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1.1. La reproducció en l’espècie humana

1.1.1. Eficiència reproductiva en l’espècie humana

L’esterilitat es defineix com la impossibilitat per a una parella d’aconseguir un embaràs després
d’un any de relacions sexuals sense protecció. Afecta un 10-15% de les parelles en edat
reproductiva i en un 20% dels casos la causa d’esterilitat és masculina.

L’espècie humana és una de les espècies de mamífers menys fecundes i es considera que les
possibilitats d’obtenir una gestació per a una parella sense problemes d’esterilitat són
aproximadament d’un 25% per cicle menstrual (Edmonds et al., 1982).  Es calcula que
aproximadament el 70% de les gestacions no arriba a terme i que el 50-60% es perd durant o
poc després de la implantació, per tant, són inadvertides (Hill i Anderson, 1990).

Una proliferació endometrial insuficient o alteracions en els senyals entre l’embrió i l’endometri
podrien ser causes d’aquesta baixa taxa de fecunditat. També ho podrien ser una vascularització
uterina deficient o alteracions dels nivells hormonals. Una de les contribucions a la pèrdua
embrionària més important és, sens dubte, la producció d’embrions cromosòmicament anormals.

L’espècie humana presenta una incidència molt elevada d’embrions cromosòmicament anormals.
La majoria d’aquestes anomalies cromosòmiques són originades durant els processos de formació
d’oòcits i d’espermatozoides. Gràcies a la fecundació in vitro (FIV) ha estat possible l’accés a
l’oòcit i el seu estudi i es considera que entre el 20-25% dels oòcits són cromosòmicament
anormals. Aquest percentatge augmenta amb l’edat  materna, ja que la integritat del procés
meiòtic de l’oòcit empitjora amb l’edat de la dona (Battaglia et al., 1996).

Estudis en espermatozoides utilitzant primer el test de hàmster i, més tard, la hibridació in situ
fluorescent (FISH) han estimat un 10% d’anomalies cromosòmiques. Tot i que existeix una gran
variabilitat no només entre laboratoris, sinó també entre individus.

Tenint en compte els percentatges d’oòcits i d’espermatozoides amb anomalies cromosòmiques,
es pot calcular que entre el 30-35% de les concepcions seran cromosòmicament anormals.

També poden originar-se anomalies cromosòmiques després de la fecundació. Les primeres
divisions postzigòtiques són especialment sensibles i poden donar lloc a mosaïcismes. El
percentatge de mosaïcisme observat en els embrions procedents de FIV oscil·la entre el 17% i
el 43% i el d’anomalies cromosòmiques en general, entre el 30% i el 65% (Wilton, 2002).

Estudis citogenètics en avortaments presenten una incidència d’anomalies cromosòmiques entre
el 50% i el 70% (Hassold et al., 1980; Jacobs i Hassold, 1995). Aquest percentatge va disminuint
a mesura que ens apropem al moment del naixement, de manera que es troben anomalies
cromosòmiques en el 5% de les morts perinatals i en un 0.9% del nascuts vius (Jacobs, 1992)
(Figura1).
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Figura 1. Anomalies cromosòmiques i selecció natural (adaptat de Gardner i Sutherland, 2004).

1.1.2 Anomalies cromosòmiques

Les anomalies cromosòmiques comprenen qualsevol modificació del nombre o de l’estructura
dels cromosomes. Les anomalies cromosòmiques numèriques es generen normalment de novo
com a resultat d’una mala segregació (no disjunció) durant el procés de gametogènesi dels
progenitors.  Si l’alteració afecta tots els cromosomes, és a dir, si tenim un nombre de cromosomes
múltiple de 23, parlem de ploïdia (triploïdia, tetraploïdia, etc.), i utilitzem el terme aneuploïdia si
l’alteració afecta només a un o uns quants parells de cromosomes (monosomia, trisomia,
tetrasomia, etc.).

Les anomalies cromosòmiques estructurals són normalment heretades d’algun dels progenitors
que és portador d’una anomalia cromosòmica equilibrada (sense guany ni pèrdua de DNA).
Variants estructurals són les translocacions recíproques i Robertsonianes, les inversions
paracèntriques i pericèntriques i les insercions. Altres alteracions són les duplicacions i les
deficiències en les quals hi ha pèrdua o guany de DNA.

La majoria dels embrions amb anomalies cromosòmiques numèriques no són viables. Els embrions
portadors d’aquestes anomalies poden arribar a la implantació i a l’inici del desenvolupament,
però pocs arriben al naixement. L’única monosomia viable és la síndrome de Turner (45,X0),
present en un de cada 5000 naixements. També hi ha algunes trisomies viables. La síndrome de
Klinefelter (47,XXY) afecta un de cada 1000 nens nascuts, igual que les trisomies 47,XYY i 47,XXX.
Les úniques trisomies autosòmiques viables són les dels cromosomes 21 (síndrome de Down),
18 (síndrome d’Edwards) i 13 (síndrome de Patau), amb freqüències d’un de cada 667,  6250 i
12048 nounats respectivament. La trisomia 21 és l’única que arriba a l’edat adulta; les altres dues
tenen una mortalitat de més del 90% en els primers mesos de vida (Jacobs i Hassold, 1995).

Les anomalies cromosòmiques estructurals desequilibrades poden donar lloc a fallades
d’implantació, avortaments de primer trimestre o naixements a terme, en funció del grau de
desequilibri cromosòmic i del grau i tipus de pèrdua o guany de DNA.

Oòcits aneuploides
20 - 25%

Espermatozoides anormals
10%

Anomalies cromosòmiques en
embrions preimplantacionals

30 - 35%

Embrions a dia 3
50%

Fetus anormals al 1r trimestre
10%

Anomalies cromosòmiques
en el naixement

0.4 - 0.9%



En un estudi realitzat per Eiben et al. (1990) amb 750 avortaments espontanis, la anomalia més
freqüent va ser la trisomia (62%), principalment dels cromosomes 16, 22 i 21, seguida de les
triploïdies (12.4%), monosomies del X (10.5%), tetraploïdies (9.2%) i un 4.2% d’anomalies
estructurals.

1.2 Citogenètica en cèl·lules germinals masculines

1.2.1 Meiosi masculina

1.2.1.1 Alteracions de la meiosi masculina

La meiosi és la fase de l’espermatogènesi mitjançant la qual s’originen cèl·lules amb dotació
cromosòmica haploide. Durant la meiosi, els espermatòcits primaris (2n) es converteixen en
espermàtides rodones (n).  És un procés cel·lular complex i consta de dues divisions cel·lulars
sense replicació de DNA entre elles. La primera divisió meiòtica es caracteritza per l’aparellament
entre els cromosomes homòlegs que permet la recombinació genètica, i per la reducció del
nombre de cromosomes que dóna lloc a espermatòcits secundaris. A la segona divisió es produeix
la separació de cromàtides que generen espermàtides rodones haploides.

Les anomalies meiòtiques són alteracions del procés meiòtic, i per tant limitades a la línia germinal,
que no es poden detectar mitjançant estudis en cèl·lules somàtiques (cariotips). Les anomalies
meiòtiques afecten principalment el procés d’aparellament dels cromosomes homòlegs (sinapsi)
(Hultén et al., 1990; Pearson et al., 1970). Usualment, es posen de manifest per la presència de
regions cromosòmiques no aparellades en Profase I i per alteracions en el nombre de quiasmes
que presenten els bivalents cromosòmics en metafase I.

Les anomalies meiòtiques s’han relacionat amb mutacions d’un o més gens que codifiquen per
productes específics de la meiosi (proteïnes dels elements dels complexes sinaptonemals, enzims
de la recombinació, enzims de reparació DNA, etc.) (Edlemann et al. 1996; Hassold, 1996;
Baarends et al., 2001; Judis et al., 2004), amb alteracions mecàniques del procés sinàptic i també
amb la influència d’un ambient testicular anormal, especialment quan els nivells de la FSH són
elevats (Mroz et al., 1999; Vendrell et al., 1999; Egozcue et al., 2000).

L’anàlisi de les divisions meiòtiques de les cèl·lules espermatogèniques en biòpsies testiculars
ha permès la caracterització i la classificació de les diferents anomalies meiòtiques (revisat per
Templado et al., 1981; Egozcue et al., 2005). Les anomalies  descrites poden ser limitades o
extenses, poden afectar un sol bivalent, alguns bivalents o la majoria, i produir asinapsi total o
parcial de bivalents. També poden afectar totes les divisions meiòtiques analitzades o poden
coexistir amb una línia cel·lular normal. Les anomalies mes freqüents són (revisat per Egozcue
et al., 2005):

i. Separació precoç dels cromosomes sexuals. Es deu a una reducció de la recombinació entre
els cromosomes X i Y, que també està correlacionada amb una disminució en la freqüència de
recombinació dels bivalents autosòmics.
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ii. Desinapsi total de bivalents de mida petita (grup G). El nombre de bivalents afectats sol variar
segons les diverses cèl·lules estudiades i també segons els pacients que la presenten.

 iii. Desinapsi parcial de bivalents. Els bivalents afectats solen presentar una reducció en el
nombre esperat de quiasmes. Els cromosomes implicats solen ser de mida mitjana però
també s’ha descrit en bivalents cromosòmics de mida gran. Com en el cas anterior, hi ha
variabilitat en el nombre de bivalents que poden estar afectats, en el nombre de cèl·lules
amb anomalies i en els pacients afectats. És l’anomalia més freqüentment observada en
pacients estèrils.

iv. Desinapsi total de bivalents. És una anomalia molt poc freqüent i afecta la pràctica totalitat
dels bivalents. Acostuma a anar acompanyada de fragmentació cromosòmica.

Les anomalies d’aparellament comprometen la continuïtat del procés meiòtic i poden donar lloc
a bloqueigs més o menys dràstics de les línies cel·lulars afectades (fet que es traduirà en una
azoospèrmia o una oligozoospèrmia greu), però també a la producció d’espermatozoides amb
anomalies cromosòmiques derivats de línies cel·lulars capaces de completar el procés (Egozcue
et al., 1983, Martin et al., 1996).

1.2.1.2 Aplicació clínica de l’estudi de la meiosi

L’estudi de la meiosi va ser incorporat com una eina diagnòstica per al cribatge de l’esterilitat
masculina en els anys 70 (Hultén et al. 1970; Pearson et al. 1970). Estudis meiòtics en biòpsia
testicular en pacients estèrils han demostrat una incidència del 6% d’anomalies d’aparellament
(Egozcue et al. 1983; De Braekeleer i Dao, 1991). Aquesta incidència augmenta fins al 17.5%
en pacients amb oligoastenozoospèrmia greu i fins al 40% en pacients amb concentracions per
sota de 0.5 x 106  espermatozoides /ml. (Vendrell et al., 1999). Martin (1996) va evidenciar que
molts homes estèrils amb cariotip normal presenten anomalies sinàptiques durant la meiosi que
provoquen un bloqueig més o menys greu i la producció d’espermatozoides aneuploides.

Donat que els estudis de la meiosi poden aportar informació valuosa per establir un diagnòstic
i la posterior orientació terapèutica, les anàlisis meiòtiques en teixit testicular s’inclouen com a
prova diagnòstica en molts centres per a l’avaluació de l’esterilitat masculina.

1.2.2 Citogenètica de l’espermatozoide

1.2.2.1 Tinció cromosòmica diferencial

L’espermatozoide és una cèl·lula altament diferenciada i especialitzada, amb una  funció molt
específica que és transportar el complement cromosòmic masculí fins a l’oòcit  i, després de
fecundar-lo, activar-lo per iniciar el desenvolupament de l’embrió. El nucli de l’espermatozoide té
una organització molt particular, caracteritzada per un elevat grau de condensació de la seva
cromatina que n’ha condicionat l’anàlisi.

En els anys 70 es van dur a terme els primers intents per detectar aneuploïdies en l’espermatozoide
humà. Barlow i Vosa (1970) van utilitzar quinacrina o mostassa de quinacrina per tenyir la regió



heterocromàtica del cromosoma Y, i van identificar com a  disòmics pel cromosoma Y aquells
espermatozoides que presentaven dos cossos fluorescents. Aquesta tècnica estimava uns percentatges
molt elevats d’aneuploïdies (Pawlowitzki i Pearson, 1972; Klasen i Schmid, 1981) que es van atribuir
a senyals artefactuals (Beatty, 1977). Poc després, Bobrow et al. (1972) i Pearson (1972) van utilitzar
altres tècniques indirectes per estimar aneuploïdies espermàtiques tenyint la constricció secundària
dels cromosomes 1 i 9 amb dificultats i limitacions semblants.

1.2.2.2 Cromosomes d’espermatozoides

L’any 1978, Rudak et al. van descriure una tècnica que permetia una anàlisi directa de la constitució
cromosòmica de l’espermatozoide humà mitjançant la fecundació in vitro interespecífica d’oòcits
d’hàmster sense zona pel·lúcida amb espermatozoides humans (Yanagimachi et al., 1976). Aquesta
tècnica, estandarditzada per Martin et al., (1982), ha permès l’estudi d’anomalies numèriques i
estructurals en els espermatozoides (Genescà et al., 1990; Martin et al., 1991; Templado et al., 1996).
Tot i això és una tècnica complexa, laboriosa i poc útil en casos en què els espermatozoides són
incapaços de penetrar els oòcits d’hàmster. Tot això ha fet que aquesta tècnica s’hagi utilitzat cada
cop menys en la rutina del cribatge del factor masculí.

1.2.2.3 Hibridació in situ fluorescent (FISH)

A mitjan anys 80 es van desenvolupar les tècniques d’hibridació in situ sobre espermatozoides
(Joseph et al., 1984; Guttenbach i Schmid, 1990), i durant els anys 90 es va consolidar l’aplicació
de protocols d’hibridació in situ fluorescent (FISH) sobre nuclis descondensats d’espermatozoides
(Wyrobek et al., 1990; Vidal et al., 1993).

La metodologia de la FISH s’ha hagut de modificar lleugerament per a l’estudi dels espermatozoides
a causa de l’elevat grau de compactació de la seva cromatina, que fa difícil l’accés de les sondes.
Per això, s’ha aplicar un tractament de descondensació del nucli abans de la desnaturalització del
DNA i la posterior hibridació amb les sondes corresponents (Vidal et al., 1993; Holmes i Martin, 1993;
Bischoff et al., 1994).

En els primers estudis (Pieters et al., 1990; Guttenbach i Schmid, 1991) s’utilitzava una única sonda
de DNA, cosa que feia impossible distingir entre espermatozoides disòmics i diploides, ja que la
mida del diàmetre del nucli no és un bon paràmetre per diferenciar-ho. Va ser el fet de combinar
diferents sondes de DNA i fluorocroms el que va permetre resoldre aquest inconvenient (Williams
et al., 1993; Bischoff et al., 1994). També ha estat imprescindible establir uns criteris de valoració
per eliminar la subjectivitat de l’investigador i uniformitzar els resultats (Goldman et al., 1993; Robbins
et al., 1993). Des de llavors, l’aplicació de la FISH en nuclis descondensats d’espermatozoides ha
suposat la millor alternativa per avaluar la constitució cromosòmica dels espermatozoides humans
(Downie et al., 1997; Egozcue et al., 2003).

Diversos autors han fet estimacions de la incidència d’aneuploïdies en espermatozoides d’homes
fèrtils (Martin et al., 1993; Miharu et al., 1994; Spriggs et al., 1995; Blanco et al., 1996; Downie
et al., 1997) per poder comparar-la amb la de diferents grups de pacients (pacients estèrils,
pacients amb diferents tipus de càncer, individus exposats a certs tòxics, etc.). A la taula 1 es
recullen les freqüències de diploïdies i disomies per alguns cromosomes en pacients control
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presentades per diversos autors. La incidència d’espermatozoides diploides en controls oscil·la
entre 0.03% (Vegetti et al., 2000) i 0.35% (Downie et al., 1997). També hi ha una variació important
en les disomies per als cromosomes sexuals dels espermatozoides dels grups control presentades,
des de 0.13% (Vegetti et al., 2000) fins a 0.54% (Calogero et al., 2001a). Igualment trobem
diferències en les freqüències de disomies dels mateixos autosomes en els estudis dels diversos
autors. Per exemple, la disomia del cromosoma 18 en els grups control varia des de 0.06%
(Vegetti et al., 2000) fins a 0.2% (Calogero et al., 2001a).

Aquesta variabilitat pot ser deguda a diferències interindividuals, però també a aspectes tècnics,
com són els diferents protocols de descondensació, els diferents criteris de valoració o el nombre
d’espermatozoides analitzats. Per això és important que cada laboratori tingui el seu propi control
intern.

Taula 1. Resultats de l’anàlisi de FISH d’espermatozoides d’individus control segons diversos
autors.

autor n     disom.1     disom.13     disom.16     disom.18     disom.21     dis.sex.    diploid.

Miharu, 1994 9     0.14 0.17 0.21    0.18

Chevret, 1995 4 0.20 0.39 0.14

Spriggs, 1995 5 0.10 0.11 0.43 0.17

Guttenbach, 1997 6 0.12 0.23 0.05

Downie, 1997 6 0.06 0.19 0.35

Blanco, 1997 5 0.09 0.37 0.25

Pang, 1999 4 0.20 0.11 0.18 0.15 0.15

Colombero, 1999 23 0.46 0.24

Vegetti, 2000 13 0.06 0.13 0.03

Ushijima, 2000 10 0.09 0.13 0.19 0.38 0.16

Calogero, 2001a 13 0.20 0.54 0.05

Soares, 2001 9 0.10 0.18

A la taula 2 es presenta un resum de les dades publicades per diversos autors després d’analitzar
els espermatozoides de pacients estèrils. El primer estudi realitzat amb FISH d’espermatozoides
de pacients estèrils va ser el publicat per Miharu et al. (1994). Van estudiar la freqüència de
diploïdies y d’aneuploïdies dels cromosomes 1, 16, 17, 18,  X i Y de 12 homes estèrils i 9 homes
fèrtils. Els autors no troben diferències en les taxes de diploïdia, ni en les de disomies per als
cromosomes analitzats entre el grup de pacients i el grup control, però no es tracta d’un grup
de pacients homogeni, ja que alguns d’aquests pacients són oligozoospèrmics i altres presenten
esterilitat de causa desconeguda. El mateix passa en un estudi presentat per Guttenbach et al.
(1997), on l’autor no troba diferències en la taxa mitjana de diploïdia entre 45 pacients, però sí
que les troba en alguns pacients determinats quan les compara individualment (fins a 1.6%).

Pang et al.(1999) troben freqüències de diploïdies comparables a les del nostre estudi en analitzar
els espermatozoides de 9 pacients amb OAT (1.9%), freqüència significativament superior a la



del grup de donants fèrtils (0.15%). Igualment, Ushijima et al. (2000) troben diferències amb la
taxa de diploïdia entre controls i pacients  en un grup de 8 pacients amb OAT (0.16% versus
0.29%).

Vegetti et al.(2000) i Calogero et al. (2001a), en dos estudis amb pacients heterogenis, també troben
diferències en la incidència d’espermatozoides diploides entre pacients i controls (per als controls
0.03% i 0.05%, respectivament i per als pacients 0.11% i 0.22%, respectivament).

La freqüència de disomies per als cromosomes sexuals varia entre el 0.27% i 2.57% en els grups
de pacients. Miharu et al. (1994) no troben diferències entre controls i pacients (0.21% i 0.27%), però
sí que les observen Pang et al. (1999), Colombero et al. (1999), Vegetti et al. (2000), Ushijima et al.
(2000) i Calogero et al. (2001a).

Taula 2. Resultats de l’anàlisi de FISH d’espermatozoides de pacients estèrils segons diversos autors.

autor n         disom.1     disom.13     disom.16     disom.18     disom.21     dis.sex.    diploid.

Miharu, 1994 12     0.13 0.16 0.27    0.23

Guttenbach, 1997 45 0.13 0.24 0.10

Pang, 1999 9 1.1-3.5 0-3.1 0.6-3.4 2.57 1.9

Colombero, 1999 24 0.60 1.2 0.64 0.75

Vegetti, 2000 15 0.23 0.22 0.29 0.58 0.11

Ushijima, 2000 8 0.13 0.12 0.24 0.59 0.29

Calogero, 2001a 19 0.39 0.91 0.22

Els resultats difereixen en funció del grup de pacients estudiats. Alguns d’aquests treballs estudien
grups heterogenis de pacients amb diferents tipus d’esterilitat masculina. Estudis amb grups homogenis
de pacients amb oligoastenozoospèrmia han demostrat, utilitzant la FISH, un augment en el percentatge
de diploïdies i de disomies dels cromosomes sexuals i d’alguns autosomes (Moosani et al., 1995;
Martin, 1998; Pfeffer et al., 1999; Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000; Bernardini et al., 2000).

Alguns autors han descrit també una relació entre la incidència de formes anormals i aneuploïdies
espermàtiques (Calogero et al., 2001b). Rubio et al. (2001) observen  una associació entre
l’oligoastenozoospèrmia i un elevat percentatge d’aneuploïdies i diploïdies en els espermatozoides
que resulta en baixes taxes d’embaràs en aquestes parelles. Tot i que alguns treballs no troben
diferències entre la incidència d’aneuploïdies en homes estèrils i fèrtils (Miharu et al., 1994, Guttenbach
et al., 1997), la majoria dels estudis publicats presenten una correlació inversa entre les aneuploïdies
cromosòmiques i la concentració espermàtica (revisat per Egozcue et al.,1997).

1.3 Tècniques de reproducció assistida (TRA). La fecundació in vitro (FIV)

El primer naixement en mamífers fruit d’una fecundació in vitro (FIV) va ser descrit l’any 1959 (Chang,
1959), però no va ser fins a l’any 1978 que es va aconseguir el primer naixement en l’espècie humana

01 · introducció · pàgina 9



(Steptoe i Edwards, 1978). Des de llavors, s’han anat estandarditzant i protocolaritzant tots els
processos implicats en la FIV i s’han introduït noves metodologies associades que han permès
millorar els resultats i ampliar les indicacions de la tècnica.

Una d’aquestes metodologies és la microinjecció intracitoplasmàtica d’espermatozoide (ICSI) (Palermo
et al., 1992), que ha permès tractar pacients amb factor masculí greu. Gràcies a la ICSI s’ha aconseguit
el naixement de milers de nens procedents de fecundacions d’oòcits per espermatozoides que mai
haurien fecundat i fins i tot per espermatozoides procedents del testicle o de l’epidídim.

Una altra tècnica complementària de la FIV és el diagnòstic genètic preimplantacional (DGP); des de
la seva incorporació als anys 90 (Handyside et al., 1990) ha permès evitar la transmissió de malalties
genètiques, com algunes malalties monogèniques o malalties amb herència lligada al cromosoma X.
També s’està utilitzant el DGP per evitar la transmissió d’anomalies cromosòmiques estructurals o
per al cribatge d’aneuploïdies a fi d’intentar augmentar les taxes d’embaràs i disminuir les taxes
d’avortament en pacients de mal pronòstic.

1.3.1 Microinjecció intracitoplasmàtica d’espermatozoide (ICSI)

1.3.1.1 Risc genètic de la ICSI

La microinjecció intracitoplasmàtica d’un espermatozoide (ICSI) ha esdevingut el mètode d’elecció
per excel·lència per al tractament de l’esterilitat masculina. El primer embaràs aconseguit
mitjançant aquesta tècnica va tenir lloc l’any 1991, i el primer naixement va ser descrit per
Palermo et al. l’any 1992.

Els primers estudis de seguiments d’embarassos, naixements i nens nascuts mitjançant aquesta
tècnica van revelar que la ICSI no suposava un augment en el percentatge d’anomalies dels nens
nascuts (Govaerts et al., 1998). Però, a mesura que van anar apareixent estudis més amplis,
diversos autors van presentar increments en el percentatge d’anomalies cromosòmiques (In’t
Veld et al., 1995; Bonduelle et al., 2002a) i en el percentatge d’anomalies congènites (Wennerholm
et al., 2000a; Ludwig i Katalinic, 2002) en els fetus i nens nascuts.

Hi ha dos tipus diferents de risc de la ICSI; els que depenen directament del procediment i els
que depenen de la pròpia població estèril tractada (Patrizio et al., 1995; Kurinczuk et al., 2003).

Dins del primer grup trobem el risc produït pels trastorns físics i bioquímics provocats en el
ooplasma o en el fus meiòtic de l’oòcit (Tesarik, et al., 1995; Wang et al., 2001a), errors en la
selecció de la zona d’injecció (deguts a la variabilitat de localització de la placa metafàsica
(Hardasson et al., 2000; Wang et al., 2001b) o, per últim, el risc d’injectar contaminants externs.

Alguns autors han suggerit que l’estrès que suposa la ICSI per a l’oòcit podria estar afectant el
procés d’imprinting, especialment vulnerable a l’estrès físic i químic (Young et al., 2001). La
síndrome d’Angelman, la síndrome de Prader-Willi  o la de  Beckwith-Wiedemann estan provocades
per anomalies en els processos de metilació i imprinting dels cromosomes 15 i 11 (Surani et al.,
2002). Alguns casos de nens nascuts amb defectes d’imprinting han fet qüestionar la relació
entre aquestes síndromes i no només la ICSI (Cox et al., 2002) sinó també la FIV en general



(DeBaun et al., 2003). Chang et al., (2005) relacionen també l’estimulació ovàrica o la pròpia
causa d’esterilitat amb la síndrome de Beckwith-Wiedemann. Altres estudis no han trobat cap
relació entre la ICSI i els errors d’imprinting (Manning et al., 2000). Hem de tenir en compte que
aquestes síndromes són excepcionalment rares, per tant es necessiten estudis de seguiment
molt amplis per esbrinar si realment aquesta relació existeix o no.

En el grup de riscos depenents de la població tractada s’inclouen tots aquells que tenen un
origen gènic o genètic relacionat amb l’esterilitat masculina. S’han trobat mutacions del gen DAZ
(deleció a azoospèrmia en el cromosoma Y), en alguns casos d’homes amb azoospèrmia o
oligozoospèrmia greu (Vogt et al. 1998). Aquest locus és gran i conté gens implicats en el
desenvolupament i manteniment de les cèl·lules germinals masculines (McElreavey i Krausz,
1999; Foresta et al., 2001). Les microdelecions en aquesta regió estan associades a l’esterilitat
masculina i es calcula que el 10-15% dels pacients amb azoospèrmia i oligozoospèrmia greu
les presenten (McElreavey i Krausz, 1999). En utilitzar espermatozoides d’aquests homes per dur
a terme la ICSI, estarem generant descendència masculina portadora d’aquestes delecions.

S’han descrit algunes malalties genètiques associades a l’esterilitat masculina, com és el cas
de la fibrosi quística i l’absència congènita de conductes deferents (ABCD). L’ABCD és una forma
moderada de fibrosi quística en homes sans (Chillon et al. 1995). Donada l’alta freqüència de la
mutació del gen de la fibrosi quística a la població general (4%), és necessari fer un cribatge a
ambdós membres de la parella i donar consell genètic a les parelles incloses en un programa
de FIV-ICSI per ABCD (Silber et al., 1995).

Un dels riscs més evidents és la possibilitat d’obtenir embrions anormals després de la injecció
d’espermatozoides cromosòmicament anormals. Diversos autors han demostrat un increment
d’anomalies cromosòmiques en els espermatozoides de pacients amb OA greu (Pang et al.,
1999; Pfeffer et al., 1999; Vegetti et al., 2000; Calogero et al., 2001a, Pang et al., 2005). Igualment,
pacients portadors d’anomalies estructurals poden produir espermatozoides desequilibrats
(Templado et al., 1990; Blanco et al., 1998). En ambdós casos, la utilització d’aquests
espermatozoides per a la microinjecció intracitoplasmàtica pot originar un nombre més elevat
d’embrions anormals que poden provocar fallades d’implantació, avortaments espontanis o
naixements de nens amb anomalies cromosòmiques, tal com han demostrat alguns estudis en
diagnòstic prenatal, evidenciant un augment de les anomalies cromosòmiques en embarassos
obtinguts mitjançant la ICSI (In’t Veld et al., 1995; ESHRE Task Force, 1998; Bonduelle et al.,
2002a).

1.3.1.2  Seguiment dels embarassos i nens nascuts mitjançant la ICSI

La majoria dels estudis de seguiment dels nens d’ICSI distingeixen entre anomalies cromosòmiques
i anomalies congènites o malformacions.

Ja a l’any 1995, In’t Veld et al. van presentar un increment en les anomalies dels cromosomes
sexuals en els diagnòstics prenatals d’una sèrie petita (n:15) d’embarassos procedents d’ICSI.
El mateix any, Liebaers et al. (1995) presenten una incidència d’anomalies en els cromosomes
sexuals de l’1%, significativament més alta que en les concepcions espontànies
(0.3-0.4%, Jacobs et al., 1992).  Bonduelle et al. (1995) no troben diferències en estudiar
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els cariotips prenatals de 130 embarassos procedents d’ICSI i 130 procedents de FIV convencional,
ni tampoc en ampliar la sèrie a 293 cariotips estudiats (Bonduelle et al., 1996). Posteriorment,
la mateixa autora va presentar un increment en les anomalies cromosòmiques trobades en 1586
diagnòstics prenatals d’ICSI, increment que estava relacionat amb la concentració i mobilitat
espermàtica del progenitor (Bonduelle et al., 2002a). La freqüència de cariotips anormals és del
3%: l’1.6% són anomalies de novo i l’1.4% són heretades. Aquest percentatge d’anomalies
heretades s’explica si tenim en compte que estudis citogenètics en sang perifèrica han demostrat
un increment de la freqüència d’anomalies cromosòmiques en els pacients candidats a ICSI
(Meschede et al., 1998).

Els primers treballs de seguiment de nens nascuts procedents d’ICSI no van trobar un augment
 en les anomalies congènites (Bonduelle et al., 1995; 1996), tot i que, poc després, alguns autors
van presentar un percentatge més elevat (Aytoz et al., 1998, Ludwig i Katalinic, 2002). Sembla
ser que aquest increment s’observa si el comparem amb la població general, però no si el
comparem amb els nens nascuts mitjançant la FIV convencional (Bergh et al., 1999; Hansen et
al., 2000; Ludwig i Diedrich, 2002). Bonduelle et al., (2002b) comparen 2889 nens d’ICSI amb
2995 nens de FIV i no troben diferències en el seguiment mèdic. Fent un seguiment a llarg termini
a l’edat de 5 anys, tampoc troben diferències al comparar un grup  amb 266 nens procedents
d’embarassos espontanis (Bonduelle et al., 2004).

Recentment, la mateixa autora ha presentat el seguiment de més de 1500 nens (540 nens d’ICSI,
437 de FIV i 538 d’embaràs espontani) també als 5 anys i troba un increment en les malformacions
menors, tant en els nens d’ICSI com en els de FIV, respecte als de concepció natural, i aquest
increment és més gran quan els nens tenen 5 anys. També observa un augment de les malformacions
majors degut a un increment dels defectes de l’aparell urogenital en el grup de nens respecte al
de nenes d’ICSI i respecte al grup control. De nou indicaria un efecte causat per factors paterns
genètics i no per la tècnica en si mateixa (Bonduelle et al. 2005).

Alguns autors han estudiat l’evolució de l’embaràs i dels nens nascuts en funció de l’origen dels
espermatozoides utilitzats per a la ICSI (ejaculat, epidídim o testicular) i de la seva qualitat. Aytoz
et al. (1998) presenten una mortalitat intrauterina més gran quan la mostra de semen és de baixa
qualitat. En canvi, la majoria dels autors no troben diferències en funció de la qualitat de la mostra
ni de l’origen dels espermatozoides (Wennerholm et al., 2000b; Ludwig i Katalinic, 2003). Bonduelle
et al. (2002a) únicament troben diferències en les malformacions dels nens quan el percentatge
d’espermatozoides mòbils és inferior al 50%, i amb un estudi posterior no troben relació entre
l’oligozoospèrmia i les malformacions majors ni menors (Boundelle et al., 2005).

La discordància entre els estudis dels diversos autors s’explica perquè és difícil fer un seguiment
homogeni durant molts anys d’un número elevat de nens, sobretot dels grups control. Sovint la
metodologia no és la mateixa i els grups no són comparables. És necessari fer estudis multicèntrics
per estudiar grups grans, i això fa que, quant a la descripció de les diferents malformacions, hi
pugui haver diferències entre pediatres, o fins i tot en altres aspectes que poden produir un biaix,
com ara l’entorn sociocultural del nen. Aquest és un debat encara per resoldre que necessitarà
del seguiment d’aquests nens durant més anys.



És important tenir en compte, a l’hora d’analitzar les dades, que moltes de les complicacions
obstètriques i perinatals són derivades dels embarassos múltiples (prematuritat, baix pes, mortalitat
perinatal, etc.). Aquestes complicacions no es poden adjudicar a la ICSI o a la FIV per se, sinó
a la transferència de massa embrions que incrementa el risc d’embaràs múltiple i de les seves
conseqüències (Bergh et al., 1999; Bonduelle et al., 2005).

1.3.2 Diagnòstic genètic preimplantacional (DGP)

El DGP es va introduir a principis dels anys 90, per evitar haver d’interrompre embarassos de
fetus afectats per determinats defectes genètics en parelles d’elevat risc genètic. A partir de
l’anàlisi d’una sola cèl·lula d’un embrió es pot diagnosticar si és portador d’una determinada
malaltia genètica o d’una anomalia cromosòmica i, d’aquesta manera, es poden seleccionar
quins son els embrions aptes per a la transferència.

La primera aplicació del DGP va ser per a la selecció d’embrions mitjançant sexat en pacients
portadores de malalties lligades al cromosoma X (Handyside et al., 1990). Es va seleccionar els
embrions mitjançant la reacció en cadena de la polimerasa (PCR) de seqüències del cromosoma
Y i es va aconseguir gestacions amb la transferència d’embrions femenins.

Des de llavors, el DGP mitjançant la PCR, s’ha utilitzat també per al diagnòstic de malalties
monogèniques (Sermon et al., 2005). Poc després, la hibridació in situ fluorescent (FISH) es va
implantar com a mètode d’elecció per el DGP per sexat d’embrions (Griffin et al., 1992) i per
altres casos d’alt risc genètic com la detecció d’anomalies numèriques o estructurals (Munné
et al., 2000).

Un segon grup d’indicacions del DGP comprèn aquells casos que, sense tenir un alt risc genètic,
poden beneficiar-se del DGP per millorar els resultats de la FIV. Es tracta de l’anomenat DGP
per screening d’aneuploïdies (DGP-AS) en pacients de mal pronòstic. Actualment s’està fent un
cribatge d’aneuploïdies per a un màxim de 9 cromosomes diferents en els embrions de determinats
grups de pacients.  Poden ser candidates al DGP-AS les pacients avortadores de repetició (Vidal
et al., 1998; Rubio et al., 2003), les dones d’edat avançada (Gianaroli et al., 1999; Munné et al.
1999, Kuliev et al., 2002), o les que presenten fallades d’implantació (Gianaroli et al., 2001). Tot
i que, en alguns casos, els resultats sobre la veritable utilitat de la tècnica continuen generant
controvèrsia (Munné et al., 2003; Staessen et al., 2004, Gianaroli et al., 2005).

De fet, el DGP-AS ha esdevingut l’aplicació més estesa de DGP degut al gran potencial de grups
de pacients que es poden beneficiar de la tècnica (Sermon et al., 2004).

1.3.2.1 Diagnòstic genètic preimplantacional per esterilitat de causa masculina

En els últims anys, alguns autors han suggerit realitzar DGP a les parelles amb factor masculí
greu. S’han publicat resultats de DGP en pacients amb la síndrome de Klinefelter (Staessen et
al., 1996; Reubinoff et al., 1998; Kahraman et al., 2003; Staessen et al., 2003) i en pacients amb
mosaïcismes per als cromosomes sexuals (Magli et al., 2002).
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Staessen et al. (2003) presenten els resultats de 32 cicles de DGP en pacients amb la síndrome
de Klinefelter (47,XXY) i 88 cicles de DGP per selecció de sexe com a grup control. El percentatge
d’embrions anormals (46%) és significativament diferent al del grup control (22.8%). Kahraman
et al. (2003) mostren un percentatge similar d’embrions anormals (39.1%) en 8 cicles de DGP
també en pacients 47,XXY. És més elevat el percentatge d’embrions anormals observat per Magli
et al. (2002)(63%) que diagnostiquen 295 embrions de parelles amb mosaïcismes dels gonosomes.
Aquest percentatge baixa fins al 53% quan és l’home el que presenta el mosaïcisme, enfront
d’un 67% quan és la dona.

Pel que fa a la incidència d’aneuploides per als cromosomes X i Y, Staessen et al. (2003) les
observen en un 13.2% dels embrions de pacients amb la síndrome de Klinefelter, mentre que
Magli et al. (2002) presenten una incidència més baixa (3.7%) en pacients amb mosaïcismes per
aquests cromosomes.

Altres autors han proposat també utilitzar el DGP en casos en què s’ha de recórrer a espermatozoides
testiculars (TESE) o d’epidídim (MESE) per tal de dur a terme la ICSI (Gianaroli et al., 2002; Silber
et al., 2003), evidenciant elevats percentatges d’embrions anormals i mosaics. Kahraman et al.
(2004) també presenten una incidència elevada d’embrions anormals (37-46%) quan apliquen
el DGP en casos de teratozoospèrmia total.

Els pacients que presenten anomalies meiòtiques també es podrien beneficiar del DGP-AS. Són
pacients que produeixen un percentatge elevat d’espermatozoides anormals i que produiran un
nombre més elevat d’embrions amb anomalies cromosòmiques. Estaria indicat analitzar aquests
embrions mitjançant una biòpsia embrionària i transferir únicament els embrions cromosòmicament
normals per intentar augmentar les possibilitats d’embaràs i disminuir el risc d’avortament.
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Els objectius que es van plantejar en aquest treball són els següents:

1. Analitzar la freqüència d’anomalies cromosòmiques, mitjançant hibridació in situ fluorescent
(FISH), en els espermatozoides de pacients amb astenozoospèrmia  i oligoastenozoospèrmia.

2. Valorar el resultat clínic dels cicles de FIV-ICSI en pacients amb oligoastenozoospèrmia greu
en funció de les anomalies meiòtiques que presenten.

3. Analitzar la incidència d’anomalies cromosòmiques en embrions procedents de pacients amb
anomalies en la meiosi masculina.

4. Avaluar la contribució del DGP a la millora dels resultats dels cicles de FIV-ICSI en pacients
amb alteracions de la meiosi masculina.
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3.1 Població estudiada

La població estudiada correspon a sèries seleccionades de parelles estèrils que van dur a terme
un o més cicles de fecundació in vitro (FIV) per factor masculí en el Servei de Medicina de la
Reproducció de l’Institut Universitari Dexeus durant el període 1998-2003.

Tots els pacients van firmar consentiments informats de les diferents tècniques a què van ser
sotmesos.

3.2 Estudi del pacient estèril

3.2.1 Seminograma

Les mostres de semen van ser recollides per masturbació en un pot estèril, després de 3-5 dies
d’abstinència ejaculatòria. Tots els seminogrames van ser realitzats mitjançant la metodologia
de fotografia per exposició múltiple descrita per Makler (1978), que determinen els paràmetres
espermàtics següents: concentració espermàtica, mobilitat espermàtica, velocitat mitjana,
distància efectiva mitjana i índex de direccionalitat.

3.2.2 Cariotip

Es va realitzar un cariotip en sang perifèrica a tots els pacients inclosos al estudi.

3.2.3 Biòpsia testicular i estudi de la meiosi

Es va realitzar una biòpsia diagnòstica testicular unilateral sota anestèsia local a tots els pacients
inclosos en els estudis corresponents als articles 2 i 3, i als pacients de l’article 1 en els quals
estava indicat segons el protocol d’estudi de l’esterilitat masculina de l’Institut Universitari Dexeus
(Vendrell et al., 1999).

El material testicular es va recollir en solució isotònica (0.9% Na Cl) i es va processar segons
Egozcue et al., (1983), basant-se en la tècnica d’Evans et al.(1964).

Es van avaluar els estadis meiòtics, el recompte de quiasmes i la caracterització meiòtica segons
els criteris estàndard (revisats per Hultén et al., 2001 i Egozcue et al., 2000), i les anomalies
meiòtiques es classificaren segons Templado et al., (1981). Totes les preparacions van ser
analitzades per dos observadors.

3.2.4 Hibridació in situ fluorescent (FISH) en espermatozoides

Les mostres de semen van ser preparades mitjançant gradients de densitat (PureSperm; IVF
Science AB, Göteborg)(Ord et al., 1990). Es van fixar els pellets amb metanol: àcid acètic (3:1) i
es van processar per la FISH. Els detalls de fixació, descondensació nuclear i FISH van ser
descrits per Vidal et al. (1993).
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Per dur a terme la FISH es van utilitzar sondes centromèriques per al cromosoma X (Xp11.1-
q11.1, Spectrum Green), Y (Yp11.1-q11.1, Spectrum Orange) i 18 (18p11.1-q11.1, Spectrum
Aqua) (AneuVysion Assay, Vysis, Inc.). La valoració s’ha fet segons criteris descrits per Blanco
et al. (1996).

3.3 Cicle de fecundació in vitro (FIV)

3.3.1 Inducció de l’ovulació i punció fol·licular

Les pacients van rebre agonistes de l’hormona alliberadora de gonadotrofines (GnRH) en
combinació amb gonadotrofina menopàusica humana (HMG) i/o hormona fol·licle estimulant
(FSH) en dosis variables com a tractament inductor de l’ovulació (Barri, 1993). Les dosis hormonals
es van ajustar individualment d’acord amb la resposta ovulatòria de la pacient, que va ser
monitoritzada mitjançant analítiques hormonals i ecografies transvaginals.

Es van recuperar els oòcits mitjançant punció transvaginal ecoguiada 36 hores després de
l’administració d’HCG, seguint el protocol del nostre centre (Carreras et al., 1994).

3.3.2 Preparació de mostres de semen

Totes les mostres de semen es van preparar utilitzant gradients discontinus (Pure Sperm; Nidacon,
Göteborg, Suècia)(Ord et al., 1990), ajustant el volum de gradient  i el temps de centrifugació a
les característiques de cada mostra.

3.3.3 Microinjecció intracitoplasmàtica (ICSI)

Els oòcits recuperats van ser denudats de les cèl·lules del cumulus oophorus i de la corona
radiata enzimàticament  mitjançant una solució de 80 UI d’hialuronidasa (Hyase; Vitrolife, Göteborg,
Suècia). Es van microinjectar únicament els oòcits en metafase II. Per a la microinjecció, s’aspira
un espermatozoide morfològicament normal prèviament immobilitzat en polivinilpirrolidona (PVP)
amb una pipeta d’injecció. Es subjecta l’oòcit mitjançant una pipeta de succió o holding. Es
passa la pipeta d’injecció a través de la zona pel·lúcida i de la membrana de l’oòcit, i es diposita
l’espermatozoide en el citoplasma després d’haver comprovat el trencament de la membrana
amb una lleu aspiració (Calderón et al., 1995).

3.3.4 Cultiu i transferència embrionària

Entre 16 i 20 hores després de la ICSI (dia 1), es va valorar la presència dels signes de fecundació,
dos pronuclis i dos corpuscles polars. Al dia següent (dia 2), es va valorar el desenvolupament
embrionari i es van transferir de 1 a 3 embrions, en funció de l’edat de la pacient i de la qualitat
embrionària. La transferència es va dur a terme sota control ecogràfic, segons el protocol habitual
del nostre laboratori (Coroleu et al., 2000).



Els embrions restants que presentaven un bon ritme de divisió i un percentatge de fragmentació
per sota del 30% van ser criopreservats en dia 3 de desenvolupament, segons el protocol de
Lassalle et al. (1985).

3.3.5 Fase lútia

El suport de la fase lútia es va dur a terme amb progesterona vaginal 600 mg/dia (Utrogestan;
Seid, Barcelona, Espanya) durant 10 dies, o amb hCG 2500 UI (Profasi, Serono, Madrid, Espanya)
els dies 2, 4 i 6 després de la punció fol·licular.

Es va determinar la concentració de ßhCG sèrica els dies 12 i 21 després de la transferència i
es va confirmar l’embaràs mitjançant una ecografia a les 6 setmanes d’amenorrea per detectar
sac gestacional i batec fetal.

3.4 Protocol de DGP

3.4.1 Biòpsia embrionària i fixació

En tots els casos en que es va fer DGP, les biòpsies embrionàries es van realitzar en dia 3. Cada
embrió es va manipular individualment en medi EB (Vitrolife, Göteborg, Suècia) sota oli mineral
(Ovoil; Vitrolife, Göteborg, Suècia). Es va perforar la zona pel·lúcida (diàmetre 25µ aproximadament)
mitjançant un sistema làser (Fertilase, Octax MTG) (Boada et al., 1998). Es van aspirar un o dos
blastòmers de cada embrió (Parriego et al., 2003) mitjançant una pipeta de vidre (Humagen;
Charlottesville, USA) i es van fixar sobre un portaobjectes segons el mètode de Tarkowski (1966)
lleugerament modificat (Santaló et al., 1986).

3.4.2 Hibridació in situ de fluorescència (FISH)

Els blastòmers fixats van ser processats per cribatge d’aneuploïdies. En la primera ronda
d’hibridació es van utilitzar sondes específiques per la valoració dels cromosomes 13 (LSI 13,
13q14, locus RB1, Spectrum Red), 16 (CEP 16, locus D16Z3, Spectrum Aqua), 18 (CEP 18, locus
D18Z1, Spectrum Blue), 21 (LSI 21, 21q22.13-21q22.2, loci D21S259, D21S341, D21S342,
Spectrum Green) i 22 (LSI 22, 22q11.2, locus bcr, Spectrum Gold) (MultiVysion PB Multi-color
Probe Panel, Vysis Inc.) En la segona ronda de FISH es van aplicar sondes específiques per als
cromosomes X (CEP X, locus DXZ1, Spectrum Orange) i Y (CEP Y, locus DYZ1, Spectrum Aqua)
(Vysis Inc). El protocol de FISH i els criteris de valoració utilitzats han estat adaptats dels descrits
per Vidal et al. (1998), d’acord amb les sondes de DNA utilitzades.

3.4.3 Cultiu i transferència embrionària

Els embrions es van mantenir en cultiu fins al dia 5, en què es van transferir un màxim de dos
embrions diagnosticats com a cromosòmicament normals per a les sondes estudiades. Els
embrions normals supernumeraris van ser criopreservats en estadi de blastòcit (Menezo i Veiga,
1997).

El suport de la fase lútia i el diagnòstic de l’embaràs van ser els mateixos que en l’apartat 3.3.5.
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 3.5 Anàlisi estadística

S’ha utilitzat el test de la chi-quadrat per a l’estudi comparatiu entre grups en el treball d’anomalies
cromosòmiques en espermatozoides, i per comparar les taxes de fecundació, embaràs, implantació
i avortament segons el patró meiòtic.

Els resultats relatius a taxes d’embaràs, implantació i avortament en cicles de DGP es van avaluar
mitjançant el test de la F de Fisher.

En tots els casos es va utilitzar el programa SPSS (SPSS, Inc, Chicago, Estats Units), amb un
nivell de significació inferior a 0.05.
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4.1 Freqüència d’anomalies cromosòmiques en espermatozoides de pacients estèrils

L’objectiu de l’article 1 va ser avaluar la freqüència d’anomalies cromosòmiques en els
espermatozoides de pacients amb astenozoospèrmia (AS) i amb oligoastenozoospèrmia (OAT).
Es va analitzar el percentatge d’espermatozoides portadors dels cromosomes X i Y, de disomies
per als cromosomes sexuals, de disomies per al cromosoma 18 i d’espermatozoides diploides

Es van analitzar 9373 espermatozoides de 19 pacients estèrils (14 amb oligoastenoteratozoospèrmia
(OAT) i 5 amb astenozoospèrmia (AS)) mitjançant FISH amb sondes centromèriques de DNA per
aquests tres cromosomes. Els resultats es van comparar amb un grup control format per 5
donants amb cariotip i paràmetres seminals normals, dels quals es van analitzar més de 50.000
espermatozoides (Blanco et al., 1997). Es va observar una alta variabilitat en la incidència
d’aneuploïdies entre individus que no estava relacionada amb els paràmetres espermàtics. Els
resultats de cada pacient individualment, així com els paràmetres seminals més importants, es
presenten a la taula 3.

Taula 3. Paràmetres espermàtics i incidència d’aneuploïdies dels cromosomes 18, X i Y i de
diploïdies en els espermatozoides de 19 pacients estèrils..

Pac. Edat Diag. Cont.* Mòb.* Progr.* Hapl.X Hapl.Y Dis.Sex. Dis.18 Dipl. Altres** Total

1 34 OAT 0.4 0.2 0 100 97 2 - 4 3 206

2 32 OAT 0.02 0.01 0 91 99 2 - 3† 3 198

3 35 OAT 3.1 0.3 0 313 292 9† 1 35† 6 656

4 48 OAT 1.9 0.3 0.17 116 109 3 - 3† 2 233

5 40 OAT 11.8 0.2 0 495 480 4 - 8† 8 995

6 37 OAT 1.1 0.3 0.13 170 147 1 - 1 - 319

7 37 OAT 8.0 2.0 0 110 114 3 - - - 227

8 40 OAT 2.0 0.2 0.03 226 218 3 - 1 2 450

9 33 OAT 6.4 2.8 1.14 220 229 1 - - - 450

10‡ 37 OAT 1.36 0.16 0 205 198 1 1 1 6 412

11‡ 37 OAT 0.7 0.3 0.05 230 274 2 - - 7 513

12‡ 33 OAT 4 0.69 0.24 534 502 5 2 13† 14 1070

13‡ 34 OAT 0.03 0.02 0 172 104 5† - 1 23 305

14‡ 28 OAT 0.93 0.03 0 249 222 1 - - 33 505

15 44 AS 19 0.9 0 463 470 3 - 7† 4 947

16 39 AS 20.7 0.9 0 525 518 2 - 6 9 1060

17 39 AS 82.0 10.0 0 189 189 2 - 1 - 381

18 43 AS 20.66 2.5 0.89 123 107 - - 1 - 231

19 37 AS 40.41 12.49 4.68 109 104 1 - 1 - 215

* espermatozoides x 106/ml
** espermatozoides no hibridats i nul·lisòmics
† p<0.05 (comparant amb controls)
‡ pacients amb anomalies meiòtiques
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L’avaluació dels resultats agrupats segons el diagnòstic seminològic (OAT o AS) i comparats
amb els del grup control es mostra a la taula 4.

Taula 4. Resultats de l’anàlisi de FISH en els espermatozoides de 14 pacients amb OAT i 5
pacients amb AS.

Control Grup OAT Grup AS

%  n (%)  p n (%) p

Haploides X 50.29 3231 (49.41) n.s. 1409 (49.72) n.s.

Haploides Y 48.99 3085 (47.18) n.s. 1388 (18.98) n.s.

Disomies sexuals 0.37 42 (0.64) <0.01 8 (0.28) n.s.

Disomia 18 0.09 4 (0.06) n.s. 0 (0) n.s.

Diploides 0.25 70 (1.07) <0.01 16 (0.56) <0.01

Altres 0 107 (1.64) 13 (0.46)

Total 6539 2834

n.s.: no significatiu

No s’observen diferències significatives en el percentatge d’espermatozoides haploides per al
cromosoma X (49.41% i 49.72%) i per al cromosoma Y (47.18% i 48.98%) en cap dels dos grups
respecte al grup control (50.29% i 48.99%). La sex-ratio es manté dins de la proporció 1:1
esperada. Tampoc es troba un increment en la incidència d’espermatozoides disòmics pel
cromosoma 18. S’observen diferències estadísticament significatives en la freqüència
d’espermatozoides amb disomies per als cromosomes sexuals en el grup de pacients amb OAT
(0.64% versus 0’37%; p<0.01). El percentatge d’espermatozoides diploides és significativament
superior al del grup control (0.25%), tant en el grup de pacients que presenten OAT (1.07%) com
en el grup de pacients amb AS (0.56%)(p<0.01).

Taula 5. Resultats de l’anàlisi de FISH en espermatozoides de 5 pacients amb anomalies
meiòtiques.

Control Anomalies meiòtiques

%  n (%)  p 

Haploides X 50.29 1390 (49.55) n.s.

Haploides Y 48.99 1300 (46.35) n.s.

Disomies sexuals 0.37 14 (0.50) n.s.

Disomia 18 0.09 3 (0.11) n.s.

Diploides 0.25 15 (0.53) <0.01

Altres 0 83 (2.96)

Total 2805

n.s.: no significatiu



Si considerem tan sols els pacients que presenten alteracions de la meiosi (n=5), només difereix
el percentatge d’espermatozoides diploides si el comparem amb el grup control (0.53% versus
0.25%; p<0.01). Les dades es mostren a la taula 5.

4.2 Relació entre les anomalies meiòtiques dels pacients amb oligoastenozoospèrmia greu
i els resultats dels cicles de FIV-ICSI

En l’article 2 es van analitzar retrospectivament els resultats de 224 cicles de FIV-ICSI per factor
masculí greu realitzats en 137 parelles. Tots els pacients presentaven OAT (<1.5 x 106

espermatozoides mòbils/ ml) i tots ells havien estat sotmesos a una biòpsia testicular amb estudi
de la meiosi. Aquests pacients es van classificar en tres grups en funció del resultat de l’estudi
meiòtic: grup A: meiosi normal; grup B: bloqueig parcial de la meiosi; grup C: anomalies sinàptiques.

A la taula 6 es presenten les característiques generals de les parelles i dels cicles de FIV-ICSI
en funció del patró meiòtic.

Els grups són comparables quant a l’edat mitjana d’ambdós membres de la parella, els nivells
d’estradiol en el dia de l’administració de l’hCG i quant a la mitjana d’oòcits recuperats i
microinjectats. La mitjana de concentració d’espermatozoides en el grup de meiosi normal va
ser significativament superior a la del grup de bloqueig meiòtic (4.6x106 versus. 1.2x 106 sptz./ml;
p<0.001). La concentració d’espermatozoides mòbils totals també va ser diferent en els dos
grups (0.8x106 i 0.38x106: p<0.01). No es van trobar diferències en els paràmetres seminals entre
el grup de meiosi normal i el d’anomalies sinàptiques, ni entre el grup de bloqueig meiòtic i el
d’anomalies sinàptiques.

Taula 6. Característiques generals dels cicles de FIV-ICSI en relació amb el patró meiòtic.

Grup A Grup B Grup C
Meiosi Bloqueig Anomalies 
normal meiòtic sinàptiques

Nº pacients 93 35 9

Nº cicles 158 51 15

Edat mitjana 34.7 35.2 34

Nº espermatozoides X106/ml. 4.6a 1.2a 2.6

Mobilitat total x 106/ml. 0.85b 0.38b 0.8

Edat mitjana 33.6 33.1 32.9

E2 (dia hCG)(pg/ml) 1822 1753 1910

X oòcits recuperats 13.3 14.2 12.8

X oòcits microinjectats 10.1 11.1  11.1

a P<0.001; b P<0.01
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Els detalls relatius a l’evolució dels cicles, és a dir, les taxes de fecundació, el nombre d’embrions
transferits, les taxes d’embaràs i l’evolució dels embarassos, es mostren a la taula 7.

Taula 7. Resultats dels 224 cicles de FIV-ICSI en relació amb el patró meiòtic.

Grup A Grup B Grup C
Meiosi Bloqueig Anomalies
normal meiòtic sinàptiques

Nº cicles 158 51 15

Nº puncions fol·liculars 158 51 15

Nº oòcits 2PN (%) 1099/1592 (69) 377/568 (66.4) 119/167 (71.3)

Nº embrions transferits (X) 433 (2.7) 144 (2.8) 43 (2.9)

Nº transferències 158 51 15

Embarassos (%) 55 (34.8) 23 (45.1) 6 (40.0)

Ectòpics (%) 2 (3.6) 0 0

Avortaments (%) 2 (3.6) 3 (13) 0

Naixements (%) 51 (92.7) 20 (87.0) 6 (100)

Taxa d’implantació (%) 19.6 (85/433) 25 (36/144) 18.6 (8/43)

Les taxes de fecundació van ser molt similars en els tres grups (69%, 66.4% i 71.3% en els grups
A, B i C respectivament). També van ser molt semblants les mitjanes d’embrions transferits (2.7,
2.8 i 2.9).  La taxa d’embaràs en el grup de meiosi normal va ser inferior (34.8%) a les dels grups
amb anomalies de la meiosi (45.1% i 40%  en els grups de bloqueig meiòtic i d’anomaliessinàptiques
respectivament). Tot i això, les diferències no són estadísticament significatives. Igualment, no
són estadísticament diferents les taxes d’avortament, d’embaràs ectòpic, ni d’implantació entre
el grup A i cada un dels grups B i C. Tampoc es troben diferències si es comparen els dos grups
amb anomalies meiòtiques entre si.

4.3 Diagnòstic genètic preimplantacional (DGP) en pacients amb meiosi alterada

Tot i que en l’article 2 es va evidenciar que no hi havia un efecte important de les alteracions
meiòtiques en els resultats del cicles de FIV-ICSI, ens vam plantejar si el DGP podia ser útil per
millorar els resultats en aquest grup de pacients. L’objectiu de l’article 3 va ser comparar els 66
cicles realitzats per als 44 pacients amb anomalies meiòtiques de l’estudi anterior amb un grup
de 25 parelles que havien dut a terme 27 cicles de DGP per alteracions de la meiosi. En tots els
pacients del grup de DGP el resultat de l’estudi meiòtic va indicar la presència de desinapsi d’un
nombre variable de bivalents. Les característiques generals i l’evolució clínica d’aquests cicles
es presenten a la taula 8.



Taula 8. Característiques i evolució dels cicles d’ICSI amb i sense DGP en pacients amb alteracions
de la meiosi.

Anomalies meiòtiques       Anomalies meiòtiques
amb DGP sense DGP

Nº parelles 25 44
Nº cicles 27 66
Mitjana edat 34.6 (28-51) 34.9 (21-59)
Mitjana edat 31.5 (24-39) 33.1 (20-41)
X oòcits recuperats (Nº) 19.2 (519) 13.9 (916)
X oòcits microinjectats (Nº) 14.6 (393) 11.1 (735)
X oòcits 2PN (Nº; %) 10.9 (293; 74.5) 7.5 (496; 67.5)
Nº tranferències 25 66
X embrions transferits 2.1 2.8
Nº embarassos 13 29
Taxa d’embaràs/cicle 48.1% 43.9%
Taxa d’embaràs/transfer 52.0% 43.9%
Taxa d’implantació 32.1% 23.5%
Taxa d’avortament 15.4% 10.3%

En el total de 27 cicles de DGP es van biopsiar 250 embrions, dels quals es va poder analitzar
un 73.2%. No es va aconseguir diagnòstic de 23 embrions (12.7%), normalment a causa de
resultats no informatius per algun dels cromosomes analitzats. Dels 160 embrions diagnosticats
(87.4%), 68 embrions resultaren anormals (42.5%). Els detalls dels resultats obtinguts es mostren
a la taula 9.

Taula 9.  Resultats de l’anàlisi dels embrions.

Nº cicles 27

Nº embrions biopsiats (%) 250

Nº embrions analitzats (%) 183 (73.2)

Nº embrions diagnosticats (%) 160 (87.4)

Nº embrions normals (%) 92 (57.5)

Nº embrions anormals (%) 68 (42.5)

Nº embrions sense diagnòstic (%) 23 (12.6)

Les anomalies observades en aquests embrions es presenten a la taula 10 i a la figura 2. A la
figura 3 s’exposen les freqüències d’aquestes anomalies.
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Taula 10. Anomalies trobades en els 68 embrions anormals mitjançant DGP.

Anomalies nº embrions

Embrions haploides 5

Embrions poliploides 4

Cromosoma 13: Monosomies 1

                            Trisomies 4

Cromosoma 16: Nul·lisomies 1

                            Monosomies 2

Cromosoma 18: Nul·lisomies 1

                            Monosomies 4

                            Trisomies 10

                            Tetrasomies 1

Cromosoma 21: Monosomies 3

                            Trisomies 3

Cromosoma 22: Trisomies 2

Cromosoma X: Monosomies 3

                           Trisomies 2

                           Tetrasomies                           1

Cromosoma Y: Disomies 3

Embrions mosaics 6

Aneuploïdies combinades 12

Cal destacar que en 6 embrions es van observar resultats discordants en analitzar dos blastòmers
del mateix embrió (mosaics), i es van trobar anomalies que afectaven a més d’un cromosoma
en 12 embrions analitzats (aneuploïdies combinades).

La incidència d’aneuploïdia més alta va ser la del cromosoma 18, seguida per la del cromosoma
21 (8.1%). Les trisomies van ser el tipus d’anomalia més freqüent (25%).



Figura 2. Anomalies cromosòmiques trobades en els 68 embrions anormals.
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Figura 3. Freqüències de les anomalies cromosòmiques dels embrions anormals (algunes
anomalies es van trobar en el mateix embrió).

Tot i haver seleccionat els embrions cromosòmicament normals per a la transferència i haver
aconseguit unes taxes d’embaràs per cicle i per transferència i una taxa d’implantació més altes
en el grup de DGP (48.1%, 52% i 32.1%) que en el grup sense DGP (43.9%, 43.9% i 23.5% ),
les diferències no són estadísticament significatives. No es van trobar diferències entre els dos
grups a cap dels paràmetres estudiats.
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Autors: Begoña Aran, Francesca Vidal, Josep Mª Vendrell, Ferran García, Susana Egozcue, Josep
Egozcue, Pere N. Barri i Anna Veiga.

Revista científica: Fertility and Sterility.

Cita bibliogràfica: Any 2003, volum 80, pàgines 91-95.

Índex d’impacte (Journal Citation Reports, 2004): 3,170.
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5.3 Article 3

Títol: "Preimplantation genetic diagnosis in patients with male meiotic abnormalities"

Autors: Begoña Aran, Anna Veiga, Francesca Vidal, Mònica Parriego, Josep Mª Vendrell, Josep
Santaló, Josep Egozcue i Pere N. Barri.

Revista científica: Reproductive BioMedicine Online.

Cita bibliogràfica: Any 2004, volum 8, pàgines 470-476.

Índex d’impacte (Journal Citation Reports, 2004): pendent d’avaluar.
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6.1 Anomalies cromosòmiques en els espermatozoides de pacients amb factor masculí

La majoria dels estudis de FISH en espermatozoides que s’han publicat coincideixen amb el nostre
ja que presenten freqüències d’aneuploïdies més altes en els espermatozoides de pacients estèrils
que en els d’individus control (Moosani et al., 1995; Pfeffer et al., 1999; Pang et al., 1999; Vegetti et
al., 2000; Ushijama et al., 2000; Calogero et al., 2001a; Rubio et al., 2001). Tot i això, alguns autors
no han trobat aquestes diferències en les seves sèries. Miharu et al. (1994) no observen cap augment
en la incidència de diploïdies i de disomies per als cromosomes analitzats en els seus pacients, però
la seva sèrie inclou tant pacients oligozoospèrmics com pacients amb esterilitat de causa desconeguda.
Tampoc Guttenbach et al. (1997) troben diferències en un estudi en el qual s’inclouen tant pacients
oligozoospèrmics com astenozoospèrmics i oligoastenozoospèrmics, amb i sense teratozoospèrmia,
malgrat que només dos pacients presenten astenozoospèrmia sense oligozoospèrmia.

La freqüència de disomia del cromosoma 18 observada en els pacients del nostre estudi (0.04%) no
va ser estadísticament diferent de la del grup control (0.09%), comparable a l’observada per Spriggs
et al.(1995) (0.11%). Ushijama et al. (2000) tampoc troben diferències en un grup de pacients amb
OAT respecte del control, però presenta una incidència més alta que la nostra en els dos grups
(0.12% i 0.13% respectivament). En tres estudis s’observa una gran variabilitat en la disomia pel
cromosoma 18 entre pacients (Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000 i Calogero et al., 2001a), fet que
podria explicar que les diferències entre pacients i controls siguin estadísticament significatives en
aquestes sèries.

Quant als cromosomes sexuals, en el nostre treball les freqüències d’espermatozoides portadors del
cromosoma X (50.3%) i del cromosoma Y (49%)  van ser comparables a les del grup control (49.5%
i 47.3% respectivament). La proporció X:Y no va ser diferent de la proporció 1:1 esperada, proporció
que es manté en pràcticament tots els estudis publicats de FISH en espermatozoides. S’observen
diferències en la incidència de disomies per als cromosomes sexuals respecte del control (0.37%)
en el grup de pacients amb OA (0.64%), però no en els pacients amb AS (0.28%). Altres autors han
trobat diferències en la disomia dels cromosomes sexuals entre pacients i controls (Moosani et al.,
1995; Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000; Ushijima et al., 2000; Calogero et al., 2001a). Destaca
un pacient estudiat per In’t Veld et al.(1997) amb el 93% dels espermatozoides amb una dotació 24,
XY. Miharu et al., (1994) i Guttenbach et al. (1997) presenten de nou freqüències de disomies per als
cromosomes sexuals similars en els grups de pacients i controls. Com ja s’ha comentat, aquests
autors presenten grups de pacients no homogenis que són poc comparables amb els del nostre
estudi, i aquesta heterogeneïtat pot ser la causa dels resultats descrits.

L’increment en la freqüència de disomia dels cromosomes sexuals en pacients amb OAT podria estar
relacionat amb l’augment d’aneuploïdies dels cromosomes sexuals que alguns autors han observat
en els nens procedents de cicles d’ICSI (In’t Veld et al., 1995; Liebaers et al., 1995; Meschede et al.,
1997; Devroey i Van Steirteghem, 2004).

En el nostre estudi, la freqüència de disomia per als cromosomes sexuals és significativament superior
a la del cromosoma 18.  S’han descrit diferències en les disomies de determinats cromosomes, i és
evident que les diferències entre cromosomes es fan més patents en els estudis que apliquen sondes
per a un nombre de cromosomes més elevat (Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000; Calogero et al.,
2001a).
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L’estudi de les incidències de disomies en espermatozoides d’individus control han demostrat
que alguns cromosomes tenen més tendència que d’altres a la no-disjunció (Egozcue et al.,
1997). S’ha observat un augment en les disomies pel cromosoma 16 (Williams et al., 1993), pel
cromosoma 21 (Blanco et al., 1996; Spriggs et al., 1996) i per als cromosomes sexuals (Spriggs
et al., 1995; Martin et al., 1996; Vegetti et al., 2000; Calogero et al., 2001a). Aquest increment
d’algunes disomies ja s’havia descrit utilitzant el test d’hàmster (Martin et al., 1991) i el seu origen
s’ha relacionat amb una reducció en la recombinació en el cas del cromosoma 21 (Warren et al.,
1987) i a la ja esmentada presència d’un únic quiasma quasi terminal entre els cromosomes X i
Y (Hassold et al., 1991).

La producció d’espermatozoides diploides és l’anomalia cromosòmica més freqüent en els
pacients estèrils. Les nostres dades mostren un percentatge d’espermatozoides diploides
significativament més elevat que en el grup control (0.25%) en les tres poblacions estudiades,
tant en els pacients amb astenozoospèrmia (AS)(0.56%), com en el grup de pacients amb
anomalies meiòtiques (0.53%), i en el grup de oligoastenozoospèrmies (OA) (1.07%), on es va
trobar la incidència més alta. Aquestes dades són comparables a les presentades per la majoria
dels autors (In’t Veld et al.1997, Pang et al., 1999, Ushijima et al., 2000, Vegetti et al., 2000 i
Calogero et al., 2001a), però de nou les dades de Miharu et al. (1994) i Guttenbach et al. (1997)
discrepen de la resta d’autors. Miharu et al. (1994) mostren freqüències similars de diploïdies
entre homes fèrtils i infèrtils (0.23% i 0.18%, respectivament). Guttenbach et al. (1997) no troben
diferències en las taxes de diploïdies entre pacients i controls (0.1%-0.05%), però sí que les
troben en alguns pacients determinats si es comparen individualment (arribant fins a 1.6%).

La producció d’espermatozoides diploides pot estar relacionat amb alteracions del procés meiòtic.
L’origen d’aquests espermatozoides pot tenir relació amb la presència de mutacions en gens
específics de la meiosi o amb un ambient testicular anormal que poden afectar el procés i els
punts de control de la divisió meiòtica (Rieder et al., 1994; Egozcue et al., 2000; Egozcue et al.,
2005).

Les diferències entre els resultats dels diversos autors poden ser degudes a l’heterogeneïtat en
les causes d’esterilitat que presenten els pacients inclosos en algunes de les sèries comentades.
De fet, els resultats comparables els trobem en les sèries homogènies de pacients que presenten
OA (Pang et al., 1999; Ushijama et al., 2000), i els estudis a que presenten els resultats agrupats
en funció de la causa d’esterilitat mostren que és en el grup d’OA a on les diferències resulten
evidents (Bernardini et al., 2000; Rubio et al., 2001).

Una altra possible causa de la discrepància entre els diversos estudis podria ser, a més de les
diferències tècniques en els protocols de descondensació i en els criteris de valoració, la variabilitat
interindividual. En el nostre treball s’observa una alta variabilitat en la freqüència d’aneuploïdies
entre els diferents individus (Taula 3), circumstància que es repeteix en la majoria dels treballs
publicats i que fa que, en alguns casos, els resultats de les diferents sèries no siguin comparables.

Totes aquestes dades apunten al fet que, en general, hi ha una relació evident entre la concentració
espermàtica i les anomalies cromosòmiques en els espermatozoides. Fins i tot, alguns autors
han establert una correlació inversa entre la concentració espermàtica i la taxa d’aneuploïdies
per a alguns cromosomes (Vegetti et al., 2000; Calogero et al., 2001a; Martin et al., 2003; Pang



et al., 2005).  Aquest fet, juntament amb la variabilitat interindividual observada, justifica la
realització de l’estudi de FISH en els espermatozoides de pacients amb OA que permetrà conèixer
la freqüència d’aneuploïdies de cada individu i, per tant, oferir un consell reproductiu més acurat.

6.2 Resultats dels cicles de microinjecció intracitoplasmàtica (ICSI) en funció del patró
meiòtic en pacients amb oligoastenozoospèrmia (OA)

Els nostres resultats no mostren diferències estadísticament significatives quant a les taxes de
fecundació, embaràs, implantació i avortament entre els pacients que presenten OA i anomalies
meiòtiques i els que no les presenten, quan duen a terme un cicle de FIV-ICSI. En el grup de
pacients amb meiosi alterada s’observa una concentració i mobilitat espermàtica més baixa que
en el grup de pacients amb meiosi normal, però un cop aconseguida la fecundació mitjançant
la ICSI, les taxes d’embaràs i d’implantació són comparables a les dels pacients amb OA i meiosi
normal. Tot i que les diferències no són estadísticament significatives, el grup amb les taxes
d’embaràs i d’implantació més elevades va ser el de pacients que presentaven bloqueig meiòtic
(Taula 7).

Alguns autors han intentat relacionar els resultats dels cicles de FIV-ICSI i els paràmetres associats
amb la producció espermàtica. En els primers anys d’aplicació de la ICSI, Nagy et al. (1995) no
van trobar cap relació entre els resultats de la ICSI i els paràmetres espermàtics clàssics.
Únicament observaven resultats inferiors en els casos d’astenozoospèrmia total per la possibilitat
d’haver injectat espermatozoides morts.  Novero et al. (1997) van correlacionar els resultats de
la ICSI i els paràmetres espermàtics amb la FSH sèrica. Els autors no troben cap relació entre
els nivells de FSH i les taxes de fecundació, divisió, embaràs i implantació. Per altre banda,
Levron et al. (2001) troben un augment d’anomalies cromosòmiques dels espermatozoides en
pacients amb nivells de FSH elevats.

Colombero et al., (1999) presenten una incidència més elevada d’aneuploïdies en els espermatozoides
de pacients amb paràmetres espermàtics anormals en comparar-los amb un grup de pacients
normozoospèrmics, però aquestes anomalies no afecten els resultats dels cicles de FIV-ICSI
d’aquestes parelles.

Altres autors (Pfeffer et al., 1999; Pang et al., 1999; Rubio et al., 2001) descriuen taxes d’embaràs
i d’implantació més baixes en els cicles de FIV-ICSI en pacients que presenten una major
incidència d’anomalies cromosòmiques en els espermatozoides. Calogero et al. (2001b) no troben
diferències significatives en les taxes d’embaràs, però si que observen una menor taxa d’aneuploïdies
en els espermatozoides en el grup de parelles que van aconseguir l’embaràs respecte de les que
no l’aconseguiren, encara que les diferències no eren significatives. Tot i això, cap d’aquests
estudis considera el patró meiòtic dels pacients.

En un treball realitzat al nostre centre (Vendrell et al., 1999) en el què es va estudiar la meiosi de
103 pacients amb OA greu, es va observar un augment en el percentatge d’anomalies meiòtiques
en els pacients que presentaven concentracions espermàtiques més baixes i nivells de FSH
elevats. Quan la concentració era inferior a 0.5 x 106/ml, la incidència d’anomalies de la meiosi
va ser del 40%, mentre que, en el grup de pacients amb FSH superior a 10UI/l, la freqüència

06 · discussió general · pàgina 67



d’anomalies meiòtiques va ser del 54.8%. En un estudi posterior (Vendrell et al., 2003) es va
analitzar la divisió dels embrions procedents de pacients amb anomalies meiòtiques i de pacients
amb normozoospèrmia sotmesos a cicles de FIV-ICSI. En el grup de pacients amb anomalies
de la meiosi arribaven a l’estadi de 4 cèl·lules, un percentatge més petit que en el grup de
normozoospèrmics, i aquestes diferències es feien més evidents quan disminuïa la concentració
espermàtica. Hi ha un efecte sinèrgic entre els dos paràmetres, anomalies meiòtiques i baixa
concentració espermàtica, que influeix en el ritme de divisió embrionària. Aquest efecte no s’ha
analitzat en la nostra sèrie, però les nostres dades suggereixen que no és evident, ja que no
repercuteix en les taxes d’embaràs i d’implantació.

Malgrat que la majoria dels estudis no demostren una correlació evident entre els paràmetres
seminals i els resultats dels cicles d’ICSI, si els pacients amb alteracions meiòtiques produeixen
més espermatozoides cromosòmicament anormals, caldria pensar que probablement aquests
espermatozoides donaran lloc a un percentatge més elevat d’embrions amb anomalies
cromosòmiques. En aquests casos ens pot ser útil recórrer al DGP amb screening d’aneuploïdies
per seleccionar els embrions i intentar millorar les probabilitats d’embaràs i de naixements de
nadons sans.

6.3 Diagnòstic genètic preimplantacional (DGP) en pacients amb alteracions de la meiosi

6.3.1 Incidència d’embrions anormals

El nostre estudi és el primer en avaluar els resultats del DGP en pacients amb  anomalies
meiòtiques. A la bibliografia trobem altres estudis de DGP per factor masculí que no són totalment
comparables amb el nostre perquè estudien poblacions de pacients amb esterilitat masculina
en els quals no s’han dut a terme estudis meiòtics i són, algunes vegades, grups poc homogenis.

Les nostres dades mostren un elevat percentatge d’embrions anormals procedents de pacients
amb meiosi alterada (42.5%). S’han descrit percentatges més elevats d’embrions anormals en
utilitzar espermatozoides testiculars i d’epidídim (72% per Gianaroli et al. (2002) i 78% per Silber
et al. (2003)). També Gianaroli et al. (2000) presenten freqüències més altes que les del nostre
estudi (59%-72%) en parelles amb diferents causes d’esterilitat masculina. Altres sèries de DGP
per altres causes d’esterilitat masculina presenten resultats comparables als nostres, com la
presentada per Kahraman et al. (2002)(41.3%) en parelles amb factor masculí de diferents causes,
o quan analitza embrions procedents d’espermatozoides macrocefàlics o de mostres amb
teratozoospèrmia total (46.4% i 37.5%, respectivament) (Kahraman et al., 2004).

Quan s’estudien pacients amb la síndrome de Klinefelter també es descriuen percentatges
d’embrions anormals similars als de la nostra sèrie (39.1% i 46%, Kahraman et al., 2003 i Staessen
et al., 2003 respectivament), així com en pacients amb mosaïcismes dels cromosomes sexuals
(53%, Magli et al., 2002).

Si es comparen amb els resultats de DGP per altres indicacions, els percentatges d’embrions
anormals publicats en la bibliografia solen ser superiors als del nostre estudi. En pacients d’edat
avançada els percentatges descrits oscil·len entre el 60% i el 70% (Gianaroli et al., 2002; Munné



 et al., 2002; Staessen et al., 2004), similars als presentats en dones amb avortaments de repetició
(72% i 70.7%,  Gianaroli et al., 2000 i Rubio et al., 2003, respectivament).

Tot i que el percentatge d’embrions anormals observat en pacients amb meiosi masculina alterada
no és tan elevat com el presentat en altres indicacions de DGP, considerem que un 42.5% justifica
el DGP en aquest grup de pacients.

6.3.2 Freqüència d’aneuploïdies

Hi ha una gran variabilitat quant a quins són els cromosomes més implicats en les aneuploïdies
dels embrions segons els autors i les indicacions (Magli et al., 2002; Silber et al., 2003; Staessen
et al., 2003). Els més freqüentment implicats són els cromosomes 16, 18, 21 i 22.

L’aneuploïdia del cromosoma 18 va ser la més freqüent en el nostre grup de pacients (13.1%).
Aquest valor és superior als descrits quan s’ha dut a terme DGP per altres causes de factor
masculí (3.7%, 7.3% i 5%: Magli et al., 2002; Staessen et al., 2003 i Silber et al., 2003,
respectivament). En pacients amb avortaments de repetició, Rubio et al. (2003) presenten una
freqüència d’aneuploïdia per al cromosoma 18 similar a la nostra (10.1%), mentre que en pacients
d’edat avançada es descriuen freqüències molt més elevades (32-35%) (Gianaroli et al.,2002).

La segona aneuploïdia més freqüent en la nostra sèrie és la del cromosoma 21 (8.1%). Similar
a les descrites en pacients amb aneuploidïes dels cromosomes sexuals (6.1% i 11.6%, Magli
et al., 2002 i Staessen et al., 2003, respectivament), però superior a la presentada en casos en
què s’han utilitzat espermatozoides testiculars (3%)  (Silber et al. 2003). Aquesta dada podria
estar relacionada amb la tendència ja descrita del cromosoma 21 a presentar fenòmens de no-
disjunció (Blanco et al., 1996; Soares et al., 2001). En altres indicacions per al DGP es troben
freqüències d’aneuploïdia per al cromosoma 21 més elevades. La freqüència presentada en
dones d’edat avançada oscil·la entre el 29% i el 54% (Gianaroli et al., 2002), mentre que, en
cicles de DGP per avortaments de repetició, Rubio et al.(2003) presenten una incidència del
24.1%.

La incidència d’aneuploïdies dels cromosomes sexuals va ser del 6.2%. No és una freqüència
especialment elevada tenint en compte que pacients sotmesos a ICSI poden produir un elevat
nombre d’embrions amb anomalies dels cromosomes sexuals, tal com han descrit alguns autors
(Liebaers et al., 1995; In’t Veld et al., 1997, Devroey  i Van Steirteghem, 2004). Una altra dada que
faria esperar una incidència més elevada d’aneuploïdies dels cromosomes sexuals en els embrions
de la nostra sèrie és que gran part dels pacients inclosos en el nostre treball presentaven una
separació precoç dels cromosomes X i Y en l’estudi meiòtic, fet que podria comportar un
percentatge elevat d’espermatozoides amb aneuploïdies dels cromosomes sexuals i, per tant, un
elevat percentatge d’embrions anormals per aquests cromosomes. Fins i tot en altres indicacions
per al DGP es troben incidències més elevades d’aneuploïdies dels cromosomes sexuals: Rubio
et al. (2003) troben una incidència del 10.9% en pacients amb avortaments de repetició, i Gianaroli
et al. (2002) presenten unes freqüències del 27% al 36% en pacients d’edat avançada.

Els percentatges d’haploïdia (3.1%) i poliploïdia (2.5%) observats en la nostra sèrie són comparables
als descrits en altres sèries de DGP per factor masculí (Magli et al., 2002; Silber et al., 2003 i
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Staessen et al., 2003). També es presenten percentatges similars en sèries de DGP per a altres
indicacions. En pacients amb avortaments de repetició es presenta un 4.3% d’haploïdia i un 1.3%
de poliploïdia (Rubio et al. (2003), mentre que, en dones d’edat avançada, Staessen et al. (2004)
presenten un 2.1% d’embrions haploides i poliploides, Gianaroli et al. (2005) reporten un 3.1%
d’haploïdia i un 3.6% de poliploïdia en una sèrie de 1029 cicles de DGP per a diverses indicacions.

La majoria dels estudis descriuen percentatges d’embrions anormals i freqüències d’aneuploïdies
per als cromosomes analitzats superiors als de la nostra sèrie. Es tracta de grups diferents de
pacients amb altres indicacions per al DGP (altres causes d’esterilitat masculina, avortaments de
repetició o dones d’edat avançada), i podria ser que els pacients amb alteracions de la meiosi
presentessin aneuploidïes per a altres cromosomes diferents dels estudiats. S’hauria de considerar
la possibilitat que  alguns cromosomes estiguessin més especialment implicats que altres en les
aneuploidïes d’aquests pacients, per tal de determinar quines serien les sondes més apropiades
per realitzar un adequat screening d’aneuploidïes en pacients amb alteracions meiòtiques.

La incorporació de protocols com la multiplex-FISH (M-FISH) permet l’anàlisi de les preparacions
meiòtiques identificant cada un dels bivalents individualment en paquitè i en metafase I i cada
cromosoma en metafase II (Sarrate et al., 2004). Aquesta tècnica permetria saber si alguns
cromosomes estan més implicats que altres en les anomalies de la meiosi, en general o individualment
per a cada pacient, i, per tant, permetria fer un estudi personalitzat de FISH en espermatozoides
per confirmar si els cromosomes més implicats en les anomalies meiòtiques són també els més
freqüents en les aneuploidïes espermàtiques i ajustar quines sondes caldria aplicar en cada cas
quan es realitzi un cicle de DGP-AS.

6.3.3. Resultats dels cicles de FIV-ICSI amb i sense DGP

Les taxes d’embaràs i d’implantació són més elevades quan transferim embrions normals per als
cromosomes estudiats en pacients que realitzen DGP per anomalies meiòtiques, que quan no fan
DGP (52% versus 43.9% i 32.1% versus 23.5%, respectivament), tot i això les diferències no són
estadísticament diferents.

Per altra banda, caldria esperar una disminució en la taxa d’avortament pel fet de transferir
embrions seleccionats citogenèticament, però no s’han observat diferències estadísticament
significatives en la taxa d’avortament entre els dos grups (15.4% i 10.3%).

La utilització de sondes específiques més adients per a aquests tipus de pacients podria contribuir
a seleccionar millor els embrions que s’han de transferir i, per tant, aconseguir una millora en les
taxes d’embaràs i d’implantació.

S’ha de tenir en compte que per dur a terme un cicle de DGP-AS és important aconseguir una
bona resposta ovàrica a l’estimulació. S’ha de disposar d’un nombre suficient d’embrions perquè
tingui sentit seleccionar-los no només per la seva morfologia i desenvolupament, sinó també per
la seva dotació cromosòmica. En un recull de cicles de DGP per a diferents indicacions, Gianaroli
et al., (2005) troben un nombre més elevat d’embrions disponibles en el grup de dones que
aconsegueixen l’embaràs que en el grup de les que no queden embarassades, evidenciant que
amb un nombre elevat d’embrions augmenten les possibilitats de selecció i, per tant, d’embaràs.



Un estudi publicat, prospectiu i randomitzat, en dones d’edat avançada no presenta cap millora
en els resultats pel fet d’haver realitzat DGP en aquestes pacients (Staessen et al., 2004). Es
comparen 2 grups de 200 pacients més grans de 37 anys sotmeses a FIV amb i sense DGP,
havent transferit els embrions en ambdós grups en dia +5. S’aconsegueix, com en el nostre cas,
una millor taxa d’implantació, tot i que les diferències no són estadísticament significatives i que
la mitjana d’embrions transferits en el grup control (sense DGP) és significativament superior a
la del grup de DGP. Els autors suggereixen que la utilitat d’aquesta tècnica es faria evident en
els casos en què la legislació limiti el nombre d’embrions a transferir, apuntant que el DGP podria
ajudar a triar el millor embrió per a la transferència. Aquesta hipòtesi podria ser vàlida també en
els casos de DGP per anomalies en la meiosi masculina. El DGP podria ser útil en qualsevol cas
en que calgui o es vulgui limitar el nombre d’embrions per a la transferència, i potser en el futur
es plantejarà el DGP com una eina de selecció embrionària per evitar els embarassos múltiples.

6.4 Risc genètic i cribatge del pacient amb factor masculí greu

El fet que la incorporació de la ICSI en els laboratoris de FIV hagi permès tractar gairebé tots
els factors masculins greus no implica que no sigui necessari dur a terme un estudi andrològic
exhaustiu quan s’inicia l’estudi d’esterilitat de la parella. És fonamental la elaboració d’una història
clínica amb una anamnesi completa, una exploració física andrològica i un estudi espermatogènic
basal que inclogui determinació de volum testicular, seminograma i FSH sèrica. En els casos de
factor masculí greu és imprescindible avaluar el risc genètic que presenta cada parella abans de
realitzar un cicle de FIV-ICSI. En l’estudi del pacient amb oligoastenozoospèrmia greu, es
recomanable dur a terme, a més del cariotip, estudis de meiosi, de FISH en espermatozoides o
fins i tot estudis meiòtics amb M-FISH.

Tot i això, la correlació dels resultats d’aquestes proves diagnòstiques amb la taxa d’embaràs i
les anomalies observades en la descendència dels pacients amb factor masculí greu s’hauran
de determinar amb sèries més àmplies. El consell genètic ha de ser individualitzat en funció del
risc de cada parella i ha de permetre valorar la utilitat del DGP-AS en cada cas.

És necessari donar un consell genètic acurat abans de dur a terme un cicle de FIV-ICSI, per
considerar en cada cas si és recomanable fer un diagnòstic prenatal, un DGP per augmentar les
probabilitats de transferir un embrió cromosòmicament normal o, fins i tot, optar per la utilització
de semen de donant quan el risc genètic sigui molt elevat.
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1. Els estudis de FISH en espermatozoides mostren un increment d’espermatozoides amb
anomalies cromosòmiques en els pacients estèrils estudiats. S’observa una incidència d’esper-
matozoides diploides més elevada tant en el grup de pacients amb astenozoospèrmia com
en el grup amb oligoastenozoospèrmia. També s’observa una freqüència més elevada
d’espermatozoides amb disomies per als cromosomes sexuals en els pacients amb oligo-
astenozoospèrmia.

2. Existeix una gran variabilitat en la freqüència de disomies per als cromosomes X, Y i 18 i en
la freqüència de diploïdies entre els diferents individus estudiats, fet que justifica els estudis
de FISH en espermatozoides per determinar la incidència d’anomalies en cada pacient.

3. No s’observen diferències estadísticament significatives en les taxes de fecundació, embaràs,
implantació i avortament entre els pacients amb oligoastenozoospèrmia greu que presenten
alteracions de la meiosi i els que no les presenten.

4. Els resultats derivats dels estudis de DGP mostren que els embrions de pacients amb meiosi
masculina alterada presenten un elevat percentatge d’anomalies cromosòmiques, comparable
als descrits en sèries de DGP per altres causes de factor masculí.

5. Els resultats dels cicles de FIV-ICSI en pacients amb anomalies de la meiosi, en els quals es
seleccionen els embrions mitjançant DGP, mostren un increment en les taxes d’implantació i
d’embaràs, malgrat que les diferències no són estadísticament significatives.

6. Els estudis de meiosi i de FISH en espermatozoides són recomanables en pacients amb
oligoastenozoospèrmia greu abans de dur a terme un cicle de FIV-ICSI, per tal de donar un
consell genètic individualitzat en funció del risc de cada parella.
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