Efectos de la pentoxifilina sobre la movilidad espermatica en pacientes
normo y oligoastenospérmicos y su relaciéon con la fecundacion in vitro
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RESUMEN OBJETIVO: Determinar los efectos de la incubacién de espermatozoides (spz) con Pentoxifilina (PF) sobre las caracteris-
ticas de movimiento de pacientes normo y oligoastenospérmicos y el resultado de su utilizacién en fecundacién in vitro (FIV) por
oligoastenospermia severa.

MATERIAL Y METODOS: Sobre un total de 46 pacientes divididos en tres grupos: Grupo 1 (n=10) normospérmicos; Grupo 2a (n=14)
oligoastenospermia moderada y Grupo 2b (n=22) oligoastenospermia severa se cuantificaron los pardmetros de movimiento usando
computer-assited sperm analysis (CASA). Unasegunda parte del estudio consisti6 en la evaluacién del resultado de fecundacién in vitro (FIV)
en 16 parejas del grupo 2b. Los resultados de FIV e inseminacién subzonal (SUZI) con o sin PF fueron comparados.

PREPARACION DEL SEMEN: El semen fue preparado con gradiente de percoll y dividido en dos partes, uno como control y la otra
mitad fue incubada con pentoxifilina 1 mg/ml después de dos horas de capacitacién. Luego de remover la PF del semen, fue analizado con
CASA y tres horas después.

RESULTADOS: Se encontré unincremento significativo del desplazamientolateral dela cabeza (ALH) solamente en el grupo 2a después
de la utilizacién de la PF (P<0.05). En los otros dos grupos ningiin efecto superior significativo de los parametros de movimiento fue
observado en comparacién a una preparacién solamente de percoll. Ningiin aumento de la taza de fecundacién fue observada cuando el semen
tratado con PF fue usado comparado con el semen control.

CONCLUSIONES: Aunque la pentoxifilina puede mejorar los pardmetros de movimiento en algunos pacientes con oligoastenospermia,
dicho tratamiento no superalacapacidad fecundante cuando el semen hasido previamente seleccionado con gradiente de percoll. Su utilidad
en F1V por infertilidad masculina deber4 ser evaluada en un grupo més amplio.

PALABRAS CLAVES: Pentoxifilina, fecundacién in vitro, inseminacién subzonal, movimiento espermatico, oligoastenospermia.

SUMMARY OBJECTIVE: To evaluate pentoxifylline effects on sperm movement parameters of normo and oligospermic patients and
whether it can improve their fertilizing ability.

MATERIAL AND METHODS: Forty six patients were included in the study, 10 normospermic, 14 moderately oligospermic and 22
severely oligospermic. ’

DESING: Spermatozoa were selected on percoll gradient, incubated in B2 medium and aliquoted in two parts, one control and one being
treated by pentoxifylline Img/ml after 2 hours of capacitation. Sperm movement parameters were evaluated using computer-assisted sperm
analysis (CASA) after selection and after 3 hours of incubation. IVF and SUZI results were compared on sibling oocyte with and without
pentoxifylline treatment of the spermatozoa for 16 men who were severely oligospermic.

RESULTS: Pentoxifylline coincubation dit not increase the percentage of motile spermatozoa. It had no effect on the sperm movement
parameters of normospermic patients. It significantly increased ALH (P<0.05) of oligospermic patients. No improvement of the fertilization
rate was noticed when pentoxifylline treated sperm were used compared to no treated selected spermatozoa.

CONCLUSIONS: Although pentoxifylline can improve sperm movement in some patients with oligospermia, such a treatment is not
useful for improving fertilizing ability when sperm are previously selected on minipercoll gradient.

KEY WORDS: Pentoxifylline, in vitro fertilization, subzonal insemination, sperm movement, oligospermic.

Introduccion

La pentoxifilina (1-(5-oxohexyl)-3.7-dimetilxantina)

: !‘ﬁi:i;gg;dinﬁ;ﬁ];ﬁf;: l%?fgggggggj: e;{%‘;i?ﬁvgiigﬂeem;;' es un inhibidor de la fosfodiesterasa, produciendo incre-
rue du Général Leclerc, Kremlin Bicetre 94275 France. Tel: (33) mento intracelular de AMPc y GMPc del espermatozoide
14521 23 20. Fax (33) 1 45 21 28 56. (1) mecanismo propuesto para mejorar la movilidad

241



Vol. 45 No.3- 1994

espermadtica. Diferentes efectos de la pentoxifilina sobre
los parametros de movimiento espermatico y/o motilidad
del espermatozoide han sido reportados. Yovih et al. (2)
demostraron un aumento del porcentaje de la motilidad
de espermatozoides de pacientes astenospérmicos al uti-
lizar pentoxifilina después de seleccién por migracién
(Swim-up). Tesarik et al. (3) encontraron un incremento
significativo de todos los pardmetros del movimiento
espermdtico evaluado por computer-assited sperm
analysis (CASA) para pacientes normo y astenospérmicos
después de la incubacién de espermatozoides capacita-
dos con pentoxifilina (3.6 mM), pero la pentoxifilina no
modificé el porcentaje de motilidad espermdtica. Ade-
més, Lewis et al. (4) encontraron Unicamente un incre-
mento significativo de la velocidad curvilinea (VCL),
del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y de la
frecuencia de Batido (BCF) sobre los espermatozoides
seleccionados por swim-up de pacientes normospérmicos
después de la incubacién con pentoxifilina (3.6 mM).
Pang et al (5) inicamente reporta un incremento signifi-
cativo del porcentaje de hiperactivacién espermdtica
cuando espermatozoides astenospérmicos fueron incu-
bados con pentoxifilina por una hora después de ser
lavados con Hepes-buffered Ham’s F-10.

La capacidad fecundante del espermatozoide ha sido
correlacionada con sus caracteristicas de movimiento (6-
7). Si la pentoxifilina mejora el movimiento espermdtico
podria entonces incrementar la taza de fertilizacién cuando
fuera usada en pacientes con infertilidad masculina. Sin
embargo, resultados discordantes han sido reportados.
Usando pentoxifilina en 9 pacientes con infertilidad
masculina y fracasos previos de fecundacién in vitro.
Yovich et al. (8) reporta un incremento moderado de la
taza de fertilizacion de 17.2% a 22.7%.

Por el contrario, Tournaye et al. (9) no encontré un
incremento de la taza de fertilizacién y de embarazo en
un grupo de 22 parejas con infertilidad masculina y
fracasos previos de fecundacién in vitro.

El propésito de este estudio es evaluar el efecto de la
pentoxifilina sobre los pardmetros de movimiento
espermdtico y capacidad fecundante del espermatozoide
usando fecundacién in vitro standard o inseminacién
subzonal (SUZI).

Materiales y métodos

Pacientes

Cuarenta y seis pacientes infértiles que consultaron al
laboratorio para andlisis rutinario de semen fueron in-
cluidos en este estudio. El semen fue analizado de acuer-
do con los criterios de la Organizacién Mundial de la
Salud (10). Los pacientes del grupo 1 (n=10) tenfan
>10.10° espermatozoides méviles/ml y fueron llamados
normospérmicos. Pacientes del grupo 2 tenfan <10.10°
espermatozoides méviles/ml y fueron llamados
oligoastenospérmicos. Nosotros dividimos este ultimo
grupo 2a como moderadamente oligoastenospérmicos
(>5 y <10.10° espermatozoides méviles/ml, n=14); y
grupo 2b como severamente oligoastenospérmicos (<5.10°
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espermatozoides moviles/ml, n=22). En todos los casos,
el test de penetracién in vitro y en moco cervical fue
positivo (11) y no presentaban anticuerpos antiesperma-
tozoides (12); 16 parejas infértiles del grupo 2b fueron
incluidos en el programa de fecundacién in vitro. Ellos
presentaban una infertilidad entre 3 y 15 afios. Las edades
de hombres y mujeres se encontraban entre 28 a 40 y 26
a 37 aflos respectivamente.

Preparacion espermatica

El semen fue recolectado por masturbacién después
de una abstinencia sexual de 3 a 5 dias. El eyaculado se
dejé para licuefaccién por 30 min a 37°C. Después fue
colocado a centrifugacién en gradiente de percoll (47.5%
y 95%) (Pharmacia, France) por 20 min a 300 g. El
sedimento es removido y lavado nuevamente por
centrifugacién (5 min, 600 g) en S ml de B2 medium (Bio
Mérieux, France). Los espermatozoides seleccionados
fueron divididos en dos partes. Uno fue incubado a
temperatura ambiente y sirvié como control. Después de
2 horas, la pentoxifilina (concentracién final 1 mg/ml =
3.6 mM) fue adicionada a la segunda mitad por 40 min.
La pentoxifilina fue removida por lavado con B2 medium
(5 ml) y centrifugacién (5 min; 600 g). El sedimento fue
resuspendido en 0.2 ml de B2.

El andlisis de movimiento espermadtico fue realizado
en todos los aliquotas después de incubacién con
pentoxifilina (TO) y después de tres horas (T3) de incu-
baciéna37°Cenaire/CO, (5%)usando computer assisted
analyser system (HTM 2030 versién 7.2; Hamilton-
Thorn Research, Danvers, MA).

Una dilucién fue realizada para obtener una concen-
tracion final de 10® espermatozoides/ml e introducida en
un tubo microcapilar plano de 200 um de profundidad
(Vitro Dynamics, Rockaway, us). Un minimo de 150
espermatozoides por andlisis fueron evaluados. Los pa-
rametros de movimiento espermadtico fueron velocidad
de trayecto (VAP), velocidad curvilinea (VCL), veloci-
dad progresiva (VSL), linearilidad (LIN= VSL/VCL),
rectitud (STR = VSL/VAP), desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH), frecuencia de batido (BCF) y porcentaje
de hiperactivacion (HYPERACT).

Ovocitos e inseminacion por FIV y SUZI

El crecimiento folicular fue estimulado con
gonadotrofina menopdusica humana (hMG) en conjunto
con analogos de GnRH. La ovulacién fue inducida con
10.000 IU de gonadotrofina coriénica humana (hCG) y
los ovocitos fueron obtenidos 36 horas después por
ecografia transvaginal (13). El cumulus oophorus fue
lavado e individualmente desplazado dentro de 30 pl de
B2 medium bajo aceite equilibrado y conservado en
incubadora a 37°C con aire/CO, 5%. Cuando la
inseminacion subzonal (SUZI) fue indicada, las células
del cumulus fueron removidas con 0.1% hialuronidasa
(Type III, Sigma, St Louis, MO) en B2 medium.

La decisién de inseminacién tipo fecundacion in vitro
standard o tipo SUZI fue en base al siguiente criterio.
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Cuando la suspensién obtenida después de seleccién
percoll contenia mds de 500 espermatozoides méviles
por pl, 5.000 espermatozoides fueron inseminados en una
gota de 30 pl de B2 conteniendo un complejo de cumulus
oophorus. Cuando la concentracién de espermatozoides
seleccionados fue menos de 500 espermatozoides mévi-
les por ul o cuando la pareja habia tenido fracaso previo
de FIV, los ovocitos fueron microinyectados.

En todos los casos la mitad de los ovocitos fueron
tratados con semen control y mitad con semen incubado
con pentoxifilina. Se recuperaron 186 ovocitos de un
total de 16 ciclos; 143 fueron inseminados por procedi-
miento standard y 37 por SUZI. La incubacién con
pentoxifilina fue hecha justo antes de la inseminacién o
SUZI como previamente se ha descrito.

La inseminacién subzonal descrita por Wolf J. Ph. et
al. (14) fue ejecutada usando dos micromanipuladores
Narishige y un microscopio invertido Olympus IMT-2.
El nimero de espermatozoides microinyectados varié
entre 3 a 10.

Embriones

Los ovocitos fueron visualizados 16-18 horas después
de inseminacién o SUZI para evidencia de fertilizacion.
Los ovocitos que presentaban dos prontcleos fueron
considerados como fertilizados normalmente. Unica-
mente los embriones con divisién regular fueron transfe-
ridos utilizando catéter de Frydman (Prodimed,
Nevilly-en-Thelle, france).

Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados con Macintosh (R)
(Apple Computer). Diferencias de pardmetros espermético
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fueron evaluados por test Student’s y el grupo de ovocitos
fueron comparados con test Chi cuadrado un valor de P <
0.05 fue considerado como siignificativo.

Resultados

Efecto de la pentoxifilina sobre el movimiento
espermatico

Las caracteristicas espermdticas de los dos grupos
normo y oligoastenospérmicos son detallados en la tabla
1. Después de seleccién percoll la media + SD de formas
moviles de los grupos 1, 2a y 2b fue (29.80 + 18.20; 8.02
+6.11 y 1.91 + 2.0 respectivamente). La diferencia de
velocidad curvilinea (VCL) de normospérmicos vy
oligoastenospérmicos fue cerca a la significanciaa TO y
T3 (P=0.061y P= 0.068 respectivamente). La diferen-
cia de velocidad progresiva (VSL) fue significativa a TO
y T3 asi como también la velocidad del trayecto (VAP) a
TO (Figura 1).

La diferencia de VSL a T3 fue también con tendencia
a la significancia (P = 0.054). Los valores de los otros
pardmetros no fueron diferentes.

Estos pardametros de movimiento no se modificaron
cuando los espermatozoides de pacientes normospérmicos
y severamente oligoastenospérmicos fueron incubados
por 40 minutos con 3.6 mM de pentoxifilina. Unicamente
se encontré un incremento significativo del desplaza-
miento lateral de la cabeza (ALH) de pacientes modera-
damente oligoastenospérmicos (grupo 2a) a T3 comparado
conel control. (3.31 £0.81 uym vs. 4.07 £ 1.06 uym, P <
0.05).

Como se observaen la figura 2, el incremento de ALH
por la pentoxifilina fue mayor a 0.5 um en 2 casos de los
14 pacientes.

CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DE PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Pacientes Volumen de Concentracion  Motilidad Morfologia " Vitalidad Nimero de
eyaculado x 18* ml! normal espermatozoides
moviles
(ml) (%) (%) (%) x18¢ ml!
grupo 1 3.2+8.8 63.7+23.2 56.5+18.8 56.5+8.8 83.1+5.6 36.4x16.6
(n=10)
grupo 2a 3.8«1.5 26.8+18.4 32.9+13.1 35.1+15.1 74.8+4.6 7.8+1.6
(n=14)
grupo 2b 4.2+1.5 7.2+8.5 30.5+£12.6 21.7+11.6 61.5+£27.9 1.6+1.1
(n=22)

Esta tabla reporta la media +/- SD de las caracteristicas espermaticas de los tres grupos del estudio:

Grupo 1:  (>10.10° espermatozoides méviles/ml);
Grupo 2a: (>5 a £10.10° espermatozoides méviles/ml);
Grupo 2b: (£5.10° espermatozoides méviles/ml).
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Figura 1

PARAMETROS DE MOVIMIENTO DESPUES DE
SELECCION EN GRADIENTE DE PERCOLL
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(A) Velocidad de trayecto (VAP) a TO * p < 0.05.
(B) Rectitud (VSL)aTO *p< 0.0l y
(C)VSLaT3*p<0.05

Efecto de la pentofixilina sobre la capacidad
fecundante

Los resultados de fertilizacién in vitro y de SUZI son
reportados en la tabla 2. La taza de fertilizacién después
de usar semen tratado con petoxifilina en FIV fue similar
a los resultados cuando se utilizé semen no tratado con
pentoxifilina (47.1% vs. 49.3% respectivamente). Simi-
lares resultados se observaron después de SUZI (16.6%
vis: 3:3%.).

Un total de 70 embriones fueron obtenidos (35 des-
pués de seleccion percoll y 35 con pentoxifilina), de los
cuales 31 embriones fueron transferidos y 33 congelados.

Cuatro embarazos se obtuvieron (dos embarazos des-
pués de unicamente seleccién percoll y dos después de
pentoxifilina), el aumento de ALH (> 0.4 um) después de
utilizar pentoxifilina a TO y T3 no modificé la taza de
fertilizacion.
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Figura 2
EFECTO DE LA INCUBACION CON
PENTOXIFILINA SOBRE ALH DE PACIENTES
OLIGOASTENOSPERMICOS DEL GRUPO 2A
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Modificacién de la medida de ALH de pacientes moderadamente oligoastenospérmi-
cos 3 horas después de removida la pentoxifilina.

Discusion

La pentoxifilina produjo un aumento significativo del
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) unicamente
en el grupo de pacientes moderadamente oligoastenos-
pérmicos. Como reportado previamente, este efecto fue
atn encontrado tres horas después de ser removida la
pentoxifilina (3-5). Lewis et al. (4) quien estudi6 los
efectos de la pentoxifilina sobre la motilidad espermatica
en pacientes normospérmicos reporta que el efecto mds
importante fue el aumento de ALH sin ningin cambio en
el nimero de espermatozoides méviles progresivos, pero
ademads el semen habfa sido preparado por swim-up. Rees
et al. (15) report6 dnicamente un leve aumento de ALH
como efecto de la pentoxifilina sobre espermatozoides
lavados de donantes normospérmicos.

En nuestro estudio, los pacientes incluidos en el
programa de FIV y SUZI presentaban severa oligoaste-
nospermia con una media de <5 x 10° espermatozoides
moviles/ml y la coincubacién con pentoxifilina no mejo-
16 los resultados a los obtenidos con percoll.

Nosotros no obtuvimos los resultados reportados por
Yovich et al. (8) quien demostré un moderado incremen-
to de la taza de fertilizacion después de la incubacién con
pentoxifilina. Esto puede ser explicado con el uso del
gradiente de percoll para seleccionar mejor los
espermatozoides que por el método de swim-up y la
inseminacién en microgotas de 30 pl. En efecto con este
tratamiento, la taza de fertilizacién que nosotros obtuvi-
mos después de inseminacion sin pentoxifilina es compa-
rable a la reportada por Yovich con pentoxifilina (2, 8).
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Tabla 2

TAZA DE FERTILIZACION DESPUES DE FIV CON INSEMINACION STANDARD E INSEMINACION
SUBZONAL (SUZI) SIN O CON PENTOXIFILINA*¥

Inseminados
Percoll Percoll + PF
Pacientes ALH  Ovocitos Diploides Embriones Ovocitos Diploides Embriones Embarazos
(n=) (n=) (n=) (n=) (n=) (n=)

1 — 6 5 5 5 3 3 Si
2 — 4 0 0 3 0 0

3 — 6 1 1 6 1 1

4 — 4 3 3 4 3 3

5 — 3 3 3 4 4 4

6 — 6 1 0 5 4 4

7 = 3 2 1 3 2 1

8 = 4 0 0 4 0 0

9 = 6 4 4 6 1 1 Si
10 - 8 7 7 8 7 7

11 - 7 3 3 6 2 2

12 B 16 7 7 16 6 6 Si
Total 73 36 34 70 33 32 3

(49.3%) (47%)
SUZI

13 — 5 1 1 5 0 0

14 — 8 0 0 7 3 3 Si
15 =3 4 0 0 3 0 0

16 = 2 0 0 3 0 0

Total 19 1 1 18 3 3 1

(5%) (16.6%)

* Valores en paréntesis son porcentajes
¥ Diferencias no significativas

— Aumento de ALH (*0.4 um)

= no cambio de ALH

~ Disminucién de ALH

PF Pentoxifilina

Sin embargo, Tournaye et al. (9) quien también utilizd
migracién swim-up después de semen incubado con
pentoxifilina y realizé la inseminacién en microgotas
tuvo una taza de fertilizacién comparable a la nuestra sin
encontrar ningin aumento significativo de la taza de
fertilizacién después de incubacién con pentoxifilina.

Las discrepancias de resultados en la literatura puede
ser explicada por los diferentes procedimientos de prepa-
racion espermatica y los protocolos de incubacién con la
pentoxifilina que han sido utilizados. Algunos estudios
han sido hechos con semen lavado, otros con
espermatozoides seleccionados por swim-up.

Nosotros analizamos por primera vez los pardmetros
de movimiento espermdtico después de seleccién de
espermatozoides por gradiente de percoll y coincubacién
con pentoxifilina y correlacionamos los hallazgos con
los resultados de FIV. Comprobamos nuevamente que la
técnica con gradiente de percoll selecciona los mejores
espermatozoides (17-18). La inseminacién con técnica
de microgota puede ser lo ideal para mejorar los resulta-
dos de FIV por oligoastenospermia. Tournaye y nosotros,

al utilizar esta técnica obtenemos una taza de fertiliza-
cién relativamente alta la cual no fue modificada con el
uso de la pentoxifilina. Fuscaldo et al. reporté el uso de
la pentoxifilina y 2 deosyadenosina durante la prepara-
cién de espermatozoides para SUZI (16). Ellos utilizan-
do swim-up encontraron un aumento significante de la
taza de fertilizacién a 22.1%. Sin embargo, la taza de
fertilizaciéon después de SUZI con pentoxifilina es com-
parable con nuestros resultados de SUZI sin pentoxifilina
(14, 19).

Todos estos datos permiten sugerir que la seleccion de
espermatozoides con gradiente de percoll permite selec-
cionar los espermatozoides con mejores parametros de
movimiento y motilidad. La adicién de pentoxifilina a
esta fraccion de espermatozoides seleccionados no pre-
senta ningin efecto. La subsecuente FIV y SUZI no
encuentra una mejoria de la taza de fertilizacion después
del uso de la pentoxifilina. Por lo contrario, parece ser
mds interesante el uso de la pentoxifilina en
espermatozoides seleccionados por swim-up. Esta hipé-
tesis la sustentamos con un estudio preliminar de compa-
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rar en tres especimenes el efecto de la pentoxifilina
después de swim-up y después de seleccién por percoll.

En resumen, la pentoxifilina parece tener poco efecto
en los parametros de movimiento sobre espermatozoides
seleccionados por percoll. Su uso no modifica el porcen-
taje de motilidad ni mejora los parametros de movimien-
to de pacientes normospérmicos. Sin embargo aumenta el
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ALH en algunos pacientes oligoestenospérmicos. Pa-
cientes a quienes el ALH fue aumentado, no se observé
una diferencia significativa en taza de fertilizacién usan-
do pentoxifilina en comparacién a los resultados con
percoll. La utilidad de la pentoxifilina en fecundacién in
vitro por causa masculina deberd ser evaluada en un
grupo mds amplio.
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