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RESUMEN

Objetivo: El estudio del espermatozoide, desde el punto de vista mor-
fologico y funcional, constituye un aspecto de gran importancia para
la evolucion de las técnicas de reproduccion asistida. Diversos trabajos
han revelado que el acido hialurénico, presente en la matriz extracelu-
lar del ovocito, contribuye a la fertilidad del espermatozoide a través
de receptores ubicados en la membrana de éstel?

En el presente trabajo se evaltian las tasas de fecundacién y calidad
embrionaria en dia +2 y dfa +3 obtenidos mediante la técnica de in-
yeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) utilizando es-
permatozoides seleccionados segtn su capacidad de reaccionar al 4ci-
do hialurénico.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio prospectivo comparativo en-
tre los medios de hialuronato (SpermSlow, Medicult) y el polivinilpi-
rrolidona (PVP, Medicult) en la seleccién espermatica de pacientes so-
metidas a ICSI.

Resultados y discusion: Sc fertilizaron 517 ovocitos, 252 con esper-
matozoides seleccionados en PVP y 265 seleccionados en SpermSlow
por su capacidad de reaccionar al hialuronato. Las tasas de fertiliza-
ciéon normal fueron similares en ambos grupos. Sin embargo, la com-
paracion de las calidades embrionarias segtn los criterios de la Asocia-
cién para el Estudio de la Biologia de la Reproducciéon (ASEBIR),
Espana, revel6 diferencias a nivel de embriones tipo A 'y tipo D. En el
medio con hialuronato se obtuvo un mayor porcentaje de embriones
tipo A que con PVD, esta diferencia fue estadisticamente significativa
en el dia +2. En cuanto a los embriones tipo D, se encontraron menor
cantidad de embriones de esta calidad en el medio SpermSlow.

Conclusiones: Las diferencias encontradas y el hecho de que el hia-
luronato constituye un medio natural que presumiblemente no posee
efectos téxicos para el ovocito, hacen que este medio constituya una
mejor eleccién a la hora de realizar la seleccion espermatica.
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ABSTRACT

Comparison between hyaluronan (SpermSlow)
and polyvinylpyrrolidone media in sperm selection
for intracytoplasmic sperm injection

Objectives: Morphological and functional sperm
cell studies are a very important aspect in the evo-
lution of assisted reproduction techniques. Pre-
vious works have shown that the hyaluronic acid
present in the extra-cellular matrix of the oocyte
contributes to its fertility through receptors pre-
sent in the sperm head membrane!?

In the present work the fertilization rates and em-
bryo quality on day +2 and day +3 obtained from
oocytes microinjected with sperm that had been
previously selected by their capacity to bind hya-
luronic acid were evaluated.

Material and methods: A prospective study was
performed comparing hyaluronan (SpermSlow)
and PVP (polyvinylpyrrolidone, Medicult) media
for sperm selection in ICST patients.

Results and discussion: A total of 517 oocytes
were fertilized; 252 with sperm in PVP and 265
in SpermSlow, and selected by their capability to
bind to hyaluronan. The fertilization rates were
similar in both groups. However, comparison
between embryo qualities following ASEBIR cri-
teria showed differences in type A and type D
group frequencies. A higher frequency of type A
embryos was observed with hyaluronan medium
than with PVD, with a statistically significant di-
fference in day +2. Furthermore, a lower frequen-
cy of embryos type D was found in the SpermS-
low group.

Conclusions: This differences and the fact that
hyaluronan is a natural medium with presumably
no toxic effects for the oocyte, indicate that hya-
luronan may be a better choice for sperm selec-
tion.

Key words: Hyaluronate. Hyaluronic acid. PVD.
ICSI. Sperm selection.
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INTRODUCCION

Desde su apariciéon en 1972, las técnicas de repro-
duccién asistida han mostrado una rapida evolucién.
En sus comienzos, las técnicas existentes, no eran efi-
cientes para solucionar el problema de fertilidad de
parejas que presentaban esterilidad por factor mascu-
lino debido a daio espermitico. Una solucién a este
problema surgi6 en 1992 con el desarrollo de la téc-
nica de microinyeccién intracitoplasmica de esperma-
tozoides (ICSI). Sin embargo, y a pesar de los bue-
nos resultados obtenidos con la implementacién de
esta técnica, atn hay factores que influyen en el desa-
rrollo embrionario en estos pacientes que permane-
cen enigmaticos.

En la actualidad, las técnicas de reproduccién asisti-
da se basan en la utilizacién de métodos fiables de se-
leccién espermatica previa a la realizacion de la ICSI.
Dicha seleccién, basada en caracteristicas morfologi-
cas y funcionales del esperamatozoide, permite lograr
mejores tasas de fecundacion, desarrollo embrionario
y embarazos, asi como también la disminucién de las
tasas de aborto®3.

Estudios de las caracteristicas morfolégicas del es-
permatozoide han revelado que la presencia de anor-
malidades acrosémicas y subacrosémicas se encuentran
asociadas a fallos de fecundacién in vitro mediante
ICSI. Mis recientemente, la observaciéon de la morfo-
logia espermatica a gran aumento ha revelado que la
presencia de vacuolas nucleares estarfa también rela-
cionada con una funcién espermitica deficiente®. En
la actualidad, se ha implementado el uso de alta mag-
nificacién en la selecciéon espermatica (intracytoplas-
mic morphologically selected sperm injection) previa al
ICSI con el objetivo de realizar una seleccién morfo-
logica mas exhaustiva en los pacientes que presentan
un claro factor masculino y/o abortos previos!®-13,

En cuanto a la funcionalidad del espermatozoide,
diversos estudios han revelado que el acido hialuréni-
co, un mucopolisacirido no sulfatado presente en la
matriz extracelular del ovocito, es uno de los compo-
nentes que mds contribuye a la fertilidad a través de la
interaccién con receptores especificos presentes en la
membrana del espermatozoide maduro™!'*. Por lo tan-
to, la evaluacién de la capacidad del espermatozoide
de unirse al dcido hialurénico constituye una forma
de valorar su madurez y funcionalidad!®17.

Por tal motivo, en este trabajo se propuso evaluar
los beneficios de realizar la selecciéon espermatica
basindose en las caracteristicas funcionales del es-
permatozoide, utilizando como método de selec-
cién la capacidad del espermatozoide de reaccionar
al hialuronato presente en el medio SpermSlow
(Medicult).
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio prospectivo comparativo entre
los medios de Hialuronato (SpermSlow, Medicult) y
polivinilpirrolidona (PVP, Medicult) en la selecciéon
espermitica de pacientes sometidos a ICSI. En el es-
tudio se incluyeron 60 pacientes, de los cuales se re-
cuperaron entre 8 y 16 ovocitos con un porcentaje de
mas de 60% de ovocitos a microinyectar (MII). Los
ovocitos de cada paciente fueron clasificados segtn su
morfologia y divididos en 2 grupos de calidad similar.
Un grupo se fertiliz6 mediante técnica de ICSI con
espermatozoides seleccionados por medio de hialuro-
nato y el otro por PVD. En todos los pacientes se eva-
luaron tasas de fertilizacién y desarrollo embrionario
en dias +2 y +3 para su posterior transferencia em-
brionaria.

Criterios de inclusion

— Mujeres menores de 35 anos en las cuales se recu-
peraron entre 8 y 16 ovocitos con un porcentaje de
mas del 60 % de ovocitos MII.

— Varones con oligoastenozoospermia moderada o
severa y menores de 45 anos.

Técnica

— Placas de PVP: en una placa de Petri de 55 mm se
colocaron 2 gotas de 5 ul de PVD a las cuales se agre-
g6 1 pl de espermatozoides previamente capacitados.
Alrededor de éstas se colocaron 8 microgotas de 5 pl
de ICSI Holding Medium (Medicult) donde se incor-
poraron los ovocitos MII. Se cubrié con aceite de pa-
rafina y posteriormente se procedié a la microinyec-
cién convencional.

— Placas de SpermSlow: en otra placa de Petri se
procedié de la misma forma que la anterior, sustitu-
yendo el PVDP por medio SpermSlow, pero en lugar de
agregar al medio 1 pl de espermatozoides capacitados,
se deposito la gota capacitada inmediatamente al lado
de una de las gotas de SpermSlow, juntando muy cui-
dadosamente ambas gotas (fig. 1). Se incub6 15 min
al 5% de CO, a 37 °C. Posteriormente, se procedi6 a
seleccionar los espermatozoides moviles que queda-
ron adheridos en la interfase de las gotas para realizar,
seguidamente, la microinyeccién (fig. 2).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el paquete esta-
distico SPSS. La comparaciéon de las calidades em-
brionarias en dias +2 y +3 se realiz6 mediante el test
de la x2.
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1 sperm cell

Figura 1. Diagrama que muestra como se realiza la seleccion es-
permitica con SpermSlow. Tomada de How to select the best ma-
ture spermatozoa for ICSI, con autorizaciéon de MediCult.

RESULTADOS

Se fertilizaron 517 ovocitos, 252 por PVP y 265 por
SpermSlow, de los cuales en el grupo de PVP fertilizé
de forma normal el 83,3%, anormal el 2% y no fertili-
26 el 14,7% de los ovocitos, mientras que en el grupo
del SpermSlow fertilizd6 de forma normal el 84,9%,
anormal el 1,9% y no fertiliz6 el 13,2 % (fig. 3). La ca-
lidad embrionaria se analizé segtn criterios de ASEBIR
del ano 2008 en A-B-C-D.

En el dia + 2 se observé, con PVP, un 9,3% de em-
briones tipo A, un 30,2% tipo B, un 43,3% tipo C, un
12,6% tipo D y un 4,6% de embriones no evolutivos

para inyeccién intracitoplasmdtica de espermatozoides

Espermatozoides
. sin reaccién

Interfase
hialuronato-semen

Figura 2. Espermatozoides en la interfase hialuronato-semen (au-
mento, X400).

(fig. 4). Con SpermSlow, se observé un 23,1% tipo A,
un 26,1% tipo B, un 36,1% tipo C, un 3% tipo D y un
11,7% de embriones no evolutivos (fig. 4). En cuanto
al dia +3 se observo en el grupo de PVP un 15,1% de
embriones de calidad embrionaria de tipo A, un
30,2% tipo B, un 33,2% tipo C, un 12,2% tipo D y un
9,3% no evolutivos, y con SpermSlow un 20,8% tipo
A, un 26,6% tipo B, un 36,4% tipo C, un 12,3% tipo
D y un 3,9% no evolutivos (fig. 5).

El andlisis estadistico mediante el test de la x? de
las calidades embrionarias en dia +2 revelé que hay
diferencias con un nivel de significacién de 0,022
(significativo < 0,05) para las calidades A y D, siendo
la calidad A mayor en SpermSlow y la D mayor en
PVPD.
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Figura 4. Calidades embrionarias a
dia +2 de ovocitos microinyectados
con espermatozoides seleccionados
en SpermSlow o polivinilpirrolidona
(PVP).

En cuanto al dia +3, las diferencias encontradas no
resultaron significativas segin dicho test (nivel de sig-
nificacion: 0,914).

DISCUSION

La seleccién de espermatozoides para la microinyec-
cién contribuye en forma importante al éxito de la
ICSI. Previamente, se ha demostrado que los esper-
matozoides capaces de unirse al hialuronato son mas
maduros, contienen menor dano en el ADN y menor
ntmero de ancuploidias'®!®. Esta observacion ha lle-
vado a la conclusién que el hialuronato constituirfa un
buen medio de seleccién de espermatozoides madu-

ros, y en la actualidad esta hipétesis se encuentra bajo
estudio intensivo en diversos laboratorios?*2*.

En el presente trabajo se compararon las tasas de
fecundacion y calidades embrionarias en dias +2 y +3
obtenidas de ovocitos MII por ICSI con espermato-
zoides seleccionados en medios de PVP y SpermS-
low que contienen hialuronato. No se encontraron
diferencias significativas en cuanto a las tasas de fe-
cundacién obtenidas en los 2 tratamientos (fig. 3).
Sin embargo, la comparacién de las calidades em-
brionarias segtn los criterios de ASEBIR, revel6 di-
ferencias de embriones tipo A y tipo D. En el medio
con hialuronato se obtuvo un mayor porcentaje de
embriones tipo A que en PVD, esta diferencia fue
mds importante en el dia +2 que en el dia +3. En
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Figura 5. Calidades embrionarias a
dia +3 de ovocitos microinyectados
con espermatozoides seleccionados
en SpermSlow o polivinilpirrolidona
(PVP).
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cuanto a los embriones tipo D, se encontraron me-
nor cantidad de embriones de esta calidad en el me-
dio SpermSlow (figs. 4y 5).

Si bien las diferencias encontradas resultaron ser
estadisticamente significativas s6lo en dia +2, no se
puede desestimar la tendencia observada también en
dia +3.

Las diferencias obtenidas en las calidades embriona-
rias, revelan que el uso de hialuronato en el medio de
seleccidon-inyeccion de espermatozoides favoreceria la
seleccion de espermatozoides de mejor calidad. Adi-
cionalmente, otra ventaja del hialuronato es que se
trata de un compuesto naturalmente presente en el
ovocito y, por lo tanto, que no posee efectos daninos;
en cambio, el PVP es un compuesto no metabolizable
que podria presentar efectos adversos!™ 2%,

CONCLUSION

El presente trabajo revela que el método de seleccién
espermitica basado en la funcionalidad del esperma-
tozoide a través de su capacidad de reaccién al hia-
luronato es un método que aporta los mismos resul-
tados que el PVP en cuanto a tasas de fecundacion vy,
ademds, posee una tendencia a mostrar mejores cali-
dades embrionarias. Adicionalmente, el SpermSlow
posee la ventaja de ser un medio similar al natural v,
de esta manera, evitarfa el uso de sustancias que pue-
den tener efectos daninos. En un futuro, seria necesa-
rio complementar el presente estudio con resultados
de tasas de embarazo y de aborto, en donde podrian
encontrarse mayores evidencias de las ventajas del mé-
todo funcional de seleccién espermdtica.
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