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CAPITOL 1: INTRODUCCIO GENERAL






CAPITOL 1: INTRODUCCIO GENERAL

1.1. Definicio d’esterilitat

L’Organitzaci6 Mundial de de la Salut defineix [I'esterilitat (o
subfertilitat) com una malaltia del sistema reproductiu donada per la
incapacitat d’aconseguir una gestacio clinica després d’almenys 12

mesos de relacions sexuals regulars desprotegides (1,2).

Aquesta definicio d’esterilitat esta actualment contemplada en la
Classificacio Estadistica Internacional de Malalties i Problemes
Relacionats amb la Salut (3), i és motiu d’'un dels objectius de millora
de la salut de les persones fixat per les Nacions Unides pel 2030 dins
el Sustainable Development Goal 3: “Ensure healthy lives and promote

well-being for all at all ages” (4).

La definicié d’esterilitat es basa en I'estudi classic del 1950 en qué
Tietze i cols. van enquestar 1727 parelles per saber el temps que
havien trigat a aconseguir un embaras. Aixi, els autors van observar
que més del 90% de les parelles que planificaven una gestacié
I'aconseguien en el primer any: 30,6% el primer mes, 30,7% el segon
o tercer mes, 17,9% als 4-6 mesos, 12% als 7-12 mesos, 4,6% als 13-

24 mesos, 1,9% als 25-36 mesos i 2,3% més enlla de 36 mesos (5).

Estudis posteriors ho han corroborat amb dades similars (6-9), també
en el nostre pais com es pot veure a la Figura 1, on el 92,1% de les

parelles aconsegueixen un embaras natural durant el primer any,
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mentre que al final del segon any el 97,4% de les parelles han

aconseguit el seu objectiu (Figura 2).
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Figura 1. Taxa d’embaras natural per mes coital sense anticoncepcié
Font: Societat Espanyola de Fertilitat (2011)
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Figura 2. Taxa d’embaras per any d’exposicio coital sense anticoncepcio
Font: Societat Espanyola de Fertilitat (2011)

L’esterilitat es considera primaria si mai s’ha aconseguit un embaras i
secundaria quan la dificultat és per aconseguir embarassos

successius.
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Habitualment, es pot distingir entre I'esterilitat absoluta i la subfertilitat
o esterilitat temporal. S’entén com a esterilitat absoluta aquell tipus
d’'esterilitat que impedeix aconseguir un embaras de manera natural
degut a problemes permanents, com poden ser, per exemple,
'abséncia de conductes deferents o [l'absencia de produccio
d’espermatozoides en homes i les obstruccions tubaries completes o
'anovulaciéo en dones (10). Per contra, la subfertilitat o I'esterilitat
temporal es refereix a parelles que presenten un impediment temporal
o parcial en la consecucié6 d'un embaras, degut a alteracions que
causen una reduccié de la fertilitat, sense que aquesta reduccio sigui

total.

Aixi doncs, en la major part dels casos d’esterilitat, aquesta no
correspon a un estat permanent en el temps (11-13), essent la propia

definicié d’esterilitat un exemple de la relacié amb el moment temporal.

Per altra banda, sovint es confonen els termes esterilitat i infertilitat per
la traduccié de I'anglés en que sterility i infertility son termes sindnims,
mentre que en catala I'esterilitat és la impossibilitat d’aconseguir un
embaras i la infertilitat es considera quan s’aconsegueix un embaras,

pero aquest no és evolutiu i desencadena en un avortament.

27



1.2. Prevalenca de I'esterilitat

La prevalenca de I'esterilitat ha estat tradicionalment dificil d’estudiar
per diferents motius meédics i socioecondomics, que tenen relacié amb
una falta de dades cientificament fiables. D’entre aquests motius es
poden discernir: primer, el fet que es tracta d’'una condici6 médica
unica, que afecta a una parella enlloc d’un individu; segon, I'esterilitat
no va ser considerada una malaltia fins I'any 1993, en el cas de la
Societat Americana per la Medicina Reproductiva (ASRM), i fins I'any
2009 en el cas de I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS); tercer,
I'esterilitat sol ser diagnosticada i tractada de manera ambulatoria
majoritariament en centres de caracter privat; i quart, sovint el
tractament empiric passa per tecniques de reproduccio assistida que
s’apliquen principalment a la dona, fet que crea biaixos en I'establiment

de les incidéncies de les diferents causes d’esterilitat.

Finalment, és conegut que la fertilitat és variable i depén de multiples
factors, ja siguin ambientals, com I'exposicié a toxics, drogues o
radiacions; malalties sistémiques greus en algun dels membres de la
parella; factors temporals com I'edat de cada un dels membres de la
parella o la frequéencia coital; i fins i tot de localitzacio, segons el pais;

i economiques (14-17).

A nivell mundial, s’estima que l'esterilitat afecta entre el 7% i el 15% de
les parelles en edat fértil, i aquest percentatge pot arribar a ser major
en el cas de l'esterilitat secundaria (incapacitat per aconseguir un
embaras en individus que havien aconseguit embarassos préviament)

(16,18). Aquestes taxes, tot i ser preocupants, no estan exemptes
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d’augmentar, ja que alguns estudis han observat una tendéncia
creixent de la malaltia, que va passar de 44,8 milions de parelles
estérils el 1990 a 48,5 milions el 2010 (19).

Entre géneres, és conegut que els homes i les dones afecten a parts
iguals a la malaltia de la parella, sent en un 38% dels casos causat per
un problema estrictament femeni, en un 20% dels casos estrictament
masculi, en un 27% dels casos coexisteixen factors que afecten a
ambdds membres de la parella i en un 15% dels casos I'esterilitat és

d’origen idiopatic (20).

Pel que fa a diferéncies entre paisos, €s conegut que paisos en vies
de desenvolupament presenten unes taxes més elevades d’esterilitat,
que estan associades a una menor capacitat economica i accés
universal a la salut (15), com es pot veure a la Figura 3. En paisos
desenvolupats, prop d'un 15% de les parelles no aconsegueixen
embaras en un any de relacions sexuals desprotegides, d’aquests, el
50% aconseguiran gestacio durant el 2n any i un altre 14% durant el
3r any, pel que aproximadament menys del 5% quedaran sense fills
(17,21). Per altra banda, I'accés a técniques de reproduccio assistida
com poden ser la inseminacio intrauterina (1Ul) o la fecundacio in vitro
(FIV) han contribuit a que les parelles estérils puguin en molts casos

obtenir una solucié al seu problema.
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Figura 3. Incidéncia de I'esterilitat en diferents paisos
Font: Maternal Health Task Force at the Harvard Chan School

El 1992, 'Elisabeth Carlsen va publicar una metaanalisi que mostrava
un deteriorament de la qualitat seminal en els 50 anys precedents (22).
Aquest estudi va despertar un gran interes, ja que I'empitjorament de
la qualitat seminal esta associada a un declivi de la fertilitat humana i,
per tant, pot comportar greus problemes reproductius i tenir un gran
impacte en la salut publica. Es van publicar molts altres estudis amb
objectius similars, alguns d’ells van confirmar els mateixos resultats

(23—33), perod d’altres amb resultats contraris (34-37).

El 2017, 'equip d’Hagai Levine va publicar el que ells mateixos van
anomenar “la metaanalisi definitiva”. L’estudi en questié es basava en
185 articles dels 30 anys precedents (29) i confirmava I'empitjorament
de la qualitat seminal al llarg del temps. Tot i aix0d, va deixar oberta la
questié que podrien existir diferéncies en els resultats en funcio de les
diferents localitzacions geografiques estudiades. Per aquest motiu,
suggerien la necessitat de més dades en regions concretes per a

reduir la variabilitat inherent a la poblacié masculina.
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1.3. Causes d’esterilitat

La fecunditat d’'una parella es veu influenciada per diversos factors
com l'edat, I'exposicié a toxines ambientals, farmacs, radiacions, la
preséncia de malalties sistemiques, etc. Existeixen causes d’esterilitat
que donen lloc a esterilitat completa com I'azoospérmia (abséncia de
cél-lules espermatiques a [I'ejaculat), 'amenorrea (abséncia de
menstruacid) o I'obstruccié tubaria bilateral. Pero sovint la causa no és
tan clara, com pot passar quan hi ha una disminucié de la quantitat
seminal (oligozoospérmia), una  oligomenorrea  (intervals

intermenstruals superiors als 35 dies) o una obstruccié tubaria parcial.

Diversos estudis han provat que I'etiologia de I'esterilitat es pot atribuir
aproximadament en la meitat dels casos a factors femenins (per
exemple, factors endocrins, tubaris, uterins, cervicals o oocitaris) i
I'altra meitat a factors masculins (per exemple, una espermatogénesi
deficient, criptorquidia, mala qualitat del semen, cancer, alteracions
genetiques) (17,38,39).

Aixi, davant d’'un cas d’esterilitat és necessari un estudi simultani
d’ambdds integrants de la parella, pero els resultats anormals d’aquest
estudi d'esterilitat no sempre poden reflectir 'agent concret causant de
la mateixa (40,41). Moltes proves utilitzades en aquest procés de
diagnostic disposen de pocs estudis sobre el seu valor predictiu, i aixo

fa que sigui dificil establir quines son les causes de I'esterilitat.

En la linia de poder establir quines son les principals causes

d’esterilitat, estudis poblacionals com el publicat per Bhattacharya i
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cols., 2009, van establir els percentatges que es mostren a la Taula 1,
en els quals es pot observar que els problemes en la qualitat seminal,
els problemes ovulatoris i I'esterilitat idiopatica sén les principals fonts

d’origen de la malaltia.

X ESTERILITAT ESTERILITAT
DIAGNOSTIC X X
PRIMARIA (%) SECUNDARIA (%)

PROBLEMES EN LA QUALITAT 29,3 23,8
SEMINAL
PROBLEMES OVULATORIS 32,3 23,2
PROBLEMES TUBARIS 12 13,9
ENDOMETRIOSI 10,7 10
ESTERILITAT IDIOPATICA 29,3 29,8
ALTRES 13,8 21,2

Taula 1. Principals causes d’esterilitat. Adaptada de (42)

El sumatori d'aquests percentatges supera el 100%, donat que poden
coexistir més d'un factor causal. Tal com s'observa a la Taula 1, la
frequéncia d'aquests factors és similar tant si l'esterilitat és primaria

com secundaria (42).

1.3.1. Esterilitat per factor femeni

L’OMS classifica les causes d’esterilitat femenina en disfuncions
ovulatories (25%), endometriosi (15%), adhesions pelvianes (12%),
obstruccio tubaria (11%), altres anomalies tubaries (11%) i

hiperprolactinémia (7%).
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Aquestes alteracions estan afectades i agreujades per una edat
materna avangada, que és una de les principals causes d’esterilitat,
ampliament coneguda i estudiada (43—46). Es coneix que I'edat esta
associada a una disminucio de la reserva ovarica, pero també a una
major frequéncia de miomes, patologia tubaria i endometriosi, que sén

tots factors que poden dificultar la consecucio d’'un embaras (47,48).

1.3.1.1. Disfuncio ovulatoria

Cada mes, una part dels fol-licles primordials que contenen un odcit
aturat a la profase | meidtica inicien el procés de maduracio i reprenen
la meiosi. L’'ovulacié es produeix quan el fol-licle secundari o fol-licle
de Graaf allibera el complex cumulus-oocit a linfundibul, també
anomenada porcié fimbrica de la trompa de Fal-lopi, que correspon a
la regid més distal d’aquesta. Aquest és un procés estrictament
necessari perqué 'oocit es localitzi a 'ampul-la, lloc on s’ha de donar
la fecundacid. Tot el procés de creixement i maduracid fol-licular i
'ovulacié esta regulat per 'augment d’estrogens durant la fase de
creixement fol-licular, i les hormones fol-liculostimulant (FSH) i

I’'hormona luteinitzant (LH).

La disfuncié ovulatoria consisteix en la fallada d’aquest procés, de
forma que en no haver-hi ovulacio, no hi ha un ovul disponible per a
ser fecundat i no existeix la possibilitat d’embaras. Aquesta disfuncio
pot ser permanent (anovulacid) o ocasional, de manera que hi ha

ovulacions, perd no amb frequéncia mensual (disovulacio).
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Es considera que una dona ovula si té cicles menstruals regulars entre
21 35 dies i es pot confirmar mesurant la progesterona sérica durant
la fase lutia (superior a 30 nmol/L) o amb proves que detecten el pic

de LH en orina.

Les causes més frequents d’anovulacié o disovulacié son la sindrome
dels ovaris poliquistics, 'amenorrea hipotalamica i la insuficiéncia
ovarica prematura (49) i tenen una clara influéncia en la capacitat

reproductiva femenina (50-52).

Tots els fol-licles que donaran lloc a odcits madurs estan presents a
'ovari abans del moment del naixement i al llarg de la vida hi ha una
deplecié dels fol-licles fins que l'ovari deixa de tenir la capacitat
d’ovular i aixo fa disminuir els nivells d’esteroides circulants. També es
produeixen canvis en la qualitat oocitaria i aixd fa disminuir
progressivament la fertilitat de les dones de més edat. Entre els canvis
meés frequents s’observen l'augment d’aneuploidies, disfuncions
mitocondrials, canvis de la microcirculacio i disminucio de la capacitat
defensiva contra les especies reactives de 'oxigen (43,53). Per aixo, a
mesura que augmenta l'edat de les dones, baixa la probabilitat
d’embaras i augmenta la probabilitat d’avortament, com es pot veure a

les Figures 4 i 5.
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1.3.1.2. Patologia tubaria i adhesions pelvianes

Un cop s’ha ovulat, cal que I'odcit pugui posicionar-se correctament a
'ampul-la, on sera fecundat. Paral-lelament, els espermatozoides que
han arribat a la unié utero-tubaria hauran de passar per un proces de
capacitacio, que té lloc a la trompa de Fal-lopi, mitjangant el qual

adquiriran la seva capacitat fecundant.

La patologia tubaria i les adhesions pelvianes poden dificultar la
progressiod de I'odcit a través de la trompa de Fal-lopi i dificultar 'accés
dels espermatozoides a la regio6 tubaria per a capacitar-se i aixi poder
arribar fins a I'oocit per a fecundar-lo. Un cop l'odcit és fecundat ha de
recorrer aquest cami per la trompa de Fal-lopi per a poder arribar a

I'dter, on s’haura d’implantar.

Les alteracions tubaries poden ser alteracions de la llum de la trompa
(obstruccid o disminucié del calibre) o bé adherencies de la part
exterior de la trompa a estructures veines com el peritoneu, les nanses
intestinals, la bufeta de I'orina o I'iter, que obstrueixin la permeabilitat
de la trompa o en dificultin o impedeixin la mobilitat. Les patologies
tubaries i les adhesions pelvianes dificulten el transport normal de

I'odcit i els espermatozoides a través de la trompa de Fal-lopi.

La causa més frequent d’alteracié tubaria és l'antecedent d’una
malaltia inflamatoria pelviana (54-56). En el cas de les adhesions
pelvianes, poden ser causades per endometriosi severa, cirurgies

abdominals previes o infeccions.
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Per altra banda, de vegades després d’una salpingitis purulenta, el pus
es reabsorbeix i és reemplagat per un liquid transsudat, que si migra
cap a la cavitat uterina, crea un ambient desfavorable per a la
implantaci6 embrionaria. En aquests casos la dificultat és doble:
dificultat al pas dels espermatozoides i I'odcit i dificultat per a la

implantacio de 'embrié a la cavitat uterina.

1.3.1.3. Causes uterines

Després d’haver-se produit el desenvolupament embrionari
preimplantacional, que ocorre durant el transit de I'odcit per la trompa
de Fal-lopi, el blastocist resultant arriba a I'iter, on s’haura de produir

la implantacié en un endometri en estat receptiu.

Les alteracions uterines causen esterilitat per dificultat en la
implantacio, ja sigui mecanica o per reduccid6 de la receptivitat
endometrial. Entre elles, es troben els miomes uterins, les anomalies

uterines o les adhesions intrauterines.

Els miomes uterins son tumors monoclonals benignes del muscul llis
uteri i sén la tumoraci6 benigna més frequent dels érgans reproductius
femenins. Els miomes de localitzaci6 submucosa (intracavitaris)

sembla que disminueixen la taxa d’implantacio (57,58).

Les anomalies uterines sembla que poden reduir la fertilitat per
interferéncia en la implantacié normal. De les anomalies uterines

congenites o anomalies Mullerianes la més clarament associada amb
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un pitjor pronostic reproductiu és l'uter septe, associat a pérdues
gestacionals repetides (59). De les anomalies uterines adquirides, els
poOlips endometrials o les sinéquies uterines causades per infeccions o
manipulacions uterines, també semblen reduir la fertilitat, perd falten
dades per a poder fer una associacio causal entre aquestes anomalies
i 'esterilitat (60,61).

El moc cervical que es produeix en el periode periovulatori facilita el
transport dels espermatozoides. Les malformacions congénites o els
traumatismes a nivell cervical poden disminuir la fertilitat per estenosi

o incapacitat de produir el moc normal.

1.3.1.4. Endometriosi

L’endometriosi consisteix en el creixement de teixit corresponent a
'endometri uteri fora de la cavitat uterina. Multiples estudis han

relacionat 'endometriosi amb I'esterilitat femenina (62).

Malgrat la seva elevada prevalencga, de prop del 10% de les dones en
edat reproductiva (63), el mecanisme a través del qual 'endometriosi
és causa d'esterilitat no esta clar en l'actualitat, ja que molt
probablement deu tenir un efecte multifactorial, en el que es combina
la distorsioé anatomica causada per les adhesions pelvianes, el dany al
teixit ovaric causat per 'endometrioma mateix o per la cirurgia i la
produccio de citoquines i factors de creixement que alteren I'ovulacio,

la fecundacié i la implantacio6 (64,65).
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1.3.1.5. Causes geneétiques

La llarga aturada de 'odcit en I'estadi de profase | de la meiosi ofereix
'oportunitat que diferents agents puguin produir dany en el seu ADN
durant la vida de la dona i fins que aquest odcit sigui madurat (66,67).
Tot i la preséncia de mecanismes de control i reparacié del dany a
'ADN i mecanismes de control de la separacié cromosomica durant
'anafase | de la meiosi i la posterior anafase Il de la meiosi, que ja es
doéna en l'estadi de zigot, diferents estudis han mostrat una elevada
incidéncia d’alteracions cromosdmiques en forma d’aneuploidies en
oocits, que és d’especial rellevancia en cas de dones d’edat més

avancada (68).

Les dones estérils tenen una major prevalenga d’anomalies en el
cariotip (trisomies, mosaics, translocacions, etc.) que la poblacié
general (69). Si bé la majoria d’'aneuploidies de cromosomes sencers
donen lloc a embrions que no soén viables, i que per tant contribueixen
a una menor taxa d’embaras, existeixen aneuploidies que poden donar
lloc a nous individus que seran estérils degut a errors en la produccio
de gametes (70). Aquests corresponen a la sindrome de Turner (45,X)

en dones i la sindrome de Klinefelter (47,XXY) en homes (71).

Paral-lelament, s’han identificat alguns gens que son causants
d’alteracions que donen lloc a esterilitat, com sén el KAL1 (sindrome
de Kallmann) (72), gens relacionats amb l'alteracio dels receptors de
la GnRH (73), alteracions dels receptors de la FSH i de la subunitat
beta de la FSH (74,75), gens relacionats amb alteracions dels

receptors de la LH (76), el gen FMR1, causant de la sindrome de I'X
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fragil (77), els gens SF1 i DAX1 (78), gens que causen alteracions en
leptines (79), GPR54 (80), FGFR1 i TUBBS (81,82).

1.3.1.6. Malalties sistémiques

Hi ha diverses malalties sistemiques greus com una sépsia 0 una
malaltia renal avangada que poden dificultar la implantacié
embrionaria. El mal control d’altres patologies croniques com la
diabetis, la malaltia celiaca, el deficit de vitamina D, malalties
autoimmunitaries actives o 'hipotiroidisme subclinic també han estat
associades a una menor fecunditat (83). Per exemple, la malaltia
celiaca mal controlada és cinc vegades més prevalent en dones amb
esterilitat o infertilitat que en la poblacié general (84). La insuficiencia
renal cronica també té un efecte deleteri en la fertilitat (85). Finalment,
també s’ha descrit una associacio entre els anticossos antitiroidals en
dones amb una funcié tiroidal normal i dificultats per a concebre,
fallades d’implantacidé recurrents i avortaments precocos,
probablement per un déficit d’hormona tiroidal no identificat o per una
causa autoimmunitaria (86). Aixi, malalties autoimmunitaries semblen

també influir en la fertilitat tant d’homes com de dones (87).

1.3.2. Esterilitat per factor masculi

El factor masculi pot arribar a ser I'inic responsable del 30% dels
casos d’esterilitat, essent present en aproximadament la meitat dels
casos (88,89). L’esterilitat d’origen masculi pot ser per anomalies

anatomiques, genétiques, malalties sistemiques, neurologiques,
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infeccions, traumatismes, iatrogenia, gonadotoxines o)
desenvolupament d’anticossos antiespermatics (90,91). Aixi, basant-
nos en els homes de les parelles que consulten per esterilitat en un
centre de referéncia, es poden dividir les causes d’esterilitat d’origen

masculi en 4 grups:

- Malalties endocrinologiques i sistémiques (habitualment per
hipogonadisme hipogonadotroéfic), amb una incidéencia del 2% al 5%.
- Defectes testiculars primaris de I'espermatogénesi (la majoria de
causa idiopatica), amb una incidencia estimada del 65% al 80%.

- Defectes en el transport del semen, presents en el 5% dels casos.

- Esterilitat masculina idiopatica, que afecta entre el 10% i el 20% dels

homes.

Tot i que la fertilitat potencial d'un home pot estar condicionada per
aquests i altres parametres com l'activitat sexual, la funcié de les
glandules sexuals accessories, la funci6 hormonal, la qualitat
espermatica o I'alimentacio (92), el principal marcador utilitzat per a
determinar la fecunditat és I'analisi del semen en un ejaculat mitjangant
un seminograma. Es tracta d'una técnica analitica ampliament
estandarditzada en laboratoris d’arreu del mén durant més de 40 anys
(93), que descriu imatges macroscopiques del volum, el color, la
viscositat del semen i el pH i dades microscopiques quantitatives sobre
el nombre total i la concentracié d’espermatozoides, la motilitat i la
morfologia dels espermatozoides. L'aplicacio de tests estandarditzats
per a l'analisi espermatic el converteix en un test molt valuds, no

nomes per la seva capacitat per diagnosticar esterilitat, siné també per
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la seva correlacid amb el cancer testicular, el cancer prostatic i amb

les malformacions del tracte genital (14,94).

Les dades del seminograma representen una bona aproximacio a la
capacitat de ’'home de produir gametes i de la capacitat d’aquests per
a presentar motilitat que els permeti arribar a fecundar l'odcit.
D’aquesta manera, alteracions en el nombre, la motilitat o la morfologia
dels espermatozoides poden donar lloc a caracteristiques associades
a una menor fertilitat, com l'oligospérmia, la teratozoospérmia i
I'astenospermia (95). En pacients que presenten una abséncia total
d’espermatozoides, no és infrequent observar una associacio
amb anomalies genétiques, ja sigui dels autosomes o dels

cromosomes sexuals (96—-100).

Tenint en compte aixo, tot i que el seminograma permet descartar una
fallada testicular, sovint els parametres seminals son molt variables i
no son I'unic determinant de la fertilitat d’'una parella (101). En aquest
sentit, alguns estudis mostren com prop del 30-45% d’homes estérils
tenen seminogrames amb caracteristiques normals (102), fet que posa
de manifest les caracteristiques multifactorials d’aquesta malaltia,

comentades anteriorment i les limitacions de I'estudi del factor masculi.

L’empitjorament de la qualitat espermatica pot ser atribuida a diferents
etiologies entre les quals els estils de vida o els factors ambientals son
factors modificables importants que poden fer disminuir la motilitat i la
concentracio espermatica. En aquest sentit, els habits toxics com

fumar o prendre alcohol, condicions com I'obesitat o I'estrés psicoldgic
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han estat descrits com a uns dels factors més importants en el

deteriorament de la qualitat seminal (103).

El tabac conté substancies que han demostrat afectar negativament
'espermatogénesi i desequilibrar I'estrés oxidatiu, la qual cosa pot
causar fragmentaci6 de [I'ADN espermatic, increment de les
aneuploidies i un major risc d’oligozoospérmia (104,105). Aixi mateix,
el consum d’alcohol s’ha associat a una disminucié del recompte

espermatic i en la morfologia normal dels espermatozoides (106,107).

La dieta també ha demostrat estar estretament lligada amb la qualitat
espermatica, ja que dietes hipercaloriques associades a sobrepes o
obesitat es relacionen amb un menor volum seminal, menor recompte
espermatic, menor viabilitat i pitjor morfologia. En canvi, dietes riques

en elements antioxidants ajuden a millorar la fertilitat masculina (108).

L’estrés psicoldgic i 'exposicid a altes temperatures s’han assenyalat
com a factors clau per a un augment dels radicals lliures que afectarien

a la qualitat dels espermatozoides (109,110).

D’altra banda, els factors ambientals com els quimics toxics, la
pol-lucié i les radiacions son coneguts agents nocius per a la qualitat
seminal. En aquesta linia, alguns estudis han mostrat com agents
quimics presents en pesticides, medicaments, productes d’higiene o
bellesa poden actuar com a disruptors endocrins i potencialment
deteriorar la produccio espermatica i la seva qualitat per la modificacio
de les hormones reproductives (111,112). Altres estudis han descobert

com la pol-lucid relacionada amb la industrialitzacio i els gasos
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automobilistics tenen la potencialitat de canviar 'expressié de patrons
en I'espermatogenesi i portar a una menor qualitat espermatica i dany
a ’ADN (113,114).

Finalment, les radiacions ionitzats com els raigs X o gamma
incrementen els radicals lliures i porten a una mort cel-lular; altres
radiacions no ionitzants com les que s’usen per a la WIFI o els teléfons
mobils han demostrat en diversos estudis que generen una reduccio
de la capacitat antioxidant, un increment de la peroxidacio lipidica i

d’espécies reactives d’oxigen (115-117).

1.3.2.1. Malalties endocrinologiques i sistéemiques

Algunes malalties sistémiques, congénites o adquirides, poden ser la

causa d’alteracions que condueixen a esterilitat (118).

a) Dins el grup de malalties congénites que tenen una afectacio de la
fertilitat es troba I'hipogonadisme hipogonadotrofic idiopatic, que inclou
diferents anomalies genétiques que provoquen deficit en la produccié
o l'accié de la GnRH, que quan esta associada a andsmia es coneix

amb el nom de sindrome de Kallmann (119).

b) Dins les malalties adquirides, els macroadenomes,
craneofaringiomes o altres tumoracions de la fossa pituitaria aixi com
la cirurgia o la radiaci6 en aquest nivell, també poden ser causa
d’hipogonadisme hipogonadotrofic. A més, la sarcoidosi, I'histiocitosi,
la tuberculosi, les infeccions fungiques, I'hemosiderosi o

I’'hemocromatosi també poden provocar hipogonadisme per infiltracié
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(120). Finalment, Tlhipofisitis autoimmunitaria, els traumatismes
cranials, les lesions vasculars, I'hiperprolactinémia causada per un
adenoma o per farmacs, I'hiperestrogenisme causat per un tumor
testicular o per estrogens exodgens, I'excés de glucocorticoides o
d’androgens que suprimeixen la produccié de gonadotrofines i les
disfuncions tiroidals també poden ser causa d’hipogonadisme adquirit
en homes (121). Alguns estudis han mostrat que diversos farmacs
utilitzats com a tractament en diferents patologies com els opiacis, els
cannabinoides, molts farmacs psicotropics, la testosterona exogena i
altres esteroides androgeénics o els analegs de la GnRH poden estar
també associats a hipogonadisme secundari i ser responsables de

I'esterilitat masculina i una pobre qualitat seminal (122—-125).

c) Altres condicions sistemiques greus com ara la diabetis, o déficits
i alteracions nutricionals cronics, derivats per exemple, d’'una malaltia
celiaca mal controlada, poden ser causants d’alteracions hormonals,
que donin lloc també a un hipogonadisme, disminucidé de la
testosterona i les gonadotrofines i afectar finalment a la qualitat
seminal (126,127). Aixi mateix, alguns estudis han mostrat que un
elevat index de massa corporal associat a una mala dieta podria estar

associat a una menor qualitat seminal (108).

1.3.2.2. Disfuncio testicular

Es conegut que una disfuncié testicular en la produccid dels
espermatozoides és causa de reduccions en la qualitat espermatica

de I'ejaculat (128). Tot i que la disfuncio testicular més frequent és la
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idiopatica, la disfunci¢ testicular pot ser congénita, adquirida o

ambiental.

Algunes revisions estableixen que les alteracions congenites que
afecten I'espermatogénesi estan presents en un 5-10% dels homes
estérils, i s’associen principalment a anomalies genétiques del
cromosoma Y, com les microdelecions (97), pero també en autosomes
i anomalies del cromosoma X com els polimorfismes del DAZ (T54A)
(129), del SOX5 (130), del DPY19L2 (131), de 'AURKC (132),
polimorfismes del gen del receptor dels androgens (133) o del gen
receptor dels estrogens (134), mutacions lligades a I'’X de TEX11
(135,136), o altres delecions i duplicacions del cromosoma X. També
és conegut que la sindrome de Klinefelter (47,XXY), la cripotorquidia
o la distrofia miotonica (137) son alteracions congenites que causen

hipogonadisme primari.

D’entre les alteracions testiculars adquirides amb una major incidéncia
es pot trobar el varicocele, que és una dilatacio del plexe pampiniforme
de les venes espermatiques de I'escrot associada a un reflux de sang
que augmenta la temperatura testicular i pot causar una reduccio de la
qualitat seminal (138,139).

Les infeccions com la parotiditis virica, les infeccions de transmissio
sexual i altres uropatdogens també s’ha descrit que poden ser
responsables de fins a un 6-10% dels casos d’esterilitat (140). Son
causa també d’una reduccié de la qualitat espermatica la ingesta
habitual d’algunes substancies, en especial els agents alquilants, els

antiandrogens, el ketoconazol i la cimetidina (141).
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Finalment, d’entre els efectes ambientals que poden ser causants de
la reduccio de la qualitat espermatica i causants d’esterilitat s’observen
'exposicid continuada a radiacions (142), el tabac i I'hipertérmia
testicular (106,143,144). Les toxines ambientals poden ser una causa
d’esterilitat, tot i que per la seva naturalesa poden ser objecte de dificil
estudi (113,145). En aquest sentit, alguns estudis de microRNAs i
d’epigenetica en I'espermatogenesi han permes identificar toxines
ambientals amb un potencial efecte en la reproduccié (146—149), i
s’han pogut identificar alguns agents com el dibromoclorpropa, el
cadmi i el mercuri com a causants d’esterilitat (150,151). Aixi, la
possibilitat que els agents quimics (insecticides, fungicides...) amb
efectes estrogénics o antiandrogénics (també coneguts com a
disruptors endocrins) poguessin disminuir la quantitat dels

espermatozoides s’ha estudiat ampliament (152).

També hi ha hagut controvérsies similars en els estudis sobre I'efecte
de I'is de telefons modbils en la qualitat seminal, que no han estat
concloents (144,153,154). Menys dubtes cientifics existeixen entorn
del tabac. Una metaanalisi de 20 estudis observacionals va demostrar
el 2016 que els homes fumadors tenien recomptes espermatics més
baixos (155). Aixi mateix, els fills de mares fumadores que havien estat
exposats intrauter a més de 10 cigarretes diaries tenen un major risc
d’oligospérmia (156). Fumar canvia el contingut de microRNA dels
espermatozoides, cosa que s’ha associat amb apoptosi i mort cel-lular
(157).

L’exposicidé prolongada dels testicles a altes temperatures sembla

perjudicial per a 'espermatogénesi (158), ja sigui degut a processos
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febrils, llargues jornades laborals asseguts a una cadira o conduint,
prop de fonts de calor o fins i tot roba interior ajustada. Estudis de
ciencia basica han mostrat que petits increments de temperatura
testicular acceleren I'apoptosi de les cél-lules germinals i redueixen la

capacitat testicular de produccié d’espermatozoides (159).

1.3.2.3. Defectes en el transport espermatic

Les anomalies en el transport espermatic representen un percentatge
menor dels casos d’esterilitat masculina, com ja s’ha mostrat
previament. Aquestes anomalies poden ser localitzades a I'epididim,
als vasos deferents o al conducte ejaculador, a més de la possible

preséncia de disfuncié sexual:

a) Les alteracions a l'epididim poden ser per abséncia, disfuncié o

obstruccié del conducte epididimari (160).

b) Les disfuncions de transport associades als vasos deferents solen
estar associades a agenésia congenita, que sol venir causada per
mutacions del gen regulador de la conductancia transmembrana de la
fibrosi quistica CFTR, per la discinésia ciliar primaria o per la sindrome
de Young (161). Totes elles alteren el transport espermatic i dificulten

que els espermatozoides puguin arribar al conducte ejaculador.

c) Les alteracions del conducte ejaculador, o ejaculacio retrograda,
solen estar relacionades de forma secundaria amb malalties o
traumatismes de la medul-la espinal, simpatectomia, neuropatia,

diabetis mellitus o farmacs (162—164).
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Es evident que per a aconseguir una gestacié de manera natural, cal
que els espermatozoides siguin ejaculats dins la vagina i aquest fet es
pot veure dificultat en casos de disfuncié erectil, ejaculacié precog o

escassa frequéncia coital.

1.3.2.4. Esterilitat masculina idiopatica

L’esterilitat masculina idiopatica és la que es déna en homes amb
analisis de semen repetidament normals, que no aconsegueixen
gestacié amb una dona malgrat tot I'estudi de les diferents possibles
causes de l'esterilitat sigui normal (154,165). Per aix0, és necessari un
major esfor¢ d’investigacio per a poder establir nous marcadors que
permetin elucidar noves causes d’esterilitat masculina que no siguin
conegudes a dia d’avui i que presentin un millor poder predictiu en
tecniques de reproduccié assistida (TRA) (166,167). L’estudi
d’aquestes causes oferiria la possibilitat de dissenyar nous
tractaments que permetessin la millora de la fertilitat masculina i reduir
I'esterilitat idiopatica (168—170).
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1.4. Técniques de Reproduccid assistida

Les técniques de reproduccio assistida representen una de les opcions
d’elecci6 davant d’alteracions de la fertilitat, ja sigui d’origen masculi o
femeni. D’entre aquestes técniques es pot diferenciar la inseminacio
artificial intrauterina i la fecundacié in vitro (FIV), que pot ser
convencional 0 mitjangant injeccid intracitoplasmatica

d’espermatozoides (ICSI).

1.4.1. Inseminacio intrauterina

La inseminacidé intrauterina artificial €s un métode senzill i minimament
invasiu que es pot realitzar sense infraestructures costoses i amb
riscos minims quan es controla adequadament (171,172). Consisteix
en el diposit del maxim nombre possible d’espermatozoides mobils
dins I'ater, amb el propdsit de maximitzar el nombre d’espermatozoides
que arriben a 'ampul-la, on es donara la fecundacié. Per a que aquest
procediment tingui la maxima efectivitat, cal que sigui coordinada amb
I'ovulacio. Les condicions minimes per a fer aquesta técnica son que
almenys una de les trompes de Fal-lopi sigui permeable, que no hi hagi
cap infeccidé genital activa i que el nombre d’espermatozoides mobils

en I'ejaculat obtingut sigui suficient.

Pel que fa al procediment, 'home recull una mostra de semen per
masturbacié dins d’'un pot esteril després de 2-7 dies d’abstinéncia
sexual el mati del dia en que es fara la inseminacié. Aquesta mostra

de semen és processada al laboratori mitjangant la técnica del swim-
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up o bé els gradients de densitat, que permeten separar els
espermatozoides de I'ejaculat del fluid seminal i les secrecions
prostatiques (12) (Figura 6). Aixi es concentren i es maximitzen el
nombre d’espermatozoides mobils. En una petita gota de la mostra
processada s’avalua la quantitat d’espermatozoides mobils que

s’inseminaran.

Incubate for 60 minutes: at 37°C
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Nonviable spermatozoa
remain in semen layer

Figura 6. Seleccié d’espermatozoides mobils mitjangant swim-up (173).

L’estimulacié ovarica controlada sovint precedeix a la inseminacio
intrauterina, sobretot en els casos de disovulacio o d’esterilitat d’origen
desconegut, ja que existeixen estudis que demostren que augmenta la

taxa de gestacio (174).

Per a fer-ho, entre el segon i el cinqué dia del cicle menstrual es
comencen a administrar gonadotrofines per via subcutania i es fan

controls ecografics cada 2-3 dies per a monitoritzar la resposta ovarica.
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En alguns casos cal afegir un antagonista de la GnRH per a evitar la
luteinitzacié en cas de no poder fer la inseminacié en la data prevista.
Quan almenys un fol-licle arriba a 17-18 mm de diametre (175), la
pacient s’administra 250 micrograms de gonadotrofina corionica
humana (hCG) de manera subcutania per a finalitzar la maduracié
fol-licular, reiniciar la meiosi oocitaria i afavorir la ruptura del fol-licle i
I'expulsio de I'odcit fet que es produeix entre 36 i 40 hores després de
la seva administracié. La inseminacid intrauterina es programa 36
hores després de 'administracié de la gonadotrofina coridnica humana
(hCG).

Per a la realitzacio de la inseminacio cal la mostra de semen preparada
dins una xeringa estéril amb un volum maxim de 0,5 mL, un espéculum
i la canula d'inseminacio de polietilé fungible. La pacient es col-loca en
posicid de litotomia, s’introdueix I'especulum per a visualitzar el cervix
uteri i s’'insereix la canula a través del canal cervical amb la major
suavitat possible fins a entrar a la cavitat uterina sense arribar a tocar
el fundus uteri, on s’injecten els espermatozoides lentament per evitar
contraccions uterines i reflux dels mateixos. Diferents estudis mostren
que el repos després d’una inseminacio artificial pot millorar la taxa de
gestacid, tot i aix0, existeixen resultats contraris a aquesta hipotesi
(176-179).

En les dues setmanes posteriors a la inseminacié intrauterina és
recomanable reforgar la fase lutia mitjangant progesterona vaginal
(180) en cas que s’hagi fet I'estimulacio ovarica. En cas que la prova

d’embaras sigui positiva, es recomana mantenir 'administracié de
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progesterona fins que per ecografia s’objectivi el batec cardiac

embrionari.

Les complicacions que es poden derivar d’'una inseminacio intrauterina
son: la sindrome d’hiperestimulacié ovarica, infeccions o gestacions
multiples. Tant la sindrome d’hiperestimulacié ovarica com les
gestacions multiples sén riscos associats a l'estimulacié ovarica
previa. Per a intentar minimitzar aquests riscos és molt important
seguir uns estrictes criteris de cancel-lacié, definits a tant per
I'European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
com per I’American Society for Reproductive Medicine (ASRM): cal
cancel-lar el cicle si hi ha >2 fol-licles de > 16 mm de diametre o >1

fol-licle >16 mm + 2 fol-licles >14 mm de diametre (181).

Les taxes d’embaras, definides en alguns estudis entre el 12,3% (182)
i el 15,84% (183) disminueixen molt a partir del tercer o quart cicle
d’'inseminacié (182,184), pel que en cas de no aconseguir gestacié
després de 3-4 cicles d’'inseminacio, es recomana canviar a una altra

tecnica de reproduccio assistida.

1.4.2. Fecundacio in vitro

La fecundacido in vitro consisteix en posar en contacte els
espermatozoides i els oocits per a aconseguir la fecundacio i el
desenvolupament embrionari preimplantacional fora de I'organisme de

la dona. Hi ha 2 modalitats:
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a) la fecundacio in vitro (FIV) en que els espermatozoides es
posen en contacte amb els oo0cits per a que la fecundacio es

doni de forma espontania.

b) la microinjeccié espermatica (ICSI) (185) en que el procés de
fecundacio es fa activament introduint un espermatozoide dins

de cada oocit.

En ambdds casos, quan s’aconsegueixen embrions, aquests es
transfereixen a [l'dter durant el desenvolupament embrionari
preimplantacional per a que es puguin implantar en I'uter matern i

seguir amb 'embaras.

Els procediments de reproduccié assistida mitjangant fecundacié in
vitro requereixen disposar d’un elevat nombre d’odcits, que han de ser
obtinguts mitjangcant tractaments d’hiperestimulaci6 hormonal dels
ovaris. Es bloquegen els mecanismes fisioldgics de control del cicle
ovaric, després o simultaniament s’administren farmacs per a
estimular el desenvolupament de diversos fol-licles ovarics i finalment
s’ha d’aconseguir la maduracio final dels oocits. AqQuesta maduracié es
sincronitza amb la puncié-aspiracio dels oocits a través de la vagina
sota control ecografic unes 36 hores després. Aquest ultim

procediment es realitza generalment sota sedacié de la pacient.
El dia de la puncid, els espermatozoides es solen obtenir per

masturbacid, perd en funcié de les causes d’esterilitat de la parella

també poden procedir d'una puncid de l'epididim o d'una bidpsia
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testicular, anomenades Microepididymal Sperm Aspiration (MESA) o
Testicular Sperm Extraction (TESE) (186).

Els odcits fertilitzats es mantenen en cultiu al laboratori durant 3-5 dies
i se’ls classifica en funcid de la seva morfologia, després es
transfereixen un maxim de 3 embrions a I'uter, preferiblement només
1. Si hi ha embrions sobrants, aquests es poden criopreservar per a

posteriors transferencies.

Segons dades del registre del 2018 de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad (SEF), la taxa d’embaras per puncio és d’'un 25%. Aquesta
taxa augmenta fins al 29% en dones de menys de 35 anys i disminueix
fins a un 15,9% en dones de més de 40 anys. La taxa d’embaras

general per transferéncia és del 36,2% (187,188).
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1.5. Avaluacié de l'esterilitat i maneig de les parelles

esterils

1.5.1. Estudi d’esterilitat

S’aconsella iniciar I'estudi d’esterilitat en parelles que no han
aconseguit gestacio després de 12 mesos d’iniciar relacions sexuals
sense anticoncepcio, i reduir aquest temps a 6 mesos si la dona té 35
anys o més, o si es coneix algun factor de risc (189). Aquests factors
de risc serien els descrits préviament com a causes d’esterilitat a la

seccio 1.3.

Breument, en el cas de les dones, serien factors de risc les cirurgies
ovariques prévies, l'exposicio a farmacs citotoxics, I'exposicid a
radioterapia pelviana, les malalties autoimmunitaries, el fet de ser
fumadores, els antecedents familiars de fallada ovarica prematura,
I'ovari poliquistic, 'endometriosi, les alteracions uterines o alteracions
tubaries (11,13).

En el cas dels homes, els factors de risc serien traumatismes
testiculars que requerissin tractament, parotiditis en I'adult, impotéencia
o altres alteracions sexuals, quimioterapia i/o radioterapia o

I'antecedent d’esterilitat prévia amb una altra parella (118).
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Tenint en compte tots aquests factors, que corresponen a un major risc

d’esterilitat, un estudi inicial d’esterilitat hauria d’incloure:

1.5.2.

Anamnesi

Exploraci¢ fisica

Ecografia transvaginal

Confirmacié de la permeabilitat tubaria mitjangant una
histerosalpingografia, una histerosonosalpingografia amb
contrast o de manera meés invasiva mitjangcant una
cromopertubacio tubaria laparoscopica

Avaluacié de la reserva ovarica (FSH, estradiol, AMH i
recompte de fol-licles antrals)

Seminograma

Fragmentacié de ’ADN espermatic

La falta de poder predictiu d’'embaras del seminograma convencional,

que analitza la concentracio, la motilitat i la morfologia dels

espermatozoides va portar als equips investigadors a aprofundir en

I'estudi de I'espermatozoide i el seu contingut genétic, per a relacionar-

lo amb possibles disfuncions espermatiques (190). Per a una correcta

fecundacio de l'oocit i un correcte desenvolupament de 'embrid, és

necessari que I'espermatozoide aporti un contingut genétic integre,

sense ruptures de la sequéncia genética que permeti la transcripcio |

traduccié de proteines en el futur embrid (191).

57



L’estudi de la integritat de I'ADN espermatic respon a [l'analisi
d’aquesta capacitat de lliurar un material genétic, que esta relacionada
amb la qualitat seminal i amb la funcionalitat de I'espermatozoide
(192). Per aquest motiu és cada cop més acceptat que la fertilitat
masculina depén en gran part de la integritat de ’ADN espermatic, tot
i aix0, és conegut que 'odcit pot aportar certa capacitat de reparacié
del dany a 'ADN, que és major com maijor sigui la qualitat oocitaria,
que a la vegada esta inversament relacionada amb I'edat materna
(193-195).

Va ser I'any 1999 quan es va descriure per primera vegada la relacio
entre la fragmentacio de 'ADN espermatic i la disminucio en la taxa de
gestacié (196). Des de llavors, s’ha demostrat la correlacié entre la
fragmentacio de 'ADN espermatic i la mobilitat dels espermatozoides
(197), una major taxa de fragmentacid de I'’ADN espermatic en
pacients amb varicocele (198,199) i un augment de la fragmentacié
amb l'edat de 'home (200).

Malgrat totes aquestes evidéncies sobre el potencial valor de I'estudi
de la fragmentaci6 de I'ADN espermatic, '’American Society for
Reproducitve Medicine (ASRM) (201) no recomana I'us d’aquesta
analisi de manera sistematica per a I'estudi de la fertilitat masculina.
En canvi, existeixen recomanacions de I'European Society for Human
Reproduction and Embriology (ESHRE) que es posicionen de forma
contraria (202).

Es dificil saber exactament I'impacte real que té la fragmentacié de

I’ADN espermatic en els diferents tractaments de reproduccié assistida
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per la diferent metodologia utilitzada en els diferents assajos, les
diferents poblacions incloses i la variacié en les técniques empleades
(203). Tot i aixd, metaanalisis recents mostren una associacio entre el
dany a ’ADN i la fecundacio in vitro convencional, mentre que aquesta
associacid6 no s'observa amb la injeccid intracitoplasmatica
d’espermatozoides (ICSI) (204,205).

Pel que fa a les inseminacions intrauterines, les dades disponibles en
estudis de qualitat, amb dissenys que permetin elucidar I'efectivitat del
dany a 'ADN com a parametre predictor, son encara més limitades
(206—209). Per a exemplificar-ho, una metaanalisi publicada el 2020
(210), només va poder incloure 4 estudis clinics amb un conjunt de 940
cicles d’'inseminacio artificial, per a concloure que cal incrementar la
recerca que contribueixi a determinar el llindar de fragmentacio de
I’ADN espermatic a partir del qual es pot aconseguir o no gestacié amb

inseminacions intrauterines.

La fragmentacio de I'ADN pot estar provocada per diferents
mecanismes tant intrinsecs, sobretot causats per estres oxidatiu (211),
alteracions en l'apoptosi testicular, empaquetament anormal de la
cromatina durant 'espermiogénesi o secundari a patologies com el
varicocele o bé per factors extrinsecs, com I'exposicié a substancies
gonadotoxiques: metalls pesats, insecticides, quimioterapia o
radioterapia (128,212-215). Aquests mecanismes, a meés, no
s’exclouen mutuament i les seves combinacions poden provocar major
intensitat de dany (216).
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Respecte les tecniques d’analisi de la fragmentacio de I'ADN
espermatic, les diferents técniques no sén iguals ni mesuren els
mateixos processos, per aixd, €s important tenir en compte que els
resultats no sén equivalents (217,218).

D’entre les principals, se’n pot distingir els tests indirectes com I'Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA) i I'Sperm Chromatin Dispersion
test (SCD) i els tests de deteccié directe del dany, com el Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) i

'assaig Comet.

a) El test de I'estructura de la cromatina espermatica (SCSA) es basa
en la capacitat que té el taronja d’acridina d’integrar-se en la cadena
d’ADN després d'un tractament a pH acid, de manera que dona
diferent perfil de fluorescéncia segons sigui de cadena senzilla o doble.
D’entre els avantatges d’aquesta prova cal destacar que és facil i
rapida, aporta informacié del percentatge d’espermatozoides amb
trencaments a 'ADN (les cadenes amb ruptures tenen fluorescencia
vermella, mentre que les intactes tenen flourescéncia verda) i també
del ratio protamina/histona (HDS, high DNA stainability), un parametre
de maduracié nuclear (219-221) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema sobre la deteccié del dany a ’ADN espermatic mitjancant el test SCSA.
Adaptat de (222).

b) El test SCD no analitza la fragmentacié de 'ADN espermatic, sind
que estudia la descondensacio de la cromatina després de tractament
amb acid. Si la descondensacié és normal, es forma un halo d’ADN
gran, que es correspon amb I'abséncia d’ADN fragmentat i si es forma

un halo petit, és equivalent a ADN fragmentat (223) (Figura 8).

' Normal Spermatozoa

Figura 8: Fragmentaciéo de 'ADN espermatic mitjangant el test SCD. Les fletxes indiquen
espermatozoides amb ADN fragmentat, que contenen un halo petit. Extreta de (224).
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c) L’Assaig TUNEL (Terminal Transferase Mediated-dUTP-Nick-End
Labeling) és un métode d’analisi directe de la fragmentaci6 d’ADN
espermatic basat en la incorporacié (a través de I'enzim TdT) de
nucledtids marcats amb fluorescéncia en els punts de ruptura 3-OH
lliures i posterior analisi per microscopia de fluorescéncia o per
citometria de flux (225). L’avantatge és que és una técnica d’analisi
directa del dany de 'ADN amb una molt una bona reproductibilitat
(Figura 9).

Figura 9. Assaig TUNEL en espermatozoides. En verd s’observen espermatozoides
fragmentats, mentre que els no fragmentats no presenten marcatge verd. En aquesta imatge
s’ha utilitzat una contra-tincié amb DAPI (blau). Extreta de (185).

d) L’assaig Comet és una técnica de gran sensibilitat i baixa variabilitat
(226) que quantifica el dany en els espermatozoides de manera
individualitzada després de descondensar-los amb altes
concentracions de sals i posterior analisi mitjancant electroforesi. Els
avantatges d’aquesta técnica sGn que requereix pocs

espermatozoides per a poder-la realitzar i que és capac de detectar de

62



forma independent el dany de cadena simple (associat amb menors
taxes d’embaras) i el dany de cadena doble (associat a una major taxa
d’avortaments de primer trimestre) (227). Hi ha una variant de la
técnica (assaig Comet bidimensional) que, mitjancant 2 electroforesis
sequencials permet diferenciar els graus de fragmentacio i les ruptures

de cadena senzilla i doble (Figura 10).

Non-fragmented Fragmented

Alkaline
Comet

Neutral
Comet

Figura 10: Fragmentacié de 'ADN espermatic mitjangant 'assaig Comet. Extreta de (228).

En una comparativa dels métodes més utilitzats per mesurar la
fragmentacié de 'ADN espermatic (217), 'assaig Comet alcali va ser
el que va predir millor I'esterilitat masculina, seguit del TUNEL, SCSA
i SCD.

Donat que existeixen multiples estudis que associen que la
fragmentaci6 de 'ADN espermatic elevada s’associa a una pitjor
qualitat espermatica, una possibilitat per a millorar els resultats
reproductius d’'una parella seria reduir el nivell de fragmentacié abans
del tractament de reproduccio assistida. Per aconseguir-ho, s’han
descrit dues estratégies: ingesta de substancies antioxidants i

disminucié de I'abstinéncia sexual (229-232):
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a) L’estrés oxidatiu és la causa principal de dany en 'ADN espermatic
degut a l'alta susceptibilitat de 'espermatozoide al dany produit
pels radicals lliures, provocat principalment per la baixa capacitat
d’activitat antioxidant cel-lular. Per aixd, una dieta rica en
substancies antioxidants (vitamina C, vitamina E, seleni, zinc...)
podria ser beneficiosa per a la fertilitat en alguns pacients. Hi ha
comercialitzats diferents suplements nutricionals amb diferents
composicions d’antioxidants i s’han publicat estudis amb resultats
variables, probablement per la diferent composicié dels preparats,
els diferents criteris d’inclusié i la diferent durada del tractament
(233,234).

b) Segons I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) el periode
d’abstinencia sexual optim per a realitzar una analisi seminal és
entre 2 i 7 dies. Sembla logic pensar que un llarg periode
d’emmagatzematge dels espermatozoides a la part caudal de
I'epididim els exposa a un major dany associat a I'estrés oxidatiu
o fins i tot a enzims alliberats pels espermatozoides, les
membranes dels quals s’han desintegrat, i aixi augmenta la
fragmentacié de 'ADN espermatic. Per evitar aquest procés, una
possibilitat seria reduir el periode d’abstinéncia o realitzar

ejaculacions repetides en un curt periode de temps (235).

1.5.3. El maneig de les parelles esteérils

Quan una parella consulta per esterilitat, es recomana fer I'estudi
simultaniament als 2 membres de la parella, comengant per una bona

anamnesi i una exploracié fisica. Es demanen les proves
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complementaries descrites més amunt per a confirmar els principals
parametres anatomics, hormonals i de qualitat seminal, aixi com
qualsevol altra prova que es consideri necessaria segons les troballes

en I'anamnesi i I'exploracio fisica.

En aquesta visita es realitzen recomanacions pel que fa a l'estil de
vida, que puguin intentar maximitzar les possibilitats d’embaras:
intentar aconseguir un pes adequat en cas que no ho sigui, s’adverteix
sobre els efectes d’alguns toxics en la reproduccié (el tabac, I'alcohol
o la cafeina...), s'informa de la frequéncia de relacions sexuals més

adequada, etc.

En cas que es trobi alguna causa modificable de lesterilitat, es
procedeix a identificar el tractament més adient per a cada cas. Tot i
aixo, en la majoria dels casos la causa no €s modificable, no hi ha una
unica causa, o la dificultat per modificar la causa és superior en temps,
cost o risc que l'aplicacié d’'una de les técniques de reproduccio
assistida disponibles. Per aquest motiu, segons el criteri médic, es
poden adoptar diferents actituds: mantenir una conducta expectant, fer
inseminacions intrauterines o anar directament a una fecundacio in
vitro. Per a decidir quina d’aquestes opcions és més adequada, cal
tenir en compte l'eficacia, el cost i els riscos associats a cada una
d’elles. | sobretot, valorar les circumstancies de la parella en concret
per a poder oferir 'opcié més adequada en cada cas. D’entre aquestes

tres opcions, diferents estudis han observat diferents efectivitats:

a) De les parelles estérils amb el resultat de les proves de I'estudi

d’esterilitat normal que decideixen conducta expectant, s’ha
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b)

descrit una taxa d’embaras d’entre un 1% i un 3% cada mes,

sempre i quan la dona sigui jove (49,236).

La induccié de l'ovulaci6 amb gonadotropines seguida de la
inseminacio intrauterina permet una millor taxa d’embaras que
la conducta expectant, amb un cost molt inferior que una
fecundacié in vitro, perd0 amb una alta taxa de gestacions
multiples (237-239). Les indicacions més clares per a
recomanar a una parella realitzar tractaments d’inseminacio
artificial sén: i) parelles que no poden mantenir relacions
sexuals per vaginisme o disfuncié ejaculatoria, ii) parelles
serodiscordants per a malalties de transmissiéo sexual com
podria ser el virus de la immunodeficiencia humana (VIH), iii)
factor cervical, iv) factor masculi lleu (240). En casos d’esterilitat
d'origen desconegut o d’endometriosi lleu-moderada la

indicacié d’aquesta técnica és més controvertida.

La fecundacio in vitro és I'opcié amb una major taxa d’embaras
en un menor interval de temps, perd a canvi, €s una técnica
amb un cost més elevat, que requereix una hiperestimulacio
ovarica important, una sedacio per a l'obtencié dels odcits a
quirdfan i la fecundaci6 d’aquests oocits en laboratoris

especialitzats amb personal qualificat.
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CAPITOL 2: HIPOTESI | OBJECTIUS

2.1. Hipotesi

La present tesi doctoral parteix de la hipotesi que la qualitat seminal
dels homes de I'area de referencia de I'Hospital Universitari Parc Tauli
de Sabadell ha disminuit en els ultims vint anys, donant lloc a una

reduccio de la fertilitat.

Aquest fet dona lloc a la necessitat d’'obtenir una combinacié de
biomarcadors masculins i femenins que permetin establir un sistema
de seleccié de parelles amb una major probabilitat d’aconseguir

gestacié per inseminacié artificial conjugal.
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2.2. Objectiu 1: Avaluacié de la variacié de la qualitat

seminal a Catalunya en les darreres dues décades

Diferents estudis publicats mostren resultats controvertits respecte
I'evolucié de qualitat seminal en les darreres décades, suggerint la

possible existéncia de variacions territorials per a aquestes variacions.

El primer objectiu de la present tesi doctoral consisteix en caracteritzar
'evoluciéo de la qualitat seminal en homes que han consultat per
esterilitat a I'Hospital Universitari Parc Tauli de Sabadell en els ultims

20 anys.

2.3. Objectiu 2: Estudi de la relacié entre parametres
masculins i femenins amb I'exit o fracas de les
inseminacions intrauterines i determinacié del seu

poder predictiu per a millorar el maneig dels pacients

La creixent demanda de técniques de reproduccidé assistida, aixi com
la limitacié d’accés a la fecundacié in vitro a nivell public, ha fet que
s’ofereixin cicles d’'inseminacio intrauterina conjugal a pacients amb
una menor probabilitat d’éxit, la qual cosa pot haver contribuit a
I'estabilitzacié en les taxes d’éxit d’aquesta técnica en les darreres

decades.

El segon objectiu d’aquesta tesi doctoral pretén determinar la relacio

entre parametres masculins i femenins amb I'éxit (embaras clinic) o
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fracas (no embaras) de la inseminacio intrauterina conjugal.
Addicionalment, es busca seleccionar aquells biomarcadors amb
capacitat d’establir un model amb capacitat predictiva sobre el resultat

de la inseminacio intrauterina conjugal.
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CAPITOL 3: AVALUACIO DE LA VARIACIO DE LA
QUALITAT SEMINAL A CATALUNYA EN LES
DARRERES DUES DECADES

3.1. Material i métodes referents a I’objectiu 1

3.1.1. Disseny de I’estudi i comite d’ética

Per aconseguir I'objectiu descrit, es va dissenyar un estudi unicéntric
retrospectiu a I'Hospital Universitari Parc Tauli, el qual té una area
d’'influéncia fortament industrialitzada d’aproximadament 400000
persones. El Comité d’Etica de I'Hospital Parc Tauli va aprovar 'estudi,

amb el nimero de referéncia 2018565.

3.1.2. Mostres de semen identificades i depuracio de les

dades

Entre el 1997 i el 2017 es van realitzar 8979 seminogrames per a
diagnostic que es van recollir en una base de dades informatitzada.
D’aquests, els seminogrames que s’havien fet per motius diferents a
'estudi d’esterilitat (com per exemple comprovacions després de
vasectomies) i les mostres repetides d’'un mateix pacient van ser
excloses de I'estudi, i es va incloure només el primer seminograma de
cada pacient. Amb posterioritat a aquesta exclusio, 5119 pacients van

ser inclosos a l'estudi.
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3.1.3. Obtencio de les mostres de semen i realitzacio del

seminograma

Totes les mostres de semen es van obtenir per masturbacio i
ejaculacié dins d’'un pot esteril després d'una abstinéncia sexual

d’entre dos i set dies, tal com recomana 'OMS (93).

El laboratori va rebre les mostres en menys d’'una hora des de la seva
obtencio i immediatament les mostres es van mantenir a 37°C durant

30 minuts per a permetre la liguefaccio.

L’analisi es va fer seguint les indicacions de la guia de TOMS (93,241).
Malgrat que els valors de referéncia han estat modificats al llarg de les
diferents revisions dels manuals de laboratori, la metodologia aplicada
per a I'analisi del semen no va variar de manera significativa durant les

dues déecades de I'estudi.

Per a I'analisi dels parametres macroscopics i microscopics, la mostra
de semen es va transferir a un tub d’assaig. De [Il'avaluacié
macroscopica inicial, només el volum i el pH es van incloure a la base
de dades per a l'estudi. Pel que fa a I'analisi microscopica es van

incloure el recompte espermatic, la maotilitat i la morfologia.

Per a mesurar el volum, es va transferir la mostra a un tub volumétric
i es va registrar en mil-lilitres. El pH es va avaluar posant una gota de
la mostra a una tira de pH de rang entre 6 i 10 i comparant el color

uniforme obtingut en els primers 30 segons amb la tira de cal-libracio.

76



Per a la concentracié i la motilitat, es van posar 10 pl de la mostra de
semen en una cambra de Makler i es van analitzar un minim de 500
espermatozoides mitjangant l'algoritme informatic comprés en el
software Sperm Class Analyzer (SCA, Microptic, Barcelona, Espanya),
que capta un video durant 5 segons en diferents camps i determina la
motilitat de cada espermatozoide i la concentracié espermatica. En el
cas que la concentraci6 de la mostra fos massa elevada (>200
espermatozoides per camp), es va realitzar una dilucié en medi HAM
F-12.

Per a analitzar la morfologia es va realitzar una extensio
d’espermatozoides en un portaobjectes i una posterior tincid de
Papanicolau. La morfologia va ser analitzada mitjancant el criteri
estricte de Kruger (242) durant tots els anys inclosos en I'estudi. El
percentatge d’espermatozoides amb morfologia normal va ser inclos a

'estudi.
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3.1.4. Analisi estadistica

L’analisi estadistica de les dades es va realitzar amb el software SPSS
v25.0 (Statistical Package for the Social Sciences, IBM, USA), utilitzant
l'interval de confianga del 95% com a limit per a assumir una

significacio estadistica (p<0,05).

Les variables continues es van expressar en mitjanes i desviacio
estandard per a les variables amb distribucié normal i en medianes i

rangs interquartilics en cas de tractar-se de distribucions no normals.

La distribucio de les dades va ser analitzada amb el test Kolmogorov-
Smirnov. Les correlacions entre variables es van determinar amb el
test de Spearman, i es van classificar en forta, moderada o débil,
segons Chohen, 1988 (243).

Per a avaluar les variacions dels parametres seminals al llarg del
temps, es va realitzar un test de regressio lineal. Els models de
regressio lineal multiple es van aplicar tenint en compte I'edat dels

pacients com a factor de confusié.
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3.2. Resultats de I’objectiu 1

3.2.1. Valors mitjans dels parametres seminals

La mitjana i la desviacio estandard dels parametres seminals recollits
entre el 1997 i el 2017 van ser: 3,7+1,8 mL de volum; 7,4+0,3 de pH;
98+113 x 108 espermatozoides/mL de concentracio; 340+392 x 10° de
recompte total d’espermatozoides; 157,9+236 x 10° de recompte total
d’espermatozoides mobils; 38%+21 d'espermatozoides mobils
progressius; 16%+10 d’'espermatozoides mobils no progressius;
45%+24 d’espermatozoides immobils i 8%+8 de formes normals.

L’edat mitjana i la desviaci6 estandard van ser de 3416 anys.

L’analisi descriptiva dels parametres seminals (mitjana, desviacio
estandard, mediana i rang interquartilic) per any es poden veure a la

Taula 2 iales Figures 11 a 16.
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Figura 11. Evolucio del volum seminal al llarg dels anys (mitjana i desviacié estandard).
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Figura 12. Evoluci6 del pH seminal al llarg dels anys (mitjana i desviacio estandard).
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Figura 13. Evolucié de la concentracié seminal (espermatozoides per mil-lilitre) al llarg dels

anys (mitjana i desviacié estandard).
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Figura 14. Evolucié del nombre total d’espermatozoides per ejaculat al llarg dels anys (mitjana

i desviacio estandard).
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Figura 15. Evolucié del percentatge d’espermatozoides mobils progressius al llarg dels anys

(mitjana i desviacié estandard).
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Figura 16. Evolucié del percentatge de formes normals al llarg dels anys (mitjana i desviacio

estandard).
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Figura 17. Evolucié del nombre d’espermatozoides mobils totals al llarg dels anys (mitjana i

desviacio estandard).
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Figura 18. Evolucié de la recuperacié d’espermatozoides mobils al llarg dels anys (mitjana i
desviacio estandard).
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) Espermatozoides totals Motilitat progressiva " . Immobils Morfologia
Volum pH Espermatozoides/mL Motilitat no progressiva (%)
(x10°) (%) (%) (%)

Any | n Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana

Mitjana£SD (IQR) Mitjana£SD (IQR) Mitjana+SD (IQR) Mitjana+SD (IQR) Mitjana£tSD  (IQR) | Mitjana+SD (IQR) Mitjana+SD (IQR) Mitjana£SD (IQR)
1997 83 3,9+1,6 3,5(7,5) 7,5+0,3 7,5 (1,6) 69+60 58 (298) 286271 201 (1122) 50+22 56 (90) 7+5 6 (24) 44+20 39 (81) 14415 8 (55)
1998 | 156 4.2+2 4 (11,8) 7,4£0,2 7,5(1) 100£95 83 (600) 405459 319 (3995) 4920 52 (85) 8+6 6 (36) 4418 42 (87) 16+12 13 (46)
1999|171 3,8+£1,7 3,5(9,1) 7,4+0,3 7,5(1,6) 9395 55 (500) 315336 195 (2000) 4321 45 (88) 6+6 4 (35) 5121 48 (85) 16+12 14 (65)
2000 165 3,9+1,8 3,8(9,6) 7,4+0,2 7,5(1,3) 92487 75 (450) 343+£318 267 (1800) 50+20 52 (90) 516 4 (34) 44418 44 (89) 22415 20 (78)
2001|228 41,8 3,8 (10) 7,4+0,3 7,5(2,3) 101+121 70 (1000) 339+£316 262 (2160) 47422 47 (100) 4+6 2 (33) 49+20 50 (100) 17+11 16 (57)
2002 | 258 3,8+1,8 3,5(8,5) 7,4+0,3 7,5 (1,6) 86+94 64 (600) 2924298 219 (2000) 45+24 48 (100) 4+8 0 (44) 50+21 49 (100) 1148 10 (44)
2003|210 3,7£1,9 3,5(9,3) 7,4+0,3 7,5(1,6) 103+212 47 (2304) 326496 155 (4608) 40x22 40 (88) 10+10 8 (42) 4822 46 (100) 8+6 7 (32)
2004 | 256 3,9+1,7 3,8(9,3) 7,4+0,2 7,5(1,3) 93487 73 (463) 3484353 268 (2478) 38+23 34 (85) 1849 17 (48) 45425 44 (98) 615 5(27)
2005 325 3,7+1,8 3,5(10,6) 7,4+0,3 7,5 (1,6) 109+147 70 (1134) 383+550 234 (4575) 34+20 32 (90) 1749 16 (68) 49424 48 (95) 715 5 (42)
2006 | 297 3,7+1,8 3,5(10,4) 7,6+0,4 7,5(2) 102+104 70 (657) 3524365 246 (2481) 34+19 32 (86) 1949 18 (50) 46+23 46 (100) 65 5(38)
2007|272 4,1+1,9 4 (15,5) 7,1£0,3 7,2 (1,6) 123++120 95 (775) 4804524 332 (3258) 35+19 31 (86) 2048 20 (63) 4523 46 (100) 6+5 5 (30)
2008 | 291 3,6+1,8 3(11,6) 7,3+0,3 7,2 (1,6) 117£120 84 (750) 393+427 264 (3000) 36+21 35 (100) 20+9 20 (48) 4326 42 (100) 7+5 6 (30)
2009 | 306 3,5+1,7 3,2(9,7) 7,4+0,2 7,5 (1,6) 99+101 70 (714) 3094332 210 (2142) 31+20 28 (86) 1949 18 (45) 50+26 49 (100) 615 5 (30)
2010( 303 3,7+1,8 3,5 (10) 7,2+0,3 7,2 (1,3) 85490 59 (506) 275275 204 (1619) 30+19 27 (83) 1949 19 (45) 50+25 51 (91) 515 4 (24)
2011 286 3,942 3,6 (10,3) 7,3+0,3 7,2 (1,6) 115171 70 (1624) | 4114599 245 (6496) 34120 31 (85) 21+11 19 (69) 4525 45 (98) 45 3(30)
2012 258 3,7£1,9 3,5 (9,6) 7,4£0,3 7,2(1,8) 94187 66 (537) 310297 205 (1500) 36122 33 (91) 23%9 23 (60) 4125 42 (99) 4+6 3(74)
2013|304 3,7£1,7 3,5 (12,4) 7,4+0,4 7,2 (1,6) 84186 66 (875) 288+306 197 (2584) 38+21 35 (85) 21+8 21 (44) 4125 40 (93) 4+4 3 (26)
2014 280 3,612 3,1(15,6) 7,3+0,3 7,2 (1,6) 8071 62 (352) 282+318 195 (3168) 39+21 39 (91) 21+8 21 (47) 39+24 35 (99) 414 3(23)
2015 220 3,82 3,5 (11) 7,4+0,3 7,2 (1,6) 77+66 64 (423) 266+243 180 (1203) 36+20 36 (85) 22+8 22 (40) 42423 40 (96) 343 2 (16)
2016 241 3,5+1,7 3,5 (7,6) 7,3+0,3 7,2 (1,3) 115+£100 90 (541) 3731357 284 (2528) 4122 42 (90) 2348 23 (46) 36124 31 (95) 5+4 4 (24)
2017 | 208 3,7+1,8 3,5(9,8) 7,4+0,3 7,5(1,3) 93490 69 (569) 3254341 209 (2325) 40422 40 (91) 23+8 24 (38) 37+24 35 (99) 415 3 (40)

Taula 2. Valors descriptius per els parametres seminals inclosos a I'estudi al llarg dels anys.

IQR: Rang interquartilic




3.2.2. Correlacions entre els diferents parametres

seminals

Les dades de les 5119 mostres van demostrar les seguents

correlacions:

La concentracié espermatica va mostrar una forta correlaci6 amb el
recompte total d’espermatozoides (Rs=0,887; p<0,001), una correlacié
moderada amb els espermatozoides immobils (Rs=-0,543; p<0,001) i
una correlacioé débil amb la motilitat progressiva (Rs=0,455; p<0,001),
amb la mobilitat no progressiva (Rs=0,355; p<0,001) i amb la
morfologia (Rs=0,417; p<0,001).

El recompte total d’espermatozoides va presentar una correlacié
moderada amb els espermatozoides immobils (Rs=0,527; p<0,001),
amb la motilitat progressiva (Rs=0,472; p<0,001) i la morfologia
(Rs=0,403; p<0,001) i una correlacid débil amb la mobilitat no
progressiva (Rs=0,285; p<0,001).

La motilitat progressiva va mostrar una correlacié forta amb els
espermatozoides immobils (Rs=0,887; p<0,001) i una correlacio
moderada amb la morfologia (Rs=0,504; p<0,001) mentre que els
espermatozoides immobils van presentar una correlacié debil amb la
morfologia (Rs=0,380; p<0,001).

No es va observar cap correlacié entre cap parametre espermatic i el
volum o el pH (Rs<0,100).
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3.2.3. Variacioé de cada variable al llarg del temps

Els canvis en els parametres seminals al llarg dels anys van ser

analitzats mitjangcant analisis de regressio lineal multiple.

A la Taula 3 es mostren els canvis de cada parametre per any i

I'acumulat al llarg del periode d’estudi, amb els corresponents valors-

p.

Els canvis més importants que es van observar van ser amb el volum,

el pH, la mobilitat no progressiva, els espermatozoides immobils i la

morfologia normal.

CANVI CANVI MITJA
PARAMETRE VALOR MITJA EN ELS 20
P ANUAL ANYS

VOLUM -0,571 0,007 -0,02 mL -0,42 mL
PH -0,630 0,002 -0,0064 -0,1344
CONCENTRACIO ESPERMATICA | -0,009 0,969
ESPERMATOZOIDES TOTAL -0,195 0,397
MOTILITAT PROGRESSIVA (%) -0,496 0,022 -0,57 % -11,97 %
MOTILITAT NO PROGRESSIVA (%) | 0,925 <0,001 +1,01 % +21,21 %
IMMOBILS (%) -0,570 0,007 -0,43 % -9,03 %
MOTILITAT PROGRESSIVA TOTAL | -0,392 0,079 -2,33x10° -48,93x10°
MORFOLOGIA (% NORMAL) -0,910  <0,001 -0,72 % -15,12 %
EDAT (ANYS) 0,649  <0,001 +0,08 +1,6

Taula 3. Correlacions entre les medianes anuals i el temps i variacié anual de les diferents

variables estudiades.
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3.2.4. Analisi multivariant

Donat que les dades prévies mostren que I'edat paterna presenta una
correlacido negativa amb els parametres seminals i que al llarg del
periode d’estudi I'edat dels homes va anar augmentant (Taula 3), es
va fer una analisi multivariant per a identificar la variacié en els

parametres seminals independentment de I'edat dels homes.

Aquesta analisi va permetre determinar que el volum, el pH, la mobilitat
progressiva, el % d’espermatozoides immobils, la morfologia normal i
els espermatozoides mobils totals van disminuir al llarg dels anys d’'una
forma independent a I'edat paterna. La concentracié espermatica i el
recompte total d’espermatozoides no va mostrar una variacié

independent de I'edat al llarg del temps (Taula 4).

COEFICIENT g NO 95% INTERVAL  VALOR

PARAMETRE
ESTANDARDITZAT DE CONFIANGA -P

VOLUM -0,145 (-0,227 a-0,063)  <0,001
PH -2,098 (-2,597 a-1,599)  <0,001
CONCENTRACIO -0,201 (-0,767 a 0,364) 0,467
ESPERMATICA
RECOMPTE TOTAL -1,948 (-3,920 a 0,024) 0,054
D’ESPERMATOZOIDES
MOTILITAT PROGRESSIVA (%) -0,03 (-0,037 a-0,023)  <0,001
MOTILITAT NO- 0,271 (0,259 a 0,283) <0,001
PROGRESSIVA(%)
IMMOBILS (%) -0,029 (-0,035a-0,022)  <0,001
MOTILITAT PROGRESSIVA -0,001 (-0,002 a 0,000) 0,003
TOTAL
MORFOLOGIA (% NORMAL) -0,296 (-0,313t0-0,280)  <0,001

Taula 4. Variacioé dels parametres seminals al llarg de 20 anys, independent de I'edat
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3.3. Discussio de I’objectiu 1

En les ultimes décades, multiples esforcos han estat realitzats amb la
finalitat d'incrementar l'efectivitat de les técniques de reproduccié
assistida. La recerca duta a terme fins a l'actualitat ha mostrat de
manera inequivoca que una bona qualitat dels gametes és essencial
per a assolir una fertilitzacié i embrions que acabin amb nadons vius a
casa (103,244-246).

En un context on diversos factors poden afectar la qualitat seminal i
que molts d’aquests depenen de la zona geografica estudiada, I'estudi
retrospectiu realitzat en el present capitol pretén avaluar la variacié
dels parametres seminals dels homes que consultaven per esterilitat
al llarg de dues décades en l'area d’influéncia de I’'Hospital Universitari
Parc Tauli de Sabadell.

Malgrat I'analisi de les dades va mostrar un augment de I'edat dels
homes que consultaven per esterilitat al llarg dels anys (Taula 3),
I'analisi multivariant incloent 'edat com a factor de confusioé va mostrar
que el volum, el pH, la mobilitat progressiva, el % d’espermatozoides
immobils i la morfologia normal es van veure reduits al llarg del temps

d’'una forma independent a I'edat dels homes.

Curiosament, el present estudi no va observar diferéncies
significatives en la concentracio d’espermatozoides i el recompte total
d’espermatozoides en pacients esterils. Aquests resultats contrasten
amb els obtinguts en un altre estudi realitzat anteriorment al sud

d’Espanya (31), on es va mostrar una reduccié del recompte
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d’espermatozoides entre el 2001 i el 2011. Cal destacar que les
diferéncies observades podrien ser explicables pel fet que aquest
estudi anterior inclota mostres d’estudiants universitaris sans i el
present treball inclou mostres de pacients que consultaven per
esterilitat i, per tant, la poblacié podria presentar un recompte
d’espermatozoides inferior al d’homes sans (247). No obstant aix0, un
altre estudi més ampli que analitzava més de 25000 homes de parelles
estérils a Franca va mostrar que la concentracié d'espermatozoides

disminuia a un ritme de I'1,9% anual (32).

Les diferéncies geografiques, incloent les exposicions a toxics, i les
diferéncies en l'estil de vida o la dieta dels pacients, podrien explicar
aquestes diferéncies en el recompte d’espermatozoides, ja que totes
poden afectar els nivells hormonals, provocant alteracions geneétiques

o epigenetiques i afectacions en I'espermatogenesi (248-251).

Pel que fa a la morfologia espermatica, els resultats obtinguts en el
present estudi coincideixen amb resultats obtinguts anteriorment per
altres autors, que van observar una reduccio de la morfologia normal

dels espermatozoides (26,31,33).

Concretament, els resultats presentats suggereixen una disminucio
mitjana anual del 0,72% de les formes normals. Tanmateix, aquesta
reduccidé va presentar una distribucié bimodal, amb un pendent més
pronunciat entre 1997 i 2005, amb una reduccié mitjana de I'1,39%,
que es va desaccelerar entre el 2005 i el 2017, amb una reduccio
mitjana del 0,24% (Figura 19). Curiosament, aquesta reduccié més

elevada fins al 2005 també es va observar en l'estudi francés de
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Rolland i cols., on els autors van observar una disminucio de I'1,7% en
formes normals en pacients esterils entre 1998 i 2005 (32). Aixi mateix,
un estudi xines realitzat per Huang i cols. també va observar una
reducci6 anual de 1I'14% en Ila morfologia normal dels

espermatozoides entre 2001 i 2015 en donants de semen (33).

Morfologia (% formes normals)

25
20

15

0

1994 15956 15998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020

Figura 19. Evoluci6 del percentatge d’espermatozoides morfoldgicament normals al llarg del
temps. En blau del 1997 al 2004 i en vermell del 2004 al 2017

La motilitat progressiva dels espermatozoides també va patir una
disminucio en les darreres dues décades a la nostra série de pacients.
Alguns estudis previs no havien trobat una reduccié de la maotilitat
progressiva dels espermatozoides al llarg del temps (31,252,253),
mentre que d’altres també havien trobat una reduccié en aquest

parametre en les ultimes decades (33,254—-257). Els nostres resultats
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van mostrar una reduccio mitjana anual dels espermatozoides mobils
progressius del 0,57%, una reduccié menor a I'observada préviament
per altres autors, d’entre el 0,8% i el 2,5% (33,255,257,258).

Finalment, es va observar una disminucid¢ mitjana anual dels
espermatozoides immobils del 0,43%, donant lloc com a resultat
paral-lel un augment de les cel-lules espermatiques mobils no
progressives (de tipus c) a un ritme de I'1,01% anual (Taula 4). Aquest
resultat contrasta amb [I'empitjorament observat de Ila motilitat
progressiva, perd suggereix que la viabilitat dels espermatozoides
podria ser un parametre que podria haver patit un augment en les
darreres dues decades. No obstant aix0, estudis posteriors haurien de

confirmar aquesta hipotesi.
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3.3.1 Fortaleses i limitacions de I'estudi realitzat

El marc d’aquest estudi és un dels seus principals punts forts: primer,
la metodologia d’analisi del semen es va mantenir estable al llarg dels
anys (sempre seguint les directrius de 'OMS i seguint els estandards
de qualitat del laboratori clinic); segon, I'area d’influéncia de I'hospital
public no va canviar; i en tercer lloc, es va poder realitzar una analisi

multivariant ajustant-la per edats.

L’Us de la primera mostra lliurada per cada pacient va evitar mesures
repetides que podrien haver provocat un biaix en els resultats i el fet
de ser un estudi unicentric, déna informaci6 molt valuosa sobre
I'evolucié de la qualitat seminal en els darrers 20 anys a la poblacié

d’aquesta regio en concret.

Les principals limitacions d’aquest estudi s6n la manca d’altres dades
que puguin actuar com a factors de confusio, com ara el tabaquisme,
els habits de consum d’alcohol, I'index de massa corporal o I'exposicio
laboral a elements nocius. Tots ells sén factors coneguts que afecten

la qualitat del semen.
Finalment, el present estudi només va incloure pacients estudiats per

esterilitat i, per tant, els seus resultats no es poden extrapolar a la

poblacié general.
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CAPITOL 4. SELECCIO DE PACIENTS EN FUNCIO DE
PARAMETRES MASCULINS | PARAMETRES FEMENINS
COM A MARCADORS DEXIT O FRACAS DE LA
INSEMINACIO INTRAUTERINA CONJUGAL

4.1. Material i Méetodes

4.1.1. Disseny de I’estudi i comite d’ética

Es va dissenyar un estudi prospectiu observacional que incloia 197

parelles consecutives candidates a cicles d’IAC dividits en dos anys.

El primer any de reclutament es van incloure 93 parelles (193 cicles),
de gener de 2014 a gener de 2015. En aquest primer grup es van
identificar els parametres que s’associaven a fracas de la técnica, és
a dir, els que no aconseguien embaras amb inseminacions

intrauterines conjugals.

Per al segon any de reclutament, es van incloure 104 parelles, a qui
es van fer 216 cicles d’lAC, de gener de 2015 a gener de 2016. En
aquest segon grup es va comprovar si els parametres identificats en el

primer grup tenien consisténcia.

Per a la realitzacié de I'estudi es va obtenir el consentiment informat
de tots els pacients i el Comité d’Etica de I'Hospital Parc Tauli de

Sabadell va aprovar I'estudi amb el numero de referéncia 2014512.
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4.1.2. Seleccié de pacients i variables d’estudi

Totes les parelles incloses en Il'estudi van ser seleccionades d'acord
amb els criteris d'inclusié d’IAC definits en els protocols de I'Hospital

Universitari Parc Tauli. Els criteris d’inclusio van ser:

) Parelles estérils (almenys 12 mesos de relacions sexuals no

protegides regulars en abséncia de factors de risc coneguts).

i) Edat de la dona al primer tractament d’IAC inferior a 38 anys
amb almenys una trompa permeable demostrat per

histerosalpingografia.

iii) Homes amb una recuperacid d’espermatozoides mobils
progressius per sobre dels 3 milions d’espermatozoides per
mil-lilitre en una mostra obtinguda anteriorment a la mostra

utilitzada per a la IAC.

Les variables incloses en l'estudi utilitzades com a informadors del
resultat de la técnica (embaras clinic) van ser: 'edat de 'home i la
dona, el nombre de cicles d’IAC, el volum de la mostra de semen, la
concentracio d’espermatozoides, el recompte d’espermatozoides
totals, la motilitat espermatica, la recuperacié d’espermatozoides
mobils, la fragmentacié de 'ADN espermatic de cadena simple i doble,
el recompte de fol-licles antrals, I'index de massa corporal (IMC) de la
dona, el temps d’esterilitat, 'hormona fol-liculostimulant basal (FSH),

I'hormona luteinitzant (LH), els nivells d’estradiol i de prolactina.
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Es van fer fins a quatre cicles d'IAC a les parelles que no van
aconseguir gestacio abans.

Es va fer un seguiment de les pacients que van aconseguir un embaras
clinic (gestacions en les que es va confirmar la preséncia de sac

gestacional i embrid amb batec cardiac mitjangant ecografia).

4.1.3. Recollida de mostres de semen

Es van recollir les mostres de semen el mateix dia de la inseminacié
artificial, després d’un periode d’abstinéncia d'entre 2 i 7 dies.
Posteriorment, es va aplicar un procediment de swim-up per a preparar
la mostra d'esperma per a la IAC i es van analitzar alguns dels
parametres convencionals de I'analisi de semen segons les directrius
de 'OMS del 2010 (93).

Abans de la IAC, una petita part de l'aliquota de la mostra, que
contenia menys del 5% del recompte total d'espermatozoides, es va
separar i congelar per a una analisi posterior mitjancant l'assaig
Comet, que permet una analisi molt sensible del dany de I’ADN

espermatic.
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4.1.4. Assaig Comet

Les mostres de semen obtingudes i preparades per a la inseminacio
es van analitzar per a la fragmentacido de 'ADN d’espermatozoides
mitjangant els assaigs Comet alcali i neutre, per tal d’establir el tipus i
'extensiéo de la fragmentacid de 'ADN dels espermatozoides: de

cadena simple o doble, respectivament.

Tal com es va publicar anteriorment a Casanovas i cols. el 2019, el
mateix observador va realitzar I'avaluacio de cél-lules espermatiques
fragmentades i no fragmentades en tot el conjunt de mostres seguint

els criteris definits anteriorment (259) (Figura 20).

Alkaline Comet Neutral Comet

Non-fragmented DNA

Fragmented DNA

Figura 20. Espermatozoides fragmentats i no fragmentats observats mitjangant les técniques
Comet alcali i Comet neutre (Casanovas et al., 2019).
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4.1.5. Inseminacio artificial

Les pacients van iniciar I'estimulacié ovarica 3 dies després de l'inici
de la menstruacio injectant-se subcutaniament gonadotrofines durant
4-5 dies amb una dosi mitjana de 83 Ul/24h (rang 50-150). La major
part de les pacients van comencar I'estimulacié amb una dosi de 75
Ul/24 hores, perd en cas de pacients joves amb un index de massa
corporal baix i/o un alt recompte de fol-licles antrals es va iniciar
I'estimulacié amb una dosi de 50 Ul/dia i en canvi, pacients amb index
de massa corporal elevat o que en cicles previs requerissin augmentar
la dosi es va iniciar I'estimulacié amb dosis superiors. El 50,97% va
utilitzar Gonal® (Merck, Alemanya), el 41,26% va utilitzar Fostipur®
(Angelini Pharma, Italia) i el 7,76% va utilitzar Menopur® (Ferring,

Alemanya) per a I'estimulacioé ovarica.

A partir del 7é-8¢ dia del cicle la resposta dels ovaris i el gruix de
I'endometri es van controlar mitjangant ecografies transvaginals cada
48 hores.

L'ovulacié es va desencadenar mitjangant I'is de 250 micrograms de
coriogonadotropina alfa (Ovitrelle®, Merck, Alemanya) quan el fol-licle

dominant va assolir almenys 18 mm de diametre.
Al cap de 36 h de la injecci6 desencadenant de l'ovulacio, es van

recollir les mostres de semen tal com s’ha explicat al punt 4.1.3. i es

van col-locar en un volum estandard de 0,5 mL dins d’'una xeringa.
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Per a la inseminacié intrauterina, les pacients es van col-locar en
posicio de litotomia, mitjangant un especulum es va visualitzar el cérvix
uteri i es va introduir amb cura una canula flexible sobrepassant l'orifici
cervical intern i sense tocar el fundus uteri. Lentament es van injectar
els 0,5 mL de la mostra espermatica, es van retirar la canula i

I'espéculum i es va deixar les pacients en repds durant uns 10 minuts.

Es va recomanar fer suport de la fase Ilutia amb 200 mg de
progesterona vaginal cada 12 hores les dues setmanes posteriors i en
cas d’embaras continuar amb aquest tractament fins a visualitzar batec

cardiac embrionari per ecografia.

4.1.6. Recollida de dades i analisi estadistica

Atés que l'objectiu de l'estudi era determinar una combinacio de
parametres que pronostiquessin el fracas de la técnica, és a dir, la

manca d'embaras clinic, es va realitzar el seguent procediment:

En primer lloc, es van marcar els valors extrems de cada parametre
(maxim o minim) dels quals no es van obtenir embarassos durant el

primer any de reclutament.
En segon lloc, es va provar aquests llindars per a cada parametre per

determinar la consisténcia dels cicles durant el segon any de

reclutament.
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Finalment, els parametres que es van mantenir consistents es van
transformar en variables que indicaven si eren inferiors o superiors al
llindar establert, i van ser provades estadisticament per a comprovar

la significacio estadistica en un sistema de modelatge complet.

Atés que una mateixa parella podia tenir més d’un cicle d’IAC a I'estudi,
la inclusié de diferents mostres d’'un mateix pacient podria conduir a
correlacions entre els resultats, i per evitar-ho es va utilitzar un sistema
de modelitzacié anomenat equacio estimativa generalitzada de tipus
Il (GEE de Generalized Estimating Equation) (260,261), suposant una
resposta logistica binomial amb estructura de correlacié

intercanviable.

En establir la resposta del model com a embaras clinic, la produccio
del model va ser una proporcio de probabilitats (odds ratio) per a cada
parametre, tenint en compte la influéncia comuna dels diferents
parametres. L’odds ratio es va informar amb el 95% de l'interval de
confianga. Aquestes analisis estadistiques es van realitzar mitjangant
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, IBM).
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4.2. Resultats

4.2.1. Caracteristiques cliniques i taxa d’embaras

En el primer periode, es van aconseguir 18 embarassos clinics (10,1%
de taxa d’embaras per cicle i 20% de taxa d’embaras acumulada

després de fins a 4 cicles).

D’aquests embarassos, vuit (42%) van ser al primer cicle, quatre (21%)
al segon cicle, dos (11%) al tercer cicle i tres (16%) al quart cicle. Dels
18 embarassos aconseguits, 13 van ser a terme, 3 prematurs, 1 es va
perdre en el seguimenti 1 va ser un avortament a les 21 setmanes de
gestacio a causa d'una corioamnionitis per E. coli. Dels 18
embarassos, només 2 eren embarassos gemel-lars (1 a terme i 1

prematur).

Durant el segon periode, es van aconseguir 25 embarassos clinics (un
11,57% de taxa d’embaras per cicle i un 24,03% de taxa d’embaras

acumulada després de fins a 4 cicles).

Es van assolir deu embarassos (40%) al primer cicle, set (28%) al
segon cicle, set (28%) al tercer cicle i un (4%) al quart cicle. Dels 25
embarassos aconseguits, es va perdre el seguiment després del 2n
trimestre de gestacio en 3 d’ells, i es van produir 2 avortaments: un
espontani a les 8 setmanes de gestacio i un avortament voluntari a les

16 setmanes d’embaras a causa d’una trisomia del cromosoma 21.
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Dels 20 embarassos en curs dels quals es disposa d'informacio, 16
(80%) van arribar a terme i 4 (20%) van ser prematurs (3/4 quan eren
multiples). Dels 25 embarassos, cinc eren embarassos multiples
(20%), tots gestacions gemel-lars bicorials biamnidtiques: 3 prematurs,

1 atermei 1 aqui vam perdre el seguiment a partir de les 29 setmanes.

A nivell global, inclosos els dos anys de reclutament, la taxa d’embaras

per cicle va ser del 10,5% i la taxa d’embaras per pacient del 21,8%.

4.2.2. Parametres masculins i fragmentacié de I'ADN

espermatic mitjancant I'assaig Comet

Per a tots els cicles del primer periode de reclutament, les dades sobre
'edat dels homes i els parametres seminals tant de la mostra de
I'ejaculat com de la mostra processada per swim-up es mostren a la
Taula 5. A la mateixa taula també es mostren les dades sobre el dany
de '’ADN espermatic de cadena simple (ssSDF) mesurat amb el Comet
alcali i el dany de cadena doble (dsSDF) mesurat amb el Comet

neutre.
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EJACULAT POST SWIM-UP

MITJANA £ DE MINIM MAXIM MITJANA + DE MINIM  MAXIM

EDAT HOME 3499 + 446 26,00 44,00

VOLUM (mL) 369 + 1,62 0,50 8,00

CONCENTRACIO (X106 esperm/mL) 9367 + 64,87 400 43900 8570 + 6999 1,19 39595
ESPERMATOZOIDES TOTALS (X10°) 31527 + 23375 12,50 122300 3485 + 2811 048 158,38
MOTILITAT PROGRESSIVA (%) 46,01 + 1831 5,00 86,00 72,87 + 19,33 10,00 98,00
IMMOBILS (%) 3207 & 19,60 1,00 86,00 1375 + 1579 0,00 81,00
ESPERMATOZOIDES MOBILS 164,52 + 159,72 250 819,00 2527 + 21,72 0,26 125,12
TOTALS

MORFOLOGIA (% NORMALS) 619 + 414 1,00 18,00

COMET ALCALI 47,04 + 12,88 22,00 82,00 4227 + 11,92 20,00 75,00
(% ESPERMATOZOIDES AFECTATS)

COMET NEUTRE 56,21 + 17,06 23,00 91,00 52,47 + 16,33 17,00 91,00
(% ESPERMATOZOIDES AFECTATS)

Taula 5. Dades de tots els pacients inclosos en I'estudi. Mitjana, desviacié estandard, valors minim i maxim en la mostra de semen de I'ejaculat i

després de swim-up. (DE: desviacio estandard)



EJACULAT POST SWIM-UP

No gestacio Gestacio No gestacio Gestacio

MiNIM MAXIM MiNIM MAXIM MINIM MAXIM  MINIM  MAXIM
EDAT HOME 26,00 44,00 26,00 41,00 *
VOLUM (mL) 0,50 8,00 1,50 7,50
CONCENTRACIO 4,00 439,00 10,36 * 243,99 1,19 267,00 9,68 395,95
(X108 esperm/mL)
ESPERMATOZOIDES TOTALS (X109) 12,50 1223,00 51,79* 1105,34 0,48 106,90 3,87 158,38
MOTILITAT PROGRESSIVA (%) 5,00 86,00 18.00 * 74,00 10,00 98,00 38 * 93,00
IMMOBILS (%) 1,00 86,00 2,00 62,00* 0,00 81,00 1,00 45,00 *
ESPERMATOZOIDES MOBILS TOTALS 2,50 819,00 14,50 * 722,21 0,26 90,60 1,68 125,12
MORFOLOGIA (% NORMALS) 1,00 18,00 2,00* 15,00
COMETA ALCALI 22,00 82,00 25,00 72,00 * 20,00 75,00 22,00 59,00~
(% ESPERMATOZOIDES AFECTATS)
COMET NEUTRE 23,00 90,00 33,00 90,00 17,00 91,00 26,00 82,00~
(% ESPERMATOZOIDES AFECTATS)

Taula 6. Dades dels pacients que van aconseguir i que no van aconseguir gestacio en el primer any de reclutament. Es mostren els valors minim
i maxim de cada parametre. Estan marcats amb asteriscs els parametres que van servir com a model de no consecucio de la gestacio.

* No es van trobar embarassos per sobre aquest maxim o per sota d’aquest minim



Els valors maxims i minims marcats a la taula 6 amb un asterisc es

van definir com a llindars primaris, a partir dels quals no es va

aconseguir un embaras. La consisténcia d’aquests llindars es va

comprovar amb els valors obtinguts per a aquelles parelles que no van

aconseguir un embaras en el segon periode, que es mostren a la Taula

7. Els asteriscs de la Taula 7 marquen aquells parametres que van

romandre consistents entre el primer i el segon periode de
reclutament.
EJACULAT POST SWIM-UP
MINIM  MAXIM MIiNIM  MAXIM
EDAT HOME 2500 41,00*
VOLUM (mL) 1,60 7,30
CONCENTRACIO (X106 esperm/mL) | 14,26* 270,65 9,17 263,18
TOTALS (X106) 68,50 * 984,00 3,67 105,27
MOTILITAT PROGRESSIVA (%) 6,00 79,00 36,00 94,00
IMMOBILS (%) 2,00 75,00 1,00 40,00 *
ESPERMATOZOIDES MOBILS 8,20 777,00 1,72 76,00
TOTALS
MORFOLOGIA (% NORMALS) 0,00 6,00
COMET ALCALI 25,00 67,00 * 21,00 54,00 *
(% ESPERMATOZOIDES AFECTATS)
COMET NEUTRE 20,00 91,00 22,00 65,00*

(%ESPERMATOZOIDES AFECTATS)

Taula 7. Valors minims i maxims dels parametres masculins dels pacients que no van

aconseguir gestacié en el segon periode. Els asteriscs marquen els parametres que van ser

consistents amb el primer periode.

* Valors minims i maxims que sén compatibles amb les regles descrites en el primer periode
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A continuacio, els parametres i els llindars que es van incloure en el

GEE van ser:

i) Edat de 'home >41 anys

i) Concentracio d'espermatozoides ejaculats <10,36x108/mL
i) Recompte total d’espermatozoides <51,79x10°

iv) Comet alcali >72%

V) Espermatozoides immobils després de swim-up >45%

Vi) Comet alcali després de swim-up >59%

vii)  Comet neutre després de swim-up >65%
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4.2.3. Parametres femenins

L’edat mitjana de les dones incloses en I'estudi era de 32 anys (rang
21-39), 'IMC mitja era de 24,87 (rang 18-45) i el temps d’esterilitat era
de 27,87 mesos (rang 5-120). Respecte a la causa de l'esterilitat, era
d’origen desconegut en el 37,8% dels casos, el 27,8% tenia sindrome
d'ovari poliquistic i el 6,66% tenia un factor tubari unilateral (mostrat
per histerosalpingografia). Pel que fa a la paritat, el 65,6% de les dones
incloses en I'estudi no havien tingut mai un embaras, mentre que el
18,9% d’elles havia tingut un avortament previ i el 15,5% ja tenia fills
(el 14,3% de les quals havien estat assolides mitjangant una

inseminacidé intrauterina anterior).

La Taula 8 mostra les dades obtingudes en I'analitica basal practicada
entre el tercer i el cinqué dia del cicle de les participants a I'estudi. De
manera similar al procediment realitzat per al factor masculi, la Taula
9 mostra els parametres femenins maxims i minims trobats en aquelles
pacients que no van aconseguir un embaras en el primer periode de
reclutament. Els llindars marcats amb asteriscs sén els que es van
mantenir consistents en el segon periode de reclutament, que es

mostra a la Taula 10.

108



MITJANA + DESVIACIO MINIM  MAXIM
ESTANDARD
EDAT DONA (ANYS) 32,54 + 4,39 21 40
IMC (kg/m?) 2484 + 6,14 17,24 45
TEMPS D’ESTERILITAT 2564 + 19,74 5 120
(MESOS)
FSH (mUl/mL) 6,73 * 1,74 1,58 11,4
LH (mUl/mL) 6,4 + 3,91 0,54 27,28
ESTRADIOL (pg/mL) 52,3 + 47,65 6 450
PROLACTINA (ng/mL) 14,91 = 8,9 3,18 77,82
RECOMPTE DE 14,01 + 6,85 3 30
FOL-LICLES ANTRALS
Taula 8. Dades de totes les dones incloses en I'estudi.
NO GESTACIO GESTACIO
MINIM  MAXIM MINIM  MAXIM

EDAT DONA (ANYS) 21 39* 24 38
IMC (kg/m?) 18 45* 18 40
TEMPS D’ESTERILITAT (MESOS) 5 120* 6 48
FSH (mUlI/mL) 2,59 10,8z 4,47 11,4
LH (mUl/mL) 2,22 27,28* 2,58 17,81
ESTRADIOL (pg/mL) 10* 450 21 87,4
PROLACTINA (ng/mL) 4,76 58 4,76 42,57
RECOMPTE DE FOL-LICLES ANTRALS 3* 27 6 30

Taula 9. Valors minims i maxims dels parametres femenins obtinguts en el primer periode de

reclutament. Els asteriscs marquen els parametres que van servir com a model de no

consecucio d’'un embaras.

* No es van trobar gestacions per sobre aquests maxims o per sota aquets minims
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NO GESTACIO GESTACIO

MINIM MAXIM  MINIM MAXIM
EDAT DONA (ANYS) 23 40 26 39
IMC (kg/m?) 17,24 45 17,24 357
TEMPS D’ESTERILITAT (MESOS) 6 84* 12 48
FSH (mUI/mL) 1,58 10,49 1,58 11,4
LH (mUl/mL) 0,54  26,72* 0,54 18,63
ESTRADIOL (pg/mL) 6 384 8 85
PROLACTINA (ng/mL) 3,18 77,82 432 77,82
RECOMPTE DE FOL-LICLES ANTRALS 4 26 4 25

Taula 10. Valors minims i maxims dels parametres femenins obtinguts d’aquelles pacients
incloses en el segon periode de reclutament. Els asteriscs marquen els parametres que sén
consistents amb el primer periode com a marcadors de fracas (no gestacio).

* Valors minims i maxims que sén compatibles amb les normes descrites en el primer periode

Els parametres consistents i inclosos en el model GEE van ser:

i) IMC >45 kg/m?
i) Durada de l'esterilitat >84 mesos
i) Nivells de LH >27,28 mUI/mL

iv) Recompte de fol-licles antrals <3
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4.2.4. Modelitzacié mitjancant Generalized estimating
equation (GEE)

Els parametres obtinguts a partir dels passos descrits anteriorment es
van incloure en el procediment d’equacié d’estimacié generalitzada
(GEE) com a parametres binaris, amb valors normals o alterats segons

el procediment anterior.

La relacié de probabilitats (IC del 95%) i els valors p obtinguts en
incloure’ls en el model buscant la seva associacid amb l'embaras
mitjangant inseminacio intrauterina conjugal van ser: 0,889 (0,849 a
0,931, p<0,001) per a l'edat de I'home; 1,538 (0,190 a 12,471,
p=0,687) per a la concentracié d'espermatozoides en I'ejaculat; 0,879
(0,845 a 0,914, p<0,001) per al recompte total d'espermatozoides
ejaculats; 3,044 (0,405 a 22,862, p=0,279) per als espermatozoides
immobils post swim-up; 6,013 (1,280 a 28,254, p=0,023) per al Comet
alcali post swim-up; 1,614 (0,635 a 4,100, p=0,314) per al Comet
neutre post swim-up; 0,888 (0,848 a 0,930, p<0,001) per a l'index de
massa corporal de la dona; 0,890 (0,861 a 0,921, p<0,001) per a la
durada de l'esterilitat; 0,888 (0,846 a 0,913, p<0,001) pera LH i 1,079
(0,243 a 4,778, p=0,920) per al recompte de fol-licles antrals (Taula
11).
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ASSOCIACIO IC 95% VALOR P

AMB EMBARAS
EDAT DE L’'HOME 0,889 0,849 a 0,931 p<0,001
CONCENTRACIO 1,538 0,190 a 12,471 p=0,687
D’ESPERMATOZOIDES
ESPERMATOZOIDES 0,879 0,845a 0,914 p<0,001
TOTALS
ESPERMATOZOIDES 3,044 0,405 a 22,862 p=0,279
IMMOBILS POST SWIM-UP
COMET ALCALI POST 6,013 1,280 a 28,254 p=0,023
SWIM-UP
COMET NEUTRE POST 1,614 0,635a 4,100 p=0,314
SWIM-UP
IMC DONA 0,888 0,848 a 0,930 p<0,001
DURADA DE 0,890 0,861 a 0,921 p<0,001
L’ESTERILITAT
LH (mUI/mL) 0,888 0,846 a 0,913 p<0,001
RFA 1,079 0,243 2 4,778 p=0,920

Taula 11. Grau d’associacié de cada parametre amb la possibilitat d’'embaras.
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4.2.5. Aplicacio retrospectiva dels resultats

estadisticament significatius

El model GEE va donar lloc a la férmula seguent:

Valor arbitrari del model = 0,889 x Edat Home + 0,879 x
Espermatozoides totals + 0,888 x IMC femeni + 0,890 x Durada de
'esterilitat + 0,888 x LH

En aplicar retrospectivament els parametres que van resultar
estadisticament significatius com a sistema de seleccio: el temps
d’esterilitat, I'edat de I'home, el recompte total d'espermatozoides,
I'index de massa corporal de la dona i els nivells de LH basals de la
dona, el 68,2% dels cicles s’haurien recomanat perd no aconseguiren
lembaras, en el 10,8% dels casos s’hauria recomanat fer
inseminacions i s’hauria aconseguit un embaras, en el 21,2% dels
casos no s’hauria recomanat que es fessin cicles d’'IAC i no haurien
aconseguit un embaras, i homés no s’hagués recomanat realitzar
cicles d'lAC a una parella que si que hauria aconseguit embaras amb

aquesta técnica.

L’analisi de I'eficiéncia del model mitjangant corbes ROC va donar lloc
a una area sota la corba de 0,732 (IC 95% 0,651 a 0,814, p<0.0001)
(Figura 21), amb una sensibilitat del 38,4% (IC 95% 31,9% a 45,3%) i
una especificitat del 96,8% (IC 95% 83,8% a 99,8%). L'odds ratio
obtinguda va ser d'11,9; el valor predictiu positiu del model va resultar

ser 65,26% i el valor predictiu negatiu de 90,94%.
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La seva aplicacio resultaria en una taxa d'embaras del 13,7% per cicle,
i representaria un augment del 30% respecte a la taxa d'embaras clinic

obtinguda sense l'aplicacio dels criteris de seleccid.

Corba ROC

100-

Sensibilitat %

0 I | 1 | 1
0 20 40 60 80 100

100 - Especificitat %

Figura 21. Corba ROC: representacio grafica de la sensibilitat enfront I'especificitat segons el
lindar de discriminacié o proporcié de positius vertaders enfront la proporcié de falsos

positius.
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4.3. Discussié de I'objectiu 2

Amb un nombre creixent de parelles estérils a tot el mén (19) i un elevat
nombre d’estudis que analitzen la relacié entre un ampli ventall de
parametres avaluats tant a les dones com als homes i la possibilitat
d’embaras, encara se sap poc sobre com dirigir una parella concreta
al tractament de fertilitat que s’adapti millor a les seves necessitats

reproductives.

Actualment, la inseminacié artificial és una opcié que alguns clinics
recomanen pel fet de ser més assequible sense una indicacio clara,
mentre que d’altres ni es plantegen per les seves baixes taxes
d’embaras per cicle (262) i dirigeixen a moltes parelles directament a

FIV o ICSI sense valorar la pertinenca d’'una altra técnica.

El present estudi va establir valors llindars per als parametres tant
masculins com femenins de les parelles que no van aconseguir
embaras d’entre les 197 parelles reclutades en un periode de dos anys
i va provar els parametres en un model d'equacidé d’estimacio

generalitzada (GEE).

L’aplicacié del model obtingut permetria recomanar als pacients que
no complissin els criteris que no es sotmetessin a cicles d’'IAC i es
recomanaria directament una FIV o ICSI, per tal de garantir un éxit

superior en un periode de temps menor.

La IAC mostra taxes d’embaras més baixes en comparacié amb la FIV

i la ICSI. En el present estudi, es va obtenir una taxa d’embaras del
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10,83% d’embarassos per cicle. La taxa d’embarassos multiples va ser
del 15,5% dels embarassos. Les dades europees mostren que els
embarassos multiples amb IAC sén aproximadament del 9,4% a nivell
global a Europa i de I'11,1% a Espanya (263). El primer any es va
obtenir un 11% d’embarassos multiples, que s’alinea amb la mitjana
europea; en el segon any, aquesta taxa es va incrementar fins al 20%,
que és superior a les registrades als registres europeus. Segons
'dltima revisid de les dades d’inseminacid intrauterina, es demostra
que I'estimulacié ovarica és eficac per augmentar les taxes d’embaras,

tot i que també condueix a més embarassos multiples (174,182).

La taxa d’avortament va ser baixa en el nostre estudi, essent només
del 6,7%, un ter¢c del percentatge del 17,8% publicat pel registre
espanyol de reproduccio assistida (Sociedad Esparfola de Fertilidad,
2018). El 8,8% dels embarassos aconseguits es van perdre en el

seguiment després del primer trimestre de gestacio.

Es important determinar els valors de tall rellevants per a la prediccio
del resultat de la IAC (embaras o no) (264). En el present treball es
van determinar valors llindars per a diferents parametres masculins i
femenins a partir dels quals no es van observar embarassos. Els limits
que eren inconsistents amb un segon any de reclutament es van
declarar no informatius i, per tant, exclosos del model. Els parametres
que es van mantenir constants es van mantenir com a factors
determinants per a la seva inclusié posterior en un model GEE, que va
determinar els parametres definitius estadisticament significatius,
tenint en compte les possibles correlacions entre els diferents cicles
d’'IAC.
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Els parametres masculins finalment inclosos en el model van ser I'edat
de ’'home superior als 41 anys, el recompte total d'espermatozoides
per ejaculat inferior a 51,79x10° espermatozoides, el Comet alcali
superior al 72% en I'ejaculat, els espermatozoides immobils després
de swim-up per sobre del 45%, el Comet alcali de després de swim-up

superior al 59% o si el Comet neutre va ser superior al 65%.

Entre ells, I'edat de I'home, el recompte total d'espermatozoides
ejaculats i el Comet alcali després de swim-up van assolir una

significacio estadistica i finalment van ser seleccionats.

Respecte a I'edat de 'home, relativament pocs estudis han explorat
guestions reproductives relacionades amb els homes d’'edat més
avangada. A la literatura es troben resultats controvertits, que
suggereixen una disminucid de la fertilitat i un augment de les
complicacions de 'embaras amb edat paterna avancada (>35-45 anys)
(265-267) mentre que daltres estudis no troben correlacions

consistents entre la qualitat del semen i I'edat masculina (200).

Pel que fa a les IAC, diversos estudis han demostrat que l'edat
masculina no afecta el resultat de la tecnica (268,269). Malgrat aixo,
en el nostre estudi no vam obtenir cap embaras quan I'edat de 'lhome
era superior als 41 anys, cosa que suggereix que aquest parametre
podria estar relacionat d'alguna manera amb el resultat de la técnica

de reproduccio.

S'ha investigat ampliament la qualitat del semen com a responsable

de les taxes d'exit en la inseminacio intrauterina. La variabilitat dels
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resultats relacionats amb la qualitat del semen i les taxes d’éxit de les
inseminacions intrauterines s’han atribuit a les fluctuacions inherents
als parametres del semen (270). La contribucié dels parametres del
semen a les taxes d’éxit de les IAC encara és un tema de debat
(271,272). Quan s’intenta relacionar aquests parametres del semen
amb l'éxit de 'embaras, diferents estudis coincideixen que el recompte
total d’espermatozoides, la motilitat o la morfologia del semen no soén
predictius de I'éxit o fracas reproductiu (271,273-275). El nostre estudi
va trobar que el recompte total d’espermatozoides per ejaculat inferior
a 51,79x10°8 era un indicador de mal pronostic. Aquest mal pronostic
d’embaras també ha estat estudiat per altres investigadors, que van
determinar que un valor llindar de 5 milions d’espermatozoides mobils
recuperats i >4% de formes normals era el millor valor de tall per a

predir el resultat de la inseminacio artificial (270,272).

Pel que fa a la integritat de 'ADN, s’ha descrit que més del 30% dels
homes que inicien cicles d’lAC tenen defectes detectables en la
integritat de la cromatina dels espermatozoides. El grau d’alteracio de
la cromatina dels espermatozoides é€s un parametre conegut que
afecta la fertilitat, amb una major incidencia en homes amb
astenozoospérmia i oligozoospermia (197,276). Aixi mateix, s'ha
descrit que un index de fragmentacié de '’ADN espermatic SDF >30%
per SCSA és un predictor de la disminucié de les taxes d'embaras i
nascut viu en inseminacions intrauterines (odds ratio = 9,9; IC del 95%:
2,37 a 41,51) (209,277). De la mateixa manera, la inseminacio
d'espermatozoides SDF >12% TUNEL positius no va donar lloc a cap
embaras (278).
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Fins on arriba la nostra informacio, aquest és el primer estudi que
utilitza 'assaig Comet com a metodologia per avaluar els resultats de
la fragmentacié de 'ADN espermatic en parelles sotmeses a cicles
d’'inseminacié intrauterina, i demostra que el Comet alcali després de
swim-up superior al 59% és el llindar per sobre del qual no trobem cap

embaras clinic.

Els factors femenins que afecten els resultats de les inseminacions
artificials han estat tradicionalment més estudiats que no pas els

factors masculins.

En el present estudi, es va determinar la manca d’embarassos quan el
temps d’esterilitat de la parella era superior a 84 mesos, la dona tenia
un index de massa corporal extrem (superior a 45 kg/m2), quan els
nivells de LH eren superiors a 27,28 mUI/mL o quan el recompte de
fol-licles antrals era inferior a 3. Després d'incloure aquests parametres
a la GEE, es va determinar que I'index de massa corporal, la durada
de l'esterilitat en mesos i els nivells de LH eren estadisticament

significatius.

Pel que fa a I'index de massa corporal, diversos estudis han analitzat
I'efecte del pes de la dona en la reproduccié humana. D'una banda,
alguns autors han trobat que I'MC femeni presenta una relacié
curvilinia amb I'embaras, primer augmentant i després disminuint les
taxes d'embaras (279) i altres autors han trobat una taxa d'embaras
menor en dones amb IMC >25 (280,281). En canvi, altres estudis van
obtenir taxes d’embaras més altes quan I'lMC >25 (282) o I'lMC >30

(283). | finalment, altres autors no van trobar cap associacio entre
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I'index de massa corporal i la taxa d’éxit de la inseminacié intrauterina
(284-287). En el present estudi, 'IMC més alt requeria dosis més altes
de gonadotropines per respondre, perd un cop van arribar a I'ovulacio,
la taxa d’embaras va ser comparable amb les dones amb I'l[MC normal.
Només es va trobar que un IMC extrem (>45 kg/m?) limitava la
possibilitat d’'un embaras. Per tant, tot i que s’ha d’aconsellar a totes
les pacients que tinguin un IMC normal per a la seva salut general i per
al bon curs del seu futur embaras, només es considera que I'lMC
extrem és un indicador per a desaconsellar les inseminacions

intrauterines.

Respecte a la durada de l'esterilitat, aquesta s’ha descrit préviament
com a un factor predictiu negatiu de les possibilitats de concebre
(288,289). Alguns autors han demostrat que els resultats de les
tecniques de reproduccio empitjoren a mesura que augmenta el temps
d’esterilitat (290). D'acord amb aquests estudis, vam observar que
I'esterilitat de llarga durada era un predictor de baixes probabilitats
d’aconseguir embaras mitjancant inseminacions intrauterines
conjugals. Per tant, aquelles parelles amb una llarga historia
d'esterilitat haurien de ser conduides a tractaments més complexos
com la FIV o la ICSI.

La reserva ovarica é€s essencial per a l'estudi i el tractament de
I'esterilitat. L’edat avancada de la dona s’associa amb una disminucio
de la reserva ovarica, malgrat que en dones de la mateixa edat hi ha
una variabilitat en els valors de I'hormona anti-Mulleriana (291). Per
avaluar la reserva ovarica, en el moment de I'estudi teniem ’lhormona

fol-liculostimulant basal (FSH), 'hormona luteinitzant (LH), I'estradiol
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(E2) i el recompte de fol-licles antrals (RFA) per ecografia vaginal, pero
no teniem disponible la determinacié del nivell d’hormona anti-

Mulleriana.

Els nivells sérics de LH augmenten al final de I'edat reproductiva. Per
tant, els nostres resultats suggereixen que és probable que la limitacio
per a la inseminacio intrauterina sigui un nivell molt baix de reserva
ovarica, ja que només quan s’eleva un marcador molt tarda com la LH
(>27,28 mUI/mL) no s’aconsegueixen embarassos. Tot i aixi, cal tenir
en compte que algunes de les pacients incloses en I'estudi podien tenir
una elevacio dels nivells de LH per tenir la sindrome dels ovaris
poliquistics, fet que podria alterar aquests resultats. S'ha informat que
la taxa de concepcid és significativament inferior en dones amb nivells
basals elevats de LH en cicles de concepcio natural (292) i també en
cicles de FIV, on les dones amb LH serica elevada el 3r dia de cicle
tenen menys probabilitats de respondre adequadament a I'estimulacio
ovarica controlada, i, per tant, pitjors resultats en el cicle de FIV (293).
Com s'ha dit anteriorment, la reserva ovarica és essencial per a
I'avaluacidé de la fertilitat. Hi ha molta literatura sobre quin seria el millor
marcador o la millor combinacié de marcadors per a determinar la
reserva ovarica, perdo sembla que cada cop hi ha més unanimitat en la
defensa del recompte de fol-licles antrals (fol-licles d’entre 2 i 10 mm
mesurats per ecografia vaginal en la fase fol-licular) juntament amb un
marcador hormonal (FSH o AMH) com a bons marcadors de reserva
ovarica (294,295).
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4.3.1. Fortaleses i limitacions de I'estudi realitzat

La principal fortalesa de I'estudi és el fet de ser prospectiu. El fet de
disposar de dades de la poblacio propia fa que I'aplicacié sigui de gran

utilitat per al centre.

L’aplicacié de l'assaig Comet com a metodologia per avaluar els
resultats de la fragmentacio de 'ADN espermatic en parelles sotmeses
a cicles d’'inseminacio intrauterina és una altra fortalesa de I'estudi, ja
que s’ha demostrat previament que la metodologia és una de les mes

sensibles per a la deteccid del dany al DNA.

La principal limitacié del present estudi és el fet que la petita mida de
la mostra no permet obtenir conclusions fermes, pel que caldrien més
estudis per a confirmar els nostres resultats i poder ser extrapolats a

altres centres.

Una altra limitacid6 podrien ser els possibles factors causants
d’esterilitat que no s’haguessin diagnosticat durant l'estudi i que

podrien dificultar la consecucié d’'un embaras per inseminacio artificial.

Pel que fa als procediments de laboratori, el temps transcorregut entre
la preparacido de mostres de semen i la inseminacio pot influir en els
resultats (296), factor que no es va tenir en compte en el present

estudi.
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Finalment, com hem dit, els criteris aqui definits estan relacionats amb
els pacients de I'area d’influéncia de I'Hospital Universitari Parc Tauli i

poden estar subjectes a canvis quan s’estudien diferents arees

geografiques.
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CAPITOL 5: CONCLUSIONS

5.1. Conclusions referents a I’objectiu 1

1. L'edat mitjana dels homes que consulten per esterilitat ha

augmentat 1,5 anys en les darreres dues decades.

2. S’ha objectivat una disminucié significativa de la qualitat seminal
en els ultims 20 anys. En concret, s’ha observat una reduccio6 del
volum, el pH, el percentatge d’espermatozoides progressius, el
percentatge d’espermatozoides immobils i el percentatge

d’espermatozoides amb morfologia normal.

3. Respecte la morfologia espermatica, s’ha observat una reduccié
meés marcada entre el 1997 i el 2005, seguida d’'una reduccido meés

moderada en els ultims 15 anys.

4. No s’ha objectivat una reduccio estadisticament significativa de la
concentracio espermatica ni del recompte total d’espermatozoides

en els homes estérils de la regi6 estudiada.
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5.2. Conclusions referents a I’objectiu 2

1. Els parametres masculins associats a una reduccié de la taxa
d’embaras per inseminacid intrauterina conjugal van ser l'edat
paterna, el nombre total d’espermatozoides en l'ejaculat i la

fragmentacioé oxidativa determinada en la mostra post swim-up.

2. La duracié de l'esterilitat va resultar estadisticament significativa
com a parametre determinant en la fallada de les inseminacions

intrauterines.

3. Els principals parametres femenins associats a una reduccio de la
taxa d’embaras per inseminacié intrauterina van ser I'index de

massa corporal i els nivells de LH basals.

4. EI model d’estimacié generalitzat va resultar tenir un elevat valor
predictiu negatiu i d’haver-se aplicat els parametres de seleccid
determinats com a significatius en els cicles inclosos a 'estudi, la

taxa de gestacié hauria augmentat un 30% respecte I'obtinguda.
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