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Introduccion

I.INTRODUCCION

La infertilidad masculina es una causa relativamente comun que afecta al 6% de los
varones en edad reproductiva (Templado et al., 2013). Es sabido que las anomalias
cromosomicas en los espermatozoides estdn estrechamente relacionadas con la
infertilidad del varon (Nufiez et al., 2008). EI 1% de los espermatozoides en el
eyaculado de un hombre normal, son aneuploides y esa cifra aumenta
considerablemente cuando se trata de un varén que presenta problemas de fertilidad
(Martinez et al., 2013). Por otra parte, entre el 7 y el 14% de los espermatozoides,

presentan anomalias estructurales (Sun et al., 2006).

Existen diversas causas por las cuales los espermatozoides pueden presentar
aneuploidias, tales como son los fallos en la segregacion de los cromosomas (por
fendmenos de no-disyuncion, anafase lag o fallos en los puntos de control celulares que
evitan que se eliminen las células “inviables™) y la alteracion de DNA independiente de

los procesos replicativos (Templado et al., 2013).

De entre todos los mecanismos, los responsables mayoritariamente de la generacién de
células aneuploides, son la no-disyuncién de cromosomas aquiasmaticos y la prematura
separacién de cromatidas hermanas (Uroz et al., 2012). Esta ultima se debe a una mala
orientacion de los univalentes durante la meiosis I mientras que la ‘“verdadera” no-
disyuncion consiste en la migracion conjunta de las dos crométidas hermanas al mismo
polo durante la meiosis 1l (Kouznetsova et al., 2007). La no-disyuncion mitotica en las

espermatogonias también conduce a disomias sexuales (Mateizel et al., 2002).
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Imagenl. Tomada de Templado,et al. Human reproduction. 2013; 19 (10): 634-643.

Se sabe que las alteraciones durante el proceso de recombinacién traen como

consecuencia la generacion de gametos aneuploides (Sun et al., 2008)

Para poder estudiar estas anomalias cromosomicas presentes en los espermatozoides, se
utiliza la técnica FISH (Hibridacion in situ Fluorescente), técnica que se lleva utilizando
desde los afios 90.

Esta técnica sirve como herramienta para aconsejar y ayudar a las parejas, sobre todo en
el caso de que hayan sufrido fracasos sucesivos al someterse a técnicas de reproduccion
asistida (Ramasamy et al., 2014). Gracias a ella podran tomar decisiones en el &mbito de
las técnicas que se utilizaran en el proceso reproductivo como pueden ser proceder a
realizar DGP (Diagnostico Genético Preimplantacional) o pasar a utilizar semen de
donante (Hwang et al., 2010).

El FISH es un ensayo citogenetico que estima la frecuencia de anomalias cromosomicas
numéricas, es decir la frecuencia de aneuploidias (Egozcue et al., 2003). Se trata de la
técnica mas rapida, sofisticada, precisa y el test de mayor confianza que permite evaluar
la aneuploidia en cromosomas sexuales y autosdmicos, en nucleos espermaticos de
varones infértiles y parejas que presenten abortos recurrentes sin explicacion aparente.

En clinica es una herramienta de screening que se utiliza para dar consejo a toda
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Introduccion

aquellas parejas que presenten factor masculino, para informarles sobre las elecciones

que tienen en el campo de la reproduccion (Ramasamy et al., 2014)

Los beneficios de esta técnica frente a otras utilizadas anteriormente son que permite el
estudio de miles de células en un periodo de tiempo relativamente corto y que para la

deteccion de los cromosomas utiliza sondas altamente especificas (Egozcue et al., 1997)

Por otra parte, la técnica presenta limitaciones como no presentar una eficiencia de
hibridacion de las sondas del 100%, por lo que muchos de los resultados considerados
nulisdmicos, no lo son y por otra parte, solo se pueden estudiar los segmentos
especificos sobre los que se hibrida la sonda (Hwang et al., 2010). Al aplicarse sobre
espermatozoides que se encuentran en interfase, no se pueden detectar las anomalias
estructurales. Ademas al ser la cabeza espermatica tan pequefia, no se pueden analizar
en general mas de 3 cromosomas diferentes por cabeza espermatica (Gianaroli et al.,
2005)

En cuanto a los aspectos técnicos del FISH, se demostré que no existe diferencia entre
analizar 5.000 y 10.000 espermatozoides para que los resultados sean fiables (Carrell et
al., 2008) y por otra parte, no existen diferencias en la precision de los resultados
obtenidos cuando el recuento celular se realiza de forma manual o automaética,
agilizandose notablemente el proceso en el segundo de los casos (Perry et al., 2011;
Martinez et al., 2013)

El 50% de los abortos tienen una constituciéon cromosémica anormal (Vicari et al.,
2003) y aproximadamente el 0,2% de los nacimientos vivos son nifios aneuploides,
perteneciendo la mayor parte de estas aneuploidias a los cromosomas 13, 18, 21, Xe Y
(Unicas aneuploidias compatibles con la vida) (Templado et al., 2011). Las aneuploidias
gonosOmicas tienen origen paterno (100% en 47 XYY, 70-80% en nulisomia X0 y 50%
en 47 XXY), mientras que las aneuploidias autosomicas tienen origen materno
principalmente (Sloter et al., 2000), solo entre el 5 y 10% poseen origen paterno
(Vendrell et al., 2014).
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dado que es sobradamente conocido que aquellos varones que manifiestan anomalias en
los pardmetros seminales presentan dificultades para concebir, manifestandose estas
como problemas de fecundacion, problemas a lo largo del desarrollo embrionario, fallos
de implantacion, abortos de repeticién y demas, en este estudio se plantean dos
hipétesis. La primera de ellas plantea que deberia existir una relacion entre la calidad
del semen valorada en funcion de los distintos parametros seminales (concentracion,
motilidad y morfologia espermaticas) y la tasa de aneuploidias presentes en los
espermatozoides de estos varones, mientras que la segunda hipdtesis plantea que
deberian existir diferencias en el resultado de los ciclos de reproduccién asistida
realizados antes y después del analisis de espermatozoides por FISH, valorados estos
como gestacion negativa o positiva, resultando favorables aquellos realizados después
del andlisis y demostrando por tanto, la eficacia de la técnica como herramienta para
ayudar en la toma de decisiones.

El estudio se divide en varias partes:

El objetivo de la primera parte del mismo consistira en valorar si existe alguna relacion
entre los distintos pardmetros seminales estudiados (concentracion, motilidad y
morfologia) entre si.

Para la segunda parte, el objetivo consistira en determinar cuales son los cromosomas
qgue mas frecuentemente aparecen alterados en los individuos a los que se les aconseja

FISH y en qué proporciones lo hacen.

A continuacion se estudiara si existe alguna relacion entre los principales cromosomas

afectados y los parametros seminales.

Por otra parte se intentara buscar si existe una relacion entre el resultado de FISH y la
concentracion espermatica de la muestra, la motilidad y la morfologia espermaticas

obtenidas.
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Seguidamente, se pretendera determinar la existencia de relacion entre el nimero de
cromosomas alterados por individuo y los parametros concentracion, motilidad y

morfologia espermaéticas.

Para concluir, la Gltima parte del estudio estara dirigida a demostrar la utilidad de la
técnica FISH valorando si existe una variacion significativa entre el resultado de los

ciclos realizados antes y después del diagndstico.
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Material y Metodologias

I1l. MATERIAL Y METODOLOGIAS

111.1 Pacientes

Se trata de un estudio retrospectivo en el que se han incluido 79 varones con cariotipo
normal (46 XY) de la Unidad de Reproduccion Asistida Quiron Bilbao, a los que se les
ha realizado un FISH de espermatozoides durante los afios 2012 a 2015 para el estudio
de aneuploidias (disomias y diploidias) para nueve cromosomas (13, 15, 16, 17, 18, 21,
22, X e Y) mediante el uso de sondas especificas.

Las indicaciones para la realizacion del FISH fueron:

a) fallos en las técnicas de reproduccion asistida (n=36); b) abortos de repeticidn
(n=22); c) baja calidad embrionaria (n=11) d) baja tasa de fecundacién (n=10), e) baja
tasa de implantacion (més de 3 ciclos de ICSI sin gestacion) y f) factor masculino
severo (Oligoastenoteratozoospermia severa) definicion segun OMS (Organizacion
Mundial de la Salud).

Las muestras de semen se evaluaron de acuerdo a los criterios de la OMS,
considerandose oligozoospermia (<15 millones de espermatozoides por mililitro),
astenozoospermia (suma de espermatozoides con movilidad progresiva A+B<32%) y

teratozoospermia (morfologia <4%.)

Se consideran andémalos aquellos resultados en los que se observa un incremento
estadisticamente significativo en cualquiera de los parametros estudiados (disomia y

diploidia) cuando se comparan con un grupo control.

111.2 Hibridacién in situ por fluorescencia

Las muestras fueron recogidas en un recipiente estéril tras masturbacion, debiendo de
haber mantenido los sujetos, una abstinencia de entre 2 y 3 dias. Inmediatamente tras la
recogida, se mantuvieron las muestras a una temperatura de 37 °C durante 30 minutos

con objeto de valorar la licuefaccion. Posteriormente se analizaron los distintos
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Material y Metodologias

parametros seminales, destacando entre ellos la concentracion, la motilidad y la
morfologia, siguiendo los actuales criterios de la OMS (concentracion 15 millones/ml;
motilidad 32% morfologia 4% de acuerdo a los criterios de Kruger de 1988). Esta
valoracion se realizo de forma manual, contando un minimo de 200 espermatozoides
por paciente, empleando un microscopio Nikon (Nikon Company, Tokio, Japén) y

utilizando un objetivo de 100X con aceite de inmersion.

Para enviar las muestras de semen al laboratorio donde se les realizd la técnica FISH
(Sistemas gendmicos®, Valencia, Espafia), se les debi6 de realizar un gradiente de
densidad previamente a cada una de ellas. El gradiente estuvo constituido por dos fases,
una de 45% y otra de 90 % que se prepararon utilizando el medio (Puresperm® 100,
Nidacon International, Suecia) diluido en medio IVF™, (Vitrolife, Kungsbacka,
Suecia). Se colocd la muestra seminal en la parte superior, haciéendola descender
lentamente por la pared del tubo de ensayo para evitar que se rompiese el gradiente y se
centrifugd a 1500 rpm durante 15 minutos, en una centrifuga de rotor basculante
(Selecta® modelo centronic-bl 11). El pellet, es decir, el REM (recuperacion de
espermatozoides moviles) fue resuspendido en 2 ml de medio de cultivo IVF™ vy se
centrifugé de nuevo a 1700 rpm durante 5 minutos. Una vez concluida la fase de
centrifugacion, se retir6 el sobrenadante y se dejé un volumen de 0.5 ml que se entreg6
al laboratorio de analisis genéticos. En ese volumen debe de haber una concentracion de
espermatozoides de al menos 500.000 espermatozoides por mililitro para que se pueda
realizar la técnica, lo cual se verificd cargando la camara Makler (Selfi Medical

Instruments, Israel) con 10 microlitros y realizando el contaje.

Una vez llegadas las muestras al laboratorio de analisis genéticos, se les realizo la
fijacién y descondensacion espermatica, seguida de la hibridacién con sondas de ADN,

lectura y estadistica de las mismas.

Las muestras de semen fueron lavadas en una mezcla de tampo6n fosfato (PBS; Gibco;
Life Technologies, Madrid, Espafia) con un 0.1% de polivinil alcohol (PVA; Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia), se fijaron en solucion Carnoy (metanol/ &cido acético, 3:1;
Merck, Madrid, Espafia) y se secaron al aire libre. Para la permeabilizacion de la
membrana espermatica y la descondensacion nuclear, se lavaron las muestras fijadas en
2x SSC (citrato de sodio estandar) (Gibco) durante 3 minutos, se deshidrataron
pasandolas por unas soluciones de etanol al 70%, 90% y 100% de forma progresiva

permaneciendo 1 minuto en cada una de ellas, se secaron al aire y se incubaron en una
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solucion 5mmolar de ditiotreitol con 0.1% de Triton X-100 (Sigma- Aldrich) durante 15
minutos a 37 °C. Se lavaron los portas dos veces en SSC, se deshidrataron durante 1

minuto y se dejaron secar al aire.

Para la hibridacién in situ fluorescente se utilizaron sondas alfa satélite para el estudio
de los centromeros de los cromosomas 16qll.2 y 18p11.1-g11 marcada con
fluorocromo Aqua, Xp11.1-q11.1y 17p11.1-q11.1 con fluorocromo Green e

Ypll.1-g11.1 y 15p11.1-g11.1 con fluorocromo Orange; y sondas de secuencia Unica
para la identificacion de los loci 13914 y 22911 con fluorocromo Green y 21022.13-
g22.2 con fluorocromo Orange.

Se descondens6 el DNA espermatico sometiéndolo a una temperatura de 75°C durante 4
minutos e hibridandolo a 37 °C durante 4 horas. Posteriormente se realizaron unos

lavados post-hibridacion para retirar las sondas de DNA no hibridadas.

El andlisis de fluorescencia se realizé utilizando el microscopio de fluorescencia modelo
72 (Zeiss, Alemania) conectado a los filtros del sistema Metafer-MetaCyte® de

MetaSystems® (Metasystems International, Alemania).

Las células que mostraron dotaciones genéticas anormales fueron reanalizadas
manualmente por un técnico experto que aplicé los criterios de clasificacion que se citan
a continuacion: la eficiencia de hibridacion de las sondas debe de ser superior al 95%,
los nucleos deben de estar intactos, deben de ser de tamafios similares, claramente
localizados y no encontrarse solapados; las sefiales deben de mostrar una intensidad
similar y no mostrarse fragmentadas. Se consideraron disémicas aquellas células que
mostraron dos sefiales claras y definidas para un cromosoma y diploides las que

presentaban una doble sefial para todos los cromosomas estudiados.

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 comparando los valores de las
muestras, con los valores promedio de aneuploidias de una poblacion control (donantes
de semen con fertilidad probada, cariotipo, espermiograma y serologia normales segun
los criterios de la OMS), utilizando el test no paramétrico de interferencia estadistica

Wilcoxon Rank Sum con un nivel de confianza del 99,9%.
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Para cada paciente se determin0 la incidencia de disomias y diploidias de los
cromosomas 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y, asi como la proporcidén de cromosomas

sexuales en espermatozoides haploides.

111.3 Interpretacion de los resultados

Un espermatozoide haploide contiene 23 cromosomas. En este caso se utilizaron sondas
centromeéricas para los cromosomas 15, 16, 17, 18, X e Y, y sondas region especificas
de secuencia Unica para los cromosomas 13, 21 y 22. Se consideraron normales aquellos
espermatozoides que mostraron una sefial Unica para cada uno de los cromosomas
analizados. Las sondas que detectan loci especificos no proporcionan informacion

acerca de todo el cromosoma.
111.4 Estadistica

Para el andlisis estadistico de los datos, se utilizé el programa informéatico SPSS para
Windows, version 20.0 (IBM, Espafia). Se utilizé el test ¥ para buscar relacion entre los
distintos pardmetros seminales y para compararlos con los resultados del analisis por
FISH, asumiendo un nivel de confianza del 95%, asi como para comparar la proporcion
de gestacidn positiva o negativa tras haber realizado la técnica FISH. Se utilizo el test U
de Mann-Whitney de comparacion de medias independientes, para buscar relacion entre
el nimero de cromosomas afectados y los parametros seminales concentracion,
motilidad y morfologia espermaticas, para comparar los parametros seminales con los
valores de aneuploidia presentados para el cromosoma 22 y para comparar el nimero

total de cromosomas afectados, con los pardmetros seminales.

Para las graficas y tablas se utiliz6 el programa Excel (Office 2013, Microsoft)
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IV. RESULTADOS:

Resultados

V.1 Relacion entre los distintos parametros seminales entre si

Los resultados correspondientes a la primera parte del estudio donde se pretende valorar

si existe relacion entre la presencia de uno o varios parametros seminales alterados entre

si, se muestran a continuacion.

Se utilizo el test y* para llevar a cabo las valoraciones.

En la imagen 1 se muestra la relacion entre concentracion espermatica y motilidad,

valoradas sobre los 79 individuos de estudio.

PROPORCION DE INDIVIDUOS SEGUN CONCENTRACION Y

MOTILIDAD

90%
80%
70%
60% 52,0%
50%

40%

77,8%

30% 22,2%

20%
10%
0%
Asteno No
MOTILIDAD ESPERMATICA

OLIGO No OLIGO Si

(Imagen 1. Proporcion de individuos
oligozoospermia, astenozoospermia, ambas simultdneamente vy

ninguna de ellas)

De entre los individuos que mostraron su concentracion alterada (oligozoospermia)

(n=25) el 48% también presentd problemas en la motilidad (astenozoospermia),

mientras que el 52% no los mostro.

Con respecto a los sujetos que presentaron una concentracion espermatica normal

(n=54), el 77,8% también manifestaron normalidad en su motilidad, mientras que el

22,2% presentaron una motilidad disminuida (astenozoospermia) obteniendo un

resultado estadisticamente significativo para la interaccion entre estas dos variables

(p=0,034 < 0,05)
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Los resultados obtenidos cuando se valoré la concentracion y la morfologia

espermaticas se representan en la imagen 2.

PROPORCION DE INDIVIDUOS SEGUN CONCENTRACION Y
MORFOLOGIA
90% 84,0%
80%
70% 61,1%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

38,9%
16,0%
Terato No Terato Si

MORFOLOGIA
OLIGONo = OLIGO Si

(Imagen 2: proporcion de individuos que muestran oligozoospermia,
teratozoospermia, ambas a la vez y ninguna de ellas)

Del total de individuos con oligozoospermia (n=25), el 84% también manifestaron
alteracion en la morfologia espermatica (teratozoospermia).

Por otra parte, del total de individuos que mostraron una concentracién espermatica
normal (n=54), el 61,1% también mostraron una morfologia normal, obteniéndose un

resultado estadisticamente significativo para la interaccion entre variables (p= 0 < 0,05)

Los resultados obtenidos cuando se valoro la relacién entre la motilidad y la morfologia

espermaticas se muestran en la imagen 3.

PROPORCION DE INDIVIDUQS SEGUN MOTILIDAD Y

MORFOLOGIA

70% 66,67%
60% 52,72%
- 47,28%
40% 33,33%
30%
20%
10%

0%

Terato si Terato no
MORFOLOGIA
Asteno si Asteno no

(Imagen 3: proporcion de individuos que mostraron
teratozoospermia, astenozoospermia, ambas a la vez y ninguno)
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Entre los individuos que mostraron alterada su motilidad (astenozoospermia) (n=24), el
66,67% también presentd alterada la morfologia (teratozoospermia), mientras que el

33,33% restante manifestd una morfologia normal.

Entre los sujetos que presentaron una motilidad normal (n=55), el 47,28% mostrd
alterada la morfologia, mientras que el 52,72% restante, no present6 alterado ninguno
de los dos pardmetros, no encontrdndose significacion estadistica entre las dos variables
de estudio (p=0,144 >0,05)

1VV.2 Analisis de los resultados de FISH

Los resultados correspondientes a la segunda parte del estudio se muestran a

continuacion:

De los 79 sujetos analizados, 66 presentaron una tasa de aneuploidia superior a la media

poblacional normal, para alguno de los 9 cromosomas analizados.

En la imagen 4 se muestra la proporcion de individuos afectados para cada tipo de

cromosoma sobre el total de individuos.

Porcentaje de individuos con alteraciones cromosomicas segun el cromosoma
50%

45%

40% -

35% -

30% -

25% -

20% -

15% -
10% -
B B = =

CRM22 CRM16 CREM13 CRM15 CRMX CRMY CRM17 CRM18 CREM21

(Imagen 4)

El cromosoma que aparece alterado en mayor proporcién es el 22, mostrandose alterado
en el 43,4% de los casos (aparece alterado en 34 de los 79 varones), seguido de:
cromosoma 16 (29,11%), cromosoma 13 (20,25%), cromosoma 15 (16,46%),
cromosomas sexuales X e Y (8,86% de representacion cada uno) y los cromosomas 17,
18 y 21 representando cada uno de ellos un 6,33% sobre el total de individuos

estudiados.
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A continuacion en la tabla 1, se representa el nimero de individuos afectos para cada

cromosoma, los valores maximos y minimos de porcentaje de aneuploidias obtenidos

para cada cromosoma, asi como la media de cada uno y la desviacion tipica.

Estadisticos descriptives

N Minimo IMaximo IMedia Desy. ip.
CRM13 16 24 7.3 4731 1,403
CRM15 13 1.1 72 3,408 1,9103
CRM16 23 3,0 18,4 6,713 3,6406
CRM1T 5 1,5 5,0 2,760 16288
CRM18 9 1,4 46 2,920 1,3461
CRM21 5 B 4.8 2,580 1,8254
CRm22 34 1,0 28,0 6,685 5,85886
CRMX T B 4.4 2,300 1,2728
CRMY T ] 4.4 2,300 1,2728
DIPLOIDIAT3.21 10 1,9 8,2 3,550 1,9484
DIPLOIDIATS.1T 10 N 5,2 2,010 1,4746
DIPLOIDIATG.22 T 1,3 36 2,400 7234
DIPLOIDIA1S. XY =3 1 4.4 2,763 1,2432
N valido (segln 0
lista)

(Tabla 1)

IV.3 Relacion entre la alteracion del FISH y el nimero de pardmetros seminales
afectados:

Porcentaje de FISH alterados

100%
90%
80%
70% -
60% -
50% -
40%
30%
20% -
10%
0% -

91,3%

0 1 2 3
Numero de parametros alterados en el seminograma

(Imagen 5)

En la imagen 5 se observan los porcentajes de alteracion de FISH en los individuos,

segun el nimero de parametros seminales que presenten alterados.
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Los individuos que presentan valores dentro de la normalidad para los tres parametros
de estudio, muestran un 77,8% de alteracion en el FISH; los individuos que presentan
uno de los pardmetros alterados muestran un 91,3% de alteracion en el FISH; aquellos
individuos que presentan dos parametros seminales alterados, muestran un FISH
anomalo en el 84,2% de los casos y los pacientes oligoastenoteratozoospérmicos

manifiestan un 70% de alteracion en el FISH.
IV.4 Relacion entre los parametros seminales y el cromosoma 22

Para determinar si existe relacion entre los distintos pardmetros seminales y el nivel de
alteracion del cromosoma 22, se utilizo el test no paramétrico U de Mann-Whitney,

aceptandose un nivel de confianza del 95%.

Los resultados se muestran a continuacion:

Rango
OLIGOZOOSPERMIA N promedio
CROMOSOMA NO 54 42,87
22 -
Sl 25 33,80
Total 79
(Tabla 2)

La tabla 2 recoge el numero de individuos oligozoospérmicos que no presentaron
afectado el cromosoma 22 y el nimero de individuos oligozoospérmicos que lo
mostraron alterado. También se recogen los valores de rango promedio entre los dos

grupos. Se obtuvo una p= 0,07 > 0,05, con lo que el resultado es no significativo.

Rango
ASTENOZOOSPERMIA N promedio
CROMOSOMA NO 55 39,44
22 Si 24 41,29
Total 79
(Tabla 3)

En la tabla 3 se recogen los datos correspondientes al nimero de varones
astenozoospérmicos que presentaron alterado el cromosoma 22, asi como el nimero de
astenozoospérmicos que presentaron un valor de aneuploidia para el cromosoma 22,

dentro del valor considerado normal para la poblacion general. También se muestran los
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valores de rango promedio para ambos grupos. Se encontré una p=0,714 > 0,05, con lo

que su valor no es estadisticamente significativo.

Rango
TERATOZOOSPERMIA N promedio
CROMOSOMA NO 37 43,22
22 Si 42 37,17
Total 79
(Tabla 4)

En la tabla 4 se representa el nimero de individuos teratozoospérmicos que presentaron
alteracion en el cromosoma 22, asi como los individuos teratozoospérmicos que

obtuvieron un valor normal. También se muestra el rango promedio para ambos grupos.

Se obtuvo una p= 0,195 > 0,05, por lo que no existe significacion estadistica entre

ambos parametros.
IV.5 Relacion entre los parametros seminales y el resultado de FISH

Los resultados correspondientes a la tercera parte del estudio donde se busca relacionar
el resultado de FISH con los parametros seminales concentracion, motilidad y

morfologia, se describen a continuacion.

Para el analisis estadistico se utilizé el test y2, asumiendo un nivel de confianza del
95%.

En la imagen 6 se muestra la relacién entre el resultado de FISH y la concentracion

seminal.

PROPORCION DE INDIVIDUOS SEGUN SU CONCENTRACION Y RESULTADO DE FISH

100%

90% 20 16,67
80%
70%
60%
50%

A40% 20 83,33
30%
20%
10%
0%

oligo si oligo no

CONCENTRACION

FISH alterado FISH normal

(Imagen 6)
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Entre los pacientes oligozoospermicos (n=25), el 80% mostro un resultado de FISH
alterado mientras que el 20% obtuvo un resultado normal. Entre los pacientes que
presentaron una concentracion espermatica normal (n=54), el 83,33% obtuvo un
resultado de FISH alterado, mientras que el 16,67% restante obtuvo un valor normal.

No se obtuvo significacion estadistica entre ambas variables (p= 0,757 > 0,05)

En la imagen 7 se muestra la relacion entre el resultado de FISH y la motilidad seminal.

PROPORCION DE INDIVIDUOS SEGUN SU MOTILIDAD Y RESULTADO DE FISH

100%

90% 16,67 18,12
80%
70%
60%
50%
40% 83,33 81,88
30%

20%

10%

0%

asteno si asteno no
MOTILIDAD

FISH alterado FISH normal

(Imagen 7)

Entre los pacientes que presentaron astenozoospermia(n=24), el 83,33% demostro tener
un resultado de FISH alterado, mientras que el 16,67% obtuvo un resultado de FISH
normal, por otra parte, el 81,8% de los varones cuyo seminograma mostré una motilidad
normal (n=55), mostraron un resultado de FISH alterado, mientras que el 18,12%
mostrd un resultado de FISH normal. No se obtuvo significacion estadistica entre ambas
variables (p=1>0,05).

En la imagen 8 se muestra la proporcion de individuos sobre los que se relaciona el

resultado de FISH con la morfologia espermatica.
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PROPORCION DE INDIVIDUQS SEGUN SU MORFOLOGIA Y RESULTADO DE FISH

90% 19,05 16,22
80%
70%
60%
50%
40% 80,95 83,78
30%
20%
10%

0%

terato si terato no

MORFOLOGIA

FISH alterado FISH normal

(Imagen 8)

Entre los individuos teratozoospérmicos (n=42), el 80,95% presentd un resultado de
FISH alterado, mientras que el 19,05% mostr6 un resultado normal. Por otra parte entre
los individuos que presentaron una morfologia normal (n=37), el 83,78% obtuvieron un
resultado de FISH alterado, mientras que el 16,22% restante, tuvo un resultado de FISH

negativo. No se obtuvo significacion estadistica entre ambas variables (p= 0,777 > 0,05)

IV.6 Relacion entre los parametros seminales y el nimero de cromosomas alterados

Para determinar si existe relacion entre el nimero de cromosomas alterados para cada
individuo y cada uno de los tres parametros seminales valorados como concentracion,
motilidad y morfologia por separado, se realizo el test de Kolmogorov-Smirnov para
valorar la normalidad de cada una de las muestras, observandose una p<0,05 en los tres
grupos, lo que indica que no siguen una distribucion normal. Posteriormente se aplico
el test no paramétrico U de Mann-Whitney, considerando significativa una p<0,05 para

valorar la posible interferencia.

Rango
OLIGOZOOSPERMIA N promedio
NUMERO NO 54 38,22
CROMOSOMAS .
Sl 25 43,84
Total 79
(Tabla 5)

En la tabla 5 se representa el nimero de individuos oligozoospérmicos que no presentan

ningln cromosoma alterado, respecto al nimero de individuos oligozoospérmicos que si
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lo manifiestan, asi como el rango promedio obtenido para cada uno de ellos. No se

encontro significacion estadistica (p =0,292 > 0,05)

6

NUMERO.CRM

OLIGO

(Imagen 9)

En la imagen 9 se muestra un diagrama de caja en el que se representa qué distribucion
presentan los dos grupos de individuos (oligozoospérmicos y no oligozoospérmicos)
con respecto al nimero de cromosomas alterados. Se observa que la mediana en el
grupo de los oligozoospérmicos es de 2 cromosomas alterados, mientras que en el grupo
de no oligozoospérmicos es de 1. Ambas muestras presentan una asimetria positiva
observandose en el grupo de los oligozoospérmicos, la existencia de una mayor

proporcion de individuos con cromosomas alterados en sus espermatozoides.

Con respecto a la relacion entre el numero de cromosomas afectados y la motilidad, se

muestran los resultados en la tabla 6.

Rango
ASTENOZOOSPERMIA N promedio
NUMERO NO 55 40,26
CROMOSOMAS Si 24 39,40
Total 79
(Tabla 6)
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Se muestra el nimero de individuos astenozoospérmicos que no presenta ningun
cromosoma afectado, respecto al nimero de astenozoospérmicos que presenta

cromosomas afectados, asi como el rango promedio para cada uno de los grupos.
No se encontro significacion estadistica (p=0,872 > 0,05)

Los resultados obtenidos al estudiar la relacion entre el nimero de cromosomas
afectados y la morfologia, quedan resumidos en la tabla 7, donde se muestra el nimero
de individuos con teratozoospermia que no presentan ningun cromosoma alterado,
respecto al grupo de individuos con teratozoospermia, que presentan afectacion en sus
cromosomas. También se muestra el rango promedio para cada uno de los dos grupos.

No se encontrd significacion estadistica (p=0,736 > 0,05)

Rango
TERATOZOOSPERMIA N promedio
NUMERO NO 37 39,11
CROMOSOMAS Si 42 40.79
Total 79
(Tabla 7)

A continuacion, la tabla 8 representa una matriz de afinidad entre cromosomas alterados

y parametros seminales:

CRM13 CRM15 CRM16 CRM17 CRM18 CRM21 CRM22 CRMX CRMY Diploidias Promedio

Oligo 2,18 1,86 2,46 0,73 0,84 0,74 2,10 0,70 0,70 1,50 1,38

Asteno 1,08 1,91 2,67 0,50 0,82 0,62 4,01 1,04 1,04 1,22 1,49

Terato 1,36 1,85 2,21 0,60 0,79 0,58 2,74 0,85 0,85 1,37 1,32
(Tablas)

En esta matriz se visualizan los valores mas bajos en color verde, los intermedios en
amarillo y lo méas elevados en color rojo. Los colores entre las columnas son similares

excepto entre los cromosomas 22, X e Y, donde se observan diferencias notables.
IVV.7 Relacion cambio de técnica y gestacion

Se valord si existe algin tipo de relacion entre el cambio de técnica que se utilizd para
realizar los ciclos tras la valoracion de los espermatozoides por FISH (utilizacion de
semen propio, utilizacién de semen propio junto con realizacion de DGP vy utilizacion
de semen de donante) y los resultados de cada uno de ellos, valorados como gestacion
positiva 0 gestacion negativa, sobre 59 pacientes. Para realizar el estudio estadistico, se

utilizé el test y> de contingencia, aceptando un nivel de confianza del 95%.
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Los resultados se muestran a continuacion:

PROPORCION DE TIPOS DE GESTACION EN FUNCION DE
LA TECNICA

0,
100% g5 719 94,73%

717,77%
80%

60%

40%
22,22%

o 14,28%
20% 5,26%

0%
Semen Donante Semen Propio Semen propioy DGP

TIPO DE TECNICA

Negativa Positiva

(Imagen 10)

La imagen 10 muestra la proporcion de los resultados de gestacion (positiva 0 negativa)
para cada uno de los tres grupos (parejas que pasaron a utilizar semen de donante,
parejas que continuaron utilizando el semen conyugal y parejas que decidieron utilizar

el semen conyugal para posteriormente realizar DGP sobre los embriones de dia 3).

Entre las parejas que utilizaron semen de donante (n=18), se observo un 77,77% de
gestacién negativa, mientras que el 22,22% de las gestaciones fueron positivas

(embarazo evolutivo).

Con respecto a las parejas que decidieron seguir utilizando semen conyugal (n=14), el
14,28% de ellas obtuvieron un resultado positivo, mientras que el 85,71% restante

obtuvieron un resultado negativo.

Finalmente, entre las parejas que utilizaron semen conyugal para posteriormente hacer
DGP al embrién (n=19), el 5,26% obtuvo gestacion, mientras que el 94,73% obtuvo un

resultado negativo.

Tras el andlisis de y2, se obtuvo una p= 0,325 > 0,05, por lo tanto, no se obtuvo

significacion estadistica.
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Cuando se analizo la proporcion de gestacion positiva en funcion de si se cambiaba el

origen del gameto o si se hacia DGP, se encontrd esto:

PROPORCION DE GESTACIONES POSITIVAS SEGUN LA TECNICA

60% 57,14%
50%
40%
0,
30% 28,57%
20%
14,28%
10%
0%
Semen Donante Semen Propio Semen propio y DGP
(Imagen 11)

En la imagen 11 se muestra qué proporcién de éxito, entendido como gestacion positiva,

se corresponde para cada uno de los tres grupos de pacientes.

Se observa cdmo aquellas parejas que pasan a utilizar semen de donante representan un
57,14% del total de gestaciones positivas, mientras que los que contintan utilizando
semen conyugal sin aplicar otra técnica representan el 28,57%. Finalmente el grupo que
utiliza semen propio junto con el andlisis de embriones por DGP, representa un 14,28%

del éxito total.
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V. DISCUSION

El FISH para el estudio de espermatozoides es una técnica que se lleva utilizando
durante casi dos décadas, especialmente en el caso de aquellas parejas que presentan
problemas durante sus ciclos de reproduccion asistida. Antes de realizar la técnica, se
estudia la calidad seminal del varon valorada en funcion de distintos parametros, entre
los que destacan el analisis de la concentracion, motilidad y morfologia espermaticas,
siendo estos los principales pardmetros que se estudian para valorar la infertilidad
(Martinez et al., 2000).La primera parte de este estudio consistié en valorar si existe
relacién entre estos parametros seminales entre si. Tras realizar los estudios estadisticos,
se puede concluir que existe relacion entre la concentracion y la motilidad espermaticas,
asi como que existe relacion entre la concentracion y la morfologia espermaéticas,
mientras que se puede determinar que no existe ninguna relacion entre la motilidad

espermatica y la morfologia (Rubio et al., 2001).

En cuanto a la segunda parte del estudio, se han escrito numerosas publicaciones sobre
la utilizacion del FISH para el anélisis de las aneuploidias espermaticas, aunque a dia de
hoy no todos los cromosomas han sido estudiados (Vegetti et al., 2000)

Dado que al analizar el porcentaje de alteracion de FISH entre el total de individuos
(categorizados como individuos con uno, dos, tres o ningln parametro seminal
alterado), se observé que aquellos que presentan los tres parametros seminales dentro de
la normalidad, manifiestan un porcentaje de alteracion de FISH mayor que aquellos que
presentan los tres parametros alterados, no se consideré el uso de un control para

realizar la estadistica del estudio.

En cuanto a la proporcion de cromosomas afectados, se sabe que aproximadamente el
1% de los espermatozoides encontrados en el eyaculado de un hombre normal son
aneuploides y que esta tasa aumenta considerablemente cuando nos referimos a
hombres subfértiles o estériles (Martinez et al., 2013), como los de la muestra de
estudio, en la que encontramos una afectacion del cromosoma 22 muy notable y

mayoritaria, hecho que concuerda con multiples estudios realizados previamente
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(Egozcue et al., 2003). Se cree que este cromosoma es mas susceptible de sufrir
fendmenos de no-disyuncion ya que presenta una reducida tasa de recombinacion
(Egozcue et al., 1997), mostrando una frecuencia de aneuploidia que supera en 2 0 3
veces la de los autosomas, que representan el 0,13% del total de aneuploidias en la
poblacién general (Egozcue et al., 2003) siendo por tanto, uno de los cromosomas mas

implicados en las disomias (Templado et al., 2013).

Las aneuploidias en los cromosomas sexuales X e Y son las mas frecuentes junto con
las del cromosoma 21. La tasa de aneuploidias gonosdmicas representa el 0,37% en la
poblacién general (Egozcue et al., 2003). Se deben a la presencia de univalentes en
metafase |I. Ademas, estos cromosomas presentan regiones de apareamiento muy
pequefias, estableciendose tan solo un quiasma terminal en profase | (Templado et al.,
2013).

En lo que respecta a los cromosomas 18 y 21, es sabido que presentan tasas de
aneuploidias particularmente elevadas, representando un porcentaje importante de
anomalias numéricas en muchos de los estudios realizados a dia de hoy (Collodel et al.,
2007; Sun et al., 2008; Sanchez-Castro et al., 2009), a diferencia de los hallazgos de este

estudio, donde tan solo representan un 6,33% del total de aneuploidias detectadas.

Dado que el cromosoma que més afectacién mostr6 fue el 22, representando un 43,4%
sobre el total de pacientes estudiados, se intentd demostrar la existencia de relacién
entre la alteracion del mismo y la presencia de una concentracion, motilidad y
morfologia espermaticas andmalas por separado, obteniendo un resultado
estadisticamente no significativo, por lo que se concluye que no estan relacionados,
aungue en el caso de la concentracion espermatica, la falta de significacion se debe a la

poca potencia del estudio.

Existen muchos resultados publicados sobre individuos infértiles que han demostrado
que los hombres con los pardmetros alterados muestran una incidencia incrementada de
aneuploidia comparados con la poblacion normal (Martin et al., 2003; Sanchez-Castro
et al., 2009), por lo que en este estudio se intentd demostrar la relacion entre la
presencia de los parametros seminales concentracion, motilidad y morfologia

espermaticas alteradas, con el resultado anémalo de FISH de los pacientes.

En cuanto a la relacion entre concentracion espermatica disminuida (oligozoospermia) y

la elevada tasa de aneuploidias, existen numerosos estudios que confirman la existencia
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de una sélida relacion entre estos dos rasgos (Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000;
Calogero et al., 2001; Celik-Ozenci et al., 2004; Schmid et al., 2004; Perry et al., 2011;
McAuliffe et al., 2012; Templado et al., 2013; Vendrell et al., 2014).

Los resultados de este estudio determinaron que no existe ningun tipo de relacién entre
ambos parametros, al igual que lo determinaron otros estudios (Collodel et al., 2007;

Nicopoullos et al., 2008, Ramasamy et al., 2015).

En lo que respecta a la relacion entre la motilidad espermatica alterada
(astenozoospermia) y la presencia de un resultado andmalo de FISH, existen varios
estudios que confirman la relacion entre ambos parametros (Pang et al., 1999; Collodel
et al.,2007; Hwang et al.,2010; Mc Auliffe et al., 2012), mientras que otros estudios
concuerdan con los resultados obtenidos en este, donde no se encuentra significacion
estadistica entre el parametro seminal motilidad y el resultado alterado de FISH (Vegetti
et al.,2000; Perry et al.,2011; Templado et al.,2013; Vendrell et al.,2014; Ramasamy et
al.,2015).

Con respecto a la relacion entre morfologia espermaética alterada (teratozoospermia) y el
resultado de FISH anomalo, en este estudio no se ha encontrado una relacion entre
ambos parametros, 1o que se encuentra en concordancia con otros multiples estudios
(Morel et al., 2004; Perry et al., 2011; Templado et al., 2013; Vendrell et al., 2014).

Sin embargo, existen publicaciones en que se afirma la existencia de relacion entre
ambos parametros, ya sea valorando la morfologia espermatica en general o buscando
relacién especifica entre determinadas morfologias espermaticas y el resultado alterado
de FISH (Pang et al.,1999; Vegetti et al.,2000;Viville et al.,2000;Calogero et al.,2001;
Templado et al.,2002; Vicari et al.,2003; Sun et al, 2006; Collodel et
al.,2007;McAuliffe et al.,2010; Ramasamy et al.,2015).

Cuando se hacen los analisis estadisticos para determinar la posible relacion entre el
numero de cromosomas afectados por cada individuo y los pardmetros seminales
concentracion, motilidad y morfologia, no se encuentra significacion estadistica en
ninguno de los tres casos, concluyendo por tanto, que no existe relacion entre ellos,
aunque es necesario comentar que en el caso de la concentracion, la falta de
significacion podria deberse a que el estudio no posea la suficiente potencia ya que se

obtiene un valor muy préximo a la significacion estadistica.

Influencia del FISH alterado en espermatozoides en 1as TRA.....ccciiieieiiiiiniiiiiniiiieieieiininenenn 25



Discusion

Con respecto a la matriz de afinidades elaborada para valorar la posible relacion entre
los distintos cromosomas alterados y los parametros seminales, se observa como parece
no existir ninguna diferencia entre ellos, a excepcion del parametro astenozoospermia

con los cromosomas 22, X e Y, donde parece manifestarse una influencia.

Finalmente, en la Gltima parte del estudio, se pretendié valorar la utilidad de la técnica
no solo como herramienta diagndstica para el varon, sino como medio para ayudar a la
pareja en la toma de decisiones importantes en lo que concierne a la reproduccion, como
pueden ser pasar a utilizar semen de donante, adopcion, o en aquellos casos en que
persistan en la utilizacion del semen del vardon y que este posea un indice alto de
aneuploidia, se podréa recurrir al DGP para seleccionar el embrién que posea una
constitucién cromosémica adecuada, de forma que indirectamente, el FISH contribuiré a

elevar las tasas de embarazo (Ramasamy et al.,2014).

Cuando se analizo la relacion entre el resultado de los ciclos realizados antes y después
de aplicar la técnica, no se observaron diferencias significativas, quiza debido a que no
haya un nimero excesivo de datos (el estudio estadistico nos aporta un resultado
orientativo, ya que no se cumplieron todos los criterios para aceptar el resultado de
forma sélida), pero si se observa que la mayor proporcion de resultados positivos se
corresponden con aquellas parejas que tomaron la decisién de cambiar el origen del
semen, pasando a utilizar gametos de un donante, lo que indica que el resultado

negativo de los ciclos realizados antes del FISH, eran debidas al gameto masculino.
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VI. CONCLUSIONES

En lo que respecta a la relacion entre los distintos pardmetros seminales entre si, en este
estudio se ha encontrado relacion entre la concentracion y la motilidad espermaticas, asi

como entre la concentracion y la morfologia.

Por otra parte, en este estudio no se ha encontrado relacion entre los parametros
seminales y la alteracion o no del FISH. Esto no quiere decir, que dicha relacion no
exista, pero apunta a que en caso de existir, no debe de ser muy intensa. Debe de tenerse
en cuenta que si una relacion entre variables no es muy intensa, puede gquedar

enmascarada por el efecto del azar, dependiendo del tipo de estudio.

En lo que concierne a la parte final del estudio donde se pretende buscar una relacion
entre el resultado de los ciclos antes y después de la realizacion del FISH, tampoco se
ha encontrado una relacion significativa, lo cual no indica necesariamente que no la

haya, sino que podria deberse con gran probabilidad a una falta de potencia del mismo.
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