que acuden a un centro de reproduccion asistida

a realizarse un tratamiento:

- Diagnostico de varicocele.

- Abortos recurrentes.

- Infertilidad de origen desconocido.

- Pacientes expuestos a toxicos, contaminantes, procesos inflamatorios locales o

sistémicos, 0 malos habitos de vida.

Problematica actual en la determinacion de la FAE

Pese a disponer de una gran variedad de ensayos para evaluar la integridad del ADN del
espermatozoide, la falta de estandarizacion de los protocolos y guias es una de las
principales limitaciones actuales (S. C. Esteves, Agarwal, et al., 2017), causa de que no
exista un acuerdo internacional sobre cual técnica es la mas idonea y/o preferible. Esto
desemboca en una alta variabilidad en las mediciones entre laboratorios y entre el
personal que realiza la técnica, lo que restringe la comparacion de los resultados
obtenidos. Ademas, otro punto que debe considerarse que impide la comparacion entre
los diferentes ensayos es el modo en la que la integridad del ADN se mide para determinar
el porcentaje de roturas, ya que algunos métodos cuantifican directamente las roturas,
como el TUNEL o el ensayo cometa, mientras que otros lo miden indirectamente a través
del grado de desnaturalizacion de la cromatina (como el SCD o SCSA). Debido a estas
diferencias, es dificil correlacionar los resultados clinicas con los diferentes ensayos (S.
C. Esteves et al., 2014).

Por otro lado, tampoco existe un acuerdo internacional sobre el valor de referencia a partir
del cual establecer una reduccion del potencial fertil del espermatozoide y en
consecuencia malos resultados reproductivos. Evenson y Wilxon (Evenson & Wixon,
2006) sugieren que la capacidad de fecundar del espermatozoide empieza a disminuir
cuando la FAE es superior al 15%, en cambio otros sugieren que las probabilidades
disminuyen a casi cero cuando la FAE >30% (Spano et al., 2000). Sin embargo, es

conocido que un espermatozoide con la cromatina dafiada es asimismo capaz de fecundar
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correctamente a un ovocito como un espermatozoide con el ADN intacto. Ademas, el
ovocito presenta la maquinaria de reparacion del ADN de la que el espermatozoide carece
para reparar las roturas que presente (Meseguer et al., 2011). El grado en que estas roturas
son reparadas es desconocido, aunque depende principalmente de la edad y calidad del
ovocito y del grado de expansion de dichas roturas (Horta et al., 2020; Setti et al., 2021a).
Por ello, el impacto que el ADN paterno pueda tener sobre el desarrollo in vivo o in vitro
del embridn y en el futuro descendiente sigue siendo un tema controvertido y dificil de

cuantificar.

Aun asi, diversos estudios hasta la fecha han tratado de identificar y consensuar un valor
umbral patoldgico de FAE, tanto para la prediccion de embarazo concebido de manera
natural o tras la aplicacién de las TRA, como para discriminar entre varones fértiles e
infértiles. Ciertamente, se han descrito diferentes valores de FAE para la concepcion
natural (20,5% mediante SCD con un area bajo la curva (AUC) de 0.90) (Ribas-Maynou
et al., 2012), para las técnicas de FIV (11,3% mediante SCSA y AUC=0,75 (Z. Zhang et
al., 2016); 20% mediante SCD (Sun et al., 2018), para las de ICSI (15% mediante TUNEL
y un AUC=0,53 (Esbert et al., 2018); 17,6% mediante TUNEL y un AUC=0,70
(Avendaiio et al., 2010); 30% mediante SCD (Borges et al., 2019); 30,3% mediante SCSA
y AUC=0,57 (Z. Zhang et al., 2016)) o ambas técnicas (15% mediante TUNEL (Hervés
etal., 2022; Hervas et al., 2022); 27% mediante SCSA (Larson-Cook 2003)). También se
ha diferenciado en funcién de si el analisis se hace en la muestra en fresco o procesado
mediante swim up o gradientes de densidad, asi como si se utilizan ovocitos propios o

donados (Meseguer et al., 2011).

Un metaanalisis realizado en 2016, tras el andlisis de 30 estudios que evaluaban el efecto
de la fragmentacion de la cromatina paterna sobre las TRA, concluy6 que los diferentes
ensayos utilizados actualmente para la determinacion clinica de la FAE (TUNEL, SCSA,
Cometa y SCD) tienen una capacidad limitada de predecir el embarazo clinico tras la FIV
o la ICSI (Cissen et al., 2016). Si bien, un metaanalisis publicado en 2018 sugiere que un
valor de corte del 20% puede diferenciar potencialmente entre hombres fértiles e infértiles
(Santi et al., 2018). Seleccionaron 28 estudios que incluian un total de 2.883 varones
infértiles (con una edad media de 35.2 afios) y 1.294 pacientes fértiles (34.2 afios) con
diferentes grados de alteracion en los pardmetros seminales y con un examen de FAE en
el eyaculado. Los controles fértiles mostraron una concentracion y motilidad

significativamente mayor comparado con el grupo de infértiles; la FAE fue
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significativamente mayor en los varones infértiles. Esta diferencia se mantuvo igual
independientemente del método utilizado para medir la FAE (SCSA, TUNEL, SCS y
Cometa) y cuando se evaluaron especificamente 8 estudios que compararon hombres con
fertilidad probada con aquellos con infertilidad idiopatica en la pareja. El andlisis de la
curva ROC para todo el conjunto de datos y los 4 métodos para determinar la FAE fue de
0.84, identificando el valor del 20% de FAE el punto en el que la prueba tiene mas
sensibilidad (79%) y especificidad (86%) (p<0,001). De entre todos los ensayos para
medir el dafio en la cromatina paterna, el AUC para el método TUNEL (15 estudios)
demostro un valor de 0,83 (p=0,002).

Impacto de la FAE en los resultados clinicos
Desde su conocimiento, han sido numerosos los estudios clinicos que se han realizado
para averiguar la implicacion de la FAE en los resultados reproductivos, tanto en las

probabilidades de concepcion natural como mediante las TRA.

En la concepcion natural, es muy importante la integridad de la cromatina paterna para
que el espermatozoide sea capaz de llegar hasta el ovocito y poder fecundarlo. Un estudio
del 2000, reportd una relacion inversa entre el nivel de FAE y la probabilidad de embarazo
natural por ciclo de concepcion (Spano et al., 2000), y el metaanalisis de Zini (Zini, 2011)
que incluyo 3 estudios y 616 parejas con alta FAE determinada por el ensayo SCSA
sefial6 una baja probabilidad de concepcion natural con un OR=7,01 (3,68-13,36).
También existe un efecto negativo de una elevada FAE en la probabilidad de obtener
embarazo en los ciclos de IA. Existe un metaandlisis (Chen et al., 2019), que incluy6 10
articulos con un total de 2839 ciclos de 1A que demostrd que unos niveles elevados de
FAE en el semen eyaculado superiores al 27% (medido por SCSA y SCD), estaban
asociados negativamente con menores probabilidades de embarazo (RR=0,34 (0,22-
0,52), p<0,001) y tasas de recién nacido vivo (RR=0,14 (0,04-0,56), p<0,001). Otro
metaanalisis mas reciente (Sugihara et al., 2020) que incluy6 9 estudios y 940 ciclos de
IA, obtuvo un resultado similar; las parejas con menor grado de FAE tienen tres veces
mas probabilidades de concebir tras la IA (RR=3,3 (1,16-9,39)). Realizaron ademas un
analisis de sensibilidad (94% (0,88-0,97) y especificidad (19% (0,14-0,26) de la prueba,
con un valor predictivo positivo de 17% (0,11-0,26) y un valor negativo predictivo de
95% (0,90-0,98), por lo que es mas probable relacionar un alto porcentaje de

espermatozoides con la cromatina dafiada con una menor probabilidad de embarazo.
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Respecto a las técnicas FIV e ICSI, existen multitud de estudios de diversa naturaleza que
han tratado de probar si la FAE tiene un efecto negativo en las probabilidades de obtener
un recién nacido en casa. Sin embargo, dada la gran heterogeneidad presente en este tema,
debido principalmente a diferentes poblaciones de estudio, el empleo de diversas técnicas
para cuantificar la FAE y los valores de corte establecidos para determinar una FAE
patoldgica o no, las conclusiones siguen siendo muy variadas. También existen resultados
contradictorios en cuanto a si afecta de manera diferente a los resultados de la FIV que
de la ICSI.

Por una parte, algunos autores han encontrado que una elevada FAE esta asociada con
menores tasas de fecundacion y peor desarrollo embrionario. El espermatozoide juega un
papel importante en el correcto desarrollo embrionario desde el momento de la
fecundacion (Amdani et al., 2015) y en las divisiones celulares posteriores, pudiendo
afectar a la competencia embrionaria (Castillo et al., 2018). De hecho, el efecto del
espermatozoide se hace evidente después de la activacion embrionaria del genoma
paterno en dia 3 de desarrollo, conocido como efecto paterno tardio (de Castro et al.,
2023; Tesarik et al., 2004). Por ello, se ha correlacionado la FAE con una tasa de llegada
a blastocisto mas baja (Casanovas et al., 2019; Sedo et al., 2017; Seli et al., 2004) junto
con embriones de peor calidad (Avendafio et al., 2010; Borges et al., 2019) en ciclos de
FIV e ICSI. De hecho, un grupo ha evidenciado que seria la FAE de doble cadena la que
afectaria en mayor medida al desarrollo de los embriones tras la ICSI que el dafio en
cadena simple (Casanovas et al., 2019). Un metaanalisis (Z. Li et al., 2006) mostré que
la probabilidad de fecundacién era méas baja tras los ciclos FIV cuando existe una FAE
elevada (4 estudios, medida por ensayo TUNEL) (RR=0,79 (0.54-1.16, p=0,23), pero no
cuando se trataban de ciclos de ICSI (RR=1,03 (0,89-1,18); p=0,70). También, otro
estudio retrospectivo con 1.633 ciclos evalu6 las tasas de fecundacion y de blastocisto de
buena calidad entre diferentes grupos de parejas segln su nivel de FAE (medida por
SCSA) diferenciando entre ciclos de ICSI (n=516) o FIV convencional (n=1117)
(Oleszczuk et al., 2016). Encontraron una asociacion negativa significativa entre la FAE
y la tasa de fecundacion en los ciclos de FIV, pero no en los de ICSI, donde los resultados
fueron comparables. La misma tendencia existia cuando evaluaron la tasa de blasto de
buena calidad, donde el efecto era més evidente en los grupos con una FAE >30% en los

ciclos de FIV. De hecho, la odds ratio (OR) de obtener al menos un embrién de buena
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calidad por ciclo de puncion realizado fue significativamente menor en el grupo de FIV

cuando la FAE>20% mientras que este efecto no se observo en los ciclos de ICSI.

Por otra parte, gracias a la tecnologia time-lapse en incubadores, es posible monitorizar
todo el desarrollo embrionario y conocer los tiempos de division clave que ayuden a
seleccionar los mejores embriones y aumentar las probabilidades de éxito (Del Gallego
et al., 2019). Desde su incorporacion, se han desarrollado también estudios que evallan
como afecta la FAE a la morfocinética embrionaria. En un primer estudio retrospectivo
con 971 embriones de 135 ciclos de ICSI (56 ciclos con ovocitos propios y 79 con
ovocitos donados), encontraron que cuando la FAE era superior al 20,15% (medida por
TUNEL) los embriones procedentes de ovocitos donados tenian un patrén de division
mucho mas lento que en las demas parejas con menor FAE (Esbert et al., 2018). Un
siguiente estudio prospectivo observacional y doble ciego (Casanovas et al., 2019), pudo
evaluar el efecto diferencial que tiene la fragmentacion de doble cadena frente a la de
cadena simple en el desarrollo embrionario. Mediante el ensayo Cometa pudo distribuir
a la poblacion de estudio en funcidn de si tenian una FAE de cadena simple o doble, vy si
era alta o baja. Al comparar los embriones obtenidos a partir de muestras de semen con
FAE de doble cadena baja y alta, se observo un retraso estadisticamente significativo en
las tasas de extrusion del segundo cuerpo polar, en el tiempo de 4 blastémeras (T4), y en
el de ocho (T8), morula y blastocisto inicial. En cambio, ninguin parametro cinético se vio
afectado en los casos con alta y baja FAE pero de cadena simple. EI mayor efecto de la
FAE lo observaron en los tiempos de extrusion del segundo corpusculo polar y en los
tiempos de morula, lo que coincide con los puntos de control de dafio en el ADN del

genoma paterno y embrionario (Casanovas et al., 2019).

Aunque estos estudios demuestran un efecto deletéreo de la FAE sobre el desarrollo de
los embriones, el impacto sobre los resultados clinicos en cuanto a las probabilidades de
embarazo o si incrementa el riesgo de aborto sigue siendo controvertido. Algunos autores
observaron que una elevada FAE paterna implica unas menores tasas de implantacion y
de embarazo tras FIV e ICSI (Avendafio et al., 2010; Borges et al., 2019; Meseguer et al.,
2011; Muriel et al., 2006; Ribas-Maynou et al., 2012; Sed¢ et al., 2017; Setti et al., 2021b;
Simon et al., 2011, 2013) junto con mayor probabilidad de pérdida gestacional. Por
ejemplo, el riesgo de no obtener embarazo aumentaba cuando la FAE superaba el umbral
del 42% (OR: 24,18 (2,89-522,34); RR: 2,16) en los ciclos de FIV y medido por la prueba
Cometa alcalino (Simon et al., 2011). En otro estudio prospectivo con ovocitos donados,
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obtuvieron una menor tasa de blastulacion y embarazo por transferencia cuando la FAE
era superior al 15% (medida por TUNEL), aunque desde el inicio la tasa de fecundacién
no se vio afectada. También observaron que los casos con mayores niveles de FAE se
asociaban con mayor presencia de fragmentacion en los embriones, lo que implica menor
calidad embrionaria (Sedé et al., 2017). Y cuando se compard de manera prospectiva los
resultados clinicos de 475 ciclos de ICSI realizados con una FAE superior o inferior al
30% (medida por SCD) se encontr6 que las parejas con FAE>30% tras un desarrollo de
los embriones alterado y una menor proporcion de blastocistos de buena calidad, la tasa
de implantacion fue significativamente mas baja (33,24% vs 46,4%) a pesar de una tasa
de gestacion similar (30.40% vs 32.40%). En cambio, la tasa de aborto fue 2,5 veces mas
alta en parejas con elevada FAE, 42,8% frente a 16,8% (Borges et al., 2019). En relacion
con la tasa de aborto, un grupo indic6 una significativa mayor proporcion de roturas de
doble cadena en parejas con aborto recurrente de causa desconocida que en donantes
fértiles (Ribas-Maynou et al., 2012), lo que podria ser causa de sus numerosas péerdidas
gestacionales. También, se encontrd una probabilidad el doble de alta, aunque en este
caso no significativa, en las parejas con una elevada FAE tras la FIV (OR=1,99 (0,49-
8,0) cuando la FAE=30-40%, y OR=2,32 (0,14-38,2) en el grupo FAE>40%), pero en
cambio, este efecto solo se observo en los ciclos de ICSI cuando la FAE >40% (OR=3,08
(0,72-13,1); p=0,12) (Oleszczuk et al., 2016).

Como la FAE afecta reduciendo las probabilidades de gestacidn e incrementando el riesgo
de aborto, los autores también han encontrado una menor tasa de recién nacido vivo,
aungue este efecto podria ser mas evidente en los ciclos de FIV, pero no en los de ICSI.
La probabilidad de obtener un nifio en casa fue significativamente mas baja en las parejas
con una FAE>20% (medida por SCSA) (OR=0,61 (0,38-0,97), p=0,04) que cuando fue
FAE >10-20% (OR=0,95 (0,70-1,29) (0,76). Por el contrario, observaron la misma OR
en los ciclos de ICSI para los mismos grupos (OR=1,29 (0,70-2,37) (p=0,42) y OR=1,28
(0,69-2,36) (p=0,43), respectivamente) (Oleszczuk et al., 2016). Asimismo, Simon en su
estudio prospectivo (Simon et al., 2013) hall6 que en las parejas que realizaron FIV
(n=203), aquellas con una FAE <25% (medido por el ensayo Cometa alcalino) tuvieron
una tasa de nacidos vivos del 33%; por el contrario, las parejas con fragmentacion mas
alta al 50% tuvieron una tasa de nacidos vivos mucho mas baja, del 13% (p=0,007). En
cambio, cuando analizaron los ciclos de ICSI (n=136 parejas), no Sse encontraron

diferencias significativas entre ningun grupo de pacientes.
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Sin embargo, también se encuentran pruebas contradictorias de estudios tanto
prospectivos como retrospectivos que indican que el dafio en el ADN espermatico no esta
directamente relacionado con peores resultados de embarazo tras FIV y la ICSI
(Antonouli et al., 2019; Esbert et al., 2011; Green et al., 2020; Hervas et al., 2022; Hervas
et al., 2022; Ten et al., 2021). Un estudio prospectivo de 178 parejas con FAE en el
eyaculado que se realizaron 68 ciclos de FIV y 116 de ICSI (77 con ovocitos propios y
101 con ovocitos donados), no encontrd correlacion entre la FAE medida por TUNEL y
los resultados clinicos en ambos tipos de tratamiento. Cuando evaluaron a las pacientes
en funcidn de si habian obtenido o no embarazo tras la FIV ante el mismo nimero medio
de embriones transferidos, el grado de FAE fue comparable entre ambos grupos, tanto en
ciclos con ovocitos propios (21,2% y 18,2%) como con ovocitos donados (18,7% y
19,9%). Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas en la tasa de
embarazo, cuando diferenciando entre pacientes y receptoras, se establecieron dos grupos
en funcion de la FAE menor o mayor al 36%. En los ciclos de pacientes con ovocitos
propios, la tasa de embarazo fue 48,1% versus (vs) 36,4%, mientras que, en las pacientes
con ovocitos donados, 61,7% vs 46,7%, respectivamente. Aunque la tasa de aborto
siempre fue mayor en las parejas con FAE >36%, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Esbert et al., 2011). En otro estudio prospectivo con 150
parejas del programa de ovodonacion (Antonouli et al., 2019), el nivel de FAE no se
correlacioné significativamente con la tasa de fecundacion de ovocitos (r= -0,10), el
namero total de blastocistos (r=-0,07), la obtencidn de blastocistos de buena calidad (r=
-0,27) o la gestacion clinica (r=-0,05). Por altimo, cuando se dividi6 a la poblacion de
estudio en funcién del umbral 25% de FAE medida por SCD, no se encontraron
diferencias significativas en la tasa de gestacion: 68,2% en las parejas con FAE<25% y
56,1% en las parejas con FAE>25%.

El mismo resultado se encontrd posteriormente en otro estudio prospectivo con 246
parejas que se sometieron a un ciclo de ICSI y diagnéstico genético preimplantacion para
aneuploidias (PGT-A) (Green et al., 2020), en el cual la poblacion de estudio se dividid
en dos grupos en base a tener un nivel FAE medido por SCSA el dia de la inseminacién
mayor o menor al 15%. No hubo diferencias en las tasas de fecundacion (86,3% vs 84,2%,
OR ajustado= 0,86 (0,63-1,18)), de blastulacion (49,5% vs 48,8%, OR ajustado= 1,02
(0,75-1,36)), ni en la tasa de euploidia (55,7% frente a 52,1%, OR ajustado= 0,96 (0,7-

1,31)) entre los grupos de FAE baja y alta, respectivamente. Los resultados clinicos
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fueron similares entre ambos grupos, siendo la tasa de implantacion (68,8% vs 79,8%),
la tasa de gestacion evolutiva (65,9% vs 72,6%) y la tasa de aborto (4,2% vs 8,8%),
respectivamente. Tampoco encontraron peores resultados reproductivos por FAE elevada
en un estudio prospectivo doble ciego, independientemente de la calidad del semeny del
origen de los ovocitos (Ten et al., 2021). La poblacion de estudio se dividid en tres grupos
diferentes, 68 parejas con factor masculino severo y respuesta ovarica normal que se
realizaron un ICSI; 113 parejas se realizaron FIV con ovocitos donados por fallo ovarico;
y 150 parejas con baja respuesta ovarica y se realizaron tanto FIVV como ICSI. Para cada
uno de los grupos, no se encontrd una correlacion entre el grado de FAE medido siempre
por TUNEL vy los resultados reproductivos tasa de embarazo clinico, gestacién clinica y

aborto en el primer trimestre.

En dos consecutivos estudios retrospectivos (Hervas et al., 2022; Hervas et al., 2022),
tampoco encontraron diferencias en los resultados clinicos de las parejas con una FAE
mayor al 15% (medida por TUNEL) que se sometieron a FIV o ICSI, tanto cuando
utilizaron ovocitos propios (n=1.339 parejas y 2.759 IVF/ICSI) como cuando utilizaron
ovocitos donados (n=864 parejas y 1903 ciclos de ICSI). En este caso, se evalud la
probabilidad de tener un recién nacido a lo largo del tiempo mediante las tasas
acumuladas de recién nacido vivo (TARNYV), analisis que ningun otro estudio previo ha
realizado. De esta manera, se puede evaluar cuanto le cuesta a una pareja obtener un
recién nacido en casa en el caso de tener una FAE elevada segun el nimero de ovocitos
utilizados, embriones transferidos y transferencias realizadas. Los resultados demostraron
que no existe un efecto deletéreo de una alta FAE sobre dicha probabilidad en ninguna de
las tres aproximaciones realizadas para ambos tipos de ovocitos utilizados, propios y
donados. De hecho, la evaluacion del éxito reproductivo mediante las TARNV por
ovocito utilizado permite hacer una estimacion mas precisa del impacto que tiene el
espermatozoide desde el inicio del ciclo, evitando los sesgos de seleccion embrionaria
que ocurren cuando se evaluan los resultados clinicos por transferencia, ya que siempre
se transfieren los embriones de mejor calidad. De este modo, si los pacientes necesitan
inseminar un mayor numero de ovocitos para obtener un recién nacido vivo, es mayor el
efecto negativo del espermatozoide con FAE sobre el ciclo. En este caso, tanto con
ovocitos donados como con ovocitos propios, las parejas con una elevada FAE en el

eyaculado no tuvieron que recurrir a mas ovocitos para obtener un nifio.
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La gran heterogeneidad entre los articulos publicados también se refleja en la gran
cantidad de metaandlisis realizados con conclusiones también controvertidas. Por una
parte, estan aquellos que sefialan un efecto negativo de la presencia de espermatozoides
con FAE en parejas que buscan concebir. Una revision sistematica y metaanalisis en 2008
(Collins et al., 2008) de 2.162 ciclos de TRA que evaluaban el efecto de la fragmentacion
de la cromatina paterna sobre los resultados reproductivos demostré un efecto deletéreo
sobre las probabilidades de embarazo, con una OR de 1,44 (1,03-2,03), siendo el mismo
efecto para la FIV como para la ICSI. En ese mismo afio, un estudio similar con 1.549
ciclos de FIV/ICSI concluyo que la FAE también predice la pérdida de embarazo (OR
combinada=2,48 (1,52-4,04); p>0,0001), y el subanalisis realizado solamente con los
ciclos de ICSI obtuvo la misma conclusion (OR combinado=2,73 (1,43-5,20); p<0,01)
(Zini et al., 2008). En 2014, otra revision sistematica y metaanalisis que incluyé un total
de 3.106 parejas encontro un resultado similar; la probabilidad de aborto era mas alta en
las parejas con niveles mas elevados de FAE tras la ICSI (OR=2,68 (1,40-5,14), p=0,003)
(Zhao et al., 2014). Otro estudio (Simon et al., 2017), que incluy6 un total de 56 estudios
y 8.068 ciclos, obtuvo resultados que indicaban que la FAE tiene un efecto negativo
significativo tanto sobre las probabilidades de obtener gestacion clinica por FIV (16
estudios, 9363 ciclos, OR=1,15 (1,05-1,27), p=0,003), como por ICSI (6.260 ciclos, OR=
0,89 (0,80-0,99), p=0,002).

Varios estudios pudieron reportar una asociacién significativa entre la FAE y la
disminucion de la probabilidad de embarazo en los ciclos de FIV, pero no en los ciclos
de ICSI (Z. Li et al., 2006; Osman et al., 2015; Z. Zhang et al., 2015; Zini, 2011). El
metaanalisis de Osman (Osman et al., 2015) que incluyé 6 estudios previos, reporto una
tasa de recién nacido significativamente mas alta en los varones con baja FAE en
comparacion con los que la tenian elevada en los ciclos de FIV (RR=1,27 (1,1- 1,5);
p=0,01), pero esta relacion no se encontré en los ciclos de ICSI (RR=1,11 (1-,23);
p=0,04). Unos resultados similares también encontraron Zhang y colaboradores (Z.
Zhang et al., 2015) en su estudio en el que incluy6 los resultados de 20 estudios (3671
parejas), y que para su analisis se dividieron en tres grupos segun el valor de la FAE (>27
%, 15-27 %, <15 %); para cada grupo, se realizo un analisis de subgrupos segun el tipo
de inseminacion (FIV o ICSI) y los métodos de analisis de la FAE. Los OR agrupados
demostraron que las parejas con una FAE<27% tenian mas probabilidades de alcanzar
una gestacion clinica (OR=1.44 (1.186-1.742), p=0,000). Si se tiene en cuenta el tipo de
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inseminacion, la OR en los casos de FIV fue similar (RR=1,74 (1,38-2,2), p= 0,000), pero
el resultado no fue estadisticamente significativo en los ciclos de ICSI (OR=0.90 (0.63—
1.27), p=0.537). En cambio, el efecto de la FAE se diluy6 cuando se considerd a su vez
la técnica utilizada para medirla; si se media por TUNEL, existia una mayor probabilidad
de gestacion si la FAE<27% (OR=1,87 (1,36-2,58), p=0,000), mientras que la FAE por
SCSA no encontré esa asociacion (OR=1,24 (0,98-1,58), p=0,076).

En otro estudio a gran escala publicado recientemente (Ribas-Maynou et al., 2021) que
comprendia 12.380 ciclos de FIV/ICSI con un analisis de FAE, el metaanalisis reveld que
considerando conjuntamente los resultados de ambos tipos de tratamiento, la tasa de
implantacion (RR=0,74 (0,61-0,91) y la tasa de embarazo (RR=0,83 (0,73-0,94) estan
influidas negativamente por el dafio en el ADN espermatico, aunque tras el ajuste por
sesgo de publicacion la relacion para la tasa de embarazo dejo de ser significativa. La tasa
de recién nacido vivo mostr6 una reduccion ante la FAE, pero de manera no significativa
(RR=0,78 (0,58-1,06). En el momento en que se separaron ambos tipos de ciclos, los
resultados de la FIV se ven influidos negativamente y de manera significativa por los
dafos en la cromatina paterna en las tasas de implantacion (RR=0,68 (0,52-0,89) y de
embarazo (RR=0,72 (0,55-0,95), pero no en la tasa de recién nacido vivo (RR=0,48 (0,22-
1,02). En el caso de la ICSI, se observaron una tendencia, pero no significativa en las
tasas de implantacién (RR= 0,79 (0,60-1,04) y de embarazo (RR=0,89 (0,78-1,02), y en
la tasa de nacidos vivos (RR=0,92 (0,67-1,27).

En cambio, otros autores no han sido capaces de encontrar dicha asociacion. Por ejemplo,
el metaanalisis de Deng et al. (2019) (10 estudios, 1.785 parejas) mostré que la
probabilidad de conseguir un recién nacido no era estadisticamente diferente entre el
grupo de FAE baja y alta (RR=0,87 (0,8-1,1); p=0,2), aunque las parejas con una
fragmentacion mas alta tenian un mayor riesgo de aborto espontaneo, menor tasa de

embriones de buena calidad y menor tasa de embarazo clinico.

Pueden ser varios los motivos de la enorme discrepancia existente en la literatura,
empezando por los diferentes criterios de inclusion en los estudios (distintas poblaciones
con diferentes problemas de fertilidad), la técnica de medicion de la FAE, la técnica de
inseminacién utilizada (FIV o ICSI), hasta los métodos estadisticos utilizados para
analizar los datos. La evidencia hasta ahora muestra que el tamario del efecto de la FAE
sobre los resultados reproductivos depende de la técnica utilizada, siendo mayor en los
ciclos de FIV que en los de ICSI. Segln los autores, el motivo puede estar relacionado
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con el hecho de que para la FIV, la competencia del gameto masculino desempefia un
papel mas relevante en la fecundacion, ya que tiene que ser capaz de nadar y penetrar las
capas de celulas que rodean el ovocito, barreras que con la ICSI se saltan. En cambio,
otros autores han encontrado recientemente que los espermatozoides seleccionados para
la ICSI presentan un menor grado de FAE de cadena simple, pero no doble (Lara-Cerrillo
et al., 2021). No obstante, también tiene un papel importante en los resultados clinicos el
factor femenino que pudiera existir en la poblacion objeto de estudio, ya que el éxito
reproductivo de la pareja depende también en gran medida de la edad del ovocito.
Ovocitos de mujeres jovenes tienen un citoplasma mas competente y la maquinaria
necesaria para reparar o reducir el porcentaje de roturas del ADN paterno que un ovocito
de mujer més afiosa, sin que tenga consecuencias negativas sobre el potencial

reproductivo (Horta et al., 2020; Meseguer et al., 2011).

Estrategias para disminuir el impacto de la FAE en los resultados

reproductivos

Ante una FAE elevada diversos autores han sugerido diferentes estrategias para disminuir
el porcentaje de espermatozoides con la cromatina dafiada, tanto in vivo, con el uso de
antioxidantes orales y/o un estilo de vida saludable, o periodos de abstinencia mas cortos;
como in vitro, aplicando técnicas de seleccidn espermatica o intervenciones que ayuden
a reducir el nmero de espermatozoides con FAE disponibles para la inseminacién, con

el objetivo de mejorar el prondstico reproductivo de la pareja.

Entre los procedimientos in vivo disponibles, el uso de antioxidantes orales es una de las
primeras estrategias aplicadas por los clinicos para reducir el nimero de espermatozoides
con la cromatina fragmentada en el eyaculado. Una de las causas principales de FAE es
el desbalance entre los agentes antioxidantes y las ERO, que pueden atacar directamente
a las bases nitrogenadas del ADN cambiando su configuracion o aductos, o
indirectamente mediante la peroxidacion lipidica o activando rutas de sefializacion

relacionadas con la apoptosis (Agarwal et al., 2014).

Diversos estudios han evaluado si la toma de antioxidantes orales ayudaria a reestablecer
el equilibrio oxido-reductor y disminuir la cantidad de agentes oxidantes del ambiente
testicular que puedan atacar al ADN espermatico. Entre los compuestos mas comunes
encontramos la Coenzima Q10, L-Carnitina, Zinc, Vitamina D, Vitamina E y N-

Acetilcisteina (Romano et al., 2023). El uso de estas moléculas se ha relacionado con una
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mejora en los parametros seminales, sobre todo referido a la motilidad y vitalidad
espermatica (Romano et al., 2023), y algunos autores han encontrado una mejora de los
resultados clinicos en las parejas donde el varon tomd antioxidantes durante un periodo
de tiempo tras la disminucién de los niveles de FAE en el eyaculado (Alahmar et al.,
2021; Greco, Romano, et al., 2005). Sin embargo, otros autores han fallado en encontrar
una mejora de los resultados clinicos tras la suplementacion con antioxidantes y vitaminas
antes del tratamiento de infertilidad mediante ICSI. Un ensayo controlado aleatorizado
sobre 171 varones infértiles (Steiner et al., 2020) con una FAE en el eyaculado superior
al 25% se sometieron entre 3-6 meses de terapia con antioxidantes o placebo. Tras 3
meses, no obtuvieron ninguna diferencia en la FAE entre el grupo de tratados y no
tratados, obteniendo ambos grupos tasas similares de gestacion clinica, aborto y recién
nacido. Otro estudio de mismo disefio con 2.370 parejas (Schisterman et al., 2020), tras 6
meses de terapia con diferentes compuestos antioxidantes (zinc y 4acido folico),
obtuvieron pardmetros seminales y una tasa de recién nacido vivo similar al grupo
placebo. De hecho, el nivel de FAE del grupo con toma de antioxidantes fue un 2,4%
superior al grupo placebo. En realidad, algunos autores han sefialado que el uso excesivo
de antioxidantes puede provocar un efecto reverso y originar un desbalance reductor en

vez de oxidante, originando niveles méas altos de FAE (Henkel et al., 2019).

En el caso de elevada FAE por habitos de vida poco sanos, como el tabaquismo, obesidad,
o el contacto con sustancias nocivas y radiactivas, la estrategia a seguir es reducir los
factores de riesgo y cambiar el estilo de vida (Agarwal, Majzoub, et al., 2020; Romano et
al., 2023). En cambio, la presencia de espermatozoides con elevada FAE por varicocele,
la estrategia clinica a seguir seria la varicocelectomia, es decir, la reparacion de la
circulacion testicular mediante una intervencion. En una revision sistematica de 21
estudios que evaluaron el efecto de la varicocelectomia sobre los niveles de FAE,
obtuvieron una reduccion significativa de aproximadamente un 8% en los niveles de
fragmentacion (Roque & Esteves, 2018). También, la reparacion del varicocele parece
mejorar los resultados reproductivos, mejorando las probabilidades de embarazo tanto
por concepcién natural como por TRA (Smit et al., 2013). Por dltimo, una de las tltimas
estrategias propuestas para disminuir la fragmentacion de los espermatozoides es reducir
el tiempo de abstinencia entre eyaculaciones, sobre todo en las TRA. Un estudio de 7
varones demostré una reduccion significativa de la FAE medida por TUNEL tras 1-2 dias

de abstinencia (9-10%) en comparacion con periodos de abstinencia de mas de 9 dias (15-
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21%) (p<0,001) (Agarwal, Gupta, et al., 2016). Esta estrategia también se ha probado
clinicamente con la mejora de los resultados reproductivos; se obtuvo un incremento en
la tasa de embarazo clinico tras la IA cuando se utilizaron muestras con un periodo de
abstinencia de dos dias 0 menos en comparacién con tres 0 mas dias (11,3% frente a 6-
7,3%; P<0,05) (Marshburn et al., 2010) y tasas de embarazo significativamente mejores
tras la ICSI, cuando la eyaculacion recurrente se realizé en los ultimos cuatro dias antes
del procedimiento y se utiliz6 un periodo de abstinencia final de 12 horas (S&nchez-
Martin et al., 2013).

En el caso de que se mantenga un nivel elevado de fragmentacion en el semen eyaculado
0 no se disponga de tiempo suficiente para probar a reducirla es posible aplicar técnicas
de seleccion espermatica antes de las TRA. Para algunos autores, el simple proceso de
capacitacion realizado en el laboratorio sobre la muestra seminal antes de la inseminacién
(gradientes de densidad y swim up) disminuiria los niveles de FAE (Jayaraman et al.,
2012; Muratori et al., 2019; Oguz et al., 2018; Zini et al., 2000).

Sin embargo, en los ultimos afios se han desarrollado dispositivos que ayudarian a
seleccionar espermatozoides de mejor calidad por sus caracteristicas intrinsecas y un
menor grado de fragmentacion de la cromatina. Un ejemplo de ello es el PICSI
(Phisiological ICSI) o ICSI fisiolégico, que se basa en la capacidad que tiene el
espermatozoide maduro de unirse al acido hialurénico (AH) mediante los receptores
presentes en su cabeza, mimetizando la unién de este a las células de la granulosa del
ovocito que ricas en este polisacarido (Avalos-Durén et al., 2018; Martin-Deleon, 2011).
Diversos estudios han mostrado que los espermatozoides mdviles unidos a las gotas de
AH del dispositivo presentan un menor grado de FAE, aparte de una mayor madurez
citoplasmatica y nuclear, y, por tanto, mayor calidad para dar lugar a un desarrollo
embrionario 6ptimo (Muratori et al., 2019; Parmegiani et al., 2010; Yagci et al.,
2010). En este dltimo estudio (Yagci et al., 2010), hallaron que el 99% de los
espermatozoides unidos al AH presentaban el ADN integro, mientras que sélo un 55% lo

hacian en la muestra de semen.

También seria posible seleccionar espermatozoides con menor FAE mediante la

aplicacion del MACS (Magnetic-activated cell sorting), método de seleccidén negativa

que separa los espermatozoides apoptoticos, aquellos que externalizan la fosfatidil-serina

en su membrana, de los que no apoptéticos disponibles para su uso (Gil Julia et al., 2022).

Un estudio evalu6 de manera retrospectiva los resultados de la ICSI en varones con una
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FAE>20% (medida por TUNEL) a los que o bien la muestra seminal se preparé mediante
gradiente de densidad y MACS (n=366) u otros varones (n=358) a los que solo se les
aplicd gradiente de densidad. En este caso, los resultados fueron significativamente
mejores en la tasa de embarazo clinico (60,7% vs 51,5%; p=0,014) y tasa de recién nacido
vivo (47,4% vs 31,2%; p=0,001) en el grupo en el que se aplico el MACS (Pacheco et al.,
2020). En cambio, otro estudio retrospectivo con varones con elevada FAE (305 parejas),
no hallé diferencias en los resultados clinicos entre las parejas en las que se solamente se
les realizo el gradiente de densidad y aquellas a las que se les aplico gradiente de densidad
y MACS, tanto si la FAE era moderada (30-50%) o elevada (>50%), como en ciclos con
ovocitos propios (n=216) y con ovocitos donados (n=89) (Sanchez-Martin et al., 2017).
No obstante, cuando se compararon ambas técnicas de seleccion espermaética, PICSI vs
MACS, mediante un ensayo aleatorizado controlado en 413 ciclos de ICSI con varones
con una FAE>20,3% (medida por TUNEL), no se encontraron diferencias significativas
entre ambos en la tasa de implantacion, gestacion clinica y gestacion evolutiva. Sin
embargo, cuando los resultados se estratificaron por la edad de la mujer, los resultados
clinicos en mujeres menores a 30 afios se vieron mejorados con el MACS mientras que
con el PICSI se ven mejorados los resultados en mujeres mas mayores (30-35 afios)
(Hasanen et al., 2020).

También, la seleccion morfoldgica de espermatozoides para la ICSI, denominado IMSI,
podria utilizarse para escoger aquellos con menos FAE (Hammoud et al., 2013). En un
ensayo que incluyé a 80 varones infértiles, la FAE medida mediante TUNEL fue
significativamente inferior en el grupo de IMSI en comparacion con el grupo de ICSI
(P<0,0001) (Mangoli et al., 2020). Un metaanalisis que incluyé estudios que comparaban
los resultados de la IMSI y la ICSI en parejas con fallos previos de ICSI o factor
masculino, encontré una mejora significativa de las tasas de implantaciéon (OR=1,56;
p=0,01) y de embarazo (OR=1,61; p=0,004) con la IMSI, en comparacion con el
tratamiento estandar, pero no hubo diferencias en las tasas de aborto espontaneo (Setti et
al., 2014). Sin embargo, el Gltimo metaanalisis realizado por Cochrane, que incluyé 13
estudios aleatorizados controlados (Ranzomized Controlled Trial, RCT ) con 2775
parejas comparando IMSI (n=1256) vs ICSI (n=1519), no recomienda el uso rutinario del
IMSI, ya que no sostiene el incremento de la probabilidad de embarazo utilizando esta
técnica debido a la heterogeneidad de los estudios realizados y la baja cualidad de los

mismos (Teixeira et al., 2020).
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En los dltimos afios, se han desarrollado los dispositivos de microfluidica, que se basan
en la capacidad que tienen los espermatozoides de nadar atravesando membranas y
canales, asemejando el recorrido de estos por el aparato reproductor femenino hasta llegar
al évulo simulando un entorno in vivo (Pardifias et al., 2022). Estos dispositivos
seleccionan espermatozoides en funcion de diferentes condiciones espermaticas, como la
motilidad/migracion progresiva o las interacciones espermaticas. ElI mecanismo que se
emplea para la seleccion puede ser activo (flujo laminar, gradientes quimicos o
electroforesis) o pasivo (filtracion de los espermatozoides a través de membranas
porosas) (Nosrati et al., 2017). Se ha determinado que cualquiera de estos sistemas es
capaz de seleccionar espermatozoides con una mayor integridad del ADN espermatico.
Un estudio piloto reciente demostrd que el porcentaje de espermatozoides en varones con
alta fragmentacion de doble cadena (>60%) medido por el ensayo Cometa, disminuye
significativamente tras su paso por un sistema de microfluidica, 34,9%, comparado con
la muestra procesada mediante swim up (65%) (Pujol et al., 2022). Otro estudio similar
(Quinn et al., 2018), realizdé una comparativa entre los niveles de FAE de una misma
muestra de semen sin procesar y procesada por gradiente de densidad y por microfluidica.
La mediana de FAE de la muestra sin procesar fue del 21%, mientras que el grado de
FAE para las muestras procesadas mediante microfluidica fue cercada a 0% (p<0,0001)
y las muestras centrifugadas por gradiente de densidad un 6% (p=0,0029).

Diversos autores han confirmado la mejora de los resultados clinicos tras la ICSI de
espermatozoides seleccionados mediante microfluidica (Kocur et al., 2023; Lara-Cerrillo
et al., 2023; Quinn et al., 2018). El estudio prospectivo de Kokur sobre 57 parejas (71
ciclos de ICSI con PGT-A y con alta tasa de aneuploidia embrionaria) que tenian una
FAE media de 26,2% y una fragmentacién de doble cadena media de 3,6%, encontr6 una
disminucion significativa en la proporcion de espermatozoides con la cromatina
fragmentada cuando se proces6 la muestra por microfluidica (1,9% y 0,3% de doble
cadena) que cuando se procesé anteriormente por gradiente de densidad (18% y 3,1% de
doble cadena) (p<0,001). La tasa de euploidia mejoré considerablemente en el ciclo de
ICSI cuando utilizaron la seleccion por microfluidica (42,9%) que en su anterior ciclo
con seleccion por gradiente de densidad (25,3%) (Kocur et al., 2023). Mientras, otros
autores no han obtenido dicha mejora, sino que los resultados reproductivos son muy
similares entre los grupos que utilizaron microfluidica y los que procesaron el semen de

manera convencional (Ferreira Aderaldo et al., 2023; Yalcinkaya Kalyan et al., 2019).
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Especificamente, el metaanalisis realizado por Ferreira (Ferreira Aderaldo et al., 2023)
reveld una ligera mejora en los resultados de embarazo clinico y de aborto cuando se usa
la microfluidica frente a las técnicas convencionales de preparacion seminal swim up y

gradiente de densidad, aunque sin significancia estadistica.

Otros autores, sin embargo, sugieren el uso de espermatozoides testiculares en pacientes
con elevada FAE para mejorar sus resultados reproductivos. Se basan en la evidencia de
que los espermatozoides obtenidos directamente del testiculo presentan un menor grado
de fragmentacion del ADN que los ya eyaculados (S. C. Esteves et al., 2023; Greco,
Scarselli, et al., 2005). De hecho, un estudio evalu6 el nivel de FAE de los
espermatozoides obtenidos a distintos niveles del aparato reproductor masculino,
obteniendo diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de roturas entre
los espermatozoides del eyaculado, del conducto deferente, del epididimo y del testiculo
(Xie et al., 2020). A pesar de recurrir a una técnica invasiva para obtener estos
espermatozoides, son varios los grupos que han encontrado un aumento significativo de
la probabilidad de embarazo y de tener un recién nacido en las parejas que cambian el
origen del espermatozoide del eyaculado a testicular (Alharbi et al., 2020; Arafa et al.,
2018; S. C. Esteves et al., 2015; Herrero et al., 2019).

En la literatura publicada se encuentran estudios que comparan los distintos métodos de
seleccion espermatica en pacientes con una elevada FAE en el eyaculado. Bradley
(Bradley et al., 2016) realiz6 un extenso estudio retrospectivo con los resultados clinicos
de 1.942 varones infértiles con elevada FAE en sus espermatozoides del eyaculado sin
ningun fallo previo de TRA, a los que se dividié en dos grupos en funcion de si habian
realizado uno de los métodos de seleccion espermatica (PICSI, IMSI, TESE (Extraccion
de espermatozoides del testiculo)/ TESA (Aspiracion de espermatozoides del testiculo),
o0 eyaculacion frecuente) o no, previo a la inseminacion por ICSI. Los varones fueron
divididos en dos grupos segun si el nivel de FAE era mayor o menor al 29% en el
eyaculado medido por el ensayo de la integridad de la cromatina espermatica. Cuando no
se aplicd ninguna intervencion sobre la muestra seminal antes de la ICSI, los varones con
elevada FAE tuvieron peores tasas de fecundacion, de gestacion y de recién nacido vivo
que aquellos varones con baja FAE. Pero cuando se aplicé cualquiera de los métodos de
mejora espermatica, los varones con elevada FAE obtuvieron una mejora de los resultados
reproductivos, de hecho, obtuvieron més blastocistos de mejor calidad que después de la

transferencia dieron lugar a una mayor tasa de recién nacido que cuando no se realizo
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ninguna intervencion (43,8% y 24,9%, respectivamente). Si se separan los resultados
clinicos en funcién de la intervencion realizada en parejas con FAE >29%, las parejas que
utilizaron espermatozoides testiculares obtuvieron una mayor tasa de gestacion clinica
tras la transferencia de un unico embrion (56%) que los que realizaron IMSI (28,7%) y
PICSI (44,5%), siempre mejor que los ciclos de ICSI sin ninguna intervencién aplicada
(26,8%) (p<0,01). También la tasa de recién nacido vivo fue significativamente mayor en
los ciclos TESE/TESA (49,8%) que en los ciclos sin intervencion (24,2%), pacientes con
PICSI (38,3%) y pacientes con IMSI (28,7%) (p<0,05).

Sin embargo, otro estudio mas reciente (Hozyen et al., 2020), realizO6 un ensayo
controlado aleatorizado con 320 parejas con elevada FAE en el eyaculado (medida
mediante TUNEL) a las que se asigné un método de seleccion espermatica (PICSI (n=78),
MACS (n=79) o utilizacién de espermatozoides testiculares (n=73) comparado con el
método de preparacién habitual mediante gradientes de densidad como grupo control del
estudio. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la edad femenina
y masculina y el nivel de FAE. Cuando evaluaron la tasa de embriones en dia 3 y de
llegada a blastocisto, el grupo testicular fue el que presentd de manera significativa
menores tasas. Los grupos gradiente de densidad y MACS presentaron una tasa
significativamente mayor de blastocistos de buena cualidad respecto al grupo PICSI y
Testicular (p=0,014). La mayor tasa de embarazo la obtuvo el grupo PICSI (69,6%),
mientras que la menor la obtuvo el grupo con el procesamiento mediante gradiente de
densidad (51,4%) (p=0,025), siendo 67,1% para el grupo MACS y 56,2% en el grupo con
espermatozoides testiculares. Los grupos PICSI (62,8%) y MACS (62%) fueron los que
obtuvieron mayores tasas de embarazo evolutivo, siendo el grupo con gradiente de
densidad la mas baja (45,8%). No obstante, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los cuatro grupos en la tasa de aborto ni evaluaron la

tasa de recién nacido vivo.

USO DE ESPERMATOZOIDES TESTICULARES EN VARONES NO
AZOOSPERMICOS

El uso de espermatozoides procedentes del testiculo se ha propuesto como estrategia
clinica para mejorar los resultados reproductivos en casos de varones con suficientes
espermatozoides en el eyaculado pero que presentan una elevada FAE (Alharbi et al.,
2019; Arafaet al., 2018; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Herrero
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et al., 2019; Mehta et al., 2015; Pabuccu et al., 2017) y/o un cuadro de infertilidad
masculina grave (Abhyankar et al., 2016; Al-Malki et al., 2017; Ben-Ami et al., 2013;
Kendall Rauchfuss et al., 2021; Negri et al., 2014). En algunos casos, también se ha
planteado el cambio a esta estrategia cuando la pareja presenta varios fallos previos de
ICSI, entendidos como la ausencia de fecundacién, el bloqueo embrionario o la no
consecucion de embarazo tras la transferencia de todos los embriones generados
(Weissman et al., 2008).

Histéricamente, el uso de espermatozoides extraidos del testiculo estaba reservado a los
varones diagnosticados con azoospermia obstructiva o secretora (S. C. Esteves et al.,
2011), ya que es el Gnico procedimiento que disponen para utilizar sus gametos y obtener
descendencia bioldgica. Sin embargo, hasta la fecha diferentes estudios realizados han
demostrado la mejora en los resultados clinicos y un aumento de las probabilidades de
embarazo usando espermatozoides testiculares en varones con esperma en el eyaculado
(Abhyankar et al., 2016; Alharbi et al., 2019; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli,
et al., 2005; Herrero et al., 2019; Mehta et al., 2015; Weissman et al., 2008).

De acuerdo con la fisiologia reproductiva masculina, los espermatozoides presentes en el
eyaculado presentan un estado madurativo éptimo y un potencial de fecundacién mayor
debido a los cambios experimentados por su paso por los diferentes conductos
reproductivos (Vallet-Buisan et al., 2023). No obstante, se ha confirmado que los
espermatozoides obtenidos del testiculo también son capaces de fecundar con éxito y dar
lugar a un correcto desarrollo embrionario y recién nacido vivo sano (Nagy et al., 1995).
De hecho, los primeros estudios hallaron resultados clinicos similares entre los ciclos de
ICSI utilizando espermatozoides testiculares y los ciclos con espermatozoides del
eyaculado (Hourvitz et al., 1998), y cuando se usaron espermatozoides del epididimo
(Silber et al., 1995). En un estudio comparativo de los resultados de la ICSI, el uso de
espermatozoides testiculares de varones con azoospermia no obstructiva comparado con
varones con oligoastenozoospermia severa y varones Nnormozoospérmicos, se asocio a
tasas de fecundacion y calidad embrionaria inferiores, pero las tasas clinicas no se vieron
afectadas posteriormente, encontrando resultados de embarazo y neonatales comparables
entre los tres grupos (Oron et al., 2014). De hecho, un estudio reciente (S. H. Lee et al.,
2018) compar6 los resultados de 141 ciclos de ICSI usando esperma eyaculado (135
parejas) y 37 ciclos usando espermatozoides testiculares (35 parejas con diagnéstico de

azoospermia obstructiva y no obstructiva). La valoracion cualitativa de los embriones a
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lo largo del desarrollo embrionario reveld que no habia diferencias significativas en la
tasa de llegada a blastocisto ni en la calidad de estos (46,1% vs. 47,5%, y 5,7% vs 5,8%,
respectivamente). Tras la transferencia de embriones en dia 5 en todos los ciclos, ambos
grupos, eyaculado y testicular, obtuvieron una tasa de embarazo clinico (44,7 vs. 43,2%);
p=0,87), de aborto (21,7% vs. 33,3%; p=0,33), y de parto (76,5 vs. 66,7%; p=0,53)

comparable.

Uso de espermatozoides testiculares en varones con elevada FAE en el

eyaculado

Aunque el espermatozoide del eyaculado muestre signos de mayor calidad que los
espermatozoides aun residentes en el testiculo, uno de los argumentos a favor del uso de
estos es su bajo grado de fragmentacion del ADN. La exposicion a diferentes factores y
agentes oxidantes tras la salida del testiculo provoca una mayor probabilidad de dafio en
la cromatina espermatica. De hecho, un primer estudio realizado en 2005 con un modelo
animal murino demostré como el dafio de la cromatina espermatica es significativamente
menor en el testiculo que en el eyaculado (Suganuma et al., 2005). Esto fue corroborado
posteriormente en los diferentes estudios clinicos realizados en humanos, en los que se
manifesto que el grado de FAE en los espermatozoides eyaculados es significativamente
mayor que en los residentes en el testiculo (S. Esteves et al., 2018; S. C. Esteves et al.,
2015; Greco, Scarselli, et al., 2005). Como ejemplo, un pequefio estudio de 12 varones
con alta FAE (medida por TUNEL) incluso después de tres meses de terapia antioxidante
oral, encontré una reduccion significativa del nivel de fragmentacion entre los
espermatozoides del eyaculado y los obtenidos por TESE en el mismo dia (39,7% +14,8
vs 13,3% +7,3; p<0,01) para la ICSI (Moskovtsev et al., 2010). Asimismo, un estudio
realizado en 2020 con muestras de espermatozoides obtenidas a diferentes niveles del
tracto reproductor masculino demostré como la FAE va aumentando a medida que los
espermatozoides recorren los diferentes conductos tras su salida del testiculo: 11,4% +6%
en el testiculo, 15,8% +8% en el epididimo, 20,4% +10% en los vasos deferentes, y un
32,9% £20% en el eyaculado de los controles (Xie et al., 2020).

La primera vez que se demostro la eficiencia de los espermatozoides testiculares en los
ciclos de ICSI con elevada FAE en el eyaculado fue en 2005 (Greco, Scarselli, et al.,
2005). En este estudio compararon los resultados clinicos de 18 parejas con elevada FAE

en el eyaculado (medido por TUNEL) y dos fallos previos de ICSI que optaron por utilizar
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espermatozoides testiculares en su siguiente ciclo. En estos varones, el grado de FAE en
el testiculo fue de 4,8% frente a 23,6% en los espermatozoides del eyaculado; tras el
cambio en el origen del espermatozoide obtuvieron, respectivamente, una mejora en la
tasa de fecundacion (74,9% vs 70,8% (p>0,05), de implantacion (20,7% vs 1,8%
(p<0,01)) y de embarazo (44,4% vs 5,6% (p>0,05). Posteriormente, un estudio de casos
(Weissman 2008) presentd los resultados clinicos de 4 parejas con varios ciclos previos
de ICSI sin éxito, fallos recurrentes de implantacién y ninguna otra causa evidente de
infertilidad, que tras el cambio en el origen de espermatozoide (de eyaculado a testicular)
mejoraron sus resultados reproductivos, obteniendo todas ellas un embarazo clinico con
recién nacido vivo. A partir de entonces se han realizado tanto estudios retrospectivos

como prospectivos con el &nimo de comprobar si dicha teoria se confirma.

Un primer estudio retrospectivo (Mehta et al., 2015) de 24 parejas con al menos un fallo
previo de TRA y una FAE en el eyaculado mayor al 7% medida por TUNEL, tras cambiar
el origen del espermatozoide para realizarse un nuevo tratamiento, la mitad de las parejas
obtuvo un embarazo evolutivo que finalizd con el nacimiento de un nifio sano. El nivel
de FAE de los espermatozoides testiculares fue significativamente menor (5%) que los
procedentes del eyaculado (24%) (p=0,0013). A su vez, un estudio de cohortes
prospectivo comparé los resultados clinicos de 147 parejas que presentaban
oligozoospermia y una FAE>30% en el semen eyaculado (medida mediante SCD) que se
realizaron un ICSI con espermatozoides del eyaculado o con espermatozoidesextraido del
testiculo (S. C. Esteves et al., 2015); de ellas, 81 parejas utilizaron espermatozoides
testiculares (T-ICSI) y 91 parejas espermatozoides del eyaculado (E-ICSI). Tras la
medicion de la fragmentacion, se encontrd una diferencia significativa entre la FAE de
los espermatozoides del testiculo frente a los del eyaculado: 8,3% vs 40,7%,
respectivamente. Aunque realizaran las transferencias en dia 3 de desarrollo, hallaron una
mejora importante de los resultados clinicos a pesar de una menor tasa de fecundacion
del grupo T-ICSI (56,1%) en comparacion con el grupo E-ICSI (69,4%) (p=0,0001): la
tasa de embarazo clinico fue 51,9% vs 40,2% (p=0,13) y de recién nacido vivo 46,7% vs
26,4% (p=0,007), respectivamente, un 20% mayor en el grupo testicular. La tasa de aborto
tambien fue significativamente menor en este grupo, 10.0% vs 34.3% (p=0,012).

Posteriormente, el estudio prospectivo de Pabuccu (Pabuccu et al., 2017) reclut6 a 85
parejas con dos fallos previos de ICSI y una FAE en el eyaculado >30% medida por

TUNEL vy las dividio en dos grupos: 31 parejas se realizaron un ciclo con espermatozoides
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extraidos del testiculo (T-1CSI) y 44 parejas con espermatozoides del eyaculado (E-ICSI).
Reportdé una mejora significativa en las tasas de gestacion clinica (41,9% vs 20%,
(p=0,045)) y de gestacion evolutiva (38,7% vs 15%, (p=0,023)) por ciclo iniciado, y un
descenso en la tasa de aborto (3,2% vs 17,5%) en el grupo testicular frente al eyaculado.
Sin embargo, no reportaron la tasa de nacidos vivos. En un estudio de casos cruzados
(Arafa et al., 2018) de 36 varones con una FAE media elevada (56,4% por SCD), se
realizaron un segundo ciclo de ICSI usando espermatozoides obtenidos por TESA tras
los malos resultados del primero usando semen eyaculado. ElI cambio del origen del
espermatozoide mejord significativamente la tasa de gestacion clinica en un 20% (38,9%
cuando usaron espermatozoides testiculares y un 13,5% con espermatozoides
eyaculados), registrando un total de 17 nacimientos en los segundos ciclos (38,9%)
mientras que en los primeros solo tres (8%) (p<0,001). Respecto al aborto, no se registrd
ninguno en los ciclos con espermatozoides testiculares y dos en los ciclos con

espermatozoides del eyaculado.

La mejora de los resultados clinicos tras el cambio en el origen del espermatozoide fue
también confirmada en una revision sistematica y metaanalisis (S. C. Esteves, Rogue, et
al., 2017) en el que se incluy6 un total de 4 estudios (507 ciclos de ICSI) de parejas
normo- u oligozoospérmicas que tenian un alto valor de FAE en el eyaculado. El anéalisis
determind que, aunque la tasa de fecundacién no es mayor, se incrementa la tasa de
gestacion clinica junto con una disminucidn de la probabilidad de aborto, lo que se traduce
en una tasa de recién nacido vivo 20% mayor en las parejas que usaron espermatozoides
testiculares frente a las que usaron espermatozoides eyaculados: 46,9% vs 21,3%;
OR=2,58 (1,54-4,35) (p=0,0003). Sin embargo, una revision sistematica posterior que
incluyé 4 estudios de diversa naturaleza (prospectivos y retrospectivos) y poblaciones
(varones con mala calidad seminal con o sin diagnostico de FAE) concluy6 que la
evidencia cientifica era insuficiente y de baja calidad como para recomendar de manera
rutinaria la utilizacion de espermatozoides testiculares en pacientes con malos parametros

seminales en el eyaculado (Awaga et al., 2018).

En un siguiente estudio retrospectivo del 2019 (Herrero et al., 2019) hallaron una mejora
significativa en aquellas parejas que cambiaron a espermatozoides testiculares cuando
presentaban una FAE elevada y dos tratamientos previos de ICSI sin recién nacido vivo
usando espermatozoides del eyaculado. En este caso, 77 parejas se sometieron a un ICSI
con espermatozoides testiculares (T-ICSI) y 68 continuaron usando el semen eyaculado

53



(E-1CSI) como grupo control, estableciendo diferentes grupos de estudio en funcion del
nivel de FAE. En primer lugar, cuando compararon simplemente el efecto del origen del
gameto masculino, el grupo T-ICSI presentd una tasa de embarazo clinico tras la
transferencia embrionaria en fresco significativamente superior al otro grupo (27,9% vs
10%), obteniendo este grupo una tasa acumulada de recién nacido vivo un 12% superior
al tratamiento habitual, 23,4% (15/64) y 11,4% (7/61). Por otra parte, cuando compararon
el nivel de FAE entre ambos tipos de espermatozoides mediante dos técnicas diferentes,
TUNEL vy la SCSA, encontraron siempre un nivel de fragmentacion mayor en los
espermatozoides testiculares, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa.
Sin embargo, cuando se subdividié a la poblacién de estudio en funcién de si tenian la
FAE >36% medido por TUNEL, el grupo de estudio T-ICSI obtuvo tasas acumuladas de
gestacion y de nacidos vivos significativamente mejores que la E-ICSI (T-ICSI: 20%
frente a E-ICSI: 0%; p<0,025). Igualmente, los varones con elevada FAE por SCSA
(>25%) obtuvieron mejores resultados reproductivos usando espermatozoides
testiculares: T-1CSI: 21,7% vs. E-ICSI: 9,1% (p<0,01). Cuando la poblacion se subdividid
en funcion de los parametros seminales entre aquellos con parametros alterados y
normales segun la OMS, los varones con oligoastenoteratozoospermia se beneficiaron del
cambio a espermatozoides testiculares, ya que la tasa acumulada de recién nacido fue
significativamente mejor (28%) que los que repitieron el tratamiento con esperma
eyaculado (6,7%) (p<0,01); en cambio, esta mejora no se observo entre el grupo T-ICSI

y E-ICSI de varones hormozoospérmicos.

También en 2019, Alharbi y colaboradores (Alharbi et al., 2019) realizaron un estudio
retrospectivo comparativo de 52 parejas con FAE (establecida como moderada (>15%) o
elevada (>30%) medida mediante el ensayo SCSA) que se sometieron a un ICSI con
espermatozoides testiculares tras al menos un fallo de ICSI usando esperma eyaculado
(T-ICSI) con dos tipos de controles: 87 parejas con un primer ciclo de ICSI fallido con
semen eyaculado que realizaron un segundo intento de nuevo (E-ICSI), y 48 parejas con
FAE (moderada o alta) que se realizaron otro ciclo de ICSI con semen eyaculado tras al
menos un fallo de ICSI previo (E-ICSl-alta FAE). En este caso, no encontraron una
mejora significativa de los resultados clinicos en las parejas que usaron espermatozoides
testiculares frente a los dos grupos control. La tasa de gestacion clinica entre los T-ICSI
y E-ICSI con una FAE>15% fue 48,6% vs 48,2% (p=1,0), con una tasa de aborto
semejante (11,1% vs 11,1%; p=1,0), respectivamente; en cambio, la tasa de gestacion
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clinica fue superior pero no estadisticamente significativa cuando se comparé con el
grupo E-ICSl-alta FAE: 48,6% vs 38,7% (p=0,41), siendo el aborto superior en este
altimo grupo, 11,1% vs 16,7% (p=0,66). Cuando compararon las parejas con una
FAE>30%, la tasa de gestacion clinica por transferencia fue superior en el grupo T-1CSI
(48%) que en el E-ICSl-alta FAE (25%) (p=0,25), alcanzando una tasa de recién nacido
vivo similar (29,2% vs 25%; p=0,82) tras dos abortos en el grupo T-ICSI. En cambio,
cuando se compararon las tasas de gestacion clinica, aborto y recién nacido vivo entre las
parejas que tenian una FAE<30%, el grupo T-ICSI presentdé mejores resultados que el E-

ICSl-alta FAE, aunque no de manera estadisticamente significativa.

Paralelamente, el estudio prospectivo de Zhang et al., 2019 recluté 102 parejas con
FAE>30% en el eyaculado (por SCSA) que se sometieron a su primer ICSI con
espermatozoides extraidos del testiculo (n=61) o con espermatozoides del eyaculado
(n=41). Aunque la tasa de fecundacion fue similar para ambos, el grupo que utilizd
espermatozoides testiculares obtuvo una mayor tasa de embarazo y de parto con recién
nacido superior que aquellos que utilizaron semen eyaculado: 36% vs 14% de embarazo

(p>0,05), y 38,5% vs 9,8% de parto con nifio (p=0,001), respectivamente.

Tras la publicacion de los diferentes estudios, dos grupos decidieron llevar a cabo una
revision sistematica tipo SWOT (del inglés strengths, weaknesses, opportunities, and
threats), un ensayo que resume las principales ventajas y desventajas basadas en las
evidencias cientificas alcanzadas tras la aplicacidn esta estrategia clinica en varones no
azospérmicos con elevada FAE en los espermatozoides del eyaculado. En ambas (Ambar
et al., 2020; S. Esteves et al., 2018) se concluye que existe un menor grado de
fragmentacion en la cromatina de los espermatozoides testiculares que en los ya
eyaculados, y que su uso parece mejorar los resultados reproductivos de las parejas que
presentan alta FAE en el eyaculado incrementando las probabilidades de obtener un
recién nacido. Sin embargo, admiten que la evidencia actual es de baja calidad debido a
la falta de estudios randomizados controlados aleatorizados que confronten ambos tipos
de tratamientos, y que los estudios publicados hasta la fecha presentan poblaciones
heterogéneas ademas de pequefias. También se debe considerar que la obtencion de los
espermatozoides testiculares es un proceso invasivo en el que se requiere cirugia, y que
esta estrategia deberia ser ofrecida como ultima opcion tras el fracaso de otros métodos
como reducir la FAE mediante cambios en los habitos de vida o la toma de antioxidantes,
o0 la aplicacion de técnicas de seleccion espermatica que reduzcan la FAE antes del
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tratamiento. No obstante, hubo una presentacion en el Congreso Europeo de Embriologia
Humana (ESHRE) donde se expusieron los resultados de un estudio controlado
aleatorizado con 111 parejas que presentaban una FAE>20% medida por TUNEL y
mujeres menores de 35 afios, que fueron aleatoriamente asignadas a realizarse un T-1CSI
(n=53) 0 E-ICSI (n=58) (Hozain M. et al., 2018). Con un nivel de FAE similar en ambos
tipos de espermatozoides, 26,7% en los testiculares y 23,8% en los eyaculados (p=0,7),
la tasa de fecundacion muy alta, aunque no estadisticamente significativa, en el grupo E-
ICSI (77,2% frente a 62,9% en T-ICSI (p=0,1). La tasa de llegada a blasto fue
significativamente mas alta en el grupo E-ICSI (65,2% vs 38,0%; p=0,004) pero porque
hubo maés transferencias en dia 3 en el grupo T-ICSI, lo que limita esta informaciéon. Sin
embargo, apenas hubieron diferencias en los resultados clinicos, siendo la tasa de
embarazo 50% y 51,0% en T-ICSl y E-ICSI (p=0,9), de gestacion evolutiva 48% Yy 42,8%
(p=0,5) y la tasa de aborto espontaneo 7,4% y 16%, respectivamente (p=0,16).

Por ultimo, un reciente metaanalisis y revision sistematica (Yu et al., 2021) incluyé 4
estudios de cohortes y 2 estudios de casos realizados entre 2005 y 2020 que evaluaron el
efecto del uso de espermatozoides testiculares y del eyaculado en la ICSI en parejas con
al menos un fallo de ICSI previo, con o sin prueba de FAE en el eyaculado. De esta
manera se establecieron dos grupos diferentes. Tras el analisis de los resultados, aquellas
parejas que presentaban una FAE elevada en el esperma eyaculado (247 parejas y 2712
ovocitos inseminados), lograron tasas de embarazo clinico mas altas con el
espermatozoides testiculares que cuando se usaron espermatozoides eyaculados (43,4%
vs 20,8%; con una OR agrupada de 2,87 (1,44-5,71) (p=0,003)), lo que se asocio a una
mayor tasa de recién nacido en casa (38% vs 16% respectivamente), con una OR=3,24
(1,2-8,76) (p=0,02). En cambio, en las parejas que, 0 no se conocia el grado de FAE en
el eyaculado o no fue un criterio para decidir cambiar el origen del espermatozoide, esta

mejora no fue tan evidente.

Uso de espermatozoides testiculares en varones con infertilidad masculina
Severa

Igualmente, en las parejas que presentan infertilidad masculina severa, el cambio a
espermatozoides testiculares en vez de utilizar el semen eyaculado podria mejorar los

resultados clinicos de la TRA. Son numerosos los estudios que han evaluado el cambio

de la fuente de espermatozoides para la ICSI cuando las parejas presentan malos
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resultados reproductivos en sus tratamientos previos por una calidad seminal
comprometida, sobre todo en el caso de varones con criptozoospermia, aunque los
resultados son controvertidos (Abhyankar et al., 2016; Alharbi et al., 2020; Al-Malki et
al., 2017; Ben-Ami et al., 2013; Kendall Rauchfuss et al., 2021; Negri et al., 2014).

En un primer pequefio estudio, 17 varones diagnosticados con criptozoospermia (recuento
de espermatozoides menor a 100.000 por mililitro) se beneficiaron del cambio a
espermatozoides de biopsia testicular tras el previo fracaso de su ciclo de ICSI con
espermatozoides testiculares (Ben-Ami et al., 2013). Se realizaron un total de 116 ciclos,
68 con espermatozoides procedentes del eyaculado y 46 con espermatozoides obtenidos
del testiculo por TESE. Aunque no encontraron diferencias en la tasa de fecundacion, se
encontrd una tasa de implantacion y embarazo por transferencia significativamente mayor
en los ciclos de ICSI con espermatozoides testiculares de los mismos pacientes: 20,7%
vs. 5,7% (p=0,003) y 42,5% vs. 15,1% (p=0,004), respectivamente. La tasa de recién
nacido vivo por transferencia fue significativamente mayor en los ciclos con
espermatozoides testiculares, 27.5%, frente al 9.4% en los ICSI con esperma eyaculado
(p=0,028). Cuando evaluaron la calidad de los embriones (en dias 2 y 3 del desarrollo
embrionario) no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos. El andlisis de regresion logistica multivariante que realizaron revel6 tres
parametros que influyen directamente sobre la probabilidad de embarazo en estas parejas:
el origen testicular del esperma (OR: 5.1 (1,8-14,8), el uso de espermatozoides moviles
(OR: 12,9 (2,1-79,1)), y la edad de la mujer (OR: 0,83 (0,7-0,9)).

En otro estudio consecutivo, (Negri et al., 2014) se evalué un total de 231 parejas con
infertilidad masculina por necrozoospermia (determinada como una vitalidad espermatica
entre el 5-45%) que se realizaron un total de 342 ciclos con esperma eyaculado y 182
ciclos de ICSI con espermatozoides obtenidos por TESE (65% de ellas se habian realizado
un tratamiento previo con semen eyaculado). Los autores hallaron resultados
significativamente superiores por ciclo en las parejas que utilizaron espermatozoides
testiculares comparado con aquellas que continuaron utilizando esperma del eyaculado
en términos de tasa de implantacion (36,8% vs 19,9%, p=0.0001), en la tasa de embarazo
23,7% vs 12,7% (p=0,0001), alcanzando una tasa de recién nacido vivo por ciclo de
28,6% y 13,7% (p=0,0001), respectivamente. La tasa acumulada de partos por pareja fue
del 28,3% en los ciclos de ICSI con eyaculado frente al 44,7% en los ciclos de TESE-
ICSI (p=0,005).
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Sin embargo, se encuentran resultados controvertidos entre los metaanalisis publicados.
En el metaandlisis de Abhyankar y colaboradores, en el que incluyeron 5 estudios de
cohortes con un total de 272 ciclos de ICSI y 4.596 ovocitos inseminados (Abhyankar et
al., 2016), no encontraron diferencias en la tasa de fecundacion (Riesgo relativo [RR]:
0,91(0,78-1,06)) ni en la tasa de embarazo tras la ICSI con espermatozoides testiculares
frente a los ciclos en los que usaron espermatozoides del eyaculado en varones con
criptozoospermia (RR: 0,53 (0,19-1,42)). En cambio, Kang (Kang et al., 2018) que
incluyé 6 estudios y un mayor nimero de ciclos (761 ciclos de 578 pacientes) encontrd
que el uso de espermatozoides testiculares frescos para la ICSI favorece la tasa de
blastocistos de buena calidad (RR=1,17 (1,05-1,30); p=0,005), la tasa de implantacion
(RR=1,52 (1,02-2,26); p=0,04) y la tasa de embarazo (RR=1,74 (1,20-2,52), p=0,004) en
varones con criptozoospermia. En otro metaanalisis de 2018 (331 pacientes, 479 ciclos
de ICSI), Ku y colaboradores (Ku et al., 2018) no hallaron una mejora significativa de los
resultados clinicos de pacientes con criptozoospermia tras el ICSI con espermatozoides
del testiculo en vez de con eyaculados. Encontraron una mayor tasa de recién nacido por
transferencia (RR=1,72 (1,21-2,44), p=0,002), y por ciclo de ICSI (RR=1,77 (1,28-2,44),
sobre todo si la pareja es joven (RR= 1,93 (1,11-3,34; p=0,02), mientras que la tasa de
aborto se mantuvo similar entre ambos tipos de tratamientos (RR= 1,06 (0,48-2,35),
p=0,88). La falta de concordancia entre estudios de tipo revisiones y/o metaanalisis puede
radicar en los diferentes criterios de inclusion establecidos por poblaciones heterogéneas

no comparables.

Posteriormente, en un estudio retrospectivo (Alharbi et al., 2020) compararon los
resultados clinicos de 88 varones con diferentes grados de oligozoospermia severa y
criptozoospermia (con concentraciones espermaticas menores a 5 millones/mililitro) que
se sometieron a TESA pararealizar la ICSI. En general, obtuvieron una tasa de embarazo
por transferencia embrionaria del 46% (26/57), pero cuando se dividi6 a la poblacion de
estudio en funcién de la concentracion espermatica, hallaron que los varones con
criptozoospermia (11 en total) obtenian los peores resultados reproductivos, una peor tasa
de recuperacion espermatica por TESA y ninguno obtuvo embarazo, al contrario que los
demas varones que obtuvieron resultados clinicos aceptables. En cambio, los resultados
clinicos de varones con diagnéstico de oligozoospermia tras el cambio a espermatozoides
testiculares no mejoraron (Kendall Rauchfuss et al., 2021). En este estudio compararon

32 parejas que utilizaron espermatozoides eyaculados y 19 que utilizaron
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espermatozoides testiculares tras TESE para la ICSI. La tasa de fecundacion fue un 20%
menor en el grupo que us6 espermatozoides testiculares (60% vs 80%, p=0,017),
obteniendo un numero medio de blastocistos inferior (2 vs 4, p=0,012). Tras la
transferencia, el grupo eyaculado obtuvo una mayor tasa de embarazo y recién nacido
vivo, y una menor tasa de aborto, aunque estas no fueron estadisticamente significativas.
Tras el ajuste a potenciales confundidores, la probabilidad de recién nacido fue tres veces
superior con el uso de espermatozoides eyaculados (OR=3,2 (0,79-12,94)). Sin embargo,
cabe descatar que el criterio de inclusion fue tener un recuento total de espermatozoides
moviles menor a 25 millones, y no presentaban ningun fallo previo de FIV ni tampoco se

evalu6 la FAE como para justificar esta intervencion.

Desventajas de la extraccion quirdrgica de espermatozoides testiculares

Aunque la extraccion quirdrgica de espermatozoides del testiculo es una técnica de rutina
clinica desde hace afios y se ha demostrado su seguridad y beneficios, no se puede dejar
de lado que es una técnica invasiva no exenta de riesgos para el paciente. Este
procedimiento puede estar asociado a complicaciones durante o después de la
intervencion, como dolor, inflamacién, hematomas e infecciones (Zini et al., 2017), y que
si no se resuelven de forma correcta pueden afectar a la homeostasis testicular y derivar
en un deterioro de la funcion testicular o en hipogonadismo (Eliveld et al., 2018). Si bien
la tasa de recuperacion espermatica tras la biopsia testicular en el caso de varones no
azoospérmicos es altamente efectiva porgue su testiculo produce células de manera mas
0 menos constante (S. C. Esteves et al., 2023), se debe informar al paciente de los riesgos
asociados a la intervencién, lo que podria condicionar la decision de realizar un

tratamiento con espermatozoides testiculares si tiene en el eyaculado.

Igualmente, el uso de espermatozoides testiculares se ha asociado con un riesgo
incrementado de aneuploidias espermaticas que puede agravarse en casos de infertilidad
masculina severa (Bernardini et al., 2000; Gianaroli et al., 2005; Rodrigo et al., 2019).
Sin embargo, la mayor parte de los estudios han evaluado la tasa de aneuploidias
espermaticas en varones con azoospermia. Por ejemplo, un estudio realizado en 2001 por
(Levron et al., 2001) con 28 varones infértiles mostro mayores tasas de aneuploidia en
espermatozoides testiculares de pacientes azoospérmicos no obstructivos (19,6%) que en
sus homologos obstructivos (8,2%) y en espermatozoides eyaculados de sujetos con

oligozoospermia (13,0%). En otro estudio pequefio con 12 pacientes (G. D. Palermo et
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al., 2002) encontraron tasas de aneuploidia del 11,4% y el 1,8% (p=0,0001) en
espermatozoides testiculares de pacientes azoospérmicos no obstructivos y obstructivos,
respectivamente. Vozdova et al., 2012 que evaluaron 17 varones con azoospermia no
obstructiva y 10 controles fertiles, mostraron que la frecuencia global de disomia y
diploidia en los cromosomas 13, 15, 16, 18, 21, 22, X e Y era del 2,86% en los
espermatozoides testiculares de los pacientes con azoospermia y del 0,92% (p<0,05) en
el eyaculado de controles fértiles.

Posteriormente, se evaluaron por primera vez las tasas de aneuploidia espermatica
(mediante FISH — Fluorescence in situ Hybridization) en varones no azoospérmicos con
elevada FAE en el eyaculado (Moskovtsev et al., 2012). Aunque la muestra fue pequefia
(el estudio se realizd en 8 varones), la tasas de aneuploidia fueron mayores en los
espermatozoides testiculares que en los procedentes del eyaculado (12,4 +3,7% frente a
5, 7+1,2%; p<0,05). Sin embargo, también constataron que el dafio del ADN espermatico
(evaluado mediante el ensayo TUNEL) era tres veces menor en los espermatozoides
testiculares que en los eyaculados (13,3% +7,3 frente a 39,7% +14,8). En cambio, en un
estudio mas reciente se obtuvieron resultados contrarios (Cheung S. et al., 2019) cuando
compararon las tasas de aneuploidias entre los espermatozoides testiculares y eyaculados
mediante la técnica FISH (nueve cromosomas) y secuenciacion de genoma completo en
una poblacién de 93 sujetos (azoospérmicos, controles fértiles y con elevada FAE en el
eyaculado). Los autores revelaron tasas globales de aneuploidia por FISH del 3,6% en
muestras eyaculadas, del 1,2% en muestras epididimarias y del 1,1% en muestras
testiculares. La secuenciacion del exoma completo mostré tasas de aneuploidia mas altas
en los espermatozoides eyaculados (11,1%) que en los epididimarios (1,8%) y los
testiculares (1,5%) (p<0,0001). Asimismo, cuando evaluaron las muestras de semen
eyaculado con los espermatozoides testiculares del mismo sujeto con elevada FAE
descubrieron que la tasa de aneuploidia era inferior en los testiculares que en los del
eyaculado, 1,3% frente a 8,4% (p=0,02).

Sin embargo, ninguno de los estudios que han investigado el uso de espermatozoides
testiculares en varones con elevada FAE e infertilidad masculina severa han estimado el
impacto que pudieran tener sobre la euploidia de los embriones resultantes. A raiz de la
informacién disponible, su uso podria aumentar las probabilidades de obtener embriones
aneuploides y un detrimento de las probabilidades de embarazo y de recién nacido sano.
Solo se encuentra una comunicacion presentada en el Congreso ESHRE, en el que el
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equipo analizé un total de 940 biopsias de trofoectodermo (TE) de 362 parejas que
presentaban una FAE>30%, de las cuales 280 se realizaron un tratamiento con semen
eyaculado propio (764 embriones) y 82 parejas con espermatozoides testiculares (176
embriones). Hallaron una tasa de euploidia por ovocito metafase 11 utilizado comparable
entre ambos grupos, 18,7% vs 18,3%, respectivamente (Figueira R CJ et al., 2019). Sin
embargo, el andlisis ajustado posterior reveld que el factor més determinante de la
euploidia del blastocisto era la edad de la mujer y no la edad del varén o su nivel de FAE.

Es notable la falta de evidencia cientifica que afirme que el uso de espermatozoides
testiculares en estos varones no supone un mayor riesgo de tener descendencia con
anomalias cromosdmicas y por tanto, se asegure asegure la inocuidad de esta estrategia.
Se requieren realizar mas estudios prospectivos y controlados que puedan confirmar esta
primera evidencia para poder aconsejar esta estrategia clinica a estas parejas que deseen

lograr un embarazo y un bebé sano en casa.
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HIPOTESIS

Nuestra hipotesis para esta tesis es que, en los varones con elevada FAE en el
semen eyaculado, cuyos tratamientos previos de FIV mediante ICSI han sido fallidos o
presentan oligozoospermia severa logran una mejora en los resultados clinicos cuando se
utilizan espermatozoides testiculares en lugar de los presentes en el eyaculado, lo que
permite obtener unas mayores tasas de recién nacido vivo por tratamiento. Dicha mejora
en los resultados clinicos surgiria del aumento en la proporcion de embriones de buena

calidad y euploides disponibles para transferir en estas parejas.

Esto justificaria clinicamente la recomendacion de realizar una biopsia testicular en
varones no azoospérmicos con el objetivo de obtener espermatozoides que presentan una
menor fragmentacion del ADN y aneuploidias cromosémicas, lo cual se reflejaria en un
mayor nimero de embriones disponibles por pareja por tratamiento en comparacion con

los embriones procedentes de ciclos con espermatozoides del eyaculado.
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Objetivo principal

El objetivo principal de esta tesis es demostrar un aumento del 15% de embriones

cromosomicamente normales disponibles para los tratamientos de reproduccion asistida

gracias al uso de espermatozoides testiculares en comparacién con espermatozoides

disponibles en el eyaculado, en varones con elevada FAE y oligozoospermia severa o

fallo previo de ICSI.

Objetivos secundarios

Demostrar diferencias en el indice de FAE entre los espermatozoides procedentes
del eyaculado y de los espermatozoides de la biopsia testicular.

Demostrar diferencias en los parametros clasicos de calidad embrionaria, medidos
en los distintos dias de desarrollo embrionario (dia 3, dia 5 y dia 6), entre los
embriones procedentes de espermatozoides del eyaculado y los de biopsia
testicular.

Demostrar diferencias en la tasa de aneuploidias presente entre los
espermatozoides de eyaculado y los espermatozoides de biopsia testicular.
Demostrar diferencias en las distintas medidas de éxito reproductivo
(fecundacion, gestacidn, aborto y parto con recién nacido vivo por transferencia
embrionaria) con el uso de espermatozoides de eyaculado y de espermatozoides

de biopsia testicular.
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Para poder alcanzar los objetivos de este estudio se llevaron a cabo tres
subestudios de diferente disefio: un analisis retrospectivo con los datos clinicos existentes,
un analisis prospectivo aleatorizado controlado con sujetos pacientes, y por ultimo un
metaanalisis con los resultados de estudios ya publicados. Los resultados obtenidos se

presentan de manera independiente entre si.

Estudio retrospectivo

Disefio de estudio

Se realiz6 un andlisis retrospectivo de los datos clinicos de 27 parejas que tras un ciclo
fallido de ICSI (entendido como el fracaso en la obtencion de un recién nacido tras la
transferencia de todos los embriones obtenidos), realizado con ovocitos propios y
espermatozoides del eyaculado (E-ICSI), se realizaron un segundo ciclo de ICSI con
ovocitos propios y espermatozoides procedentes del testiculo (T-1CSI). En ambos ciclos
se realizd un anélisis PGT-A a los embriones generados por factor masculino y/o fallos
de implantacion previos, y/o abortos.

El periodo de estudio comprendid desde enero del 2000 a noviembre 2020. Se tuvieron
en cuenta para el analisis los dos ciclos de ICSI més cercanos en el tiempo para

estandarizar y controlar las caracteristicas de los pacientes.

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico para la Investigacion del Hospital
Universitario y Politécnico la Fe con el cddigo 2011-FIVI-096-NG.

Poblacion de estudio
Se seleccionaron parejas con al menos un fallo de ICSI realizado con espermatozoides
del eyaculado y ovocitos propios (E-ICSI) y que se realizaron posteriormente un ciclo de

ICSI con espermatozoides procedentes del testiculo obtenidos mediante TESE (T-ICSI).

Criterios de inclusion y exclusion

Como criterios de inclusion para participar en el estudio:

e Parejas con un ciclo de ICSI previo fallido (aquel en el que no obtuvieron
embriones, no gestaron 0 no consiguieron un recién nacido) utilizando
espermatozoides del eyaculado y ovocitos propios.

e Parejas que se realizaron un ciclo de ICSI con espermatozoides testiculares
obtenidos mediante TESE y ovocitos propios.

e Enambos ciclos de ICSI, se tuvo que realizar PGT-A a los embriones obtenidos.
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Quedaron excluidas del estudio parejas con:

e Varones con azoospermia (obstructiva y no obstructiva).

e Si la pareja cambia a ovocitos donados en su siguiente tratamiento.

e Ciclos de PGT para enfermedades monogénicas o alteraciones cromosémicas
estructurales.

e Ciclos de ICSI con ovocitos donados.

e Ciclos mixtos, FIV-ICSI.

Resultados clinicos evaluados

La variable principal del estudio fue la tasa de aneuploidia embrionaria, calculada como
la proporcion de embriones analizados mediante PGT-A con diagnostico aneuploide en
funcion del nimero total de ovocitos inseminados. También se calcul6 en funcion del
namero de ovocitos correctamente fecundados o cigotos (2PN) y por el nimero total de

blastocistos biopsiados.

Otras variables analizadas fueron la tasa de llegada a blastocisto calculada como el
namero de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto en dia 5 de desarrollo
dividido por el numero total de ovocitos inseminados y por el nimero de cigotos 2PN. La
calidad embrionaria se evalu6 en dia 5/6 de desarrollo embrionario segun los criterios
morfolégicos establecidos por la Asociacién para el Estudio de la Biologia de la
Reproduccion (ASEBIR) (Asebir, 2015). Estos fueron: i) el grado de expansion del
blastocisto (cavitado, expandido, eclosionando o eclosionado); ii) calidad del
trofectodermo (definida como A, B, C o D) y calidad de la masa celular interna (MCI)
(definida como A, B, C o D) (Figura suplementaria 3). Para calcular la tasa de blastocistos
de buena calidad fue la proporcion de blastocistos de calidad A+B por el nimero total de
ovocitos inseminados, por el nimero de ovocitos nimero de ovocitos 2PN y por el

ndmero total de total de embriones en estadio de blastocisto.

Los resultados clinicos fueron tasa de implantacion, tasa de gestacion bioquimica
(resultado de niveles séricos de la hormona gonadotropina corionica humana (B-hCG)
superiores a 10 Ul/litro diez dias después de la transferenci a), tasa de gestacion clinica
(deteccion de saco en la cavidad uterina y latido cardiaco a las 7 semanas de gestacion),

tasa de gestacion evolutiva (confirmacion de un embarazo en progreso superior a las 12
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semanas de gestacion), tasa de aborto (pérdida o detencion de la gestacion tras confirmar
la presencia de saco) y la tasa de recién nacido. Estos resultados reproductivos estan
calculados por ciclo de T-ICSI.

Analisis estadistico
Todos los datos clinicos relacionados con las caracteristicas de los pacientes y sus

tratamientos se exportaron de la base de datos electronica del grupo IVIRMA Esparia.

De las variables exportadas, las de tipo continuo se presentaron como media e intervalo
de confianza del 95% (IC 95%). Las variables categdricas se describieron como
proporcion de casos (%) con su correspondiente IC del 95%. Las diferencias entre dos
grupos se compararon mediante la prueba t de Student de dos colas para datos con
distribucion normal y la prueba Chi-cuadrado de Pearson para datos categdricos. Los
datos se analizaron con el programa informético R (version 4.02). R Core Team (2020).
Fundacién R para la Computacion Estadistica, Viena, Austria). A Un valor P<0,05 se

consider estadisticamente significativo.

Estudio prospectivo

Disefio del estudio

Se trata de un estudio prospectivo de cohortes randomizado. La randomizacién es dada
porque los ovocitos de la paciente fueron asignados de manera aleatoria a uno de los dos
grupos de estudio para ser microinyectados o por un espermatozoide procedente del
eyaculado o por uno de origen testicular. De esta manera, se establecieron dos grupos de
estudio intra-paciente: ovocitos inseminados por espermatozoides eyaculados (E-ICSI) y

ovocitos inseminados por espermatozoides testiculares (T-I1CSI).

Las parejas que cumplieron en primera instancia los criterios de inclusion referidos a la
calidad del semen (con diagnoéstico de oligoozospermia severa) o por tratamientos previos
de ICSI fallidos, y cuyo nuevo tratamiento se realiza con gametos propios se les ofrecio
participar. Posteriormente, se procedié a la evaluacion del nivel de FAE de la muestra de
semen eyaculado en fresco para determinar el grado de rotura de la cromatina mediante
la técnica SCD. Solo aquellos varones que presentaron una tasa de espermatozoides con
la cromatina dafiada en el semen eyaculado superior al 30% se incluyeron definitivamente

en el estudio.
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Ambas partes de la pareja firmaron los consentimientos informados del estudio y se
estableci6 su tratamiento de reproduccion asistida mediante la técnica ICSI-PGT-A: la
programacion de la biopsia testicular para la obtencion de estos espermatozoides vy el

inicio de la estimulacion ovarica de la mujer.

El mismo dia de la realizacion de la biopsia testicular, el varon depositd previamente a la
intervencion quirdrgica una muestra de semen eyaculado que fue crioconservada. Ambas
muestras, la de semen eyaculado y la de espermatozoides testiculares, estuvieron
crioconservadas hasta el dia de la inseminacién de los ovocitos mediante la ICSI (Figura

supplementaria 4).

Poblaciéon de estudio

La poblacion de referencia de estudio son las parejas que acuden al Instituto Valenciano
de Infertilidad localizado en Murcia para realizarse un tratamiento de reproduccion
asistida con gametos propios mediante la técnica ICSI. Todas las parejas participantes en
el estudio expresaron su voluntad de participar mediante la firma de los consentimientos

informados.

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC)
del Instituto Valenciano de Infertilidad de Valencia con el codigo 1802-FIVI-015-NG.
Este estudio se registrd en Clinical Trials con el codigo NCT04795440.

Criterios de inclusién y exclusion

Como criterios de inclusién para participar en el estudio:

e Varones con oligozoospermia severa (<5 millones de espermatozoides) en el
eyaculado en fresco;

e O varones sin diagnostico de oligozoospermia, pero que presentan un fallo previo
de ICSI con su pareja, entendido como, tras la inseminacién de al menos seis
ovocitos, no se obtienen cigotos por un fallo de fecundacion, no se obtienen
embriones para transferir por bloqueo en el desarrollo embrionario o no se obtiene
embarazo después de la transferencia de todos los embriones obtenidos.

e Mujeres con unareserva ovarica adecuada, con niveles séricos de la hormona anti-

mulleriana (AMH) >2 ng/ml o un recuento de foliculos antrales (RFA) > 6.

e Varones con elevada fragmentacion del ADN espermético (FAE >30%) en el

eyaculado en fresco.
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Quedaron excluidas del estudio parejas con:

e Cariotipo del paciente anormal.

e Presencia de microdeleciones en el cromosoma Y conocidas.

e Portadores conocidos de mutaciones en el gen de la fibrosis quistica.

e Presencia de varicocele.

e Edad de la mujer >38 afios.

e Presencia de patologia uterina que pudiera condicionar los resultados

reproductivos (miomas, malformaciones uterinas que condicionen la gestacion).

Prueba de fragmentacion del ADN espermaético

El andlisis de la integridad del ADN se realizé6 mediante SCD con el kit de diagnostico
Halosperm® G2 de Halotech DNA®© (Madrid, Espafia). La determinacion del nivel de la
FAE se realiz6 inmediatamente después de la obtencion de la muestra seminal, con los
espermatozoides intactos sin fijar (obtenidos de muestras seminales frescas y de las
muestras congeladas).

Para la determinacion de la FAE, en primer lugar, se prepar6 el gel de agarosa sobre el
cual se realiza la determinacion. Para ello, se introdujo el tubo con agarosa disponible en
el kit en un bafio maria a 95-100°C de temperatura para su licuefaccion. Con la agarosa
fundida se alicuota 100 uL de agarosa en 10 tubos Eppendorf, siempre trabajando con
ellos a 37°C. Mientras, las soluciones 1 (Denaturant Agent, agente desnaturalizante) y 2

(Lysis Solution, solucién lisante) se mantienen a temperatura ambiente.

Las muestras de semen deben tener una méxima concentracion de 20 millones de
espermatozoides por mililitro. En el caso de que tuvieran una concentracion mayor, se
diluyeron en PBS (tampdn fosfato salino). Inmediatamente después, se transfirieron 50
pl de la muestra de esperma al tubo Eppendorf con agarosa y se mezclé suavemente,
evitando la formacion de burbujas. A continuacion, se colocod una gota de 8 ul de la
suspension celular en cada uno de los dos pocillos de los portaobjetos especificos del kit
y se cubrieron con un portaobjetos. Los portaobjetos con las muestras se colocaron sobre
una superficie fria y se mantuvieron a 4°C en el frigorifico durante 5 minutos para su
solidificacion.

Posteriormente, se retiraron los cubreobjetos y se trabaja con las muestras a temperatura
ambiente (22°C). Con el portaobjetos en horizontal se aplico la solucion 1,

desnaturalizante, solamente en uno de los dos pocillos, ya que el otro ejerce como control
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del test. La solucion se incub6 durante 7 minutos cubriendo todo el pocillo. Pasado ese
tiempo, se retird el exceso de reactivo inclinando el portaobjetos hasta su completo
secado. A continuacion, se aplicd la solucion 2, lisante, sobre el pocillo de la muestra
asegurando su completa sumersién. Se incubé durante 20 minutos y, pasado el tiempo se
retir6 el exceso de reactivo inclinando y dejando que se deslice.

El portaobjetos se lavo durante 5 minutos con abundante agua destilada, dejandolo
inclinado hasta su completo secado. Después, se aplicé etanol al 70% durante 2 minutos,
se escurrid y se volvio a lavar con etanol al 100% durante otros 2 minutos. Pasado ese
tiempo, se escurrié y se secé el portaobjetos. Seguidamente, se aplico la solucién 3,
solucidn tincidn de eosina, en ambos pocillos quedando totalmente sumergidos durante 7
minutos. De nuevo, se retird la tincion hasta completar su secado, y se afiadio la ultima
solucion 4, solucidn tincion de tiazina, sobre los dos pocillos dejandolos 7 minutos. A

continuacidn, se retiro el tinte inclinandolo y se dejo secar a temperatura ambiente.

Figura 2. Prueba de dispersién de la cromatina espermatica (SCD) para evaluar la FAE
en los espermatozoides (Halosperm® G2 de Halotech DNA, Espafia).

Los espermatozoides con la cromatina intacta presentan un halo de dispersion alrededor de la cabeza (a, b, c). En
cambio, los espermatozoides con la cromatina fragmentada no presentan dicho halo (d y e).

Los espermatozoides con la cromatina dafiada se visualizan sin halo o con el halo muy

pequeiio (su anchura es similar o inferior a 1/3 del didmetro del nticleo) respecto a los que

presentan el ADN intacto, en los que se percibe un halo cuya la anchura es similar o

superior al didmetro del nucleo (Figura 2). Para calcular el porcentaje de fragmentacion

de ADN se cont6 el nimero de espermatozoides (con halo grande, mediano, o pequefio,

sin halo y degradado) sobre un total de 300 espermatozoides por portaobjetos. Los
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espermatozoides sin halo corresponderian a aquellos con la cromatina dafiada. En el caso
de no encontrarse esa cantidad, se cuantifico los que hubiera en la totalidad del
portaobjetos.

Biopsia de testiculo

La extraccion de espermatozoides testiculares se realizé mediante TESE. En primer lugar,
los pacientes se sometieron a sedacion para la intervencion y para ello se bloqueo el
cordon espermatico con 2% de mepivacaina. Después, se procedio a abrir la piel escrotal
y la tanica vaginalis del testisulo, y se realizd una pequefia incision en una zona de la
tlnica albuginea para extruir el tejido testicular hacia fuera. Esta pieza de tejido que
contiene tubulos seminiferos se extirpa y se coloca en una placa petri con medio Fert
(Origio, CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) para su evaluacion en el laboratorio
adjunto. El tejido fue lascerado mecanicamente con portaobjetos estériles para exponer el

contenido de los tubulos seminiferos al exterior y localizar los espermatozoides.

La presencia de células espermaticas fue examinada bajo microscopio invertido a un
aumento de 400X. Si se encontraba un nimero adecuado de espermatozoides moviles, la
intervencion se finaliza. De no ser asi, se obtiene otra pieza de tejido de otra area testicular
siguiendo el mismo procedimiento. La confirmacién de la existencia de espermatozoides
moviles se realizo con la adicion de pentoxifilina tras centrifugado. Tras encontrar un
nimero adecuado de espermatozoides, se procedié inmediatamente a la congelacion de

la muestra.

Recogida de muestras de semen eyaculado y su analisis

Para este estudio se requirio6 el analisis de muestras de semen eyaculado en fresco, tanto
para la medicion de la FAE como para su evaluacion mediante el espermiograma
siguiendo los criterios del Manual del Analisis del Semen de la OMS de la 52 Edicién
(World Health Organization, 2010).

Para obtener la muestra, el paciente deposité una muestra de semen eyaculado obtenida
por masturbacion tras un periodo de abstinencia de dos a cinco dias en un recipiente
estéril, previo lavado aséptico de manos y genitales. Estas muestras se obtuvieron en una
sala habilitada para ello y a continuacion se trasladaron al laboratorio de andrologia para

su analisis en los siguientes 60 minutos.

Los recipientes con la muestra seminal se dejaron durante un periodo de 10-15 minutos

en un incubador a 37°C y 6% de CO; hasta su total licuefaccion. Una vez alcanzada la
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licuefaccion, se valoraron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las

mismas.

El analisis macroscopico consiste en la valoracion del aspecto, color, grumosidad y

viscosidad, el pH y el volumen total.

Para el analisis microscopico se utilizd una gota de 10 puL de muestra seminal en una
camara de recuento Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) y un microscopio
Optico de contraste de fases a un aumento de 200X. Se evalué la concentracion
espermatica, la motilidad, la morfologia, asi como la presencia de otros elementos
celulares (leucocitos y/o células germinales inmaduras) y detritos, anticuerpos

antiespermatozoides (aglutinacion), y vitalidad.

La determinacion de la concentracion de espermatozoides por millones/ml se efectla
contando el numero de espermatozoides que hay en cada fila de 10 cuadrados, realizando
un contaje de hasta 200 espermatozoides y dividiendo por el numero de filas contadas.
Este recuento se efectla dos veces y se hace la media. El ensayo de la motilidad se lleva
a cabo mediante el contaje y evaluacion del tipo de movilidad de 200 espermatozoides
moviles e inmoviles observados al azar. Segun la clasificacion de la OMS (World Health
Organization, 2010), las células espermaticas se clasifican en funcion de su motilidad en:
espermatozoides progresivos, aquellos con un movimiento activo de forma rectilinea o
curvilinea amplia sin tener en cuenta la velocidad; los espermatozoides no progresivos,
espermatozoides con patrones de movimiento que no tienen progresion; y los

espermatozoides inmaoviles, aquellos que no presentan ningun tipo de movimiento.

La morfologia de los espermatozoides se realiza mediante la tincion de Papanicolau
modificada, tal y como recomienda la OMS. Esta técnica permite distinguir en la cabeza
la region acrosomal y postacrosomal, la pieza media y la cola. Para ello, se deposita una
gota en un portaobjetos y se extiende a lo largo de su superficie mediante arrastre. Tras
su secado, se introduce en alcohol al 70% y se deja secar al aire para su fijacion.
Posteriormente, se introduce el portaobjetos con la extensién en eosina (1 minuto) y
después en hematoxilina (1 minuto). La extension se evalu6 al microscopio Optico a un
aumento de 100X. Se contaron las alteraciones de cabeza, cuello y cola y se establecio el

grado de normalidad siguiendo los criterios de Kruger.

Parte de la muestra seminal (minimo 0,5 ml) se utilizd para el andlisis de la FAE mediante
la prueba SCD.
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Criopreservacion de las muestras
El mismo dia en el que se programo la biopsia testicular, el paciente dejo previamente
una muestra de semen eyaculado. Esta muestra se analizé para conocer los parametros

seminales de partida.

Para el procedimiento de congelacién, una vez conocido el volumen de muestra seminal
dada, se le afiadi6 medio de congelacion (SpermFreeze; FertiPro, Beernem, Bélgica) en
proporcion 1:0,7 y se dejo incubar 15 minutos. Posteriormente, las muestras procesadas
se congelaron en pequefias pastillas o pildoras utilizando una superficie de hielo seco
durante aproximadamente 1 minuto y luego se transfirieron a criotubos etiquetados que

se enfriaron con vapores de nitrégeno hasta su completa congelacion.

Las muestras de tejido testicular con espermatozoides obtenidas tras la biopsia testicular
también se criopreservaron utilizando el mismo medio y protocolo de congelacion. Una
vez las muestras estuvieran congeladas, se depositaron en tanques de nitrégeno hasta su

utilizacion el dia del tratamiento.

Estimulacion y puncion ovarica
A las pacientes se les programo la estimulacién ovarica controlada para conseguir un buen
namero de foliculos antrales desarrollados. Todas ellas iniciaron la estimulacion en la

fase folicular del ciclo, entre el primer y tercer dia.

Se utilizd el protocolo con antagonistas de la GnRH, en el cual se administra desde el
inicio una dosis subcutanea de 112-225 Ul/dia de FSH recombinante (Bemfola 225 ®;
Gedeon Richter Plc, Budapest, Hungria; Bemfola 150®; Gedeon Richter Plc, Budapest,
Hungria) y 50-75 Ul/dia de HMG subcutanea (Menopur 75 ®; Ferring GmbH, Kiel,
Alemania; Menopur 600®; Ferring GmbH, Kiel, Alemania). Cuando hay foliculos con
un tamafio de 14 mm se administra una dosis subcutanea diaria de 0.25 de GnRH-a
(Orgalutran 0.25®; Organon, Dublin, Irlanda) durante 3-4 dias, para lograr que al menos
3 o mas foliculos alcanzan un tamafio de >18 mm. La maduracion final de los ovocitos se
logra con la administracion subcutanea de hCG (Ovitrelle ®; Merk, Londres, Reino
Unido) o mediante un bolo de agonistas o doble trigger con GnRH-a (Orgalutran 0.25®;
Organon, Dublin, Irlanda). A las 36 horas de la administracion de la hCG y/o del bolo se
realizd la puncion folicular bajo sedacion y ecografia guiada. Los foliculos aspirados y su
contenido se vertieron a los tubos atemperados manteniéndolos siempre a 37°C mediante

bloques térmicos calefactados.
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En el laboratorio, el liquido folicular se vertio en placas petri precalentadas para buscar
los complejos cimulo-ovocito (COC) a la lupa (8-10X), conformados por las células de
la granulosa que rodean al ovocito. Una vez recolectados, se depositaron en placas con
medio de lavado (Origio, CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) a la espera de que la
aspiracion folicular finalice. Si los COC eran grandes, estos se recortaron mediante el uso
de dos agujas de inyeccidn. Finalmente, todos los ovocitos recolectados se cultivan en
una placa con medio atemperado (Origio, CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) en un

incubador a 5,5% CO. y 37°C hasta su posterior decumulacion.

La decumulacion (o denudacion) de los ovocitos se realiza mediante accion quimica-
mecénica con ayuda de la enzima hialuronidasa (Hyaluronidase in FertiCult (™) Flushing
medium; FertiPro, Beernem, Bélgica). Consiste en la eliminacién de las células de la
granulosa que rodean al ovocito con el objetivo de conocer su grado de maduracién y si
es apto para su inseminacion. Para ello, en una gota de 50uL medio Fertilization (Origio,
CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) se afiade hialuronidasa a una concentracién del
50% Yy posteriormente los COC; con movimientos de pipeteado se disgregan las células
de la granulosa. A continuacion, se pasaron los complejos ovocitarios a otras gotas de
50pL cultivo sin enzima y por accion mecénica al pipetear con capilares de calibre méas
pequefio se disgregan las ultimas células que rodean al ovocito. En este momento se puede
observar el estado de maduracion del ovocito: vesicula germinal, ovocito en metafase |
(MI) u ovocito en metafase Il (MII), que se caracterizan por la presencia de un corpusculo
polar y un citoplasma liso. Solo estos ultimos son los idoneos para la inseminacion

mediante la técnica ICSI.

Capacitacién muestras seminales

Las muestras seminales utilizadas para este estudio, tanto las de eyaculado como las
testiculares, se procesaron mediante lavado seminal tras su descongelacion debido a las
caracteristicas limites en los pardmetros seminales. Para cada inseminacion se
descongelaron entre 8-9 pildoras (de un volumen de 30-40 pL aproximadamente) de cada
tipo de muestra. Mediante la técnica de lavado, se elimina el plasma seminal y el medio
de congelacion utilizado afadiendo medio de lavado (Sperm Wash ORIGIO;
CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca), separando asi los espermatozoides aptos para la

inseminacién de los ovocitos.
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Inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI)

La inseminacion de los ovocitos se realizd mediante la técnica ICSI. Todos los ovocitos
de las pacientes de este estudio se microinyectaron en fresco a las 4 horas de su obtencidn
utilizando un microscopio a un aumento de 400X. Los ovocitos fueron aleatoriamente
inseminados por los dos tipos de espermatozoides gracias a una tabla de randomizacion
que solo conocia la persona que realizaba la ICSI. De esta manera, se asignd al azar qué
tipo de espermatozoide insemina a cada ovocito hasta completar toda la cohorte ovocitaria

(Figura suplementaria 4).

Para ello, en una placa con gotas de 10 puL de medio (ORIGIO Handling; CooperSurgical,
Ballerup, Dinamarca) cubiertas con aceite mineral de alta densidad se colocan los
ovocitos, y en una gota central se ponen sin diluir en medio 10 pL de Polivinilpirrolidona
(PVP) (FertiPro, Berrnem, Bélgica) sobre la cual se afiade una gota de 10 pL de la muestra
de semen capacitada con los espermatozoides para su seleccion en base a su motilidad y
morfologia. En el caso de que la muestra de espermatozoides no presentase motilidad, se
afiadié pentoxifilina (5 pL) a la gota de medio (ORIGIO Handling; CooperSurgical,
Ballerup, Dinamarca) para obtener motilidad en los espermatozoides vivos y poder

seleccionarlos para su microinyeccion.

Inmediatamente después de la inseminacion, los ovocitos inyectados se dispusieron en
placas de cultivo de incubador tipo time-lapse (GERI (™); Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) en medio de cultivo Gems (Geri Medium; Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) bajo aceite mineral en una atmdésfera altamente controlada (37°C, 6% de CO-
y 5% de Oy).

Desarrollo y evaluacion de los embriones

Los embriones siempre se incubaron en un ambiente altamente controlado a 37°C, 6,0%
de CO. y 5,0% de O, siendo continuamente monitorizados gracias a la tecnologia time-
lapse. A las 17-19 horas post-fecundacion se observaron los ovocitos para comprobar si
fueron correctamente fecundados con la visualizacion de los dos corpusculos polares en
el espacio perivitelino y los dos pronucleos en el citoplasma. Los cigotos se mantuvieron
en cultivo embrionario hasta dia 3 (72 horas post-ICSI) para su evaluacion morfocinética,
momento en el cual también se renové el medio de cultivo (Gems; Geri Medium, Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania) y se realizd un agujero en la zona pellcida del embrién
(Hatching asistido o eclosion asistida) para facilitar la salida del embrion para la
realizacion de la biopsia de TE. Los embriones en cultivo se mantuvieron hasta dia 5 o
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dia 6 de desarrollo embrionario, correspondiente al estadio de blastocisto, los cuales

fueron nuevamente evaluados.

La evaluacion de la calidad embrionaria se realizo siguiendo los criterios establecidos por
ASEBIR. Mediante estos criterios, los embriones quedan clasificados en 4 categorias (A,
B, C o D) segin el potencial implantatorio esperado, siendo de mayor a menor
probabilidad respectivamente (Asebir, 2015). En dia 3 de desarrollo, se evaluaron los
siguientes parametros morfologicos: numero de células, simetria celular, tipo y porcentaje
de fragmentacion, presencia o ausencia de multinucleacion y el grado de compactacién
(Figura suplementaria 1 y 2). En el estadio de blastocisto (dia 5 0 6 de desarrollo), se
evalu6 el tamafio de la cavidad blastocistica, y el aspecto e integridad de la masa celular
interna (MCI) y el TE (Figura suplementaria 3). En base a la calidad de este ultimo, queda
definida la calidad final del embrion. Aquellos embriones de buena calidad, es decir, los
clasificados como A-C, fueron sometidos a la biopsia embrionaria para su analisis

genético.

Biopsia embrionaria para PGT-A

La biopsia embrionaria consiste en obtener un pequefio nimero de células del TE (10-15
células) para su posterior procesado y andlisis. En este caso, el analisis genético consistio
en analizar los 23 pares de cromosomas del embrién para comprobar la existencia de

anomalias numéricas que denoten euploidia o aneuploidia embrionaria.

Las células obtenidas fueron aquellas que salieron por el agujero de la zona pellcida
hecho previamente en dia 3, siempre lo mas alejado de la MCI del embrién. La biopsia
embrionaria se realizé en un microscopio con laser asociado a un aumento de 400X. El
grupo de células del TE obtenido se lavé en un medio especial para biopsia embrionaria
proporcionado por la empresa que realizo los anélisis genéticos. Para este estudio, los
realizé la empresa JUNO Genetics©, que realizo el analisis genético mediante la técnica

NGS (Nex Generation Sequencing).

Transferencia embrionaria

Tras conocer los resultados genéticos de los embriones analizados se programé la
transferencia de aquellos embriones que resultaron ser cromosdmicamente normales, es
decir, con resultado de euploidia. El ciclo de transferencia se programo de acuerdo con el
ginecéblogo y la paciente. El ciclo de transferencia embrionaria pudo ser natural (siguiendo

el ciclo menstrual de la paciente) o estimulado mediante terapia hormonal sustitutiva
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(Estradiol + Progesterona) como preparacion endometrial previa siguiendo los protocolos

habituales.

Los embriones para transferir se eligieron en base a su calidad sin conocer a qué grupo
de estudio (T-ICSI o E-ICSI) pertenecian en todo momento. La transferencia se realizo
cuando la paciente tuvo el grosor endometrial adecuado y mediante eco-guiado. A los 14
dias post-transferencia, se realizd un analisis de sangre para conocer si existia un

embarazo con un resultado de B-hCG >10 UI/L.

FISH de espermatozoides

Se realizo6 un andlisis genético de los espermatozoides, tanto de origen testicular como de
eyaculado, de los pacientes participantes del estudio. Para ello, se realiz6 la técnica FISH
sobre cinco cromosomas en concreto, el 13, 18, 21, X e Y, con el objetivo de conocer la
normalidad de las muestras en base a la proporcion de haploidia, aneuploidia (nulisomina

y disomia), y diploidia presente en los espermatozoides.

Una parte de las muestras de espermatozoides descongeladas y capacitadas utilizadas para
la inseminacion de los ovocitos se guardé en un tubo eppendorf sellado y mantenido frio
para su envio y posterior analisis. Este analisis fue realizado por la empresa Sistemas
Genomicos (Ascires) (Paterna, Valencia, Espafa), que determinaron la proporcién de
espermatozoides que presentaron un nimero de cromosomas anormal mediante un FISH
automatizado (Garcia-Mengual et al., 2019). Se analizaron hasta un total de 10.000
espermatozoides/ muestra, contabilizados con un microscopio especializado que permite

el estudio simultaneo de hasta 3 cromosomas en el mismo nucleo.

Analisis estadistico

Antes de proceder con el analisis estadistico de los datos obtenidos mediante contrastes
de hipétesis y/o construccién de modelos estadisticos, se realizd un andlisis descriptivo
(numérico y grafico) previo, con el objetivo de estudiar el comportamiento y la
distribucion de las variables que intervienen en el estudio, evaluar la calidad de los datos
y detectar anomalias (cantidad de datos faltantes y valores atipicos que pudieran estar

presentes).

Para las variables cuantitativas, se utilizaron medidas de localizacién como el maximo,
minimo y cuartiles, y medidas de dispersion como la media y la desviacion tipica.

Ademas, se calculé los intervalos de confianza al 95% para el valor de la media, y los
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coeficientes de asimetria de Pearson y el coeficiente de curtosis. Para las variables

categoricas, se calcularon tablas de frecuencia y proporciones junto a IC al 95%.

Para dar respuesta al objetivo principal, con la intencidn de valorar si existen diferencias
entre los dos grupos, se utilizo la prueba de Chi cuadrado para proporciones de embriones
normales transferibles. Para los secundarios, con la intencion de valorar si existen
diferencias entre ellos, se utilizo la prueba t de Student o Chi cuadrado en medias y
proporciones respectivamente. Ademas, las medidas de éxito reproductivo (gestacion
clinica, gestacion evolutiva, aborto y recién nacido vivo) se calcularon por transferencia

embrionaria realizada como por pareja.

Metaanalisis

Busqueda bibliografica

Se realizd una busqueda sistematica en las plataformas Pubmed, Web of Science (WoS),
Medline, y el registro de ensayos clinicos (clinicaltrials.gov) para encontrar estudios y
comunicaciones en congresos relacionados hasta noviembre del 2023. Los términos clave

utilizados para la busqueda fueron “sperm DNA fragmentation”, “ejaculated sperm”,

“testicular sperm” e “ICSI”.

Criterios de elegibilidad y seleccién de estudios

Se incluyeron todos los estudios clinicos realizados en humanos que no fueran revisiones
sistematicas 0 metaanalisis previos. Se incluyeron todos los estudios en los que: i) se
comparan ciclos de ICSI realizados con espermatozoides del eyaculado con ciclos de ICSI
con espermatozoides de origen testicular; ii) los varones incluidos en el estudio tuvieran
un analisis de FAE en el semen eyaculado, y/o en los espermatozoides del testiculo; vy iii)
varones con fallos previos de ICSI con semen eyaculado y/o infertilidad severa
(oligozoospermia). Quedaron excluidos de la seleccién estudios en los que se incluyeran
varones con azoospermia, varones sin analisis de los niveles de FAE, y que utilizaran

métodos de seleccion espermatica (PICSI, MACS, etc.).

Extraccion de datos

Para cada estudio se examinaron los siguientes datos: i) grado de FAE en el semen
eyaculado y en los espermatozoides del testiculo; ii) técnica utilizada para medir la FAE;
iii) poblacion de estudio (historia de fallo previo de ICSI y/u oligozoospermia severa); iv)

analisis de los parametros seminales (varones con normozoospermia, oligozoospermia,
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criptozoospermia; v) técnica de extraccion quirdrgica de espermatozoides; vi) disefio de

estudio (retrospectivo, prospectivo, casos y controles, casos cruzados).

Resultados clinicos evaluados

Se establecio como resultado principal la diferencia en los niveles de FAE entre los
espermatozoides del eyaculado y los testiculares. Otros resultados evaluados
(secundarios) fueron la tasa de fecundacion, la tasa de embarazo clinico, la tasa de aborto

y la tasa de recién nacido vivo.

Anaélisis estadistico
El anélisis estadistico se realizd con el programa Review Manager 5.4.1 software

(Cochrane Collaboration). Se consider6 significativo un p valor <0,05.

Para las variables dicotomicas se calcularon la OR y el IC del 95%, mientras que para las
variables continuas se utilizé la diferencia de medias estandarizada (DM) y el IC del 95%.
Se utilizo la prueba 12 para cuantificar la heterogeneidad entre los diferentes ensayos. Se
obtuvieron los gréficos tipo Funel (embudo) para representar la heterogeneidad de los
ensayos incluidos y gréaficos estilo arbol o forest plot para exponer todos los articulos
incluidos para cada resultado reproductivo. Se aplico la prueba de efectos aleatorios con

la intencién de controlar la heterogeneidad de los resultados obtenidos.
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Analisis retrospectivo

La etiologia de la infertilidad femenina fue edad materna avanzada (21,4%), anexectomia

(14,3%), sindrome poliquistico ovarico (14,3%), baja respuesta (7,1%) y factores uterinos

(7,1%). Las demas (35,7%) se diagnosticaron como idiopaticas o sin factor femenino de

infertilidad. El diagnostico de infertilidad masculina fue oligozoospermia grave (4,8%),

oligoastenoteratozoospermia (23,8%), astenozoospermia (23,8%), criptozoospermia

(23,8%) y oligoastenozoospermia (23,8%).

Tabla 4. Caracteristicas demogréficas y de la estimulacion ovarica de la poblacion en
funcién del grupo de estudio E-ICSI o T-ICSI.

Variables
Edad mujer (afios)
IMC mujer (kg/m?)
Edad vardn (afios)
IMC varén (kg/m?)
Recuento de foliculos antrales (RFA)
Niveles HAM
N.° dias de estimulacion
Dosis de FSH total (Ul)
Dosis de LH total (UI)
Dosis de HMG total (UI)
Niveles E2 en el dia de hCG (pg/ml)
Niveles de P4 en el dia de hCG (pg/ml)
N.° dias preparacion endometrial
Ultimo grosor endometrial (mm)
Ultimo nivel de E2 (pg/ml)
Ultimo nivel de P4 (pg/ml)
N.° de ovocitos aspirados
N.° ovocitos MlI
N.° ovocitos Ml
Estado del ovocito (%)

Fresco
Vitrificado
Mixto

N.° ovocitos inseminados

N.° de ovocitos correctamente fecundados

N.° embriones obtenidos
N.° embriones biopsiados
N.° embriones analizados
N.° embriones informativos
N.° embriones aneuploides

E-ICSI (n=27)
36,2 (34,4-37,9)
24,0 (22,6-25,4)
40,2 (37,9-42,4)
27,0 (25,1-29,0)
13,2 (10,5-16,0)
2,5 (5,4-8,8)

11,8 (9,6-14,1)
1.951,1 (1.673,2-2.229,0)
1.051,3 (812,5-1.290,0)
2.195,4 (1.736,4-2.654,3)
1,0 (0,8-1,1)

17,6 (14,7-20,6)

9,8 (9,2-10,5)
2.174,5 (1.641,1-2.707,9)
1,0 (0,8-1,2)

12,3 (10,0-14,5)
11,6 (9,3-14,0)

0,7 (0,3-1,0)

77,8 (57,7-91,4)

7,4 (0,9-24,3)

14,8 (4,2-33,7)

10,9 (8,8-13,1)

7,1 (5,4-8,8)

6,6 (5,0-8,3)

3,7 (2,8-4,6)

3,7 (2,8-4,6)

3,6 (2,8-4,5)

2,7 (2,0-3,5)

T-ICSI (n=27)
37,0 (35,5-38,5)
23,8 (22,5-25,2)
41,2 (39,1-43,3)
27 (25,1-29,0)
11,7 (5,7-17,8)
2,5 (1,0-4,1)

11 (10,4-11,7)
1.821,3 (1.560,8-2.081,8)
925 (203,2-1646,8)
998,2 (715,7-1.280,7)
2.150,7 (1.732,7-2.568,6)
1,0 (0,8-1,2)

17,0 (16,0-18,0)

9,3 (8,4-10,2)
2.107,9 (1.423,2-1.550,1)
1,0 (0,7-1,2)

12,6 (9,8-15,3)

11,0 (8,4-13,6)

0,7 (0,4-1,1)

66,7 (46,0-83,5)
28,5 (6,3-38,1)

14,8 (4,2-33,7)

10,9 (8,3-13,4)

6,9 (5,1-8,6)

7,4 (5,9-8,9)

4,0 (3,2-4,8)

4,0 (3,2-4,8)

4,0 (3,2-4,8)

3,0 (2,4-3,7)

P-valor
0,3
0,9
0,4
0,7
0,6

1
0,3
0,3
0,9
0,5
0,8

1
0,5
0,2
0,8
0,5
0,9
0,7

1
0,5
0,9
0,9
0,6
0,3
0,3
0,2
0,2

Los valores son medias o proporciones junto con su intervalo de confianza (IC 95%). Los valores p se calcularon con
la prueba t-student para las medias y la prueba Chi-cuadrado para las proporciones. IMC: indice de masa corporal;
HAM: hormona antimulleriana; FSH: hormona foliculoestimulante; LH: hormona luteinica; E2: estradiol; P4:
progesterona; hCG: gonadotropina coriénica humana.
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Las caracteristicas demograficas y relacionadas con el ciclo de estimulacion estan
recogidas en la Tabla 4. El tiempo medio transcurrido entre ambos tratamientos fue de
509 dias (41-1.471) (17 meses). No se encontraron diferencias significativas entre ambos
tipos de ciclos. Las caracteristicas del semen de los ciclos de E-ICSI figuran en la Tabla
5.

Tabla 5. Parametros seminales de las muestras eyaculadas en fresco y tras la capacitacion
de los ciclos E-ICSI (n=27).

Parametros seminales Media IC 95%
Muestra fresca
Volumen (ml) 2,5 1,8-3,2
Concentracion (millones/ml) 10,0 2,0-18,0
Motilidad progresiva (%) 4,4 0,1-8,6
Motilidad no progresiva (%) 114 -3,3-26
Inméviles (%) 87,1 70,6-99,6
Recuento total de espermatozoides (millones) 6,6 -1,1-14 4
Muestra capacitada
Volumen (ml) 0,4 0,1-0,6
Concentracion (millones/ml) 0,9 0,4-1,5
Motilidad progresiva (%) 12,3 1,2-23,3
Motilidad no progresiva (%) 15,3 -1,5-32,1
Inmdviles (%) 73,8 54,5-93,0
Recuento total de espermatozoides (millones) 0,1 0,0-0,3

IC: intervalo de confianza

El namero total de embriones evaluados fue de 375, de los cuales 214 (57%) fueron
biopsiados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de
fecundacidn ni en los parametros de calidad embrionaria en dia 5 de desarrollo entre los
embriones de los E-ICSI y los del grupo T-ICSI. La calidad embrionaria se establece
segun las caracteristicas cualitativas del TE; por lo cual, se hall6 un mayor nimero de
embriones de mejor calidad en el grupo T-ICSI que en los ciclos de E-ICSI, aunque de
manera no significativa (p=0,7): TE calidad A (6,5% vs 5,0%); calidad B (46,8% vs
40,0%), calidad C (45,2% vs 50,0%) y calidad D (1,8% vs 5,0%) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de la proporcion de embriones segun su calidad para cada grupo

de estudio: T-ICSl'y E-ICSI.
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Los resultados de ambos ciclos se muestran en la Tabla 6. Se observé una proporcion

significativamente mayor de blastocistos de buena calidad por ovocito 2PN en los ciclos
T-ICSI: 33,6% (30,4-36,9) vs 24,2% (20,3-28,0) en el ciclo previo E-ICSI (p<0,001). La

tasa de aneuploidia fue comparable en ambos ciclos, aunque los embriones procedentes

de los ciclos de ICSI con semen eyaculado fue mas baja pero no estadisticamente

significativa.

Tabla 6. Resultados clinicos de los ciclos de ICSI con espermatozoides eyaculados (E-
ICSI) versus ICSI con espermatozoides testiculares (T-1CSI).

Tasa de fecundacion (%)
Tasa de llegada a blastocisto (%)
Por ovocito inseminado
Por ovocito correctamente fecundado
Tasa de blastocisto de buena calidad (%)
Por ovocito inseminado
Por ovocito correctamente fecundado
Por nimero total de blastocistos
Tasa de aneuploidia (%6)
Por ovocito inseminado
Por ovocito correctamente fecundado
Por nimero total de blastocistos
N.° total de embriones transferidos
Dia de la transferencia embrionaria (%6)
D5 fresco
D5 congelado
D6 fresco

E-ICSI (n=27)
65,8 (56,4-75,3)

50,7 (40,4-61,0)
66,5 (56,5-76,5)

18,6 (7,3-29,9)
24,2 (20,3-28,0)
35,0 (20,4-49,6)

26,8 (18,1-35,5)
41,7 (28,2-55,2)
72,1 (59,1-85,2)
22/177 (7,6-17,3)

40,9 (20.7-63.7)
40,9 (20.7-63.7)
18,2 (5.2-40.3)

T-ICSI (n=27)
66,7 (59,2-74,2)

50,6 (43,8-57,4)
66,4 (56,9-71,9)

19,8 (11,1-28,5)
33,6 (30,4-36,9)
45,8 (34,0-57,5)

30,7 (23,4-38,0)
46,6 (37,0-56,2)
76,2 (66,2-86,2)
18/197 (5,1-13,2)

33,3 (13,3-59,0)
55,6 (30,8-78,5)
11,1 (1,4-34,7)

P-valor
07"

1,0*
0,7*

09*
<0,001 *
02*

03"
04"
06"

Los valores son medias o proporciones junto con su intervalo de confianza (IC 95%). Los p-valores se calcularon con

la prueba t-student* o con la prueba t-student pareada . IC: intervalo de confianza; D5: dia 5; D6: dia 6.
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Todas las transferencias fueron de un Unico embrion, transfiriéndose un total de 40
blastocistos euploides, tanto en dia 5 como en dia 6 de desarrollo embrionario. Del total
de las 27 parejas incluidas, 16 tuvieron una transferencia embrionaria con implantacion,
de las cuales 11 fueron embarazos bioquimicos (68,8% (41,3-89,0)), 10 confirmaron el
embarazo clinico (62,5% (35,4-84,8)) y un 50% (24,7-75,3) (8 mujeres) confirmaron un
embarazo evolutivo; todas ellas obtuvieron un un recién nacido (50% (24,7-75,4)). Tres
pacientes abortaron en total (27,3% (6,0-61,0)).

Estudio prospectivo

Analisis descriptivo de la poblacion de estudio

Se reclutaron un total de 13 parejas, de las cuales 6 cumplieron finalmente los criterios
de inclusion y completaron el estudio. De las parejas incluidas, 4 varones tenian
diagnostico de oligozoospermia severa, mientras que los otros dos pacientes presentaron
normozoospermia pero fallos de ICSI previos. Se obtuvo un total de 119 ovocitos, siendo
87 maduros (estadio MII) y que se asignaron aleatoriamente a uno de los dos grupos de
estudio: 42 ovocitos se inseminaron con espermatozoides de la muestra eyaculada
descongelada (E-ICSI) y 45 ovocitos con los espermatozoides procedentes de testiculo
descongelados (T-ICSI).

Tabla 7. Anélisis descriptivo de la poblacién de estudio (n=6).

Variable Media o proporcion (DS) 1C 95%
Edad mujer 31,8(2,9) 28,8-34,9
IMC mujer (kg/m2) 22,8 (2,5) 18,7-26,8
Edad var6n 37,7 (7,3) 30,0-45,4
FAE (%) 44,8 (16,6) 27,5-62,2
Dias estimulacion 9,8 (1,3) 8,4-11,2
Dosis FSH total (Ul 1.605,7 (595,5) 980,7-2.230,6
Dosis HMG total (U 608,3 (146,3) 454,8-761,9
Nivel E2 inducciéon (UI) 2.008,3 (473,8) 1.511,1-2.505,5
Nivel P4 induccion (Ul) 0,8 (0,5) 0,2-1,4
N.° ovocitos aspirados 19,8 (7,8) 11,6-28,1
N.° ovocitos maduros (MII) 14,5 (5,8) 8,4-20,6
N.° ovocitos inseminados 14,5 (5,8) 8,4-20,6
N.° ovocitos correctamente fecundados (2PN) 8,3 (4,0) 41-12,6
N.° de embriones obtenidos 3,5 0,2-6,8
N.° de embriones biopsiados 35 0,2-6,8
N.° de embriones euploides 2,7 -0,4-4,7
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DS: desviacion estandar, IC: intervalo de confianza, IMC: indice de masa corporal, FAE: fragmentacion ADN
espermatico, FSH: hormona foliculo estimulante, HMG: gonadotrofina menopausica humana, E2: estradiol, P4:
progesterona; MII: metafase I1; 2PN: ovocito con 2 prontcleos o cigoto.

En la Tabla 7 se muestran las caracteristicas basales de la poblacion de estudio y las
variables asociadas a la estimulacién ovarica controlada. El nimero medio de ovocitos
obtenidos en la puncion fue 19,8 (11,6-28,1), siendo 14,5 (8,4-20,6) el nimero medio de
ovocitos en estadio MII que estaban disponibles para su microinyeccién. EI numero

medio de ovocitos 2PN o cigotos por paciente fue de 8,33 (4,1-12,6).

En la Tabla 8 se exponen los parametros seminales correspondientes a las muestras de
semen eyaculado y las procedentes del testiculo en fresco. La FAE media de la primera
muestra seminal del eyaculado de los varones del estudio fue de 44,8% (27,5-45,4). En
cambio, el andlisis de las muestras obtenidas el dia de la biopsia testicular y
posteriormente utilizadas en la ICSI, demostr6 que la FAE de los espermatozoides del
testiculo fue un 13% inferior que la FAE de los espermatozoides de la muestra del
eyaculado obtenida en el mismo dia, aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (p=0,18): 44,7% (31,3-58,3) vs 58,5% (37,6-79,4), respectivamente.

Tabla 8. Pardmetros seminales correspondientes a las muestras de espermatozoides del
eyaculado y procedentes del testiculo utilizadas para la ICSI.

Variable Media o proporcién (DS) IC 95%
Muestra eyaculada
Volumen (ml) 1,5(2,2) -0,79-3,83
Concentracién (millones/ml) 5,5 (12,02) -7,08-18,15
Total espermatozoides (millones) 4,4 (9,62) -5,71-145
Mo@viles progresivos (%) 2,67 (2,42) 0,12-5,21
Mdviles no progresivos (%) 1,33 (1,51) -0,25-2,91
Inméviles (%) 96 (3,85) 91,96-100,04
Moviles progresivos totales (millones) 0,25 (0,58) -0,37-0,86
Muestra testicular
Volumen (ml) 0,63 (0,22) 0,41-0,86
Concentracién (millones/ml) 0,09 (0,2) -0,12-0,3
Total espermatozoides (millones) 0,05 (0,1) -0,06-5,71
Moviles progresivos (%) 0,83 (0,75) 0,04-1,62
M@viles no progresivos (%) 0,5 (1,51) -0,07-1,07
Inméviles (%) 98,67 (1,21) 97,4-99,94
Moviles progresivos totales (millones) 0 0

DS: desviacion estandar, IC: intervalo de confianza
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Parametros de calidad embrionaria

La tasa media de fecundacion de la poblacion fue de 42,5% (25,9-59,0). No hubo
diferencias significativas en la tasa de fecundacion entre el grupo T-ICSI y el grupo E-
ICSI (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de laboratorio de los ciclos de ICSI con espermatozoides testiculares
(T-1CSI) o con espermatozoides del eyaculado (E-ICSI).

Parametro T-1CSI (95% IC) E-ICSI (95% IC) P-valor
Tasa fecundacion (%) 53,3 (24/45) (38,1-68,1) 61,9 (26/42) (61,9-76,0) 0,55
Tasa llegada a blastocisto /ovocitos

insemirados (%) 22,2 (10/45) (11,7-37,5) 26,2 (11/42) (14,4-42,3) 0,86
;I;Zs)a llegada a blastocisto /ovocitos 2PN 41,7 (10/24) (22,8-63,1) 42,3 (11/26) (24,0-62.8) 1
Tasa de blastocisto de buena calidad

(A+B) / ovocitos inseminados (%) 15,6 (7/45) (7,0-30,1) 11,9 (5/42) (4,5-26,4) 0,86
Tasa de blastocisto de buena calidad

(A+B) / ovocitos 2PN (%) 29,2 (7/24) (13,4-51,6) 19,2 (5/26) (7,3-40,0) 0,62
Tasa de blastocisto de buena calidad 70 (7/10) (35.4-91,9) 45,5 (5/11) (18,1-75.4) 0,45

(A+B) / total de blastocistos (%)
IC: intervalo de confianza; 2PN: ovocito con 2 prontcleos o cigoto.

El nimero total de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto y fueron evaluados
fue 21. No hubo diferencias en las caracteristicas cualitativas en los embriones en dia 3
de desarrollo, siendo para los grupos T-ICSI y E-ICSI, respectivamente: nimero de
células: 7,05 (5,9-8,2) vs 7,0 (5,9-8,5) (p=0,85); porcentaje de fragmentacion: 14,8 (10,2-
19,3) vs 8,3 (4,2-12,3) (p=0,03); grado de simetria: 1,8 (1,6-2,0) vs 2,2 (1,9-2,4) (p=0,04);
y grado de compactacién, 0,4 (0,2-0,6) vs 0,3 (0,1-0,5) (p=0,52).

La tasa de llegada a blasto segun el nmero de ovocitos inseminados y segun el nimero
de ovocitos 2PN fue comparable entre el grupo T-ICSly E-ICSI (Tabla 9). Sin embargo,
el namero de embriones de buena calidad (considerados como aquellos de calidad A+B)
fue superior en el grupo T-ICSI en todos los computos realizados, Ilegando a tener un
10% mas de blastocistos A+B que en los embriones procedentes de ovocitos E-ICSI. En
la Figura 4 se representa la proporcion de embriones segun la calidad de estos para cada

grupo.

En relacion con la tasa de euploidia, un total de 21 blastocistos fueron biopsiados, siendo
13 los embriones euploides (61,9% (38,7-81,1) disponibles para transferir. La tasa media
de euploidia por paciente fue 52,78% (5,3-100,3).
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Figura 4. Representacion de la proporcion de embriones segun su calidad para cada grupo
de estudio: T-ICSI (n=10) y E-ICSI (n=11).
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Para cada grupo de estudio, los embriones del grupo T-ICSI presentaron una tasa de
euploidia similar a los del grupo E-ICSI: 60,0% (27,4-86,3) vs 63,6% (31,6-87,6) (p=1,0).
En cambio, hubo una mayor proporcion de embriones aneuploides en el grupo E-ICSI
(27,3% (0,5-42,9) que en T-ICSI (10% (0,52-45,9)), aunque no fue estadisticamente
significativa (p=0,65). Hubo una mayor cantidad de embriones con mosaicismo en el
grupo de espermatozoides testiculares que en el grupo del eyaculado, 20% (3,5-55,8) vs
9,1% (0,5-42,9) (p=0,93), respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Representacion de la proporcion de embriones euploides, aneuploides y
mosaico cada grupo de estudio: T-ICSI (n=10) y E-ICSI (n=11).
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Anélisis de aneuploidia esperméatica mediante FISH
Se realizd6 un analisis FISH para los cromosomas 13, 18, 21, X e Y, en los
espermatozoides procedentes del eyaculado y del testiculo de las muestras utilizadas para

la ICSI (Tabla 10). En las muestras de espermatozoides procedentes del eyaculado, la
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proporcion de un resultado normal:alterado fue de 1:5, es decir, solo uno de los seis
varones tuvo un resultado de FISH normal. En los demaés, se encontré un desajuste en la
proporcion correcta en los cinco cromosomas evaluados, siendo mas frecuentes las
nulisomias para los cromosomas 13, 21, X e Y. En todos ellos, la proporcién de los

cromosomas sexuales en espermatozoides haploides estaba en la norma 1:1.

En las muestras de espermatozoides testiculares, solo dos analisis resultaron ser
informativos, teniendo ambos un diagndstico alterado. Las otras 4 muestras debido al bajo
recuento de células no pudieron realizarse de manera adecuada (resultado incompleto).
En este caso, se encontré un desajuste en la proporcion de los cinco cromosomas
evaluados, siendo todas las alteraciones encontradas nulisomias.

Tabla 10. Relacion de los resultados del FISH de las muestras de espermatozoides del
eyaculado y del testiculo para cada varén incluido en el estudio.

FISH eyaculado FISH testiculo

Varén 1 alterado incompleto
Varon 2 normal alterado
Varén 3 alterado incompleto
Varo6n 4 alterado incompleto
Varén 5 alterado alterado
Varon 6 alterado incompleto

Resultados clinicos

Cuatro de seis parejas tuvieron embriones euploides disponibles para transferir, mientras
que dos no debido a que una de ellas no tuvo embriones biopsiables y la otra todos los
embriones fueron aneuploides tras el PGT. Las transferencias embrionarias siempre se
realizaron en base a criterios morfologicos, escogiendo aquellos de mejor calidad sin

conocimiento del grupo de estudio al que pertenecia el embrion.

Se transfirieron un total 7 blastocistos euploides en 6 transferencias (5 transferencias de
un Unico embrién (SET) y una transferencia de dos embriones (DET)), realizadas tanto
en D5 como en D6 de desarrollo embrionario. Del total, cuatro transferencias
embrionarias dieron lugar a una gestacion bioquimica (66,7% (24,1-94,0)), de las cuales
tres continuaron con el embarazo (tasa de gestacion evolutiva 50% (18,8-81,2));
finalmente, dos pacientes tuvieron un parto con un recién nacido vivo (33,3% (6,0-75,9)

en el momento del andlisis de datos. Ninguna paciente tuvo pérdida gestacional. Los
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resultados clinicos en base al nimero de transferencias realizadas por cada grupo de

estudio se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Resultados clinicos calculados por transferencia embrionaria segun grupo de
estudio al que pertenece el embrion (T-ICSI o E-ICSI). Se realizd un total de 3
transferencias embrionarias por cada grupo.

Parametro T-1CSI (95% IC) E-ICSI (95% IC) P-valor
Tasa gestacion bioquimica 100 (3/3) (31,0-100) 33,3 (1/3) (1,8-87,5) 0,39
Tasa gestacion evolutiva 66,7 (2/3) (12,5-98,2) |33,3 (1/3) (1,8-87,5) 1,0
Tasa recién nacido vivo 33,3 (1/3) (1,8-87,5) 33,3 (1/3) (1,8-87,5) 1

IC:intervalo de confianza

Metaanalisis

Descripcion de los estudios incluidos

La busqueda sistemética de articulos y publicaciones resulté en 133 resultados. Tras la
revision de cada uno de ellos, 99 fueron articulos cientificos y comunicaciones en
congresos, de todos ellos, 12 cumplieron los criterios de inclusion establecidos para poder
incluirlos en el metaanalisis; los deméas fueron descartados por tener un disefio tipo
revision sistematica y metaandlisis, articulo tipo revision, no cumplir los criterios de

inclusion y exclusion, o la imposibilidad de extraer los datos.

De total de estudios incluidos, 5 son de disefio retrospectivo, 3 de disefio prospectivo, 2

de tipo casos cruzados, un ensayo controlado aleatorizado, y un estudio de serie de casos.

Fragmentacion del ADN espermatico

Seis estudios mas el nuestro previo compararon los niveles de FAE entre los
espermatozoides del testiculo y los del eyaculado, en los cuales un total de 457 varones
fueron evaluados (S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Herrero et al.,
2019; Mehta et al., 2015; Moskovtsev et al., 2010, 2012; Xie et al., 2020).

La media global de FAE en los casos incluidos fue 14,63% +12,80 en T-ICSl y 37,14%
15,80 en E-ICSI (p=0,000069). El grafico Funnel Plot (Figura 6) muestra los estudios
incluidos y su distribucidn en el area segln su valor y peso. Se observa una distribucion

no homogénea relacionada con el sesgo de publicacion.

El resultado del metaandlisis indica que la tasa de fragmentacion del ADN es
significativamente menor en los espermatozoides del testiculo que en los del eyaculado,
con una DM de -23,32 [-29,60-(-17,30)], con un 12= 90% (p=0,00001) (Figura 7). Dada
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la elevada heterogeneidad del analisis, se aplico la prueba de Modelo de Efectos
Aleatorios (MEA), y se realiz6 un subanalisis en base a la técnica utilizada para medir la
FAE.

Figura 6. Funnel plot para escrutar la existencia de sesgo de publicacion para el analisis
del grado de FAE entre los espermatozoides testiculares y espermatozoides del eyaculado.
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Subgroups
E TUNEL SCD
SCD: Sperm chromatin dispersion test; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated fluorescein-dUTP
nick end labelling assay.

Cinco estudios utilizaron el ensayo TUNEL para evaluar la FAE en sus pacientes (n=283).
El efecto fue una DM=-20,20 [-22,43-(-17,97)], con un 1>=0% (p<0,00001), lo que indica
una FAE significativamente menor en los espermatozoides del testiculo. Un resultado
similar obtuvimos cuando se analizaron los 2 estudios que utilizaron la prueba SCD (en
un total de 174 varones), la MD fue -25.56 [-43,14-(-7,97)], con un I?> menor (73%)
(p=0,004). No hubo ningun estudio que utilizo la técnica SCSA que pudiera ser incluido

siguiendo nuestros criterios de inclusion.
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Figura 7. Grafico en arbol o forest plot que representa la diferencia media (DM) para las
tasas de FAE en los espermatozoides procedentes del testiculo y los del eyaculado en
varones con elevada FAE en el eyaculado que se realizaron un ciclo de ICSI. Se incluye
un subandlisis en funcién de la técnica utiliza para medir la FAE.

Testicular sperm Ejaculated sperm Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.1.1 TUNEL
Xie et al 2020 11.4 6 76 32.9 20 83 17.3% -21.50[-26.01, -16.99] -
Moskovtsev et al 2012 14.9 5 8 406 14.8 8 122% -25.70[-36.53, -14.87] —
Moskovtsev et al 2010 13.3 7.3 12 39.7 14.8 12 13.4% -26.40[-35.74, -17.06] e
Mehta et al 2015 5 4.7 24 24 23 24 13.3% -19.00[-28.39, -9.61] —
Greco et al 2006 4.8 36 18 236 5.1 18 18.3% -18.80[-21.68,-15.92] -
Subtotal (95% CI) 138 145 74.5% -20.20 [-22.43, -17.97] ¢

Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi* = 3.97, df =4 (P = 0.41); I?= 0%
Test for overall effect: Z = 17.74 (P < 0.00001)

1.1.28CD

Hervas 2023 (own) 447 127 6 585 199 6 7.0%  -13.80[-32.69, 5.09] -
Esteves et al 2015 8.3 53 81 407 9.9 81 18.5% -32.40[-34.85, -29.95] =
Subtotal (95% CI) 87 87 25.5% -25.56 [-43.14, -7.97] -

Heterogeneity: Tau? = 125.76; Chi* = 3.66, df = 1 (P = 0.06); I = 73%
Test for overall effect: Z = 2.85 (P = 0.004)

Total (95% CI) 225 232 100.0% -23.32[-29.60, -17.03] L 2
Heterogeneity: Tau® = 54.02; Chi* = 57.66, df = 6 (P < 0.00001); I* = 90% f
Test for overall effect: Z =7.27 (P < 0.00001)

Test for subgroup differences: Chi? = 0.35, df = 1 (P = 0.55), = 0%

~100 -50 0 50 100
Testicular sperm  Ejaculated sperm

ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides; FAE: fragmentacion ADN espermatico; IC: interval de
confianza; 1V: varianza inversa; SCD: Sperm chromatin dispersion test; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated fluorescein-dUTP nick end labelling assay.

Resultados clinicos
Se evaluo el efecto del cambio del origen del espermatozoide en la tasa de fecundacion,

tasa de embarazo clinico, tasa de recién nacido vivo y en la tasa de aborto.

Respecto a la tasa de fecundacion, se incluyé un total de 7 estudios (Alharbi et al., 2019;
Arafa et al., 2018; Bradley et al., 2016; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al.,
2005; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017), en los que se evalu6 un total de 6.157
ovocitos inseminados tanto con espermatozoides testiculares (n=3.424) como con
espermatozoides del eyaculado (n=2.733) (Figura 8A). La tasa de fecundacién media fue
58,18% (56,35-59,65) y 64,87% (63,21-66,79) para cada grupo, respectivamente
(p<0,001). El célculo de la tasa de fecundacion conjunta mostré un OR similar entre
ambos grupos (OR=0,85 [0,67-1,09], con un indice 1>=77%), siendo esta diferencia no
significativa (p=0,20).

Con la intencion de disminuir la heterogeneidad en el analisis, se aplicé el MEA teniendo
en cuenta la calidad del semen del varon y la historia previa de ciclos de ICSI fallidos,
estableciendo dos subgrupos de analisis. En dos de los estudios, la poblacion masculina

presentaba oligozoospermia y no tenian fallos previos de ICSI. En este caso, la tasa de
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fecundacion esta favorecida por los espermatozoides del eyaculado, OR=0,61 [0,52-
0,71], con un 1>=0% (p<0,00001). En cambio, cuando la poblacion seleccionada presenta
normozoospermia y al menos un fallo previo de ICSI, no existen practicamente
diferencias en la tasa de fecundacion entre ambos tipos de espermatozoides, OR= 0,99
[0,74-1,33], con un 1°=67% (p=0,96) (Figura 9A).

Figura 8. Funnel plot de los estudios incluidos para el célculo de la tasa de fecundacion
(A), tasa de gestacion clinica (B), tasa de recién nacido vivo (C) y tasa de aborto (D).
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Para la tasa de gestacion clinica, se incluyeron 6 estudios estudios (Alharbi et al., 2019;
Arafa et al., 2018; Bradley et al., 2016; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al.,
2005; Herrero et al., 2019) (Figura 8B) con 501 transferencias embrionarias en total de
varones con elevada FAE en el eyaculado, siendo 269 transferencias correspondientes al
grupo T-ICSI y 232 transferencias del grupo E-ICSI. La tasa de gestacién clinica fue
superior en los ciclos con espermatozoides testiculares que en aquellos con esperma
eyaculado, 45,35% (39,05-50,95) vs 28,02% (22,24-33,80) (p<0,001), con una OR total
de 2,29 [1,52-3,45], 1>=3% (p<0,0001). Tras la aplicacion del MEA, el efecto del cambio

del origen del espermatozoide es superior en las probabilidades de embarazo en el grupo
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de varones con normozoospermia y fallos previos de ICSI (OR=2,74 [1,40-5,36], 1>=2%;
p<0,003), que en el grupo con oligozoospermia y sin fallos previos de ICSI (OR=
2,13[1,10-4,11], 1?=39%; p=0,02 (Figura 9B).

Respecto a la tasa de recién nacido vivo, solo 4 estudios (Alharbi et al., 2019; Arafa et
al., 2018; Bradley et al., 2016; S. C. Esteves et al., 2015) reportaron dicho resultado tras
407 transferencias embrionarias (Figura 8C), 212 del grupo T-ICSI y 195 del grupo E-
ICSI. En este caso, la tasa de recién nacido vivo media fue significativamente superior
para el grupo T-ICSI (45,28% (38,50-52,0)) que en el grupo que usé espermatozoides del
eyaculado (23,08% (17,18-29,02)) (p<0,001), con un OR de 2,77 [1,49-5,16], con una
heterogeneidad 1°=44% (p<0,001). Cuando tenemos en cuenta el subgrupo poblacional,
en los varones con oligozoospermia y sin fallos de ICSI la tasa de recién nacido fue
significativamente superior cuando se utilizd espermatozoides de testiculo, OR=2,58
[1,53-4,34], 1>=0% (p=0004). En cambio, aunque se observa un mayor efecto en los
varones con normozoospermia y fallos de ICSI (OR=3,46 [0,48-24,69], en este caso la
diferencia no fue estadisticamente significativa, mostrando ademas una alta
heterogeneidad (1°=81%) (Figura 9C).

Por ultimo, 7 estudios (Alharbi et al., 2019; Arafa et al., 2018; Bradley et al., 2016; S. C.
Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al.,
2017) informaron sobre la tasa de aborto respecto a las gestaciones en varones con
elevada FAE en el eyaculado (Figura 8D). Un total de 32 abortos, 12 del grupo de
espermatozoides testiculares y 20 del grupo de espermatozoides procedentes del
eyaculado. Los resultados indican una disminucion significativa de la probabilidad de
aborto en el grupo T-ICSI (8,76% (4,03-13,49) comparado con E-ICSI (27,40% (10,18-
16,82) (p<0,001), siendo la OR total igual a 0,29 [0,12-0,67], 1>=0% (p=0,004). Aunque
no existe heterogeneidad en el resultado, aplicamos la prueba de efectos aleatorios para
evaluar el efecto del cambio del origen del espermatozoide en cada uno de los subgrupos.
En el caso de varones con oligozoospermia y sin fallos previos de ICSI, la OR con el uso
de espermatozoides testiculares fue OR=0,40 [0,07-2,15], 1°=45%, siendo no
significativo (p=0,29). En el grupo de varones normozoospéermicos con fallos de ICSI, la
OR es similar a la global, (OR= 0,25 [0,07-0,91], I’>= 0% (p=0,04), aunque en este caso

la heterogeneidad es nula (Figura 9D).
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Figura 9. Grafico en arbol o forest plot que representa el odds ratio para la tasa de
fecundacién (A), tasa de gestacion clinica (B), tasa de recién nacido vivo (C) y tasa de
aborto (D) de los ciclos de ICSI en los que utilizaron espermatozoides procedentes del
testiculo o espermatozoides del eyaculado en varones con elevada FAE en el eyaculado
con oligozoospermia o con fallos de ICSI previos.

A: Tasa de fecundacion

Testicular sperm  Ejaculated sperm Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
2.1.1 Oligozoospermia / non-ICSl failure
Bradley et al 2016 553 975 347 521 15.7% 0.66 [0.53, 0.82] -
Esteves et al 2015 423 753 556 801 16.0% 0.56 [0.486, 0.70] -
Subtotal (95% Cl) 1728 1322 31.7% 0.61[0.52, 0.71] L)
Total events 976 903
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi# =0.95,df=1 (P =0.33); P = 0%
Test for overall effect: Z = 6.46 (P < 0.00001)
2.1.2 Normozoospermia / repeat ICSI failure
Alharbi et al 2020 31 536 302 432 14.8% 0.59 [0.486, 0.78] -
Arafa 2017 229 479 218 470  15.1% 1.06 [0.82, 1.37] ™
Greco et al 2005 140 187 131 185 11.1% 1.23[0.78, 1.94] T™
Herrero et al 2019a 78 128 24 42 7.2% 1.17 [0.58, 2.37] -1
Herrero et al 2019b 111 168 39 62 8.6% 1.15[0.63, 2.11] I
Pabuccu et al 2016 147 198 156 220 11.6% 1.18 [0.77, 1.82] T
Subtotal (95% Cl) 1696 1411 68.3% 0.99 [0.74, 1.33] <
Total events 1016 870
Heterogeneity: Tau? = 0.08; Chi? = 15.13, df =5 (P = 0.010); I* = 67%
Test for overall effect: Z=0.05 (P = 0.96)

Total (95% CI) 2733 100.0%
Total events

Heterogeneity: Tau? = 0.09; Chi* = 30.54, df = 7 (P < 0.0001); 2 =77%
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C: Tasa de recién nacido vivo
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Subtotal (95% Cl) 62 27 M.7% 0.25[0.07, 0.91] —l—
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ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides; FAE: fragmentacion ADN espermatico; IC: intervalo de
confianza.
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La infertilidad masculina puede constituir en un 30% de las veces el problema de
la pareja para concebir de manera natural, y en algunas ocasiones, estos problemas pueden
presentarse en conjunto con factores femeninos (Mélodie & Christine, 2018). Hoy en dia,
la herramienta clinica mas comunmente utilizada para evaluar el estatus de fertilidad del
varon es el analisis basico del semen o espermiograma. Este analisis consiste en una
valoracion tanto cualitativa como cuantitativa de la muestra seminal y su contenido
siguiendo las directrices marcadas por la OMS (World Health Organization, 2010). En
base a parametros seminales como la concentracion de espermatozoides, su motilidad, y
el aspecto morfoldgico de estos, es posible realizar una primera evaluacion de la calidad
del semen. Sin embargo, pardmetros seminales dentro de los valores de referencia
normales no garantiza la fertilidad del varén, al igual que los valores por debajo de la
normalidad no implica esterilidad o patologia. Con esta prueba no es posible determinar
el potencial fértil del varon, ya que cualquiera de los parametros seminales por si solos o
en conjunto no son capaces de predecir la probabilidad de embarazo o de éxito
reproductivo (Ombelet et al., 1997; Patel et al., 2018). Ademas, con el andlisis basico del

semen no se pueden valorar otras disfunciones intrinsecas del espermatozoide.

Esta problematica ha llevado a numerosos clinicos a desarrollar otras pruebas
complementarias al espermiograma que aporten méas informacion sobre la funcionalidad
de la célula espermatica y el potencial fértil masculino. Entre estas se encuentra la
determinacion de la fragmentacion del ADN paterno, que se ha establecido en los Gltimos
afios como un analisis frecuente mas en el diagnostico de la fertilidad del varén (Agarwal,
Barbarosie, et al., 2020; Agarwal & Allamaneni, 2005; S. C. Esteves et al., 2020). El dafio
en la cromatina paterna puede originarse a nivel testicular o tras la salida del
espermatozoide del testiculo (dafio post-testicular), siendo la causa principal la presencia
de estrés oxidativo elevado (Agarwal, Majzoub, et al., 2016). Segun el tipo de dafio
ocasionado, se habla de roturas en una Unica cadena de ADN (simple) o en ambas (doble),
y en funcion de su amplitud, la secuela que pueda tener sobre la funcionalidad del
espermatozoide y del embrion resultante es variada. Ademas, la FAE se puede presentar
tanto en varones con parametros seminales dentro de la normalidad como en varones con
alteraciones seminales importantes (Feijo & Esteves, 2014; Saleh et al., 2002), pudiendo

condicionar aln mas el éxito reproductivo.

Son muchos los estudios realizados que han tratado de dilucidar el efecto que tiene la

FAE sobre los resultados reproductivos pero siempre con conclusiones controvertidas.
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Por una parte estan aquellos autores que hallan un efecto negativo de la FAE sobre las
probabilidades de embarazo en la concepcion natural (Zini, 2011) y tras las TRA.
Especificamente en estas Gltimas, que son las que nos atafien, los resultados son muy
dispares; algunos encontraron una peor calidad embrionaria (Avendafio et al., 2010;
Casanovas et al., 2019; Sedd et al., 2017), que se refleja en unas bajas tasas de
implantacion y de embarazo (Borges et al., 2019; Ribas-Maynou et al., 2012; Sed¢ et al.,
2017), junto con un aumento en las probabilidades de aborto (Robinson et al., 2012;
Simon et al., 2011) tras la FIV e ICSI. En cambio, otros autores no encontraron dicho
efecto deletéreo, hallando resultados clinicos similares en las tasas de fecundacion,
embarazo y aborto (Antonouli et al., 2019; Esbert et al., 2011; Green et al., 2020; Hervas
et al., 2022; Hervés et al., 2022; Ten et al., 2021) entre las parejas con una alta y baja
FAE. Ademas, algunos autores sefialan que el efecto que pueda tener la FAE sobre los
resultados de las TRA depende de la técnica utilizada, de esta manera, han encontrado
que el impacto del dafio en la cromatina paterna seria mas evidente en los ciclos de FIV
que en los de ICSI (Z. Li et al., 2006; Oleszczuk et al., 2016; Z. Zhang et al., 2015).

Pese a la discusion actual, uno de los objetivos actuales en clinica es disminuir el efecto
que la cromatina paterna dafiada pudiera tener en los resultados reproductivos en el caso
de pacientes con elevada FAE en los espermatozoides del eyaculado. Se han desarrollado
diferentes estrategias clinicas cuya finalidad es disminuir la probabilidad de utilizar un
espermatozoide con la cromatina fragmentada, ya sea bien reduciendo la fuente del origen
de la FAE o mediante técnicas de laboratorio que ayuden a seleccionar y utilizar
espermatozoides con menor dafio genémico y por tanto, de mejor calidad. Entre las
estrategias clinicas disponibles se encuentra el PICSI (Yagci et al., 2010), la microfluidica
(Kocur et al., 2023), el MACS (Sanchez-Martin et al., 2017), el IMSI (Mangoli et al.,
2020), tiempos mas cortos de abstinencia (Agarwal, Gupta, et al., 2016) e incluso la

utilizacion de espermatozoides testiculares.

Croncretamente, el uso de espermatozoides testiculares es obligatorio cuando el varén es
diagnosticado con azoospermia. Sin embargo, su empleo también se ha propuesto
recientemente como estrategia clinica en casos de varones con suficientes
espermatozoides en el eyaculado pero que presentan valores elevados de FAE en los
espermatozoides eyaculados (Alharbi et al., 2019; Arafa et al., 2018; S. C. Esteves et al.,
2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017; J. Zhang et
al., 2019), pero también en casos de infertilidad masculina grave, e incluso en parejas con
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tratamientos de ICSI previos fallidos con semen eyaculado (Abhyankar et al., 2016; Al-
Malki et al., 2017; Ben-Ami et al., 2013; Weissman et al., 2008), con el objetivo de
mejorar los resultados clinicos y aumentar las probabilidades de embarazo. Los
espermatozoides presentes en el eyaculado adquieren en su transito por el tracto
reproductor masculino un mayor estado de madurez y potencial de fecundacion (Vallet-
Buisan et al., 2023). No obstante, los espermatozoides localizados en el testiculo también
son capaces de fecundar con éxito y dar lugar a un correcto desarrollo embrionario si han
completado todas las etapas madurativas (Hourvitz et al., 1998; S. H. Lee et al., 2018;
Oron et al., 2014).

Existen estudios previos en el que el cambio en la fuente de espermatozoides en parejas
con fallos recurrentes de implantacién, varios ciclos previos de FIV/ICSI sin éxito
(Weissman et al., 2008), y con elevada FAE en eyaculado (Greco, Scarselli, et al., 2005)
mejord significativamente los resultados clinicos en cuanto a la tasa de gestacion y
reduccion en la tasa de aborto con el uso de espermatozoides testiculares. Desde entonces,
se han llevado a cabos diferentes estudios retrospectivos y prospectivos para evaluar el
potencial de esta estrategia clinica (Alharbi et al., 2019; Al-Malki et al., 2017; Ben-Ami
etal., 2013; Bradley et al., 2016; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017; Weissman et
al., 2008; J. Zhang et al., 2019).

Hasta la fecha, tal y como se ha expuesto previamente, se ha encontrado una mejora en
los resultados reproductivos en cuanto a mayores tasas de gestacion por transferencia
embrionaria al mismo tiempo que se disminuye la probabilidad de aborto en las parejas
con elevada FAE en el eyaculado cuando utilizan espermatozoides obtenidos mediante
TESE para realizar un ciclo de ICSI. Esta estrategia clinica se ha estudiado principalmente
en varones con elevada FAE y con ciclos previos de ICSI fallidos y/o con infertilidad
masculina severa. El principio en el que se basa esta mejora de los resultados es el menor
grado de FAE que tienen los espermatozoides del testiculo en comparacién con los del
eyaculado, tal y como se ha demostrado empiricamente en modelos animales y en
humanos (S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Moskovtsev et al.,
2010; Suganuma et al., 2005; Xie et al., 2020). Tras su salida del testiculo, aunque el
transito epididimal favorezca la maduracion final del los espermatozoides, estos quedan
expuestos a sustancias nocivas y ERO que pueden afectar a la integridad de su genoma,
originando las roturas y dando lugar a espermatozoides menos competentes para realizar
su funcion (S. C. Esteves et al., 2020).
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No obstante, se desconoce si esta mejora en los resultados clinicos proviene de factores
citoplasmaticos o genéticos en los embriones obtenidos en consonancia con las
caracteristicas moleculares del espermatozoide utilizado. Hasta ahora, el uso de
espermatozoides testiculares se ha asociado a un mayor riesgo de alteraciones
cromosomicas en el embridn debido a una mayor tasa de aneuploidias presente en estos
espermatozoides (Bernardini et al., 2000; Gianaroli et al., 2005; Rodrigo et al., 2011,
2019). La mayoria de los estudios que lo evaluaron fueron realizados en pacientes
diagnosticados con azoospermia obstructiva y no obstructiva y comparados con los
espermatozoides del eyaculado (Levron et al., 2001; Rodrigo et al., 2011; Vozdova et al.,
2012). Son muy pocos autores han comparado la tasa de aneuploidias entre los
espermatozoides del eyaculado y los extraidos del testiculo de varones sin azoospermia,
con conclusiones contrarias (Cheung S. et al., 2019; Moskovtsev et al., 2012). Esta laguna
de conocimiento deberia examinarse antes de recomendar esta practica clinica a parejas

con elevada FAE y con malos resultados reproductivos utilizando semen eyaculado.

Por ello, el objetivo de esta tesis es demostrar si la mejora de los resultados clinicos tras
el uso de espermatozoides testiculares en parejas con elevada FAE en el eyaculado (y que
ademas presentan oligozoospermia severa y/o fallos previos de ICSI) procede de un
aumento en la cantidad de embriones euploides disponibles. Como los espermatozoides
testiculares presentarian una fragmentacion del ADN significativamente menor que los
del eyaculado, también se relacionaria con un aumento en la proporcion de embriones de
buena calidad utilizables que cuando se utilizan espermatozoides del eyaculado,
aumentando las probabilidades de éxito del ciclo.

Para abordar los objetivos planteados, se llevaron a cabo tres sub-estudios de diferente
tipologia, en primer lugar un analisis retrospectivo de datos clinicos disponibles en el
registro de las clinicas IVIRMA de Espafa, y posteriormente un analisis prospectivo de
tipo aleatorizado controlado en ovocitos de la misma cohorte de parejas sometidas a un
tratamiento de infertilidad a las que se les realizd esta intervencién. Por Gltimo, se realizo
un metaanalisis con toda la evidencia clinica disponible hasta el momento para estimar el

efecto de esta estrategia clinica sobre las tasas clinicas de los pacientes.

En primera instancia, se evaluo retrospectivamente 54 ciclos de ICSI en los que también

se realiz6 un PGT-A de 27 parejas, que tras el fracaso de al menos un ciclo con

espermatozoides del eyaculado (E-ICSI) decieron cambiar el origen del espermatozoide

y someterse a un tratamiento ICSI con espermatozoides obtenidos del testiculo (T-ICSI).
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Los parametros seminales de los varones incluidos en este estudio estaban por debajo de
la normalidad, muchos de ellos diagnosticados con oligoastenoteratozoospermia y
criptozoospermia. El andlisis de los resultados revel6 que en los ciclos con
espermatozoides recuperados de los testiculos el nUmero de embriones gque alcanzaron el
estadio de blastocisto fue similar al de los ciclos de ICSI previos con semen eyaculado.
Sin embargo, cuando se evaluo la calidad de estos se observé una mejora significativa en
un 10% en la proporcion de embriones de buena calidad en los ciclos T-ICSI segun el
numero de ovocitos correctamente fecundado y el nimero total de blastocistos obtenidos.
Cuando se evalué la ploidia embrionaria, encontramos una tasa de aneuploidia
comparable entre ambos ciclos en todos los enfoques calculados, por lo que podemos
determinar que el uso de espermatozoides testiculares no aumentd la proporcion de

embriones aneuploides pero tampoco la disminuyd.

En este caso, un mayor nimero de embriones utilizables se manifestd en una mejora del
pronostico reproductivo de estas parejas, que habiendo fracasado en sus ciclos de ICSI
previos con espermatozoides del eyaculado, 10 mujeres lograron una gestacion clinica, y
8 dieron a luz al menos a un recién nacido sano. Estos resultados clinicos hallados en los
ciclos de T-ICSI no se pudieron comparar con el ciclo E-ICSI realizado previamente
debido al fracaso en todos ellos. Aunque al comparar un ciclo con malos resultados
reproductivos con los obtenidos ahora puede constituir un sesgo, gracias a este disefio de
estudio se nos permite controlar los factores de confusion tipicos, ya que las pacientes
sirvieron de su propio control. Dado que la edad de la mujer es uno de los factores mas
importantes a la hora de evaluar la aneuploidia embrionaria, en este caso no se observaron
diferencias significativas entre la edad en los ciclos E-ICSI y T-ICSI, con sélo 0,8 afios
de diferencia entre ellos. La eleccion de analizar dos ciclos de ICSI mas cercanos en el
tiempo ayuda a minimizar el envejecimiento de los ovocitos de la paciente. Sin embargo,
no podemos olvidar que la edad de la mujer en parejas mayores puede estar enmascarando

este hallazgo a pesar del rendimiento del PGT-A, pero en ambos ciclos de ICSI.

Estudios previos también avalan una mejora en las oportunidades de obtener un recien
nacido vivo cuando existe una infertilidad masculina severa, como una criptozoospermia
0 necrozoospermia tras el cambio a espermatozoides testiculares. Por ejemplo, los
varones criptozoospérmicos se beneficiaron del cambio al esperma recuperado de los
testiculos porque, aunque no hubo diferencias en la tasa de fecundacion, se observo una

tasa de implantacion y embarazo significativamente mayor que en sus ciclos de ICSI
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previos con esperma eyaculado (Ben-Ami et al., 2013). Asimismo evaluaron la calidad
de los embriones (s6lo en los dias 2 y 3 del desarrollo embrionario), pero no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos. El metaandlisis de Kang
et al., (2018) con 578 varones con criptozoospermia encontrd un superior de gestacion

cuando usan espermatozoides testiculares comparados con los del eyaculado.

En otro estudio, pero en este caso la poblacion de estudio presentaba necrozoospermia
(Negri etal., 2014), los autores hallaron resultados significativamente superiores por ciclo
en las parejas que utilizaron espermatozoides testiculares comparado con aquellas que
continuaron utilizando esperma del eyaculado en la tasa de implantacién, gestacion y de
recién nacido vivo. Pero no se informo sobre la calidad de los embriones obtenidos y
transferidos, aunque suponemos que la calidad de los embriones en el grupo T-ICSI es
mejor debido a la superioridad de los resultados clinicos. Al mismo tiempo, también
realizaron un sub-analisis teniendo en cuenta la edad de la mujer, encontrando que los
resultados de gestacién son significativamente mas altos en mujeres jévenes (menores a
35 afos) que cuando son mas mayores, aunque siempre fue una tasa superior en el grupo
de espermatozoides testiculares. En nuestro caso, la edad de la mujer se encuentra por
encima de los 35 afios en ambos ciclos, lo cual también podria afectar a los resultados
clinicos hallados.

Sin embargo, esta mejora no fue respaldada por el metaanalisis de Abhyankar de 5
estudios de cohortes (Abhyankar et al., 2016) en el que no se encontraron diferencias en
las tasas de embarazo tras ICSI entre los grupos de espermatozoides testiculares y
eyaculados de varones criozoospérmicos. Posteriormente, otro estudio retrospectivo
(Alharbi et al., 2020) realizado con 88 varones con diferentes grados de oligozoospermia
severay criptozoospermia que se someterieron a TESE para realizar la ICSI, hallaron que
los varones con criptozoospermia (11 en total) son los que peores resultados
reproductivos tenian y ninguno de ellos logré un embarazo, al contrario que el resto de
parejas. Este resultado concuerda con otro estudio retrospectivo mas reciente (Kendall
Rauchfuss et al., 2021) con 32 parejas con oligozoospermia que utilizaron
espermatozoides del eyaculado y 19 que utilizaron los testiculares para la ICSI. La tasa
de fecundacion fue significativamente mas baja en estos ultimos, obteniendo un nimero
medio de blastocistos significativamente inferior. En este caso, tras el ajuste a potenciales
variables de confunsion, la probabilidad de recién nacido fue tres veces superior con el

uso de espermatozoides eyaculados.
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Para este analisis retrospectivo no fue posible conocer el grado de FAE de los varones
incluidos en el estudio debido a la ausencia de esta informacion, por lo que no podemos
establecer que la mejora de los resultados reproductivos en cuanto a la calidad de los
embriones generados, y en consecucion las gestaciones, esté relacionado directamente
con este fendbmeno. No obstante, ante una infertilidad masculina severa por baja
concentracion y motilidad espermatica, el uso de espermatozoides obtenidos del testiculo
podria optimizar el prondstico reproductivo aunque se necesitan estudios controlados y

aleatorizados que comprueben si es cierto.

En segundo lugar, llevamos a cabo un estudio prospectivo aleatorizado controlado con
pacientes con una FAE en el eyaculado superior al 30% y que presentaban infertilidad
masculina severa (oligozoospermia) y/o tratamientos de ICSI previos fallidos. Hasta
ahora no se ha publicado ningun estudio aleatorizado controlado en este tipo de pacientes
que investigue si el uso de espermatozoides testiculares mejora los resultados clinicos.
Ademas, los estudios que han abordado esta cuestion tampoco han tratado de dislucidar
si el uso de espermatozoides testiculares aumenta la proporcién de embriones
cromosOmicamente anormales, ya que se ha asociado una mayor tasa de aneuploidias en

los espermatozoides del testiculo (Bernardini et al., 2000; Rodrigo et al., 2011).

Para dar respuesta a esta cuestion, se han incluido seis parejas que iban a realizarse a un
tratamiento mediante la técnica ICSI con ovocitos propios y semen propio eyaculado por
factor masculino. Los varones con elevada FAE fueron sometidos a una TESE con el
objetivo de utilizar los espermatozoides testiculares en la microinyeccion junto con los
del eyaculado ante el supuesto de que los espermatozoides testiculares presentan menor
grado de dafio en su cromatina. En este punto, los ovocitos maduros obtenidos en la
puncion folicular fueron microinyectados de manera aleatoria 0 por un espermatozoide
del eyaculado o por uno del testiculo, lo que permite comparar los resultados de
laboratorio de manera intra-paciente y nos da la oportunidad de evitar los sesgos que

pudieran haber entre las parejas incluidas.

En primer lugar, medimos la fragmentacion del ADN de ambas muestras seminales el

mismo dia de la ICSI tras su descongelacion para comprobar si el nivel de FAE de los

espermatozoides testiculares es menor a los del eyaculado. A pesar de que no fue

estadisticamente significativa, la FAE de los espermatozoides del testiculo fue un 13%

menor a los del eyaculado, lo que estd de acuerdo con los estudios anteriormente

realizados (Alharbi et al., 2019; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005;
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Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017; Xie et al., 2020). No obstante, se debe
mencionar que el proceso de congelacion/descongelacion puede acarrear un incremento
en el porcentaje de fragmentacion en los espermatozoides (Di Santo et al., 2012; Gouhier
et al., 2023). En nuestro caso, los varones presentaron una FAE de los espermatozoides
del eyaculado media para entrar al estudio de un 44%, mientras que la FAE media de los
espermatozoides del eyaculado descongelados para la ICSI ascendio hasta un 58%. Este
aumento puede venir dado por el proceso de congelacion o también estar influenciado por
las oscilaciones en la calidad seminal que presentan los varones de manera natural. No
obstante, como el proceso de congelacion/descongelacion se realiza en los dos tipos de
muestras utilizadas en la ICSI, el efecto dafiino seria por igual en ambos grupos. También
cabe resefiar que en esta poblacion de estudio el valor medio de la FAE de los
espermatozoides testiculares es alto si lo comparamos con el punto de corte que nosotros
establecimos en los criterios de inclusion, aunque siempre fue menor que en los
procedentes del eyaculado, lo cual confirma uno de nuestros objetivos. A pesar de que en
ambos grupos se utilizaron potencialmente espermatozoides con ADN fragmentado, los
espermatozoides del testiculo tendrian que tener un mejor rendimiento al tener mas

integra su cromatina segun nuestra hipotesis.

Tras la microinyeccion de los ovocitos, la tasa de fecundacion fue més alta para el grupo
E-ICSI aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Tras la evaluacion
de los embriones durante el desarrollo embrionario, la calidad en dia 3 no se vio afectada
por el origen del espermatozoide, llegando a estadio de blastocisto un nimero muy similar
de embriones en cada grupo, 10 en el grupo T-ICSIl y 11 en E-ICSI. Pero, cuando se
evalud la calidad de los blastocistos, encontramos un mayor nimero de embriones de
buena calidad (A+B) en el grupo de espermatozoides testiculares, lo que esta de acuerdo
con nuestro hallazgo en el estudio previo, aungue en este caso debido al bajo nimero de

embriones la diferencia no fue estadisticamente significativa.

En este punto conviene destacar que esta tasa la calculamos desde tres enfoques diferentes
para valorar la funcion del espermatozoide desde el momento de la microinyeccion.
Aunque en este caso el espermatozoide del testiculo tenga un poder de fecundacion un
poco mas bajo, el desarrollo posterior de los cigotos no se ve afectado al llegar
practicamente el mismo nimero de embriones a estadio de blastocisto en ambos grupos.
Ademas, con la activacion del genoma embrionario en el tercer dia de desarrollo, los

posibles defectos paternos salen a la luz pudiendo bloquear el desarrollo embrionario
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(Tesarik et al., 2004). En este caso no se observa esta consecuencia por factor masculino,
sino al contrario, se obtienen mas blastocistos de buena calidad en el grupo T-ICSI. Esto
nos indica un mayor rendimiento del espermatozoide testicular en comparacién con los
del eyaculado en este tipo de pacientes, ya que se obtiene nimero superior de embriones

utilizables.

Solamente el estudio de Gilman et al., (2018) demostr6 una mejora significativa de la
calidad embrionaria en dia 5 en los ciclos de ICSI con espermatozoides testiculares
aunque los espermatozoides recuperados del testiculo no mejoraron las tasas de
embarazo, aborto y de nacidos vivos de pacientes con un fracaso previo de TRA y sin
conocimiento de su grado de FAE, si bien en estas parejas las mujeres presentaban una
respuesta ovarica deficiente lo que puede afectar al resultado reproductivo. En nuestro
estudio, la edad de la mujer fue menor a 35 afios y todas presentaban buena reserva
ovarica, siendo mas limitante en este caso los parametros seminales de los varones. Otros
estudios, como el de S. C. Esteves et al., (2015) solo comparo la calidad de los embriones
en dia 3 de desarrollo embrionario, momento en el cual realizaron las transferencias
embrionarias, pero si que encontraron una pequefia diferencia en la tasa de buena calidad
a favor del grupo T-ICSI, al igual que su momento Greco, Scarselli, et al. (2005). Otros
estudios, simplemente no informan sobre la calidad embrionaria de los embriones
transferidos ni el dia en el que se realiz6 (Alharbi et al., 2019; Herrero et al., 2019; Mehta

et al., 2015; Pabuccu et al., 2017), lo que condiciona poder comparar nuestros hallazgos.

Por otra parte, considerando el mayor riesgo de portar aneuploidias cromosémicas que
tendrian los espermatozoides testiculares, se realizdé un PGT-A a los embriones aptos para
ello y al mismo tiempo, se analizd cromosémicamente mediante FISH a los
espermatozoides de ambas muestras utilizadas en la ICSI, eyaculado y testicular para
comparar la tasa de aneuploidias espermaticas. Como hasta la fecha ningln otro estudio
publicado ha examinado esta cuestidn, esta informacidn es muy util de cara a recomendar

esta practica clinica a los pacientes en un futuro.

En lo que respecta a la ploidia embrionaria, esta poblacion obtuvo una tasa de euploidia

media de 61,9% (13/21), y concretamente para cada grupo, la diferencia fue tan solo de

un 3% entre el grupo T-ICSI (60%) y E-ICSI (63%). De hecho, a pesar de esta pequefia

diferencia a favor del grupo E-ICSI, el grupo T-ICSI presentd menos embriones

aneuploides y una proporcion mas alta de embriones mosaico que el otro, aunque estas

diferencias no fueron en ningiin momento estadisticamente significativas. La similitud en
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las tasas de euploidia entre ambos tipos de ciclos concuerda con nuestros resultados
previos del estudio retrospectivo y con los resultados publicados en la ESHRE en 2019
con un tamafio muestral mucho mayor (Figueira R CJ et al., 2019), en el que tras el
analisis de 940 muestras de TE de 362 parejas con elevada FAE en el eyaculado (280 de
ellas se realizaron un ICSI con esperma eyaculado propio y 82 parejas un ICSI con
espermatozoides testiculares) hallaron una tasa de euploidia por ovocito metafase II
comparable entre ambos grupos, 18,7% vs 18,3%, respectivamente.

Aunque con estos datos no podemos confirmar el objetivo principal de esta tesis (un
aumento del 15% de embriones euploides disponibles para transferir en el grupo T-ICSl),
podemos afirmar en primera instancia que el uso de espermatozoides testiculares no
incrementa la proporcién de embriones aneuploides en la pareja. Es posible que la
dificultad de encontrar una mayor diferencia entre ambos grupos pudiera ser el pequefio
tamafio muestral que disponemos, ya que esta comparacién se realiz6 sobre 21

blastocistos.

No obstante, asimismo debemos considerar en este punto el impacto que tiene la edad de
la mujer sobre la aneuploidias embrionarias (Pellestor et al., 2006), ya que podria estar
influyendo en los resultados obtenidos. En este caso, las mujeres participantes del estudio
son jévenes, con una edad media de 32 afios, por lo que el riesgo de aneuploidias por edad

materna avanzada es reducido (Mikwar et al., 2020).

En cambio, la informacion disponible del analisis cromosémico de los espermatozoides
mediante FISH es mas limitada debido a la falta de diagnostico en cuatro varones en sus
muestras de TESE. Debido a que en las muestras de biopsia testicular no se obtiene un
namero elevado de espermatozoides y presentan mucho debris celular, la capacidad de
realizar un FISH se reduce. No obstante, el resultado de FISH de las muestras de esperma
eyaculado fue en su mayoria alterado para los cinco cromosomas evaluados, e igualmente
para las dos muestras de espermatozoides testiculares. Comunmente, se ha encontrado
una mayor incidencia de aneuploidias en los espermatozoides del testiculo de varones con
azoospermia cuando se comparaban con los espermatozoides del eyaculado de controles
fértiles (G. D. Palermo et al., 2002; Vozdova et al., 2012), aunque también se ha
encontrado mayor ndmero de alteraciones cromosémicas cuando existe baja
concentracion espermatica y con infertilidad masculina severa, siendo mas evidente

cuanto mas oligozoospérmico es el varon (Gianaroli et al., 2005; Rodrigo et al., 2019).
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Nuestros resultados se corresponderian con este hallazgo, ya que los varones incluidos
en este estudio presentan oligozoospermia severa y baja calidad seminal. Ademas,
Moskovtsev et al., (2012), a pesar de observar una FAE significativamente inferior en los
espermatozoides testiculares, también encontrd una mayor tasa de aneuploidias en los
espermatozoides del testiculo cuando la comparo con la frecuencia de aneuploidias en el
esperma eyaculado en ocho varones con alta FAE. En cambio, Cheung S. et al., (2019)
en su estudio mas reciente encontr6 que la tasa de aneuploidias esperméticas es mas baja
en los testiculares que en los del eyaculado en los mismos varones (aunque este analisis
lo realizo solamente sobre 3 sujetos). En este caso, realizé el examen mediante FISH de
9 cromosomas y NGS, una prueba con mucha mas capacidad diagnostica que el FISH. Es
posible que nuestros resultados estén limitados con la realizacién de un FISH de solo 5
cromosomas, pero es una técnica habitual aconsejada para evaluar la tasa de aneuploidias
en los espermatozoides cuando existe un espermiograma alterado y malos resultados
reproductivos previos (Rodrigo et al., 2019). Por otra parte, otros autores han hallado una
correlacion positiva entre los niveles de FAE y las aneuploidias espermaticas, aunque el
mecanismo mediante el cual estan vinculados deberia ser estudiado méas en profundidad,
pudiendo ser que las alteraciones cromosémicas desencadenen las roturas en el ADN
(Muriel et al., 2007; Vendrell et al., 2014).

Sin embargo, también existen otras técnicas de seleccidn espermatica que disminuirian la
proporcion de espermatozoides portadores de aneuploidias para varones con un resultado
de FISH alterado. La técnica MACS parece reducir la tasa de aneuploidias en la muestra
elucidada (Esbert et al., 2017), al igual que reduciria el porcentaje de FAE en estos
espermatozoides (Pacheco et al., 2020; Vendrell et al., 2014). También la Gltima técnica
desarrollada, la microfluidica, permitiria obtener una muestra de espermatozoides
procesada con menor dafio genémico que tras la aplicacion del gradiente de densidad para
preparar la muestra o que en el eyaculado fresco, tal y como se presentd en un estudio
reciente (Kocur et al., 2023). En este caso, la poblacion de estudio también encontr6 una
mejora en la proporcion de embriones euploides en el nuevo ciclo de ICSI con
microfluidica al compararlo con su ciclo anterior con el procesamiento de semen habitual,
aunque los autores no comprobaron explicitamente la tasa de aneuploidias espermaticas
de la muestra recogida. No obstante, estas técnicas de seleccidn espermatica solo pueden

ser aplicadas sobre muestras de semen eyaculadas con una concentracion de
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espermatozoides adecuada, no pudiendo realizarse sobre muestras seminales muy pobres

en concentracion como son las que nos atafien en este trabajo.

También se evaluaron los resultados clinicos tras las transferencias de los embriones que
resultaron euploides. Se realizaron seis transferencias embrionarias en total, cuatro de
ellas dieron lugar a una gestacion (la tasa media fue 66,7%). En el momento del anélisis
de datos, dos de las gestaciones finalizaron con el nacimiento de un recién nacido sano,
pero actualmente desconocemos el resultado de las otras dos aungue ninguna paciente

habia abortado hasta el momento.

Si consideramos a qué grupo pertenecia cada embrion transferido, se realizaron tres
transferencias por cada grupo de estudio. Solo una de las transferencias realizadas con
embriones del grupo E-ICSI dio lugar a un embarazo (30%), que result en un recién
nacido. En cambio, las tres transferencias del grupo T-ICSI dieron lugar gestaciones
(100%), por lo que los embriones procedentes de espermatozoides del testiculo
implantaron mejor que los del otro grupo y dieron lugar a embarazos evolutivos. Y aunque
tengamos la misma tasa de recién nacido vivo en ambos grupos, solo conocemos el
resultado de una de las gestaciones del grupo T-1CSlI, ya que en el momento de analizar
los datos las otras dos gestaciones eran evolutivas y esperamos que hayan finalizado de
la manera adecuada. La falta de estos datos delimita las conclusiones finales que podamos
establecer sobre la probabilidad de tener recién nacido vivo con el uso de espermatozoides
testiculares, si bien podriamos concluir que existe un mejor prondstico de embarazo con
el cambio a espermatozoides testiculares, y que esta mejora puede derivar del menor nivel

de FAE que presentan.

Los resultados que hemos encontrado en pro del uso de espermatozoides testiculares en
parejas con elevada FAE concuerdan con los resultados de estudios previos. En un primer
estudio retrospectivo (Mehta et al., 2015), doce de las veinticuatro parejas con FAE,
oligozoospermia y con ciclo de ICSI previo fallido, obtuvieron un embarazo que finalizo
con el nacimiento de un nifio sano tras el cambio a espermatozoides testiculares en el
siguiente ciclo de ICSI. No obstante, este autor incluyo a varones con una FAE>7%, valor
gue actualmente no se consideraria elevado, pero aun asi hallaron una mejora en los
resultados reproductivos. Igualmente, S. C. Esteves et al., (2015) realizaron un estudio de
cohortes prospectivo con 147 parejas que realizaban su primer ICSI por factor masculino,
por oligozoospermia y una FAE>30% en el eyaculado, que son los mismos criterios que
nuestra poblacion de estudio. En este caso, el nivel de FAE también fue
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significativamente inferior en los espermatozoides del testiculo respecto a los del
eyaculado. Cuando compararon los resultados clinicos, las parejas que utilizaron
espermatozoides del testiculo (n=81) obtuvieron una mejora significativa en la tasa de
gestacion clinica y en la de recien nacido vivo por transferencia embrionaria,
disminuyendo significativamente la proporcion de abortos, en comparacion con las
parejas que realizaron su tratamiento con espermatozoides del eyaculado (n=91).
También, dos estudios prospectivos posteriores (Arafa et al., 2018; Pabuccu et al., 2017)
en los que participaron parejas con FAE>30% en el eyaculado y con al menos un ciclo de
ICSI previo sin éxito, el cambio del origen del espermatozoide causé una mejora
significativa en la gestacion clinica y evolutiva por ciclo, y un descenso en la tasa de
aborto. Aunque en el caso de Arafa et al., (2018) no midieron la FAE en los
espermatozoides recuperados del testiculo, por lo que no pudieron confirmar que esta
mejora viniera dada por una reduccion en la FAE de los espermatozoides de los ciclos T-
ICSI.

También se ratifican con el interesante estudio retrospectivo de Herrero et al., (2019), en
el que incluyeron 145 parejas con elevada FAE en el eyaculado con dos ciclos previos de
ICSI sin recién nacido con esperma eyaculado. Del total de parejas, 77 parejas cambiaron
a espermatozoides testiculares con menor grado de FAE y 68 continuaron con el semen
eyaculado como grupo control, obteniendo las primeras una tasa de embarazo clinico por
transferencia significativamente superior al otro grupo, y una tasa acumulada de recién
nacido vivo un 12% superior al tratamiento habitual. De hecho, cuando subdividieron a
la poblacion de estudio en funcidn de si tenian FAE alta o baja (segin >36% por TUNEL
0 >25% por SCSA), obtuvieron mejores resultados reproductivos las parejas que
realizaron T-ICSI. Igualmente, cuando realizaron un subanalisis en base a los parametros
seminales, de entre los varones con oligoastenoteratozoospermia, los que cambiaron a T-
ICSI obtuvieron mejores resultados clinicos (la tasa acumulada de recién nacido fue
significativamente mejor (28%) que los que repitieron el tratamiento con espermatozoides
del eyaculado (6.7%) (p<0,01)). Mientras, entre los varones normozoospérmicos, el
grupo T-ICSI obtuvo una ligera mejora de las tasas clinicas aunque de manera no

significativa respecto al tratamiento E-ICSI.

En la misma linea, otros dos estudios realizados en 2019 también encontraron una mejora
en la proporcidn de gestaciones en las parejas con elevada FAE (siempre superior al 30%)

que decidieron realizarse un ICSI con espermatozoides testiculares en comparacion con
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las que optaron por el tratamiento estandar con los del eyaculado (Alharbi et al., 2019; J.
Zhang et al., 2019). En el primero (Alharbi et al., 2019), cuando compararon las parejas
con una FAE>30%, la tasa de gestacion clinica por transferencia fue superior, aunque no
significativa, en el grupo T-1CSI que en el grupo E-ICSI, pero esta diferencia no fue tan
evidente cuando los varones tenian un nivel de FAE menor. Igualmente, el estudio
prospectivo de Zhang et al., (2019), con el mismo disefio que el anterior de S. C. Esteves
et al., 2015, reclut6 102 parejas con FAE>30% en el eyaculado que se sometieron a su
primer ICSI o bien con espermatozoides extraidos del testiculo o con espermatozoides
del eyaculado. A pesar de que la tasa de fecundacidn fue similar para ambos, el grupo que
utilizé espermatozoides testiculares fue el que obtuvo una mayor tasa de embarazo y de
parto con recién nacido vivo que aquellos que utilizaron semen eyaculado. Este grupo
tampoco midié el grado de FAE en los espermatozoides testiculares, por lo que no se

puede confirmar que los hallazgos estén justificados por una menor FAE.

En cambio, en los resultados de un ensayo aleatorizado y controlado presentado como
comunicacion en la ESHRE (Hozain M. et al., 2018) no encontraron una mejora
significativa de los resultados reproductivos con el uso de espermatozoides testiculares.
Aungue un nimero elevado de parejas con FAE>20% fueron asignadas aleatoriamente al
grupo T-ICSI (n=53) o E-ICSI (n=58), el nivel de FAE en ambos tipos de
espermatozoides fue similar, 26,7% en los testiculares y 23,8% en los eyaculados
(p=0.7); la tasa de fecundacion y de llegada a blastocisto fue mas alta en el grupo E-ICSI,
pero estos resultados estan sesgados porque se hicieron mas transferencias en dia 3 en el
grupo T-ICSI que en el E-ICSI, por lo que se desconoce el resultado de estos embriones.
Pese a ello, las tasas de gestacion, gestacion evolutiva y aborto fueron comparables entre
ambos grupos, no encontrandose ninguna diferencia significativa, por lo que los

embriones del grupo T-1CSI presentaron el mismo potencial evolutivo e implantatorio.

Estos resultados revalidan que esta estrategia clinica supone un beneficio principalmente
para los varones con elevada FAE en el eyaculado y malos parametros seminales mas que
en los pacientes con una calidad seminal normal y/o baja FAE. Podemos decir que la
causa de esta premisa se sustenta en que los espermatozoides testiculares tienen la
cromatina menos dafiada que los procedentes del eyaculado, lo que favoreceria la
obtencion de embriones de mejor calidad y por tanto, con mas probabilidades de dar lugar

a un recién nacido vivo.
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Cabe destacar que todos los estudios realizados hasta la fecha, a pesar de los resultados
relevantes, son de tipo observacional, y se realizaron o bien en dos grupos de pacientes
no aleatorizados (S. C. Esteves et al., 2015; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017; J.
Zhang et al., 2019), lo que podria dar lugar a un sesgo de seleccidn que podria influir en
los resultados encontrados, ya que en ningun estudio hicieron un andlisis ajustado a
posibles variables de confusion; o bien son de tipo casos-cruzados (Alharbi et al., 2019;
Arafa et al., 2018; Greco, Scarselli, et al., 2005; Mehta et al., 2015), siendo el ciclo con
esperma eyaculado el precedente del ciclo con espermatozoides del testiculo (ya que el
fallo de ICSI previo era criterio de inclusion en algunos de ellos). Con este método los
pacientes sirven como su propio control, reduciendo los posibles factores de confusion
aunque el paso del tiempo entre un ciclo y otro puede afectar a la calidad ovocitaria. Por
el contrario, para este estudio realizamos una asignacion aleatoria de los ovocitos de una
misma paciente para ser inseminados por cada tipo de espermatozoide, generando dos
grupos de estudio para cada paciente, controlando asi todos los posibles sesgos que
existan entre diferentes parejas. Este disefio experimental no se ha realizado nunca hasta
ahora, y de este modo podemos evaluar el efecto del origen del espermatozoide
estandarizando el resto de variables clinicas que pudieran influenciar en los resultados
clinicos. Ademas, la evaluacion de los embriones en cultivo embrionario y la seleccién
de los mejores para la transferencia se realiz6 en ciego, ya que el personal de laboratorio,

mMenos una persona, desconocian a qué grupo pertenecia cada embrion,

Por ultimo, una forma de confirmar los hallazgos clinicos encontrados en la comunidad
cientifica es mediante un metaandlisis. Para ello, realizamos una blsqueda por diferentes
plataformas para encontrar todos los estudios que hayan evaluado esta estrategia clinica.
Aquellos estudios que cumplieron con nuestros criterios de inclusion y que se realizaron
en una poblacion similar a la nuestra fueron incluidos. Hasta la fecha existen dos
revisiones sistematicas y metaanalisis que resumen la evidencia actualmente disponible
sobre la T-1CSI en hombres con alta FAE en semen eyaculado (S. C. Esteves et al., 2015;
Yu et al., 2021). Nosotros hemos tomado como punto de referencia para incluir estudios
con los mismos criterios de inclusion la realizada por S. C. Esteves, Roque, et al., (2017)
y hemos aumentado el nimero de estudios que incluyeron desde que se realizo para
incrementar la potencia estadistica y consolidar los resultados hallados. EI metaanalisis
realizado por Yu et al., (2021) difiere un poco en los estudios incluidos y por tanto en las

poblaciones evaluadas; incluyeron estudios en los que la poblacion de estudio habia
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tenido al menos un fallo de ICSI previo, estableciendo un subgrupo con elevada FAE en
el eyaculado y otro subgrupo de varones no seleccionados, es decir, estudios en los que
el cambio a T-ICSI no fue basado en tener una elevada FAE y los varones podrian tener

parametros seminales normales o anormales.

La poblacion objeto de nuestro estudio son varones con elevada FAE en el eyaculado que
se someten a un T-ICSI con la premisa de que el espermatozoides testiculares presenta
menor grado de dafio en su genoma y por tanto, su uso supondrd una mejora en sus
resultados clinicos. Por ello, en primer lugar comprobamos la diferencia en el nivel de
fragmentacion del ADN entre los espermatozoides del testiculo y los del eyaculado en
547 muestras de espermatozoides de estos varones. Hemos encontrado un tasa
significativamente menor de FAE a nivel testicular que en los espermatozoides del
eyaculado. Sin embargo, el anélisis global denota una alta heterogeneidad entre los
estudios incluidos, que puede derivar de las diferentes técnicas utilizadas para medir la
FAE vy la diversidad en las poblaciones estudiada. Por ello, se realiz6 un sub-andlisis en
funcién de las técnias empleadas. En este caso, el tamafio del efecto es similar entre las
técnicas TUNEL y SCD, pero en ambos subgrupos encontramos una FAE
significativamente menor en los espermatozoides testiculares, pero cabe destacar que

continda existiendo una alta heterogeneidad en las mediciones realizadas con SCD.

Ademas, el analisis funnel plot revela cierto sesgo de publicacion al no haber incluido
estudios mas pequefios en el anélisis, ya que casi todos se concentran en la misma area.
No obstante, la disparidad en los resultados puede deberse a que el ensayo TUNEL mide
las roturas en el ADN de manera directa, mientras que la SCD lo hace indirectamente
mediante la desnaturalizacién del ADN, por lo que los resultados medidos mediante
diferentes pruebas no deberian ser comparables. También puede estar influyendo la
inclusion de los pacientes para cada estudio, ya que existe mucha controversia sobre el
umbral que debe adoptarse clinicamente para indicar una FAE elevada, ya que entre los
estudios incluidos encontramos valores desde el 7% (Mehta et al., 2015), 15% (Greco,
Scarselli, et al., 2005), y 30% (S. C. Esteves et al., 2015; Moskovtsev et al., 2012, y en
el nuestro) como FAE alta.

Por otra parte, analizamos el efecto del cambio de espermatozoide sobre las tasas clinicas

de fecundacidn, gestacion clinica, aborto y recién nacido vivo. En este caso, también

realizamos un analisis del efecto global y para reducir la heterogeneidad presente,

establecimos dos subgrupos en base a dos caracteristicas principales de la poblacién de
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los estudios incluidos: pardmetros seminales alterados (oligozoospermia) pero sin fallos
previos de ICSI, o pardmetros seminales normales (normozoospermia) y fallos previos de

ICSI, pero todos ellos con FAE elevada.

El anélisis muestra una tendencia a tasas de fecundacién més bajas con la T-ICSlI, aunque
esta diferencia no fue estadisticamente significativa (al igual que S. C. Esteves, Roque, et
al., 2017). Tras el analisis por subgrupos, la heterogeneidad se disminiye a cero en el
grupo oligozoospermia y no fallos de ICSI, lo cual indica que la division en estos grupos
es un buen acercamiento estadistico para interpretar los resultados obtenidos. En este
caso, en el primer grupo el cambio a espermatozoides testiculares no favorece la tasa de
fecundacidn; en cambio, en el grupo normozoospérmico con fallos de ICSI no existe esta
asociacion, encontrando resultados mas dispares entre los estudios incluidos, y sin
diferencias significativas en la tasa de fecundacién. Tampoco encontraron una relacién
significativa en Yu et al., (2021) en la tasa de fecundacion de los dos subgrupos con una
heterogeneidad nula.

En cambio, hallamos una mejora significativa en la tasa de gestacion clinica con el uso
de espermatozoides testiculares, tanto en la poblacion en general como cuando lo
analizamos por subgrupos, siendo el efecto mas pronunciado en los varones con fallos de
ICSI que en los oligozoospérmicos (lo que esta de acuerdo con el hallazgo de S. C.
Esteves et al., 2015). En concordancia, también se encontré una probabilidad de gestacion
mayor con el uso de espermatozoides testiculares en Yu et al., (2021), siendo este efecto
mas evidente en la poblacion que tiene alta FAE y fallos de ICSI. En cambio, esta
asociacion no fue significativa en varones no seleccionados. En nuestro caso, la
heterogeneidad es baja en el analisis global y en el analisis del subgrupo de varones
normozoospérmicos y con fallos de ICSI, no siendo asi en el grupo de oligozoospérmicos,
aunque este valor 12 no es muy alto. Esta consecuencia podria derivar de la falta de
diversidad en los estudios incluidos tal y como se observa en el gréafico funnel, ya que en
este caso son solo dos y pueden existir mas sesgos clinicos, frente a los del otro subgrupo

que son cinco.

El uso de espermatozoides testiculares también se asocid con una menor riesgo de aborto
en parejas con elevada FAE, encontrandose una diferencia estadisticamente significativa,
ademas con una heterogeneidad igual a cero, lo que fortaleze el resultado hallado. En este

caso, el tamarfio del efecto es similar para ambos subgrupos, pero de nuevo es el subgrupo
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de varones con oligozoospermia el que presenta heterogeneidad, que puede derivar de

sesgos internos en los dos estudios incluidos en esta seccion.

Finalmente, de acuerdo con los resultados hallados anteriormente, el uso de
espermatozoides testiculares también favorece significativamente la tasa de recién nacido
Vvivo en esta poblacién. En este caso, en el subgrupo de varones con oligozoospermia la
heterogeneidad que presenta es nula y el uso de espermatozoides testiculares aumenta
significativamente las probabilidades de recién nacido. Por el contrario, en el subgrupo
de varones normozoospérmicos y fallos repetidos de ICSI el efecto es ain mayor pero de
manera no significativa, lo que puede estar relacionado con la heterogeneidad que
presenta esta comparacion. Del mismo modo, en Yu et al., (2021) encontraron que la tasa
de recién nacido vivo incrementa significativamente con el uso de espermatozoides
testiculares, pero en particular este efecto se evidenci6 en el subgrupo de varones con alta
FAE y no en varones no seleccionados, aunque este analisis present6 alta heterogeneidad
seguramente debida a algun sesgo en los estudios de este subgrupo.

Estos resultados aportan pruebas directas de que la utilizacion de espermatozoides
extraidos del testiculo en casos de FAE elevada con semen eyaculado puede aumentar la
probabilidad de seleccionar espermatozoides con menor dafio en el ADN para la ICSI,
siendo el efecto mas notorio en varones con fallos previos de ICSI que con
oligozoospermia. Dado que la fecundacion de un ovocito por un espermatozoide testicular
con la cromatina menos dafiada puede mejorar las posibilidades de obtener un embrion
con el genoma intacto, también puede aumentar la probabilidad de embarazo y de nacidos

ViVos.

Consideraciones finales

Existen numerosos estudios que comparan los resultados reproductivos de ciclos con
espermatozoides testiculares frente al eyaculado para la ICSI en varones sin azoospermia,
bien sea por una elevada fragmentacion del ADN de los espermatozoides del eyaculado
o por infertilidad masculina severa, factores relacionados con peores tasas clinicas, y por

tanto, peor prondstico reproductivo.

La evidencia actual sostiene que la tasa de embarazo incrementa y se reduce la tasa de
aborto, aumentando la probabilidad de recién nacido vivo, con el uso de espermatozoides

testiculares. En principio, los datos podrian considerarse suficientes para justificar su uso
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en estos pacientes para lograr mejores resultados de ICSI. Sin embargo, es importante
considerar qué tipo de pacientes son los mas beneficiados de esta estrategia ya que implica

una intervencion quirdrgica como es una biopsia testicular.

La biopsia testicular, como la TESE/TESA, conlleva una intervencion quirdrgica que
puede tener complicaciones. Se han descrito complicaciones durante o después de la
intervencion como dolor, inflamacion, hematomas o infecciones (Zini et al., 2017) que
pueden derivar en una alteracion de la funcion testicular momentanea o duradera, y
pudiendo desencadenar deterioro de la funcion testicular o hipogonadismo (Eliveld et al.,
2018). Aunque se trate de varones con funcién espermética normal y la tasa de
recuperacion espermatica tras la biopsia sea alta, los pacientes deben tener conocimiento
de los riesgos asociados al optar por una intervencidn testicular teniendo espermatozoides

en el eyaculado.

Ademas, existen datos controvertidos sobre el aumento en la tasa de aneuploidia en los
espermatozoides procedentes del testiculo y en casos de infertilidad masculina severa.
También se ha documentado una correlacién entre la FAE y la presencia de aneuploidias
cromosOmicas, aunque pudiera ser que errores en la meiosis de los espermatozoides
relacionados con las aneuploidias cromosomicas serian las causantes de las roturas en el
ADN (Muriel et al., 2007; Vendrell et al., 2014). De todas formas, si bien nosotros
hayamos observado de manera retrospectiva y prospectiva la misma proporciéon de
embriones euploides en los ciclos de ICSI con esperma eyaculado como con
espermatozoides testiculares, la evidencia es aln insuficiente y se deberia explorar este
hecho con estudios bien disefiados y de mayor tamafio muestral, ya que nuestros
resultados estan obtenidos en pequefios grupos de pacientes. Mientras tanto, las parejas
que opten por este tratamiento deben ser asesoradas adecuadamente por sus clinicos,
siendo altamente recomendable realizar un PGT-A a los embriones generados con el
objetivo de aumentar la seguridad del tratamiento al transferir embriones
cromosOmicamente normales. Este procedimiento incrementaria el coste total del
tratamiento, por lo tanto, los pacientes deberian ser aconsejados convenientemente

valorando el coste-beneficio de ello con el fin de obtener un bebé sano en casa.

Por lo cual, es muy importante identificar la poblacion diana a la que ofrecer esta

estrategia clinica. Los estudios realizados hasta ahora son en su mayoria observacionales,

y algunos de ellos tienen disefio de casos-cruzados, en los que el paciente actia como su

propio control, lo que limita la validez de los resultados obtenidos. En base a los
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metaanalisis realizados, estudios de méxima evidencia cientifica, los pacientes que mas
ventajas obtendrian del cambio a espermatozoides testiculares serian aquellos que tengan
una FAE en el esperma eyaculado elevada e intentos previos de ICSI fallidos, aunque

aquellos con oligozoospermia y elevada FAE también mejorarian sus resultados clinicos.

No obstante, cabe resaltar que la dificultad para encontrar resultados concluyentes
proviene de la heterogeneidad en estos estudios en general, ya que presentan diferentes
disefios, poblaciones de estudio diversas respecto a su grado de infertilidad masculina,
numero de ciclos de ICSI previos fallidos, edad de la mujer, los protocolos utilizados para
la estimulacién ovérica, y el método para medir la FAE empleado. Existen numerosas
pruebas para medir la FAE, y la metodologia que emplean y la forma de medir las roturas
difiere entre ellas. Ademas, no existe un acuerdo entre los clinicos para establecer un
valor umbral de FAE patoldgico correlacionado con malos resultados reproductivos, por
lo tanto, es muy diferente el punto de corte establecido como FAE alta en los sujetos de
cada estudio publicado, aunque la mayoria la reconozca a partir del 30%. En nuestro caso,
la mejora en los resultados clinicos se ha evaluado en varones con una FAE superior al
30% por SCD, pero no podemos asegurar que se encontrara el mismo resultado clinico si

la FAE fuese més baja, o si hubiese sido medida mediante otro método.

Ademas, para este estudio no fue determinante el factor causante de la fragmentacién en
los pacientes para su inclusion, ya que la limitacion era simplemente tener una FAE>30%.
Entre los diferentes factores desencadenantes de FAE, algunos de ellos, sobre todo los
post-testiculares, pueden ser modificables en un intento de reducir sus niveles, tal y como
es el tabaquismo, el varicocele, o la presencia de infecciones que aumentan los niveles de
EO. Ante el diagnostico de elevada FAE y su posible etiologia, existen diferentes
mecanismos de actuacién con el objetivo de disminuir el porcentaje de espermatozoides
con la cromatina dafiada en el eyaculado antes de optar por una intervencién quirdrgica
como es una biopsia testicular (Agarwal, Cho, et al., 2016; Agarwal et al., 2014; Majzoub
et al., 2017; Romano et al., 2023; Roque & Esteves, 2018). Sin embargo, el tiempo
requerido para ello puede ser largo o que el resultado de la terapia no sea el adecuado,
utilizando espermatozoides con elevada FAE para el tratamiento. Aunque para obtener
espermatozoides testiculares sea necesario una intervencion, ante la evidencia
encontrada, sabemos que estos espermatozoides presentan menor dafio cromosémico que

los del eyaculado, lo que mejora el prondstico reproductivo de estos pacientes.
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También es importante conocer el efecto del tiempo de abstinencia en los niveles de FAE
a la hora de obtener la muestra para la TRA. Periodos méas cortos parecen estar
relacionados con menor FAE y diversos estudios han hallado una mejora de los resultados
clinicos (Agarwal, Gupta, et al., 2016; Marshburn et al., 2010; Sanchez-Martin et al.,
2013) En nuestro caso, recomendamos a nuestros pacientes realizar la recogida de la
muestra con un periodo de abstinencia de entre 2-5 dias, siguiendo el procotolo clinico.
Tal vez, la recomendacion de dejar uno o dos dias de abstinencia a la hora de recoger la
muestra hubiera resultado en niveles de FAE mas bajos en el eyaculado, no siendo tan
notoria la diferencia en la FAE entre ambos tipos de espermatozoides. Seria conveniente

considerarlo en el futuro.

Tampoco podemos olvidar el papel determinante del ovocito en el éxito reproductivo, ya
que se ha observado que la capacidad reparadora de las roturas en el ADN depende en
gran medida de la edad ovocitaria y su calidad (Horta et al., 2020; Meseguer et al., 2011),
por lo tanto, el efecto que pueda tener el espermatozoide con la cromatina dafiada en el
desarrollo embrionario posterior también va a variar en funcion de la competencia
ovocitaria. También juega un papel determinante la edad de la mujer en la ploidia
embrionaria (Mikwar et al., 2020; Pellestor et al., 2006), por lo que los beneficios
encontrados de esta estrategia podrian verse menoscabados en poblaciones femeninas
mas afiosas, ya que en este estudio se han incluido mujeres jovenes con buena respuesta
ovarica. En la decision de cambiar a espermatozoides testiculares se deberia considerar
el nimero de ovocitos a recuperar, ya que la combinacion de un nimero bajo de ovocitos
por edad avanzada y/o mala calidad ovocitaria podria reducir las tasas de fecundacion y

poner en peligro la posibilidades de disponer de embriones para la transferencia.
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CONCLUSIONES
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Tras el analisis de los resultados obtenidos en esta tesis podemos concluir que en varones

con una FAE en el eyaculado mayor al 30%, oligozoospermia y/o fallos de ICSI previos:

o La tasa de euploidia embrionaria no aumenta por el uso de espermatozoides
testiculares, sino que es comparable a la tasa obtenida con espermatozoides del
eyaculado. Sin embargo, son necesarios mas estudios con tamafios muestrales

mayores que confirmen este hallazgo.

o El nivel de fragmentacion del ADN de los espermatozoides testiculares es menor

que en los espermatozoides procedentes del eyaculado.

o Aungue los espermatozoides testiculares tengan una tasa de fecundacion
ligeramente mas baja, esto no afecta al desarrollo de los embriones en cultivo,
obteniendo tasas de llegada a blastocisto similares a los embriones de esperma
eyaculado. No obstante, se obtuvo una proporcién de blastocistos de buena
calidad mayor con el uso de espermatozoides testiculares.

o Latasade gestacion parece ser superior con el uso de espermatozoides testiculares
tras la transferencia de un blastocisto euploide, aunque se requiere de ampliar el

tamafio muestral para confirmar una diferencia estadisticamente significativa.

o Especificamente, el cambio a espermatozoides testiculares para la ICSI en sujetos
con elevada FAE en el eyaculado y fallos previos de ICSI favorece
significativamente las probabilidades de tener un embarazo evolutivo y un bebé

en casa, al tiempo que reduce las probabilidades de aborto.
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ANEXO

Figura suplementaria 1. Esquema para la evaluacion embriones in vitro segun los
criterios establecidos por la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
(ASEBIR) en el segundo y tercer dia del desarrollo embrionario.
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Figura suplementaria 2. Esquema para la evaluacion de embriones in vitro segin los
criterios establecidos por la asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
(ASEBIR) en el cuarto dia del desarrollo embrionario.
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Figura suplementaria 3. Esquema para la evaluacion de embriones in vitro segin los
criterios establecidos por la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
(ASEBIR) en el quinto dia del desarrollo embrionario.
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Figura suplementaria 4. Esquema del procedimiento de reclutamiento y planificacion
del ciclo de ICSI en el cual se microinyectaron los ovocitos de manera aleatorizada con
espermatozoides testiculares (T-ICSI) y con espermatozoides del eyaculado (E-ICSI).
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Nota: ADN: acido desoxirribonucleico: ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, FISH: Fluorescence
in situ Hybridization; FAE: fragmentacion del ADN espermatico; SCD: sperm chromatin dispersion test; PGT-A:
diagndstico genético preimplantacion de aneuploidias.
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