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1.1 ORGANIZACION ESTRUCTURAL E INTEGRACION FUNCIONAL
TESTICULAR

Las gonadas masculinas o testiculos se componen de dos compartimentos funcionales:

el compartimento intersticial vascularizado que contiene las células de Leydig y el

compartimento tubular avascular que contiene las células de Sertoli y las células

germinales (Kerr 1991).

La funcion testicular tiene dos aspectos bien diferenciados: la secrecion de testosterona
(funcién endocrina andrégenica) localizada en las células de Leydig del compartimento
intersticial y la produccion de espermatozoides (funcion exocrina espermatogénica)
localizada en los tibulos seminiferos del compartimento tubular (Kerr 1992). La

integracion funcional de ambas posibilita la capacidad reproductora masculina.

Los tubulos seminiferos son muy flexuosos y tienen un didmetro de 150 a 250 pm y una
longitud de 30 a 70 cm, confluyendo en los tubos rectos, que a su vez se anastomosan
en la rete testis y mediante 8 a 15 tubos eferentes abocan al epididimo (Fawcett 1984).

El tamafio del compartimento tubular determina el volumen testicular, que en un

testiculo adulto normal varia entre 15 y 25 cn’.

La pared de los tibulos seminiferos se halla revestida por un epitelio estratificado que
descansa sobre una lamina basal. El epitelio germinal (Figura 1, pag. 18) comprende
dos clases de células: células de sostén (células de Sertoli) y células germinales
(espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios, espermatides redondas,

espermatides elongadas y espermatozoides). El epitelio se halla estratificado segun la
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progresiéon madurativa de la linea celular germinal. Las espermatogonias se hallan
situadas en la periferia tubular junto a la ldmina basal y entre los polos basales
sertolianos. Los espermatocitos primarios se sitian a mayor distancia de la lamina basal,
localizdndose mas centralmente. Los espermatocitos secundarios se hallan raramente
debido a su muy corta vida (8 horas). Las espermatides se localizan proximas a la luz

tubular (Russell 1990).

Las células de Sertoli tienen un nacleo oval con nucleolo voluminoso en su polo basal y
un citoplasma cilindrico que se extiende desde la ldmina basal hasta la luz tubular,
rodeando a las células de la linea germinal y existiendo complejos de union
citoplasmica intersertolianos que constituyen una barrera entre el medio interno y las

células germinales (barrera hemato-testicular) (Waites et al 1982).

La barrera hemato-testicular divide el epitelio germinal estratificado del compartimento
tubular en dos zonas estructuralmente y funcionalmente diferenciadas: zona basal
(desde la lamina basal del tubulo hasta dicha barrera) conteniendo espermatogonias y
espermatocitos primarios preleptoténicos y zona yuxtaluminal (desde dicha barrera
hasta la luz tubular) conteniendo espermatocitos primarios y secundarios, espermatides
y espermatozoides. Funcionalmente la barrera hemato-testicular sertoliana se comporta
como un filtro selectivo para la difusion de sustancias desde el liquido intersticial,
regulando asi las células de Sertoli la composicién ionica y molecular del medio
intratubular y aislando del medio interno a las células germinales diferenciadas (Waites

et al 1982).
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Las células de Sertoli actuan pues como soporte migratorio y nutricional de las células

germinales, siendo ademas célula diana de la FSH (Steinberger et al 1974).

1.2 FUNCION TESTICULAR ESPERMATOGENICA

Antes de la pubertad en el epitelio germinal solo existen células de Sertoli y

espermatogonias inmaduras (Cortes et al 1987).

El inicio de la espermatogénesis en la pubertad (espermarquia) ocurre antes de que
finalice el desarrollo testicular, a una edad promedio de 13.4 afios y con un volumen

testicular promedio de 11.5 cm® (Nielsen et al 1986).

En los tibos seminiferos mediante la espermatogénesis las espermatogonias se
convierten sucesivamente en espermatocitos primarios y secundarios, luego en
espermatides y finalmente en espermatozoides que alcanzan la via seminal. La duracion

de un ciclo espermatogénico es de 74 + 5 dias (Heller et al 1964).

La espermatogénesis se halla regulada endocrinamente por las hormonas del eje
hipotalamo-hipofiso-testicular (FSH, LH, Testosterona, Inhibina B) (Steinberger et al
1974, De Kretser et al 1989) y modulada paracrinamente por péptidos intratesticulares
(ABP transportadora de testosterona hacia el epitelio germinal, etc) (Parvinen 1982,
Saez et al 1987). Para que exista una espermatogénesis normal es necesaria una
secrecion normal tanto de FSH como de LH y consiguientemente de testosterona

(Matsumoto et al 1989).
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La regulaciéon funcional de los compartimentos tubulares basal y yuxtaluminal es
distinta: el compartimento basal depende de la FSH actuando directamente sobre las
espermatogonias estimulando su proliferacion (Van Alphen et al 1988), mientras que el
compartimento yuxtaluminal depende esencialmente de las células de Sertoli mediante
diversas secreciones paracrinas sertolianas (ABP, transferrina, etc) estimuladas por la
FSH actuando indirectamente sobre las células germinales (espermatocitos primarios y

secundarios, espermatides y espermatozoides) (Skinner 1991).

1.3 ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es un proceso madurativo altamente complejo consistente en un
conjunto de divisiones y diferenciaciones celulares sucesivas mediante las cuales las

espermatogonias diploides (2n) se convierten en espermatozoides haploides (n).

La espermatogénesis comprende tres fases (Russell 1990):

1. Fase premeidtica o espermatocitogénesis en la que las espermatogonias (2n)
proliferan y se convierten en espermatocitos primarios (2n), mediante division
celular mitotica.

2. Meiosis en la que los espermatocitos primarios (2n) se convierten en espermatides
redondas (n), mediante division celular meiotica.

3. Fase postmeidtica o espermiogénesis en la que las espermatides redondas (n) se
convierten en espermatozoides (n), mediante un proceso de diferenciacion celular
(elongacion del nucleo, formacion del acrosoma en el polo apical, reduccion del

citoplasma y redistribucion alrededor de la hélice mitocondrial de la pieza
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intermedia, desplazamiento de los centriolos y formacion de la cola a partir del

centriolo distal).

Los espermatozoides producidos (cabeza oval con nucleo condensado, pieza intermedia

y cola movil de 45 a 55 um de longitud) son finalmente liberados a la luz tubular.

La fase premeidtica tiene lugar integramente en la zona basal, la fase meiotica se inicia
en la zona basal y culmina en la zona yuxtaluminal, mientras que la fase postmeiotica

acontece integramente en la zona yuxtaluminal.

1.4 MEIOSIS

La meiosis (Figura 2, pag. 19) es la forma de division celular que origina gametos con
dotaciéon cromosOmica haploide. Constituye en el varén la segunda fase de la
espermatogénesis, mediante la cual los espermatocitos primarios (2n) se convierten en

espermatides redondas (n), siendo la mas prolongada.

La meiosis es un proceso complejo (Egozcue et al 2000) que consta de dos divisiones
celulares sucesivas (meiosis I reduccional y meiosis II ecuacional) sin replicacion de

ADN en su interfase.

La primera divisiéon meiodtica o meiosis I se produce en los espermatocitos primarios
diploides (46 cromosomas) y se caracteriza por el apareamiento o sinapsis cromosémica
que posibilita el intercambio y la recombinacion génica — destinada a aumentar la

variabilidad genética de la descencencia — entre cada par de cromosomas homologos
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(bivalente) durante el paquitene de la profase 1. El apareamiento cromosomico se halla
dirigido y mantenido por los complejos sinaptonémicos (Navarro et al 1981, Vidal et al
1987). El complejo sinaptonémico (Moses et al 1975) es una estructura proteica
tripartida (formada por dos elementos laterales — adherido cada uno a un cromosoma
homologo — y un elemento central paralelos unidos por fibras transversas) dispuesta
longitudinalmente a lo largo de cada bivalente con funcién de sostén del apareamiento.
La profase I es un proceso largo cuya duracion es de 23 dias.

En metafase I, debido al apareamiento de los cromosomas homologos, aparecen 23
bivalentes.

En anafase 1 se segregan (disyuncion) cromosomas homologos enteros (con 2
cromatides) que migran a los polos celulares, produciéndose espermatocitos secundarios

haploides (23 cromosomas: 23,X (50%) o0 23, Y (50%)).

La segunda division meiodtica o meiosis Il es un proceso rapido consistente en una
mitosis de células haploides. Los espermatocitos secundarios rapidamente entran en
division, apareciendo 23 cromosomas en metafase Il y separandose las dos cromatides
de cada cromosoma en anafase II, produciéndose espermatides redondas haploides (23

cromatides).

Las dos divisiones meidticas producen de cada espermatocito primario diploide cuatro

espermatides redondas haploides con diferentes combinaciones génicas.

Posteriormente las espermatides iniciaran un proceso de diferenciacion celular
postmeidtica (espermiogénesis) para convertirse en espermatozoides, pero el ADN solo

se replicara después de la fecundacion.
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1.5 ALTERACIONES DE LA ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis puede alterarse como consecuencia de diversas lesiones del
epitelio germinal.

El diagnostico de la alteracion espermatogénica se realiza mediante estudio histologico
cuantitativo en biopsia testicular bilateral. El contaje promedio de cada tipo celular
germinal por seccion tubular transversal permite caracterizar diversas alteraciones
histoldgicas del epitelio germinal (Silber et al 1981, Nistal et al 1996).

Existen tres tipos histologicos de lesion del epitelio germinal (ausencia de epitelio
germinal, hipoespermatogénesis y bloqueo madurativo de la espermatogénesis),

pudiendo observarse combinaciones de ellos.

Todas las lesiones del epitelio germinal comportan disminucién de la produccion de
espermatozoides, cursando clinicamente con oligozoospermia o azoospermia segun la

severidad de la alteracion espermatogénica.

1.5.1 Ausencia de epitelio germinal (Solo células de Sertoli)

Histologicamente se caracteriza por una ausencia total de células germinales, existiendo

solo células de Sertoli.

Ocasionalmente pueden existir focos de espematogénesis conservada.

Etiolégicamente puede ser congénita (aplasia germinal o sindrome de Del Castillo,

criptorquidia) o adquirida (quimioterapia, radioterapia).
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Cursa clinicamente con azoospermia o criptozoospermia (espermatogénesis focal).

Hormonalmente existen concentraciones séricas de FSH generalmente elevadas.

1.5.2 Hipoespermatogénesis

Se caracteriza histologicamente por una disminucion global y proporcional de todos los
tipos celulares germinales, es decir una disminucion del nimero de lineas celulares en el
epitelio germinal.

Segun su grado de severidad se califica como hipoespermatogénesis leve, moderada o

S€vera.

Etiologicamente puede ser congénita (hipoplasia germinal, criptorquidia) o raramente

adquirida (quimioterapia, radioterapia).

Cursa clinicamente con oligozoospermia.

1.5.3 Bloqueo madurativo de la espermatogénesis

El complejo proceso madurativo de la espermatogénesis puede detenerse (bloqueo
espermatogénico) en cualquier estadio madurativo de la linea celular germinal
(espermatogonia, espermatocito primario, espermatocito secundario, espermatide
redonda o inmadura, espermdtide elongada o madura), afectando a todas (bloqueo
completo) o a algunas (bloqueo incompleto) lineas celulares germinales (Martin-du-Pan

etal 1993).



Introduccion

Fisiopatologicamente el bloqueo espermatogénico puede originarse en la célula

germinal afecta o en la célula de Sertoli.

Los bloqueos madurativos de la espermatogénesis mas frecuentes son los bloqueos
meioticos en espermatocito primario, seguidos de los bloqueos postmeiodticos, siendo

menos frecuentes los bloqueos premeioticos.

Histologicamente se caracteriza por una detencion madurativa de la linea celular
germinal en un determinado tipo celular con disminucion de los tipos celulares
subsiguientes. El contaje promedio de cada tipo celular germinal permite establecer el
nivel celular de la detenciéon madurativa espermatogénica.

Segin su grado de severidad se califica como leve, moderado y severo (bloqueo

incompleto) o total (bloqueo completo).

Diversos factores etioldgicos pueden causar bloqueo espermatogénico, aunque muy
frecuentemente la causa es desconocida (Martin-du-Pan et al 1993).

El bloqueo madurativo en espermatogonia, poco frecuente, puede ser debido a déficit
gonadotropo (Smith et al 1985) o a factores toxicos (quimioterapia, radioterapia, etanol)
(Kucheria et al 1985, Damewood et al 1986).

El bloqueo madurativo de la espermatogénesis en espermatocito primario es el mas
frecuente, pudiendo deberse a exposicion al calor (Kandeel et al 1988), déficit
gonadotropo (Jequier et al 1979) o déficit de zinc (Mahajan et al 1982), aunque
generalmente sea por bloqueo meidtico en profase I debido en un 70-75% de casos a

anomalias sinapticas (Egozcue et al 1983, De Braekeleer et al 1991).

10
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El bloqueo madurativo en espermatide inmadura puede deberse a déficit gonadotropo
(Mancini et al 1971), varicocele (Spera et al 1979) o edad avanzada (Paniagua et al

1987).

El bloqueo espermatogénico conlleva una disminucion de la produccion de
espermatozoides, cursando clinicamente con oligozoospermia (bloqueo incompleto) o
azoospermia (bloqueo completo).

Segun la etiologia existen concentraciones séricas basales de FSH normales, elevadas o

bajas.

1.6 ANOMALIAS MEIOTICAS

Las anomalias meidticas comprenden dos tipos esenciales no excluyentes entre si:
bloqueo meiotico severo (presencia de profases I - normales o alteradas - y ocasionales
espermatozoides, no observandose metafases 1) y anomalias sinapticas (presencia de

anomalias del apareamiento cromosdmico).

El bloqueo meidtico severo puede estar causado por anomalias sinapticas (74% de

casos) o ser de causa desconocida (Egozcue et al 1983).

Las anomalias sindpticas son anomalias cromosémicas limitadas a la linea germinal, en

pacientes con cariotipo somatico normal y por tanto solo detectables mediante el estudio

de la meiosis, comportando generalmente un bloqueo meidtico incompleto severo.

11
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Las anomalias sindpticas son anomalias del apareamiento cromosdmico en la primera
division meiotica debidas a una disminucidon del nimero de intercambios (quiasmas)
entre cromosomas homoélogos en profase I (Hultén et al 1970, Pearson et al 1970).
Existen dos clases de anomalias sinadpticas: asinapsis y desinapsis.

En la asinapsis, muy infrecuente, los cromosomas homodlogos no se aparean o lo hacen
de forma muy incompleta en profase I , presentando ademés ausencia de vesicula
sexual.

En las desinapsis, mas frecuentes, existe apareamiento alterado de cromosomas
homologos en profase I con separacion precoz de bivalentes en metafase 1. Las
anomalias de apareamiento de los bivalentes en metafase I pueden afectar a todos los
bivalentes (desinapsis completa) o a algunos bivalentes (desinapsis individual),
afectando a todas (desinapsis total) o mas frecuentemente a algunas (desinapsis parcial)
lineas celulares germinales (Templado et al 1981, Egozcue et al 1983). Una forma
menor de desinapsis es la presencia de univalentes (cromosomas ya separados) de
pequetio tamafio en metafase I (Egozcue et al 1983).

El bivalente sexual, debido a su unico quiasma terminal, es especialmente susceptible a
presentar anomalias de apareamiento con separacion precoz de cromosomas X ¢ Y en

metafase I (Hassold et al 1991).

Las desinapsis completas afectando a la totalidad o casi totalidad de los bivalentes (10-
20% de los casos) (Egozcue et al 1983) suelen ser debidas a mutaciones (Edelmann et al
1996, Hassold 1996, Grootegoed et al 1999).

Las desinapsis individuales afectando a un nimero limitado de bivalentes, menos

severas, son mucho mas frecuentes (80-90% de los casos) (Egozcue et al 1983) y

12
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pueden ser debidas a la existencia de un microambiente intratesticular anormal

(Finkelstein et al 1998, Rives et al 1998, Mroz et al 1999).

Las anomalias sindpticas con disminucion de apareamiento e intercambios y separacion
precoz de cromosomas homologos pueden resultar en bloqueo meidtico severo o
comportar una alteracion de la sincronia y alineacion cromosOémica en la placa
metafasica del huso meidtico con presencia de bivalentes o univalentes erraticos en
metafase I, afectando al punto de control de la anafase I en los espermatocitos primarios
y pudiendo resultar en incapacidad de division celular (meiosis I sin division celular
reduccional) y consiguiente produccion de espermatocitos secundarios diploides (46
cromosomas) (Figura 3, pag. 20) o en no disyuncidon cromosdmica con migracion del
par cromosomico a un mismo polo celular en anafase I y consiguiente produccion de
espermatocitos secundarios aneuploides (Figura 4, pag. 21).

Las anomalias de apareamiento sindptico condicionan asi un reparto cromosomico
anafasico anormal (no reduccion o no disyuncion) en meiosis I con produccion de
espermatocitos secundarios con dotaciéon cromosdémica no haploide (diploide o

aneuploide).

Las anomalias sinapticas causan en las lineas germinales afectadas un bloqueo meidtico
generalmente incompleto en espermatocito primario, ocasionando simultineamente
bloqueo meidtico de algunas lineas celulares germinales y produccion de
espermatozoides con distintos tipos de alteraciones cromosdémicas numéricas (diploidia
y/o aneuploidias mayormente gonosdmicas) en otras lineas celulares germinales capaces
de completar la espermatogénesis (lineas celulares no haploides) (Egozcue et al 1983,

Martin 1996).

13
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Simultaneamente pueden coexistir lineas celulares germinales con meiosis normal y
produccion de espermatozoides haploides (lineas celulares haploides).

Clinicamente cursan con oligozoospermia con elevada tasa de espermatozoides no
haploides.

La diploidia es la alteraciéon cromosOmica espermatica mas frecuente, seguida de las
aneuploidias gonosomicas (Egozcue et al 2000, Gil Salom et al 2000, Egozcue et al

2002).

Raramente se producen anomalias meioticas debidas a la segunda division meidtica.
Muchas anomalias que se interpretaban como de meiosis Il son , en realidad, de primera

divisidén meiotica.

1.7 REPERCUSION CLINICA DE LAS ANOMALIAS MEIOTICAS

El bloqueo meiotico severo condiciona un bloqueo madurativo de la espermatogénesis
en espermatocito primario con disminucion de la produccion espermadtica, cursando
clinicamente con esterilidad por oligozoospermia (bloqueo incompleto) o azoospermia

(bloqueo completo).

Las anomalias sinapticas generalmente cursan con oligozoospermia (por bloqueo
meiotico incompleto severo) y una elevada tasa de espermatozoides no haploides
(diploidia, disomias mayormente gonosoémicas o nulisomias) (Martin 1996, Aran et al
1999, Pang et al 1999, Egozcue et al 2000, Vegetti et al 2000, Macas et al 2001) que en
caso de fecundacion generaran embriones no euploides (triploidia, trisomias o

monosomias) que segun la severidad de la cromosomopatia y en orden de frecuencia
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condicionaran clinicamente esterilidad por fallo implantatorio (pérdidas embrionarias
preimplantatorias, mayormente triploidias) (Egozcue et al 2002), abortos de primer
trimestre recurrentes (pérdidas embriofetales triploides o aneuploides) (Egozcue et al
1983, Egozcue et al 2000) o cromosomopatias numéricas fetales “de novo”
(aneuploidias, mayormente gonosdmicas) (Bonduelle et al 1998). Eventualmente puede

lograrse una gestacion normal.

De este modo una altamente eficaz y temprana seleccion natural comosdémica
embrionaria consigue eliminar la casi totalidad de los embriones con alteraciones
comosdmicas numéricas autosomicas (Plachot et al 1988), mediante pérdidas
embrionarias preimplantatorias con consiguiente fallo implantatorio o pérdidas
embriofetales postimplantatorias con aborto de primer trimestre.

De entre las cromosomopatias numéricas las poliploidias (triploidia, etc), las
monosomias autosoOmicas y la mayoria de trisomias autosdmicas generalmente son
letales resultando en pérdidas embriofetales (Egozcue et al 2000, Egozcue et al 2002),
siendo unicamente viables algunas aneuploidias autosémicas (trisomias 21, 18 y 13) y
especialmente aneuploidias gonosomicas (XXY, XYY, XXX y muy raramente

monosomia XO) (Egozcue et al 2000).

La repercusion clinica reproductiva final refleja asi inversamente la severidad de las
anomalias sindpticas espermaticas, incluyendo anomalias sindpticas leves (anomalias
de apareamiento del par gonosomico y eventualmente de algin par autosémico de
pequeiio tamafio) con produccion de espermatozoides aneuploides (mayormente
disomias gonosOmicas), anomalias sindpticas moderadamente severas (desinapsis

individuales afectando a un numero variable de bivalentes) con producciéon de
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espermatozoides diploides y/o eventualmente aneuploides, y anomalias sinapticas
severas (desinapsis completa afectando a la totalidad o casi totalidad de bivalentes) con
produccion de espermatozoides diploides o bloqueo meidtico completo de las lineas
celulares germinales afectas (Egozcue et al 2000). Por ello la mayoria de varones

portadores de anomalias sinapticas son estériles o infértiles.
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1.8 FIGURAS
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2. OBJETIVOS
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2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipdtesis de trabajo a verificar es la existencia de subpoblaciones espermaticas de riesgo
cromosomico meiotico -identificables en el estudio andrologico basal previo a su posible
inclusidon en un programa de microinyeccion espermatica intracitoplasmatica (ICSI)- que

comportan una menor capacidad embriogénica temprana.

2.2 OBJETIVOS

Los objetivos de la linea de investigacion propuesta en varones estériles por

oligoastenozoospermia secretora severa, y por tanto susceptibles de realizar ICSI, fueron:

1. Analizar la incidencia de anomalias meioticas (bloqueo meiodtico severo o anomalias
sinapticas) asi como su posible relaciéon con distintos parametros espermatogénicos
basales (volumen testicular, concentracion espermatica, concentracion espermatica

motil, FSH sérica basal) para identificar posibles marcadores de riesgo meiotico.

2. Analizar la relacion de los distintos patrones espermatogénicos basales predictivos de

riesgo meiodtico con el ritmo de desarrollo embrionario temprano preimplantatario tras

ICSIL
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2.3 JUSTIFICACION Y PRESENTACION DE LAS PUBLICACIONES.
OBJETIVOS ALCANZADOS

La linea de investigacion clinica desarrollada se materializa en cuatro articulos publicados
en revistas internacionales indexadas de medicina de la reproduccion, de los cuales los
articulos 3 y 4 fueron orientados a la presentacion de esta tesis doctoral como compendio

de publicaciones.

- Articulo 1: Egozcue S., Blanco J., Vendrell JM., Garcia F., Veiga A., Aran B., Barri P.N.,
Vidal F., and Egozcue J. Human male infertility: chromosome anomalies, meiotic
disorders, abnormal spermatozoa and recurrent abortion. Human Reproduction Update

2000; 6: 93-105.

A modo de marco general, se trata de una exhaustiva revision actualizada sobre genética de

la esterilidad e infertilidad masculinas.

- Articulo 2: Egozcue S., Vendrell M., Garcia F., Veiga A., Aran B., Barri P.N., and
Egozcue J. Increased incidence of meiotic anomalies in oligoasthenozoospermic males
preselected for intracytoplasmic sperm injection. Journal of Assisted Reproduction and

Genetics 2000; 17: 307-309.

En este estudio comparativo sobre la incidencia de anomalias meioticas en distintos
sindromes androldgicos  (oligoastenozoospermia severa, azoospermia  secretora,

azoospermia obstructiva, astenozoospermia, abortos de repeticion) se evidencia la elevada
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incidencia de anomalias meioticas en varones con oligoastenozoospermia severa, siendo en

las restantes poblaciones estudiadas similar a la de la poblacién masculina estéril general.

- Articulo 3: Vendrell JM., Garcia F., Veiga A., Calderon G., Egozcue S., Egozcue J and.
Barri  P.N. Meiotic abnormalities and spermatogenic parameters in severe

oligoasthenozoospermia. Human Reproduction 1999; 14: 375-378.

Estudio de la espermatogénesis en el que se analiza la incidencia de anomalias meioticas y
la relacion del patron meidtico con distintos patrones espermatogénicos en varones con

oligoastenozoospermia secretora severa. (Objetivo 1 de la linea de investigacion).

- Articulo 4: Vendrell JM., Aran B., Veiga A., Garcia F., Coroleu B., Egozcue S., Egozcue
J. and Barri P.N.  Spermatogenic patterns and early embryo development after
intracytoplasmic sperm injection in severe oligoasthenozoospermia (Aceptado para

publicacién en Journal of Assisted Reproduction and Genetics).

Estudio de la embriogénesis temprana segun los distintos patrones espermatogénicos en

varones con oligoastenozoospermia secretora severa incluidos en un programa de ICSI.

(Objetivo 2 de la linea de investigacion).
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 POBLACION ESTUDIADA

La poblacion estudiada consiste en una serie consecutiva de 103 pacientes varones que
consultaron en la Unidad de Andrologia por esterilidad presuntamente idiopatica por
oligoastenozoospermia secretora severa (concentracion espermatica moétil <1.5x10%/ml)

en un minimo de dos seminogramas.

3.2 ESTUDIO ESPERMATOGENICO BASAL

A los pacientes se les realiz6 una historia clinica y exploracion fisica andrologica
completas y un estudio espermatogénico basal mediante determinacién de volumen
testicular, seminograma, FSH sérica basal, contaje tubular de espermatides elongadas y

estudio de cromosomas meioticos.

3.2.1 Volumen Testicular

Para valorar el volumen testicular se midieron los ejes longitudinal y transversal de cada
testiculo mediante un calibrador. El volumen testicular se calculd segun la siguiente
formula (Ley et al 1985):

V=4/3 n (a/2)? (b/2)
donde “a” representa el eje testicular longitudinal y “b” el eje testicular transversal (en

cm). El volumen (V) se expresa en mililitros, como promedio de ambos testiculos.
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3.2.2 Seminograma

Para la valoracion del seminograma se recogié una muestra seminal por masturbacion,
tras 3-5 dias de abstinencia eyaculatoria y ausencia de fiebre durante los 3 meses
anteriores, en un frasco de plastico inerte de boca ancha. Las muestras seminales, tras
determinarse su volumen (en ml), se evaluaron después de su licuefaccion dentro de los
20 a 60 minutos tras su obtencion, usando una camara de Makler, con metodologia
objetiva semiautomatica mediante microfotografia estroboscopica de exposicion
multiple (MEP) (Makler 1978; Makler et al 1980) determindndose los siguientes
parametros espermaticos: concentracion espermatica (en millones/ml), motilidad

espermadtica (en %) y concentracion espermatica moétil (en millones/ml).

3.2.3 FSH Sérica

Para la determinacion de la concentracion sérica basal de FSH se utilizo el Kit Axsym

(Abbott Laboratories, S.A.), realizandose una sola determinacion en cada paciente.

3.2.4 Biopsia Testicular

En todos los pacientes se realizd una biopsia testicular ambulatoria bajo anestesia local,
unilateral para estudio de la meiosis espermatogénica segin método descrito
previamente (Evans et al 1964) si ya existia diagndstico histoloégico o bilateral para

estudio meiotico, estudio histologico (Levin 1979) y contaje promedio de espermatides

28



Material y Métodos

elongadas o maduras por seccion tubular transversal sobre 20 tibulos en cada testiculo

(Silber et al 1981) cuando no existia diagndstico histologico previo.

3.2.4.1 Meiosis

La meiosis en muestra de tejido testicular se evalué de forma independiente por dos
expertos segun tres patrones meidticos distintos: meiosis normal (N) y dos tipos de
anomalias meidticas (AN) (bloqueo meidtico severo (B) — cuando existe presencia de
Profases I y ocasionales espermatozoides, no observandose Metafases I- y anomalias
sinapticas (S) — cuando existen anomalias del apareamiento cromosémico-) (Egozcue et

al 1983).

3.3 CARIOTIPO

Se solicitd asimismo un cariotipo mitdtico en sangre periférica.

3.4 CICLO DE ICSI

De la serie previamente estudiada 75 pacientes realizaron un primer ciclo de ICSI en el

transcurso del afio siguiente a su consulta.

Los detalles del protocolo de estimulacion ovarica y recuperacion de ovocitos (Coroleu

et al 2000), y del protocolo de laboratorio de preparacion del semen y de los ovocitos y
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de la microinyeccion espermatica intracitoplasmatica (Calderdn et al 1995) asi como de
evaluacion de la fecundacion y division embrionaria (Plachot et al 1990) han sido
descritos con anterioridad.

Globalmente se microinyectaron 809 ovocitos maduros (10.79 ovocitos/ciclo),

obteniéndose 575 embriones de los 75 pacientes.

Como grupo control se utiliz6 un grupo de 79 varones normozoospérmicos que

realizaron FIV por factor tubarico durante el mismo periodo de tiempo.

3.5 DATASET

Los parametros espermatogénicos basales se redujeron a categorias dicotdmicas:
volumen testicular (>15ml(normal) o <15ml), patrén meidtico (normal (N) o anomalias
meidticas (AN)), concentracion espermatica (>1x10%ml o < 1x10%ml), concentracion
espermatica motil (>0.5x10°/ml o < 0.5x10%ml), concentracion de FSH sérica basal

(normal o elevada).

Asimismo se cre6 el patron combinado meiosis-concentracion espermatica (>1x10°N,
SleOGN, >1X106AN, < 1X106AN) resultante de la combinacién de los patrones

dicotdmicos meiosis y concentracion espermatica.

Las variables embrionarias se definieron asimismo como categorias dicotomicas:
fecundacion (presencia o ausencia), division del zigoto (presencia o ausencia) y ritmo

de division embrionaria en dia 2 (>4 células (normal) o <4 células (lento)).
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3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los datos se usaron, seglin fuese apropiado, las pruebas del
analisis de varianza (ANOVA) o de la t de student para las variables cuantitativas y la

del chi-cuadrado para las variables cualitativas.

El valor predictivo de las variables significativas se evalué mediante regresion logistica.
Se us6 un nivel de significacion inferior a 0.05.
Todos los anélisis estadisticos fueron realizados mediante el programa SPSS para

Windows (SPSS, Inc., Chicago,USA).

31





