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Resumen

Objetivos: Realizar una puesta al dia de los resultados de la inyeccion intracitoplasmatica de células
espermaticas inmaduras, asi como de |os distintos métodos que existen en la actualidad para madu-
rar invitro dichas células en el tratamiento de la infertilidad masculina debida a azoospermia no
obstructiva.

Métodos: Revision de la literatura.

Resultados. En humanos, se ha logrado obtener descendencia sana y normal a partir dela inyeccién
de espermatidas elongadas, en elongacion y redondas, asi como de esper matocitos secundarios. Sin
embargo, todavia no se ha conseguido obtener descendencia a partir de espermatocitos primarios. Los
porcentajes de fecundacién como de embarazo a término tras inyeccion intracitoplasmatica de células
espermaticas inmaduras son menores que los obtenidos con espermatozoi des maduros. Los resultados
dependen de |a patologia que causa la azoospermia no obstr uctiva y del tipo de célula espermatica uti-
lizada, siendo mejores cuantos méas focos de esper matogénesi s queden activos y cuanto mas madura
sea la célula espermatica. El cultivo de células espermaticas puede ayudar a superar €l bloqueo esper -
matogénico en pacientes con azoospermia no obstructiva. Para mejorar la maduracion in vitro de cé-
lulas espermaticas, se han utilizado hormonas, tales como la testosterona o la FSH; cocultivos con cé-
lulas de Sertoli o células Vero; liquidos corporales, incluyendo el fluido de la red testicular de cerdo,

el fluido sintético de oviducto humano, etc; factores de crecimiento, tales como el factor-1 parecido a
lainsulina o el factor-a de crecimiento transformante; u otras sustancias, incluyendo el retinol, estra-
diol, etc. Se ha obtenido descendencia sana y normal tras conseguir madurar in vitro hasta la fase de
espermatidas elongadas, espermatocitos primariosy esper matidas redondas, en pacientes que sufrian
bloqueo de la espermatogénesis y fallo completo de la esper miogénesis, respectivamente.
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Conclusiones: El cultivo in vitro de células espermaticas inmaduras junto con la utilizacion de célu-
las espermaticas obtenidas in vivo parecen ser dos opciones validas en el tratamiento de la azoos-
permia no obstructiva, a pesar de |os riesgos genéticos inherentes que deben ser investigados con
mayor profundidad.

Palabras clave: Azoospermia no-obstructiva. Células germinales inmaduras. 1CSI.
Infertilidad masculina. Maduracion in vitro.

Summary

Objectives: To analyze the state of the art of the results obtained after intracytoplasmic injection of
immature sperm cells as web as the different methods used nowadays to mature these cells for the tre-
atment of male infertility due to non-obstructive azoospermia.

Methods: A literature review.

Results: In humans, the injection of elongated, in elongation and round sper matids as well as secon-
dary spermatocyts into oocytes has produced healthy and normal offspring. However, human offs-
pring has not yet been obtained after injection of primary spermatocytes. Fertilization and full-term
pregnancy percentages after intracytoplasmic injection of immature spermatogenic cells are lower
than those obtained after injection of mature spermatozoa. Results depend on the pathology that cau-
ses non-obstructive azoospermia, as well as on the type of spermatogenic cell used. In fact, the more
active spermatogenesis foci are present in the testes, and the more mature is the spermatogenic cell
used, the best results are achieved. Spermatogenic cells culture can overcome the spermatogenic
block in patients suffering from non-obstructive azoospermia. For improving the results of in vitro
maturation of spermatogenic cells, hormones, such as rFSH and testosterone; co-culture with Sertoli
and Vero cells; body fluids, such as boar rete testis fluid or human synthetic oviduct fluid; growth
factors, including insulin like growth factor-1 or transforming growth factor-a or other substances
such as estradioal, retinol, etc. have been used. Healthy and normal offspring have been obtained af-
ter injection of elongated spermatids obtained after in vitro maturation of primary spermatocytes and
round spermatids from men suffering from spermatogenesis arrest and compl ete spermiogenesis fai-
lure, respectively.

Conclusions: In vitro maturation of immature sperm cells together with the use of spermatogenic

cells obtained in vivo appear to be two valid options for the treatment of non-obstr uctive azoosper-
mia. Nevertheless, the inherent genetic risks should be investigated more deeply.

Key words: ICSI. Immature sperm cells. In vitro maturation. Male infertility. Non-obs-
tructive azoospermia.

INTRODUCCION

L as técnicas de reproduccion asistida permiten te-
ner descendencia propia a aquellos hombres que su-
fren de distintas patologias, las cuales impiden que
sus gametos masculinos puedan alcanzar la fecunda-
cion de los 6vulos de sus respectivas parejas. El efec-
to de algunas de estas patologias provoca la aparicion
de azoospermia, es decir, la ausencia total de esper-
matozoides en el eyaculado. Esta azoospermia puede
ser obstructiva o no obstructiva Los casos més graves
y complejos suelen aparecer en pacientes con azoos-
permia no obstructiva, ya que en el caso de que la

La azoospermia no obstructiva puede estar causa-
da por problemas més dificiles de resolver (1). Entre
ellos, podemos mencionar una disfuncién primaria
(anormalidades cromosdmicas, trauma, varicocele,
criptorquidia,etc.) o una disfuncion endocrina (defec-
tos en el eje hipotdlamo-pituitaria-testiculo) y exocri-
na secundaria de los testicul os (enfermedades organi-
cas 0 sistémicas como fallo renal crénico, insuficiencia
hepética, etc.). Tales disfunciones provocan un inco-
rrecto desarrollo de la espermatogénesis y, por tanto,
una ausencia de espermatozoides maduros tanto en el
eyaculado como en €l testiculo.

azoospermia sea obstructiva se pueden recuperar es-
permatozoides del testiculo para inyeccion intracito-
plasmatica (ICSl).

En el caso que la espermatogénesis se detenga a
nivel de las espermétidas redondas, la inyeccion in-
tracitoplasmica de dichas espermatidas (ROSI) o de
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sus nucleos (ROSNI) es la Gnica solucion para pa-
cientes con azoospermia no obstructiva (1, 2). Sin
embargo, una de las principales dificultades de la
aplicacion de estas técnicas es el reconocimiento e
identificacion de las espermaétidas redondas vivas, in-
tactas y viables (1, 3-5). La utilizacién de microsco-
pia confocal o de microscopios invertidos junto asis-
tidos por ordenador pueden ayudar a dicha
identificacion, aunque no estan al alcance de todos
los laboratorios de reproduccion asistida. Una posible
solucién a los problemas de reconocimiento e identi-
ficacion de espermatidas redondas viables seria la se-
leccion de espermétidas potencialmente fértiles y su
posterior modificacion o tratamiento in-vitro, pudien-
do aobtener, de este modo, células germinales més ma-
duras o permitir que dichas células recuperen su po-
tencial de desarrollo (3) (ver mas abgjo).

L as espermétidas deben recogerse a ser posible en
el eyaculado, evitando, en la medida de lo posible, 1a
biopsia testicular para no poner en peligro los pocos
focos con espermatogénesis completa que puedan
quedar en los testiculos de los pacientes (2). En el ca-
so de recurrir alabiopsia, es méas adecuada la biopsia
testicular terapéutica que la biopsia testicular diag-
noéstica, para la busqueda de células germinales, ya
gue en €l primer caso se consigue aislar las células en
un medio de cultivo que les permite vivir, evitando de
este modo su degradacion y facilitando, por tanto, su
posterior identificacién, mientras que, en el segundo
caso, €l tejido testicular es sometido a detergentes du-
rante la fijacion y tincion que pueden hacer perder la
identidad de determinadas células (1).

Este estudio tiene como objetivo realizar una
puesta a dia de los resultados de la inyeccion intraci-
toplasmética de células espermaticas inmaduras, asi
como de los distintos métodos que existen en la ac-
tualidad para madurar in vitro dichas células en €l tra-
tamiento de la infertilidad masculina debida a azoos-
permia no obstructiva.

UTILIZACION DE CELULAS GERMINALES
PREVIAS AL ESPERMATOZOIDE MADURO
OBTENIDASIN VIVO

Son varios los animales en los que se ha experi-
mentado el uso de espermatidas para lograr la obten-
cién de descendencia. Hace ya tiempo que se consi-
gui6 obtener descendencia a partir de dichas células
en animales como el conejo (6, 7) o el raton (8, 9),
demostrando, por tanto, la validez de las esperméti-
das redondas para llevar a cabo el proceso de fecun-
dacion y posterior desarrollo embrionario.

Si se compara en €l ratén el uso de espermatozoi-
des testiculares frente a ROSNI se logran porcentajes
de fecundacion del 94% frente a un 77% e indices de
descendencia obtenida del 54,5% frente a un 28,2%,
respectivamente, aunque estas diferencias podrian de-
berse mas a problemas técnicos que a la célula utili-
zada paralainyeccion (10).

Se ha conseguido obtener descendencia a partir de
las espermétidas redondas de ratones sanos, asi como
de un ratén azoospérmico que no presentaba esper-
matozoides maduros en €l epididimo ni en €l testiculo
(8, 9). Asimismo, se sabe que la microinyeccion de
espermatidas redondas en ovocitos de ratén produce
mayores porcentajes de fecundacién que la técnica de
electrofusion con el ovocito (64% frente al 26%, res-
pectivamente), asi como mayores proporciones de fe-
tos desarrollados (13,6% frente al 8.8%, respectiva-
mente) (9). En la tabla 1, se pueden observar los
distintos resultados obtenidos en la fecundacién con
diferentes tipos de células germinales masculinas, en
el ratén y en humano, mostrando una gran variabili-
dad entre laboratorios.

En el raton, la inyeccion de espermétidas es méas
eficaz si se acompafia de la inyeccion conjunta de %
o de un factor espermético, ya que en este Ultimo ca-
so el porcentaje de fecundacion pasa de un 7% si se
inyecta una espermétida sola a un 75%; el porcentaje
de activacion de un 50% a un 92%,; y el desarrollo
embrionario hasta la fase de blastocisto de un 0% a
un 48%. Asimismo, permite obtener un 22% de des-
cendencia viva tras transferencia de embriones de 2
células en madres adoptivas (11). También, en el co-
nejo, la proporcion de ovocitos activados es significa-
tivamente superior cuando se combina la estimula-
cion mecanicay eléctrica en comparacion con la
utilizacion de sblo una estimulacién mecanica, mejo-
rando también el desarrollo embrionario, en general,
y el nimero de descendientes obtenidos (7).

La inyeccién de espermétidas redondas en ovoci-
tos humanos estimula el desarrollo de oscilaciones de
C&* enlos ovocitos, de forma similar a la estimula-
cion realizada por espermatozoides maduros. Por tan-
to, las espermatidas redondas humanas contienen su-
ficiente factor espermatico soluble para sensibilizar el
mecanismo de oscilaciéon de Ca* de los ovocitos.
Posteriormente a esta sensibilizacion, hace faltala ac-
tuacion de un iondforo de Ca para inducir la apari-
cion de dichas oscilaciones. Los espermatocitos | y 11
son incapaces de producir oscilaciones de Ca, por lo
que en humanos parece ser que el factor espermatico
soluble desarrolla su actividad entre la fase de esper-
matocito Il y espermatida redonda (12).
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Tabla1
Porcentajes de fecundacién obtenidos por diferentes autores al inyectar diferentes células de la linea germinal masculina en

ovocitos de ratén y humanos
Célula espermatica Especie % Cigotos con 2 Referencias
pronucleos
Espermatozoides Ratén 94 (n=191) Kimura & Yanagimachi (1995)
47 (n=317) Ziyyat & Lefévre (2001)
Humanos 79 (n=19) Fishel et al. (1997)
Espermétidas elongadas Humanos 38 (n=26) Fishel et al. (1997)
36 (n=137) Barak et al. (1998)
Espermétidas en elongacion Humanos 66 (n=79) Sofikitis et al. (1998)
Espermétidas redondas Raton 30 (n=15) Oguraet al., 1994
77 (n=46) Kimura & Yanagimachi (1995)
83 (n=92) Sasagawa et a. (1998)
45 (n=698) Ziyyat & Lefevre (2001)
Humanos 24 (n=19) Fishel et al. (1997)
27 (n=37) Barak et al. (1998)
47 (n=570) Silber et al. (1996)
Espermatocitos 1 Raton 75 (n=138) Kimura & Yanagimachi (1995)
Espermatocitos | Ratén 84 (n=1009) Kimuraet al. (1998)
Ratén 87 (n=173) Sasagawa et al. (1998)

Ogura et al. (1) reconocen las siguientes diferen-
cias entre ROSI/ROSNI: ROSI ofrece la ventaja que
se transfieren todos los componentes citoplasmaticos
al ovocito, se consume menos tiempo y se evita la
manipulacion del nlcleo y de sus alrededores. Ahora
bien, esto también significa que se necesitan micropi-
petas de mayor tamafio y se aumentan las posibilida-
des de dafiar al ovocito durante lainyeccién. Ademas,
el citoplasma que envuelve al nucleo puede impedir
su transformacion pronuclear. La activacion del ovo-
cito humano es un requisito necesario para el desarro-
[lo del prontcleo masculino y posterior fecundacién,
la sustancia de activacion del ovocito presente en €l
espermatozoide, también en las espermatidas redon-
das en humanos, se sospecha que esté situada en las
proximidades del nlcleo del espermatozoide o esper-
maétida, por tanto en ROSNI el contacto de esta sus-
tancia con el citoplasma del ovocito ser4 mayor que
en ROSI, donde dicha sustancia esté aislada del ovo-
cito por lamembrana celular y una mayor cantidad de
citoplasma. En consecuencia, la activacion del ovoci-
to sera més répida en ROSNI que en ROSI.

L os problemas con ROSI aparecen también en una
transicion incompleta de histonas a protaminas. Las

protaminas sustituyen a las histonas durante la esper-
matogénesisy se encargan de compactar €l nicleo del
espermatozoide, evitar la degradacion del DNA du-
rante el transito genital y protegerlo frente a un estrés
desnaturalizante del DNA que podria inducir apopto-
sis en las espermétidas. Ademas, evitan que el factor
promotor de la metafase (MPF) presente en el ovocito
pueda inducir un blogueo del ciclo celular en el esta-
dio de metafase. La solucién a este problema pasa por
activar el ovocito antes o durante la inyeccion de la
espermétida (3), ya que la activacion del ovocito se
asocia con una inactivacion del MPF presente en el
ovocito. Dicha activacion se puede conseguir me-
diante aspiracién ovoplasmica profunda durante lain-
yeccion, pulsos eléctricos, incubacion con ionoforos
de C&* o inyeccion de oscilina.

L os bajos porcentagjes de implantacion y embarazo
obtenidos después de ROSI/ROSNI, a pesar de que
los porcentajes de fecundacién son relativamente al-
tos, pueden deberse a que los factores de las esperméa-
tidas que influyen en el desarrollo embrionario no
han madurado lo suficiente para realizar su funcion
adecuadamente. Por ejemplo, es importante conocer
si, en las espermatidas redondas humanas, la impron-
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ta genética, es decir, la modificacion especifica de los
alelos del DNA que permite una expresion diferente
de los alelos maternos y paternos de determinados ge-
nes (13), es la adecuada, ya que ésta puede verse alte-
rada por el uso de gametos inmaduros o madurados
en condiciones inusuales (cultivo in vitro, por ejem-
plo). En el trabgjo de Ziyyat y Lefévre (14), se con-
firma que, en el rat6n, después de la fecundacion con
espermétidas redondas, se activan mecanismos regu-
ladores que inhiben la transcripcién errénea de genes
paternos expresados después de lameiosis. La inhibi-
cioén depende de cada gen en concreto. Ademas, hay
gue tener en cuenta que (14) utilizaron espermatidas
redondas procedentes de machos sanos, las cuales
pueden comportarse de modo diferente a las esperma-
tidas procedentes de hombres infértiles. Sin embargo,
se ha observado que la capacidad de fecundacion y de
desarrollo embrionario de las espermatidas redondas
de ratones hibridos estériles vs. ratones fértiles no di-
fiere significativamente, obteniéndose descendencia
en ambos casos (15).

En humanos, también se ha conseguido el naci-
miento de nifios sanos y normales gracias al uso de
espermétidas redondas (4, 13, 16, 17). Asimismo, se
reconoce que la inyeccion de espermatidas redondas
ofrece unos resultados peores que la inyeccion de es-
permétidas en elongacion o elongadas, y la inyeccion
de espermatozoides testiculares (3-5, 13, 16, 18). En
concreto, se obtienen peores porcentajes de fecunda-
cién (26%-45% con esperméatidas redondas vs. 67-
71% con espermétidas elongadas y espermatozoides)
y un descenso claro del potencial de desarrollo hasta
el estadio de blastocisto (8.5-25.5% vs. 46-53.3%,
respectivamente) e implantacion (5,5% vs. 10,5%).
Los resultados varian dependiendo de: (1) la severi-
dad patol égica, ya que cuando la espermatogénesis es
completa en >20% de los tubulos seminiferos, los
porcentajes de fecundacién son mayores que cuando
la espermatogénesis es incompleta (azoospermia no
obstructiva). Vanderzwalmen et al. (16) sugieren la
posibilidad de que, en este Ultimo caso, |as espermati-
das pueden sufrir algin dafio genético. (2) Tipo de
célulainyectada. De hecho, tal como hemos mencio-
nado anteriormente, se obtienen mejores resultados
con espermatidas elongadas que con espermatidas re-
dondas. Sofikitis et al. (19) alcanzaron una activacién
ovocitaria del 86% al usar espermatidas en elonga-
cion, lo cual demostrd que el factor de activacién del
ovocito en humanos aparece durante o antes de los
primeros pasos de la espermiogénesis. Ziyyat y
Lefevre (14), sin embargo, lograron porcentajes de
fecundacion similares tras ICS| de espermatozoides e
inyeccion de espermatidas, aungue en este caso po-

dria deberse a que estos autores consiguieron a can-
Zar un mejor reconocimiento de las espermétidas, uti-
lizando técnicas de citometria de flujo. Estas técnicas
les permiti6 escoger las espermétidas mas maduras y
justo antes de elongarse.

Kimuray Yanagimachi (4) lograron un porcentaje
de embarazo en humanos del 13% tras inyeccion de
espermatidas redondas. Sin embargo, Araki et al. (20)
habian logrado previamente un porcentaje de embara-
zo del 33,3%, utilizando espermatidas maduras.

L os trabgjos arriba citados demuestran que el nd-
cleo de | as espermatidas redondas puede ser adecuado
para el correcto desarrollo del embrién y aportar los
genes paternos necesarios para ello, aunque Balaban
et al. (5) muestran la poca capacidad de los embrio-
nes procedentes de ROSI de alcanzar avanzados esta-
dios de desarrollo embrionario.

Con espermatocitos |1, se han logrado en el raton
porcentajes de fecundacién del 75% y nacimiento de
descendencia viva de un 24% de los embriones de dos
células transferidos a madres adoptivas. Estos indivi-
duos se desarrollaron normalmente hasta la fase adulta
y resultaron ser fértiles, al igual que su descendencia
(21). En humanos, se ha conseguido obtener un emba-
razo a término con la misma técnica en una pareja en
la que el hombre padecia de bloqueo espermatogénico
anivel delos espermatocitos secundarios (22).

Se ha conseguido también fecundar ovocitos de
ratén con espermatocitos primarios (23, 24). Este he-
cho demuestra que laimpronta genética en el ratdn se
alcanza antes de terminar la primera divisién meiosi-
ca. En concreto, hasta el momento, parece ser que los
espermatocitos en paquitene/diplotene son las células
germinales més “jovenes’ que pueden ser utilizadas
para obtener embriones diploides normales, ya que
los factores que llevan a cabo la condensacion de los
cromosomas, organizacion de las metafases y separa-
cion de los cromosomas durante la anafase de los
ovocitos pueden inducir los mismos procesos en los
nucleos de los espermatocitos primarios inyectados
en ellos (25). Esta técnica parece dar mejores resulta-
dos si los espermatocitos se inyectan en ovocitos en
metafase |, aunque las tasas de nacimiento son bajas
todavia (4%), comparadas con las obtenidas con el
uso de espermétidas (10-30%) (23). Esta técnica po-
dria ser la Ultima oportunidad para aquellos hombres
con azoospermia no obstructiva que presentan una
detencién de la espermatogénesis a nivel de los esper-
matocitos primarios. Sin embargo, se necesita todavia
mejorar las técnicas de cultivo in vitro de células ger-
minales masculinas, puesto que se observa una gran
incidencia de anormalidades cromosémicas durante
las divisiones meidsicas in vitro (23).
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CULTIVO IN VITRO DE CELULAS GERMI -
NALES MASCULINASINMADURAS

El cultivo in vitro de células germinales masculi-
nas puede ayudar a modificar genéticamente dichas
células, estudiar el proceso espermatogéenico in vivo,
estudiando posibles mecanismos de regulacion, enzi-
mas participantes, etc., y solucionar algunos proble-
mas severos de infertilidad masculina, particularmen-
te, aquellos producidos por azoospermia no
obstructiva, ya que €l cultivo in vitro podria superar
el bloqueo de lameiosis que existe in vivo. Este apar-
tado se centrara en este Ultimo aspecto.

Hace tiempo que se consiguid demostrar que dis-
tintos estadios de células esperméticas podian sobre-
vivir y diferenciarse in vitro, asi como que los esper-
matocitos primarios eran capaces de completar las
dos divisiones meidsicas en condiciones de cultivo
para dar lugar a espermétidas redondas (26). Sin em-
bargo dichas espermatidas no eran capaces de com-
pletar la espermiogénesis con éxito. Cabe destacar
que en ese estudio (26), se cultivaron fragmentos de
conductos seminiferos de rata, en diferentes estadios
de la espermatogénesis, sin la adicién de ninguna
hormona, utilizandose la citometria de flujo de DNA
como meétodo de cuantificacion de la diferenciacion
in vitro de células esperméticas. El estudio mostré
que, tras 6 dias de cultivo, la proporcion de esperma-
tidas redondas/espermatocitos en paquitene (2:1) era
menor que la encontrada en muestras aisladas en fres-
co (4:1). Es decir, el proceso de maduracion in vitro
result6 ser menos eficaz que la maduracién in vivo.

Mas recientemente (27), se ha demostrado que la
meiosis puede reiniciarse in vitro, alcanzandose un
porcentaje del 5-7%, a menos, con muestras con es-
permatocitos en paquitene tardio o espermatocitos se-
cundarios. Ademas, a partir de espermétidas redondas
pueden obtenerse espermétidas tardias normales con
porcentajes que varian entre el 12-32%, resultados
obtenidos tras 2-3 semanas de cultivo de espermato-
gonias y espermatocitos con células de Sertoli en pa-
cientes con azoospermia no obstructiva. Sin embargo,
si la detencion de la meiosis es completa, l0s porcen-
tajes se reducen aun 3,3% y un 5% respectivamente

Desde los primeros intentos de llevar a cabo la es-
permatogénesis in vitro, se han puesto en préctica
distintos métodos y estrategias para lograr dicho ob-
jetivo. En los primeros intentos de cultivo de células
espermaticas, se intentd cultivar 6rganos enteros, co-
mo |os testiculos de ratones recién nacidos, o frag-
mentos grandes de tejido testicular, sin unas condi-
ciones de cultivo demasiado definidas. Se obtuvieron

resultados muy variables que iban desde la degrada-
cion y muerte celular a la diferenciacion de esperma-
togonias en espermatocitos primarios (28, 29). En los
anos 60 y 70 del siglo pasado, se llevaron a cabo los
primeros ensayos para identificar componentes espe-
cificos de los medios de cultivo utilizados, asi como
las condiciones importantes para la supervivencia 'y
diferenciacion de las células esperméticas in vitro. En
estos ensayos se concluy6 que: (a) la espermatogéne-
sisin vivo ocurre en los mamiferos a una temperatura
inferior aladel resto del cuerpo; (b) una atmaosferari-
ca en oxigeno puede ser toxica para las células en
cultivo; (c) el piruvato, glutaminay vitaminas A, Cy
E, cuando se afiaden a medio de cultivo, favorecen la
viabilidad de las células en cultivo; (d) las gonadotro-
finas no son esenciales para el cultivo de las células
germinales; (e) la diferenciacién y proliferacion de la
linea germinal masculina puede ser verificada por
marcaje con timidina tritiada; y (f) los procesos celu-
lares in vitro deben ocurrir con tiempos similares a
los correspondientesin vivo (29).

Posteriormente, se intent6 el cultivo de las células
germinales en suspensiones celulares, volviendo mas
tarde a cultivo de fragmentos de tlbul os seminiferos.
En los estudios mas recientes, se trata de imitar al
maximo en los cultivos las condiciones a las que es-
tén sometidas las células germinales en |os testicul os.
Entre ellas, destacamos una temperaturainferior a los
37° C, mantenimiento del contacto con las células de
Sertoli, adicién de hormonas y otros factores presen-
tesen el testiculo, etc.

En pacientes con azoospermia obstructiva, es de-
cir, con espermatogénesis completa, tras 24 horas de
cultivo con FSH recombinante (rFSH), se logro la re-
activacion de las divisiones meiésicas a partir de es-
permatocitos primarios, al mismo tiempo que se com-
probo el efecto estimulador de la espermiogénesis de
larFSH (30, 31). Asi mismo, se demostré que las cé-
[ulas germinales no necesitan un contacto directo con
las células de Sertoli para completar determinados
proceso meidsicos, morfogenéticos y moleculares,
aunqgue el porcentaje de espermatocitos primarios y
espermétidas redondas que continud con la esperma-
togénesis in vitro fue muy pequefio (<1%) (32).

La FSH actda indirectamente sobre el proceso es-
permatogénico, actuando sobre las células de Sertali,
que a su vez actlian sobre las células germinales, por
ello, la pérdida de “contacto” entre las células de
Sertoli y las células germinales puede ser una causa
de azoospermia no obstructiva (30). La FSH protege
las células germinales de la apoptosis, probablemente
dandoles una mayor potencial de desarrollo, efecto
mimetizado por la pentoxifilina (33). Por otra parte,
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la concentracion en sangre de esta hormona parece
jugar un papel clave en el desarrollo de la espermato-
génesis in vitro de los pacientes con azoospermia no
obstructiva, ya que agquellos pacientes con una con-
centracion de FSH en sangre superior a 20 Ul/l no
muestran progresion de sus células germinales culti-
vadas in vitro, mientras que aquellos con concentra-
ciones comprendidas entre 10-20 Ul/I logran superar
el blogueo de la espermatogénesis que sufren in vivo
(34).

La pérdida de sensibilidad del receptor de FSH de
las células de Sertoli en pacientes con azoospermia
no obstructiva y con elevadas concentraciones de
FSH en sangre puede estar implicada en el fallo de la
espermatogénesis in vitro de los mismos. En pacien-
tes con azoospermia obstructiva, se ha comprobado
que el aumento artificial de la concentracion de
AMPc intracelular mediante tratamiento con pentoxi-
filina mimetiza el efecto de la FSH sobre la supervi-
venciay diferenciacion in vitro de células germinales
cultivadas junto con células de Sertoli, siendo por
tanto una posible solucidn para los pacientes descri-
tos anteriormente (33).

Los distintos efectos de la FSH in vivo e in vitro
pueden explicar el comportamiento diferente de las
células germinales de pacientes con azoospermia no
obstructiva en ambos sistemas. L a testosterona poten-
ciael efecto delaFSH al mismo tiempo que preserva
la viabilidad de las células de Sertoli en cultivo.
También, puede estimular los cambios nuclearesy del
acrosoma que se dan en los procesos postmei 4sicos
(27, 33). Por ello, tanto la FSH como |a testosterona
inducen incrementos significativos de la maduracion
al principioy a final de la espermiogénesis (27).

Las células de Sertoli juegan un papel muy impor-
tante en la espermatogénesis in vitro, a igual que lo
hacen in vivo. Producen la secrecién del factor de cé-
lula madre, el cudl evitala apoptosisy es esencial pa-
ra la diferenciacion y proliferacion de las células es-
permaticas in vitro (29).

Otro método utilizado para llevar a cabo la esper-
matogénesis in vitro consiste en el cocultivo de célu-
las germinales con células Vero aisladas de higado de
mono verde africano, tipo celular que ayuda a la nu-
tricion de las células espermaticas. Mediante esta téc-
nica, se ha logrado superar la detencién de la esper-
matogénesis a nivel de espermatocitos primarios en
pacientes con azoospermia no obstructiva, tras 3-5 di-
as de cultivo, obteniendo espermatidas en elongacion
(46%), elongadas (19%) e incluso espermatozoides
maduros, aungue en un porcentaje muy bajo (2,7%),
(35, 36). Sin embargo, la utilizacion de células Vero
conlleva un riesgo de infeccion y ateracion de las cé-

lulas humanas que podria ser evitado mediante la
busgueda de células humanas que realizaran las mis-
mas funciones y consiguieran la maduracioén in vitro
de los espermatocitos primarios (36).

Existen también otros factores cuyo efecto positi-
VO sobre la espermatogénesis in vitro ha sido demos-
trado recientemente. Tanaka et al. (36) han encontra-
do este efecto positivo en el fluido de la red
testicular, asi como en el fluido sintético del oviduc-
to, obteniendo incluso mejores resultados que con la
combinacién de FSH y testosterona.

Las células peritubulares aumentan la superviven-
ciay secrecion de células de Sertoli en cultivo y pro-
ducen el factor inhibidor de leucemia (LIF), el cual
promueve la supervivenciay proliferacion in vitro de
las células germinales. Ademas, las células peritubu-
lares liberan retinol, que ayuda a la diferenciacién de
dichas células en los tuibulos seminiferos, asi como el
factor-1 de crecimiento parecido alainsulina (IGF-1)
y €l factor-a de crecimiento transformante (TGF-a)
que estimulan la diferenciacion de espermatogonias
en fragmentos de testiculos de rata. Por otra parte, el
estradiol previene la apoptosis de espermatocitos pri-
marios en segmentos de tlbulos seminiferos in vitro,
el factor de crecimiento de nervios, producido por cé-
lulas germinales meidsicas y postmeidsicas, estimula
la sintesis de DNA en espermatocitos de rata en fase
de preleptotene; el esteroide activador de la meiosis,
producido por el ovario y testiculo, encontrado entre
células de Leydig, iniciala meiosis en células germi-
nales de testiculos de feto de raton tras 6 dias en cul-
tivo (29).

L os factores necesarios para el mantenimiento de
las espermatogonias in vitro, en el ratén, han sido es-
tablecidos recientemente (37). Este Ultimo estudio re-
vela que: (@) la temperatura de cultivo (32 vs. 37°C)
no provoca diferencias significativas en el manteni-
miento de las espermatogonias; (b) el cultivo a largo
plazo de espermatogonias solo es posible cuando és-
tas son cultivadas junto a células que faciliten su nu-
tricién y mantenimiento, como las células L (fibro-
blastos) o lalinea celular OP de la médula 6sea; y (c)
en general, los agentes que bloquean la diferenciacion
de las espermatogonias al ser afiadidos al cultivo ayu-
dan a mantener dichas espermatogonias indiferencia
das, mientras que aquellos factores, como las células
de Sertoli, que promueven la espermatogénesis, redu-
cen el nimero de espermatogonias en cultivo.

Segun el nivel al cual queda bloqueada la esper-
matogénesis, varia la capacidad de las células germi-
nales de recuperar dicho proceso in vitro. De hecho,
cerca de un 23% de los pacientes con azoospermia no
obstructiva con blogueo a nivel de los espermatocitos
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primarios logra obtener in vitro espermatocitos se-
cundarios o espermétidas de distintos estadios de de-
sarrollo, mientras que en aquellos con detencién a ni-
vel de los espermatocitos secundarios, en latotalidad
de los casos (3/3) se recupera la espermatogénesis, y
arededor del 57% de los pacientes con bloqueo a ni-
vel de las espermaétidas redondas alcanzan el estadio
de espermétidas elongadas (34).

Capacidad de fecundacion de los gametos diferen-
ciadosin vitro

Aslam y Fishel (38) demostraron que no hay dife-
rencias significativas en la fecundacion de ovocitos
de hamster entre las células germinales, cultivadas
durante 42-48 h, procedentes de pacientes con azoos-
permia no obstructivay células germinales de pacien-
tes con azoospermia obstructiva, siempre y cuando se
comparen los mismos estadios celulares en ambos
grupos. También, mostraron que el cultivo a corto
plazo (42-48 h) de células esperméticas inmaduras no
mejora el porcentaje de fecundacién de las mismas de
forma significativa frente al mismo tipo celular obte-
nido in vivo en las espermétidas redondas (25,9 vs
23,1%), en las espermatidas en elongacion (31,4 vs
28,1%) y en las elongadas (41,4 vs 37,8%).

En los estudios realizados en el ratén, se ha conse-
guido obtener descendencia normal y fértil a partir de
espermétidas redondas tras el cultivo de espermatoci-
tos con células de Sertoli. En concreto, (39) observa-
ron que entre el 3,2y el 6,1% de los ovocitos inyecta-
dos da lugar a descendencia.

En toros, se consiguio cultivar espermatocitos se-
cundarios durante 18 h para obtener espermatidas re-
dondas. Estas espermétidas redondas fueron inyecta-
das en ovocitos de vaca y se dejaron progresar hasta
el estadio de blastocisto. Se comprobé que estos em-
briones tenian un ndmero normal de cromosomas, in-
cluyendo los cromosomas sexuales, y que el nimero
de células erasimilar a que presentan los blastocistos
desarrollados in vivo (40).

L os primeros nacimientos de bebes sanos gracias
a la recuperacion de la espermatogénesis in vitro se
produjeron hace relativamente poco tiempo (41). Se
habia logrado superar la detencion de |a espermatogé-
nesis a nivel de los espermatocitos primarios con el
cultivo in vitro, dando lugar a gametos Utiles para la
fecundacion asistida por micromanipulacion. Se con-
siguié el nacimiento de un par de gemelos y otro be-
be, los tres sanos y sin anormalidades de ningln tipo.
Posteriormente, utilizando espermatidas el ongadas, se
consiguio un cuarto embarazo que finalizé con el na-
cimiento de una nifia sana procedente de un padre

con fallo completo de la espermiogénesis, es decir,
con la espermatogénesis detenida a nivel de las esper-
matidas redondas (41).

Tras la espermatogénesis in vitro, llevada a cabo a
partir de espermatogonias y espermatocitos de pa-
cientes con azoospermia no obstructiva, en un medio
suplementado con rFSH y testosterona, junto con cé-
lulas de Sertoli y células Vero, se obtuvieron esper-
matidas en distintos estadios (redondas, en elonga-
cion anormales, en elongacién normales y elongadas)
que fueron inyectadas en ovocitos para comprobar su
poder de desarrollo embrionario (27). Los resultados
mostraron bajos porcentajes de fecundacion (37,5%
en espermétidas redondas y 30,5% en espermatidas
en elongacion y elongadas, ambos tipos de morfolo-
gia normal) y todos los embriones analizados (n=15)
tenian una constitucion anormal de los cromosomas
sexuales.

ESPERMATOGENESISIN VITRO EIN VIVO

Este apartado tiene como objetivo mostrar las po-
sibles ventajas que puede ofrecer el cultivo de células
espermaticas para los pacientes con azoospermia no
obstructivay comparar esta técnica con la espermato-
génesisin vivo.

En primer lugar, la espermiogénesis in vitro es
mucho més corta (24-72 h) que in vivo (16-22 dias)
(30, 38, 42). Tal vez, esta mayor velocidad sea debida
a una descoordinacién en la espermiogénesis que pro-
duciria espermétidas anormales, o ala ausencia 0 ma-
yor dilucion de antagonistas del factor de crecimiento
que pueden estar presentes en €l testiculo, pero no en
los cultivos in vitro. Ademas, pueden haber diferen-
cias en la sintesis y actividad de las hormonas y de
los receptores de los factores de crecimiento entre los
sistemasin vivo ein vitro.

Otra hipdtesis sugiere que las condiciones del cul-
tivo pueden hacer que se evite un punto de control del
desarrollo, el cual controlaria in vivo la sincroniza-
cion de cada uno de los procesos durante la espermio-
génesis (30, 31). Esta aceleracién se observa tanto en
los procesos post-mei6sicos como en |os meidsicos,
siendo los primeros donde la aceleracion in vitro es
mayor (31). Sin embargo, existen resultados contra-
dictorios respecto a esta aceleracion de la espermato-
génesisin vitro en especies como la rata, donde pare-
ce ser que no se produce (43). Estudios recientes (36)
han demostrado que, mientras la diferenciacién de un
espermatocito primario humano en cuatro espermati-
das redondas dura unos 32 dias in vivo, in vitro este
proceso se completa en un periodo de 2-5 dias, ha-
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biéndose completado ya la impronta genética en el
espermatocito primario o bien durante el proceso
meidsico in vitro.

En segundo lugar, €l cultivo in vitro plantea apli-
caciones Utiles en el campo de la reproduccion asisti-
da. El cultivo in vitro de espermaétidas anormales, que
no se pueden distinguir en muestras frescas, puede
ser Util para seleccionar espermatidas viables y con
pleno potencial de desarrollo para la reproduccion
asistida, ayudando a disminuir los problemas de iden-
tificacion inherentes a la inyeccion de células germi-
nales, principalmente de espermatidas redondas, que
ya hemos descrito en la primera parte (30, 38). Los
pacientes con fallo completo de la espermiogénesis
muestran mayor frecuencia de células germinales
apoptosicas, las cuales presentan dafios en el DNA,
gue los pacientes en los que ocasi onal mente aparecen
espermétidas elongadas o espermatozoides (42).

Frecuentemente, es dificil diferenciar las esperma-
tidas redondas con dafios en el DNA de aquellas sa-
nasy viables, riesgo que se incrementa con €l fallo
completo de la espermiogénesis, 1o cual explicala
disminucion en la eficacia de ROSI en dichos pacien-
tesy lagran utilidad del cultivo de células esperméti-
cas en este aspecto. Tesarik et al. (41) también confir-
maron que las espermétidas de hombres con fallo
completo de la espermiogénesis pueden desarrollarse
in vitro, aunque solo las células germinales no apop-
tésicas pueden llevar a cabo una diferenciacion mor-
folégicay post-meidsicain vitro. Por otra parte, con-
firmaron que la frecuencia de células germinales
apoptosicas es menor después del cultivo que antes,
debido a que las células apoptdsicas presentes al ini-
cio del cultivo se han desintegrado al final del mis-
mo, mientras que la diferenciacion de espermatocitos
primarios sanos da lugar a espermatocitos secunda-
riosy alas espermatidas que sustituyen a las células
apoptosi cas desaparecidas.

En tercer lugar, la media del porcentaje de fecun-
dacién, en humanos con espermétidas redondas obte-
nidas in vivo, es del 40,1% (a partir de los datos re-
flejados en latabla 1) frente a la obtenida con
espermétidas redondas diferenciadas in vitro que es
del 31,7% (a partir de 27,38). Sin embargo, €l cultivo
in vitro permite obtener estadios mas avanzados en
las células espermaticas de pacientes con bloqueo de
la espermatogénesis. Por tanto, se consigue, por
gjemplo, que las espermatidas redondas se elonguen y
puedan dar unos mejores resultados de fecundacién y
obtencion de descendencia. Esto se cumple principal -
mente en pacientes con bloqueo de la espermatogéne-
sis, ya que los dafios en el DNA que llevan las esper-
matidas suelen acarrear problemas en los embriones

obtenidos con espermétidas redondas obtenidas in vi-
vo, debido principalmente a la apoptosis de muchas
de estas células (44). Por el contrario, el cultivo de
espermatidas redondas permite escoger aquellas que
siguen un patrén de diferenciacion correcto y que
presentan una supuesta normalidad genética. Por tan-
to, se puede aconsejar que las espermaétidas redondas
obtenidas in vivo sean cultivadas hasta su elongacion
previamente a su inyeccion en |os ovocitos en pacien-
tes que exhiben bloqueo de la espermiogénesis (44).

En el ratdn, los cigotos procedentes de la inyec-
cién de espermétidas redondas desarrolladas in vivo
presentan un mayor potencial de desarrollo que aque-
Ilos obtenidos con espermatidas redondas obtenidas
in vitro. Ademés, in vitro, se obtienen mayor nimero
de espermétidas de 1-4 flagelos, mientras que, in vi-
vo, las espermatidas solo tienen un flagelo. Esta cir-
cunstancia podria ser debida a hecho de que, in vitro,
se inhibe algin mecanismo que, in vivo, evita la du-
plicacion del centrosoma (39). En el ratdn, la media
del porcentaje de fecundacion, teniendo en cuenta los
datos de latabla 1, con espermatidas redondas obteni-
das in vivo es de 62,2%, mientras que (39) lograron
alcanzar un porcentaje de fecundacion entre el 85,4y
el 96,7%. Aungue a priori pueda parecer que la capa-
cidad de fecundacién sea mayor en las espermaétidas
desarrolladas in vitro, segln estos porcentajes, hay
que tener en cuenta que, en latabla 1, se incluyen tra-
bajos més antiguos, y por tanto las técnicas de inyec-
cién no estaban igual de desarrolladas que en €l tra-
bajo (39). Estos datos indican que hace falta mas
investigacion con espermétidas desarrolladas in vitro
para poder obtener una comparacion fiable con losre-
sultados obtenidos con espermétidas diferenciadas in
vivo. El porcentaje de fecundacion alcanzado por las
espermétidas redondas diferenciadas in vitro (85,4-
96,7%) frente al porcentaje de fecundacion alcanzado
con espermatocitos primarios (84-87%) y secundarios
(75%) obtenidos in vivo puede hacer pensar que, en
€l raton, el desarrollo de espermatidas in vitro puede
suponer una ventaja frente a la utilizacion en fecun-
dacién asistida de células espermaticas mas inmadu-
ras, aunque éstas hayan sido obtenidasin vivo.

En vacas, se compar6 lainyeccién de ovocitos con
espermatidas redondas aisladas en fresco con lain-
yeccion de espermétidas redondas desarrolladas in vi-
tro (40). Se pudo comprobar que los porcentajes de
division de los embriones eran similares en ambos ca-
sos (31% en el primer caso y 37,8% en el segundo),
asi como |os porcentajes de desarrollo hasta el esta-
dio de mérulay blastocisto (11,1 vs 18,2% y 4,2 vs
11,4%, respectivamente).

Pese a la obtencién de descendencia sana en hu-
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manos (41), existen riesgos en la aplicacion de esta
técnica. Entre ellos, podemos mencionar: (a) posibles
efectos negativos sobre el DNA debido ala ocurren-
cia de las divisiones celulares tan rapidas que se ob-
servan in vitro; (b) los posibles dafios genéticos que
determinan la detencion de la espermatogénesis pue-
den ser transferidos a los hijos, puesto que un 11,5%
de los pacientes con azoospermia no obstructiva estu-
diados sufren un bloqueo pre-meiésico y, en la mitad
de estos casos, este bloqueo pre-meidsico se debe ala
presencia de dafios genéticos (45).

CONCLUSIONES

La utilizacion de células esperméticas inmaduras
ofrece una esperanza de paternidad a hombres que su-
fren un bloqueo de la espermatogénesis. En humanos,
se ha logrado obtener descendencia a partir de lain-
yeccion en ovocitos de espermatidas redondas, en
elongacion o elongadas, asi como de espermatocitos
secundarios. Sin embargo, todavia no se ha consegui-
do obtener embarazos a término utilizando espermato-
citos primarios. En el raton, en cambio, se ha logrado
obtener descendencia, incluso, a partir de espermato-
citos primarios y secundarios obtenidos in vivo. Los
resultados obtenidos hasta el momento actual tras in-
yeccion de células espermaticas inmaduras son peores
que los obtenidos tras inyeccién de espermatozoides
maduros. Se obtienen menores porcentajes de fecun-
dacion y, en general, una reduccion del potencial de
desarrollo embrionario. Ademas, se plantean los pro-
blemas de reconocimiento de las espermatidas redon-
das que sean viables y capaces de llevar adelante di-
cho desarrollo embrionario, asi como confirmar que
las células espermaticas han sufrido todos los proce-
S0s hecesarios, incluyendo la impronta genética, para
dar lugar a descendencia sanay normal.

Algunos de estos problemas pueden ser superados
gracias a cultivo in vitro de las células esperméticas.
El cultivo de dichas células permite diferenciar aque-
[las células esperméticas sanas y viables de aquellas
que sufren algun dafio asociado con apoptosis y/o dis-
minuir el potencial de desarrollo embrionario.
También, permite obtener células espermaticas mas
maduras e incluso superar in vitro el bloqueo de la es-
permatogénesis que padecen |os pacientes in vivo,
mejorando, por tanto, sus expectativas de paternidad.
No obstante, es necesario averiguar si la maduracion
de las células germinales masculinas en un ambiente
distinto al in vivo gerce efectos negativos a largo pla-
zo sobre la descendencia, asi como evitar la transmi-
sion de deficiencias genéticas a futuras generaciones.
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