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R e s u m e n

A pesar del desarrollo de las técnicas de rep roducción asistida en los últimos años, y los logros alcan-
zados para solventar pro blemas de infe rt i l i d a d, todavía existe un elevado porcentaje de trat a m i e n t o s
donde estas técnicas no son efe c t ivas o son necesarios repetidos intentos para lograr una ge s t a c i ó n .

La fi s i o l ogía molecular del esperm at o zoide está siendo cada vez mejor cara c t e rizada, y existen estu-
dios que demu e s t ran la implicación de dife rentes procesos moleculares en la fi s i o p at o l ogía de la in-
fe rtilidad masculina.

R e c i e n t e m e n t e, se han descrito métodos de selección espermática basados en las características mo-
l e c u l a res y estru c t u rales de los esperm at o zoides, que mejoran la calidad de la población de esperm a-
t o zoides en cuanto a la integridad del ADN, mov i l i d a d, y morfo l ogía, aunque todavía existen pocos
d atos del uso clínico de estos métodos.

El objetivo principal de esta revisión es describir estos métodos, sus ventajas y limitaciones, y su
e fe c t ividad clínica según la info rmación bibl i ogr á fica disponible y de este modo evaluar su potencial
uso para la optimización de los tratamientos de rep roducción asistida. 

Pa l ab ras cl ave : E s p e rm at o zo i d e. Infe rtilidad masculina. Esperm i ograma. Selección esperm á t i c a .

S u m m a ry

In spite of the ach i evements and development of the assisted rep roduction techniques in the last ye a rs ,
t h e re is still an elevated perc e n t age of unsuccessful tre atments, needing sometimes rep e ated at t e m p t s
to re a ch preg n a n cy.

The molecular phy s i o l ogy in sperm is being better ch a ra c t e ri ze d, and some rep o rts demonstrated the
i m p l i c ation of diffe rent molecular processes in the pat h o p hy s i o l ogy of male infe rt i l i t y.

R e c e n t ly, diffe rent sperm selection methods have been based on these molecular and stru c t u ral diffe-
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I N T RO D U C C I Ó N

Los avances en técnicas de rep roducción asistida
(TRA) han ido aumentando en los últimos años, no
obstante las tasas de éxito no se han logrado mejora r
re c i e n t e m e n t e. Con la introducción de la fe c u n d a c i ó n
in Vi t ro (FIV), especialmente con la inyección intra c i-
toplasmática (ICSI) el pro blema de la infe rt i l i d a d
causada por la disminución de la producción esper-
mática está en parte solucionada, pero todavía queda
lejos de ofrecer una efe c t ividad diagnóstica y tera-
péutica del 100% (1).

La re s p o n s abilidad del éxito rep ro d u c t ivo está
c o m p a rtida entre el gameto masculino y el fe m e n i n o .
P restando especial atención al varón, su contri bu c i ó n
se estima en un 20% como factor único y un 50% en
conjunción con el factor de infe rtilidad femenina (1). 

Los gametos femeninos son un factor limitante en
las TRA, ya que se ge n e ran muy pocos y todos ellos
se utilizan, por lo que en principio no va a ser posibl e
s e l e c c i o n a rlos. No obstante, existen países con leye s
re s t ri c t ivas en los que no es posible fecundar la co-
h o rte completa, en estos casos los cri t e rios de selec-
ción pueden ser importantes. Sin embargo, los esper-
m at o zoides pueden va riar en número desde millones
hasta cero, por tanto, en la mayoría de los casos en-
c o n t ramos una cantidad que excede a los oocitos, pu-
diendo estudiar fácilmente los no utilizados en rep ro-
ducción asistida, pero que pertenecen al mismo cicl o
e s p e rm at og é n i c o .

El objetivo principal de cualquier técnica de selec-
ción de esperm at o zoides es obtener un número sufi-
ciente de esperm at o zoides viables y móviles cap a c e s
de fecundar un oocito (2).

Las técnicas actuales de selección de espermatozoi-
des se basan fundamentalmente en la morfo l ogía por
criterio subjetivo del embriólogo en los procedimientos
de micromanipulación (3, 4) o bien en la auto selec-
ción de los esperm at o zoides por su viabilidad o mov i-
lidad, donde destacamos la centrifugación por gradien-
tes de densidad que elimina el plasma seminal y otro s
c o n s t i t u yentes del fluido seminal dejando únicamente

los espermatozoides maduros viables (2, 5) o bien me-
diante el swim-up, técnica  sencilla que se basa en que
sólo los esperm at o zoides con buena movilidad podrán
ascender al sobrenadante (6). Con ambas podemos re-
c u p e rar los gametos con mayor capacidad fe c u n d a n t e
potencial, pero hoy en día, ninguna de estas técnicas
garantiza el éxito en reproducción asistida.

Para la evaluación objetiva del potencial fértil en un
varón, el esperm i ograma es la única herramienta diag-
nóstica recomendada por la Organización Mundial de
la Salud (OMS), este nos da info rmación esencial del
estado clínico del varón, pero  evalúa de forma superfi-
cial la capacidad del semen para iniciar un embara zo .
Podemos detectar sobre todo pro blemas seve ros de la
función testicular, que se traducen en la producción de
pocos esperm at o zoides, con poca movilidad o con de-
fectos en la fo rma. Existe una gran cantidad de casos
en los que el varón presenta va l o res muy por encima
de lo normal, y que no se logra un embara zo, y por el
contrario, valores por debajo de la normalidad que sí lo
l ogran. Esto puede darse incluso en eyaculados distin-
tos de un mismo varón, demostrando, por tanto, que el
valor diagnóstico de la prueba es limitado (7, 8)

D i fe rentes estudios demu e s t ran que hay otros fa c-
t o res moleculares implicados en la infe rt i l i d a d, que
pueden ser potencialmente utilizados en el diag n ó s t i-
co del eyaculado o en la selección de esperm at o zo i-
des (9). Entre ellos, el estado del ADN en los esper-
m at o zoides, así como su perfil génico de ARN, y
distintos parámetros de la capacidad defe n s iva fre n t e
al estrés ox i d at ivo que parecen tener una re l eva n c i a
alta en la calidad del semen (1, 10-13). Estas cara c t e-
rísticas son independientes del recuento, movilidad y
m o r fo l ogía, es decir, no se correlacionan con el es-
p e rm i ograma, y por tanto, se necesitan nu evas herra-
mientas diagnósticas, ya que todavía existen causas
de infe rtilidad por determinar ap a rte de las anomalías
en el análisis básico. Aquellas causas moleculares de
i n fe rtilidad masculina que están presentes en algunos
e s p e rm at o zoides pueden además ser utilizadas en la
selección de los adecuados para mejorar los re s u l t a-
dos en las TRA.

rences of sperm at o zoa, improving quality of the sperm population rega rding the integrity of DNA, mo-
tility and morp h o l ogy, although there is ve ry few info rm ation about the clinical use of these methods.

The main objective of this rev i ew is to describe these methods, their adva n t ages and their limitat i o n s
and their clinic effe c t iveness according to ava i l able bibl i ograp hy info rm ation and then discuss its po-
tential use to the optimization of the assisted rep roduction tre at m e n t s .

Key wo rd s : S p e rm at o zoa. Male infe rt i l i t y. Sperm analysis. Sperm selection.



El objetivo principal de esta revisión es descri b i r
estos métodos, sus ventajas y limitaciones, y su efe c-
t ividad clínica según la info rmación bibl i ogr á fica dis-
p o n i ble y de este modo evaluar su potencial uso para
la optimización de las TRA.

N U E VOS MÉTODOS DE SELECCIÓN
E S P E R M Á T I C A

Distintas tecnologías pueden ser útiles para selec-
c i o n a r, o sep a rar físicamente células con determ i n a-
das características moleculares o estru c t u rales, de fo r-
ma que se mantengan su viabilidad poster ior y
m e j o ren, por tanto, los resultados fi n a l e s .

M i c ro i nyección Intracitoplasmática de Esperm a
Seleccionado Morfo l ó gicamente (IMSI)

En cuanto a las características estru c t u rales, la
m o r fo l ogía espermática ha sido reconocida como el
mejor indicador de la fecundación nat u ral, de la inse-
minación intra u t e rina (IUI) y de la FIV conve n c i o n a l .
A c t u a l m e n t e, existen evidencias que sugi e ren que la
m o r fo l ogía juega, también, un papel importante en el
ICSI (14), no obstante, el cri t e rio de la observación y
selección de los esperm at o zoides por ésta es subjetivo
por parte del especialista (3, 4).

R e c i e n t e m e n t e, se han introducido modifi c a c i o n e s
en el procedimiento del ICSI convencional basadas
en la micro i nyección de un esperm at o zoide seleccio-
nado a través de un objetivo de elevada magnitud y
que posee una morfo l ogía nu clear normal dando co-
mo resultado la técnica de IMSI (15). 

Ésta presenta múltiples ventajas, entre ellas la se-
lección del gameto en tiempo real, sin tinciones que
lo dañen, con gran magnitud (a 6300x, frente a los
400x del ICSI convencional) y sin manipulaciones
p ro l o n gadas del semen para sep a ra rlos del fluido se-
minal previamente a la micro i nyección (14). Pa ra ele-
gir el esperm at o zoide más adecuado se siguen las re-
comendaciones de la OMS, que determinan que éste
d ebe ser simétrico, liso, oval, con la cola recta, el nú-
cleo fijo y de color tra n s p a re n t e. Gracias a esta técni-
ca se puede descartar aquellos que son defo rmes o
que presentan más de un 4% de vacuolas (re s i d u o s
c e l u l a res), ya que con frecuencia se espera que un oo-
cito fecundado con un esperm at o zoide defe c t u o s o
a c abe en ab o rt o .

De este modo, se reducen las tasas de ab o rto (3,
16, 17) y aumentan las tasas de embara zo de un 30%
a un 66% comparadas con el ICSI convencional (14,
15, 17). 

Los inconvenientes que presenta esta técnica son
también muy evidentes y están dificultando su ex t e n-
sión ge n e ralizada. En primer lugar el tiempo medio
ex t ra de duración del procedimiento es considerable y
oscila entre 1,5 y 5 horas, en segundo lugar su eleva-
do coste, hacen en principio que esta técnica no esté
d i s p o n i ble para cualquier lab o rat o rio y que solo sea
a c o n s e j able cuando nos encontramos con un semen
muy pobre, y en casos repetidos de fallos de FIV/IC-
SI (3). A pesar de las evidencias existentes, son nece-
s a rios estudios con mayo res tamaños mu e s t rales para
d e m o s t rar su eficacia clínica y definir mejor sus indi-
c a c i o n e s .

M agnetic activated cell sorting (MAC S )

Las características fi s i o l ó gicas a nivel molecular
de los esperm at o zoides pueden conducir a un éxito o
un fracaso en las TRA (18).

En una mu e s t ra de semen los va rios millones de
e s p e rm at o zoides poseen características moleculare s
distintas. Éstas han sido estudiadas y descritas en los
distintos procesos implicados en la fe rtilidad del va-
rón, pero pocas de ellas pueden ser utilizadas para se-
leccionar físicamente el esperm at o zoide óptimo (1).

Basándonos en estas características existen dife-
rentes tecnologías que nos podrían ayudar a aumentar
la eficiencia en las TRA.

Una de las tecnologías disponibles es la selección
celular inmunomagnética o MACS (2), utilizada ya clí-
nicamente con éxito en distintos ámbitos. En el campo
de la rep roducción inicialmente se utilizó para selec-
cionar y cara c t e rizar a los esperm at o zoides acro s o m a
reaccionados, para sep a rar distintas células dentro de
una población o aislar leucocitos (2), no obstante, los
mejores ejemplos de su uso clínico vienen dados por el
aislamiento de células proge n i t o ras ra ras de sangre de
c o rdón umbilical, y el uso de sangre peri f é rica para
sustituir a la medula ósea para el transplante en pacien-
tes tras quimioterapia o radioterapias (19, 20).

Se basa en el uso de MicroBeads (MB) que son par-
tículas superp a ra m agnéticas de ap roximadamente 50
n a n ó m e t ros de diámetro, conjugadas con proteínas o
a n t i c u e rpos (Ac.) específicos para su unión a las célu-
las o marc a d o res de interés. Requieren unas columnas
para separar físicamente las células en función de si es-
tán o no marcadas, gracias a un intenso campo magné-
tico creado en la matriz de la columna, suficiente para
retener las células unidas con una mínima cantidad de
M B, mientras que las células no unidas pasan a trav é s
de la columna y pueden ser recogidas. Las células uni-
das pueden posteriormente ser liberadas de la columna
mediante lavados. Ambas fracciones son separadas con
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elevada pureza, manteniendo su estructura, función óp-
tima y viabilidad (2) (figura 1).

La simplicidad, bajo coste, y sensibilidad a los re-
a c t ivos inmu n o e s p e c í ficos son va rias de las ve n t a j a s

que ofrece la sep a ración celular magnética. El éxito de
esta aplicación dep e n d e, pri n c i p a l m e n t e, de una estra-
t egia de unión magnética eficiente y específica (2). 

Usando esta tecnología podríamos obtener esper-
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Fi g u ra 1
Te c n o l ogía MAC S. Selección inmu n o m ag n é t i c a

1- La fracción negat iva es la que corresponde a los esperm at o zoides que no se han unido a los MB y por tanto no quedan
retenidos en la columna.
2- La fracción positiva es la que corresponde a los esperm at o zoides que se han unido a los MB y por tanto quedan re t e n i d o s
en la columna debido al campo magnético de alta intensidad que se ejerce a causa del imán y de las partículas de hierro que
poseen las columnas.
Si la selección es negat iva, nos interesa la fracción 1 que es la que contiene los esperm at o zoides no unidos (caso de ap o p t o s i s
y ubiquitina).
Si la selección es positiva, la fracción que posee los esperm at o zoides óptimos es la fracción 2 (caso de PAF Y AH).



m at o zoides con una calidad superior en términos de
m ov i l i d a d, viabilidad y marc a d o res apoptóticos, co-
mo son la reducción de la ro t u ra del potencial de
m e m b rana mitocondrial (2, 21, 22), así como, una ba-
ja incidencia de fragmentación de ADN (2, 23), y un
aumento del potencial de fecundación (2).

Said y su equipo usando un modelo animal obser-
va ron una mejora en las TRA, tanto de IUI como de
FIV (2). Dirican y cols. rep o rtan que está tecnolog í a
es seg u ra y fi able también para ICSI utilizando en es-
te caso esperm at o zoides y oocitos humanos (22), aun-
que para este último procedimiento son necesari a s
más inve s t i gaciones (2). Además aumentan las tasas
de división embri o n a ria, de embara zo clínico y bio-
químico (2, 22) y produce una mejora en la superv i-
vencia post-descongelación (24). 

Distintos procesos o fenotipos moleculares son
c a n d i d atos a ser utilizados como base de la sep a ra-
ción molecular en esperm at o zoides aplicando está
t e c n o l ogía, y para ello, deben ser marc a d o res de
m e m b rana, y haber estado relacionados con la infe rt i-
lidad masculina en trabajos previos de fo rma que su
p resencia es dife rente en esperm at o zoides de va ro n e s
i n f é rtiles, entre ellos:

1. Ap o p t o s i s : modo de mu e rte celular progra m a d a
basada en mecanismos genéticos que inducen una se-
rie de alteraciones celulares, morfo l ó gicas y bioquí-
micas llevando a la célula al suicidio sin provocar una
respuesta infl a m at o ria. Se da intrat e s t i c u l a rmente pa-
ra mantener el número de células ge rminales adecua-
do (25). No se conoce con exactitud si los marc a d o re s
apoptóticos detectados en los esperm at o zoides son re-
siduos de un proceso apoptótico incompleto empeza-
do antes de la eyaculación o son el resultado de una
apoptosis iniciada después de la post-eya c u l a c i ó n
(25), pero sí está demostrado que en el eyaculado hay
e s p e rm at o zoides con este proceso iniciado, y con las
mismas características de motilidad y fo rma que los
e s p e rm at o zoides normales, lo que lleva a pensar que
si los pri m e ros fe c u n d a ran un oocito, inducirían un
fallo rep ro d u c t ivo (26, 27).

La ex t e rnalización de la fo s fat i d i l s e rina (PS) (en-
c o n t rada en condiciones normales en la cara intern a
de la membrana), entre otros, es considerado un mar-
cador apoptótico (2, 25, 28).

En este sentido, la Anexina V presenta ciertas ca-
racterísticas de interés para evaluar esta situación,
p o rque se une específicamente a la PS, pero no es ca-
paz de at ravesar la membrana. Por ello, esta pro t e í n a
c o n j u gada con los MB se pueden unir mag n é t i c a m e n-
te a los esperm at o zoides con la membrana compro-
metida e identificar aquellos que estén en apoptosis o

con el proceso apoptótico iniciado (22), éstos queda-
ran retenidos en las columnas y serán la fracción ane-
xina V positiva y los esperm at o zoides que no estén
unidas a las partículas para m agnéticas y que eluyen a
t ravés de la columna, la fracción anexina V negat iva ,
serán los candidatos a ser utilizados como óptimos.

2. U b i q u i t i n a : La ubiquitinación es un mecanismo
u n ive rsal para el re c i claje de proteínas, por el cual los
sustratos defectuosos son marcados por el acoplamien-
to covalente de una o más moléculas de ubiquitina
(29). No obstante, Muratori y cols. encontraron una co-
rrelación positiva entre los porcentajes de ubiquitina en
semen y los parámetros seminales, especialmente con
la morfo l ogía, sugi riendo que la ubiquitinación podría
tener un papel positivo en la función espermática. Es
posible que se dé un patrón diferente de distribución de
esta proteína en esperm at o zoides con morfo l ogía nor-
mal y anormal (30), de hecho la ubiquitina de la super-
ficie del esperm at o zoide es la única que se re l a c i o n a
con la fe rtilidad (29, 31, 32). Elevados va l o res de ésta
se correlacionan inversamente con la cantidad y movi-
lidad de los esperm at o zoides y es pro p o rcional al nú-
m e ro de fo rmas anormales (32), siendo mayor el nú-
m e ro de defectos en la cabeza o en el axonema (33).
Estos altos va l o res se han encontrado en hombres con
s í n d romes de infe rtilidad here d able (32, 34), y en va-
rios casos de infe rtilidad idiopática (29, 32), por ende,
se asocia a mala calidad espermática.

Con el uso de Ac. monoclonales específicos uni-
dos a los MB es posible sep a rar los esperm at o zo i d e s
con ubiquitina en su superfi c i e, a través de una selec-
ción negat iva, ya que quedarán unidos mag n é t i c a-
mente a la columna (al igual que con la Anexina V).
Los que no han quedado unidos son los candidatos a
tener una mayor calidad (31).

3. Ácido hialurónico (AH): hasta el momento, sola-
mente se ha descrito el uso del método PICSI® basado
en una placa impregnada en hialuro n ato (mayor compe-
tente del cúmulus, capa de células que rodea al oocito)
que mide la capacidad de unión a ella de los esperm at o-
zoides funcionalmente competentes. Los esperm at o zo i-
des maduros tienen re c ep t o res del AH en su membra n a ,
y son capaces de unirse a la base de esta placa. Se ha
visto en éstos una menor tasa de aneuploidías, además
ausencia de fragmentación de ADN, del marcador de
apoptosis caspasa-3, de retención citoplásmica (asocia-
da a la producción de radicales libres, y por tanto, daño
celular), así como de histonas persistentes. Todo ello in-
dicador de buena salud espermática (35).

Distintos estudios sugi e ren que los esperm at o zo i-
des seleccionados por PICSI® aumentan la tasa de
e m b a ra zos clínicos, reduciendo los ab o rtos (35, 36).
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La posibilidad de seleccionarlos mediante inmu-
n o s ep a ración permite la posibilidad de analizar la in-
fluencia de los dife rentes re c ep t o res del AH, que son
CD44 (HCAM), TLR-2 y TLR-4 (toll-like re c ep t o rs 2
y 4) e intentar un enriquecimiento de los esperm at o-
zoides con las características fi s i o l ó gicas más ap ro-
piadas, para posteri o rmente utilizarlos en rep ro d u c-
ción asistida. La selección sería positiva, ya que los
e s p e rm at o zoides que nos interesan son los que ex p re-
san los re c ep t o res de AH y serían marcados, bien con
A c. anti re c ep t o res de AH y con MB, bien con la mo-
lécula de AH unida a MB, pero de ambas manera s
quedarían retenidos en la columna. Una vez re c ogi d a
la fracción negat iva, eluiríamos la inmu n o m a rcada y
tendríamos los esperm at o zoides maduros. Aunque to-
d avía no hay publicaciones científicas que hayan de-
m o s t rado su uso clínico en este sentido.

También se está estudiando la posibilidad de ob-
s e rvar por la técnica del IMSI los esperm at o zo i d e s
que tengan ex p resados los re c ep t o res de AH. A pesar
de que existen pocos datos la idea de estar indicado
p a ra seleccionar los esperm at o zoides maduros es in-
t e resante (3). Un estudio reciente compara el pro c e d i-
miento de ICSI con la selección del esperm at o zo i d e
con re c ep t o res de AH en 50 oocitos de parejas distin-
tas. Las tasas de fecundación son signifi c at iva m e n t e
más altas (79,4% vs. 67,7%), pero no existen dife re n-
cias entre las siguientes etapas de desarrollo. Por tan-
to, es necesaria más info rmación para cualquier con-
clusión sobre la técnica (37).

4. Factor de activación plaquetario (PAF): el PAF
es un fo s folípido señalizador con propiedades bioló-
gicas pleiotrópicas. Ju ega un papel signifi c at ivo en la
rep roducción, ya que está presente en los esperm at o-
zoides, tiene una correlación positiva con la mov i l i-
dad y con el embara zo (38, 39) y puede ser un bio-
m a rcador de la capacitación espermática (40). A
pesar de que el mecanismo exacto no está cl a ro, se ha
d e m o s t rado en va rias especies que el PAF puede in-
fluenciar la función espermática por su efecto en la
m ov i l i d a d, capacitación, reacción acrosómica y fe-
cundación (41). La presencia de re c ep t o res PAF es un
requisito necesario para que esta vía fi s i o l ó gica sea
e fe c t iva y se ha hipotetizado que la ausencia de estos
re c ep t o res son los re s p o n s ables de los malos re s u l t a-
dos en las TRA (38).

El patrón de distri bución es signifi c at iva m e n t e
distinto entre los re c ep t o res de esperm at o zoides nor-
males y anormales. También, existen cl a ras dife re n-
cias entre las concentraciones de PAF y los re c ep t o re s
en hombres fértiles e infértiles sugi riendo que los es-
p e rm at o zoides inmóviles contienen más PAF que los

móviles debido a la pobre o inexistente actividad de
los re c ep t o res de PAF (42).

Utilizando los Ac. específicos de estos re c ep t o re s
c o n j u gados con las esfe ras inmu n o m agnéticas, pode-
mos seleccionar positivamente a los esperm at o zo i d e s
con presencia de re c ep t o res de PAF y por tanto, au-
mentar las tasas de éxito de las TRA.

EL E C T RO F O R E S I S

Los altos niveles de fragmentación del ADN o de
oxidación del mismo se asocian con peores pat ro n e s
de desarrollo embri o n a rio e incluso con menores ta-
sas de fecundación (12, 13, 43). Las evidencias son
múltiples y tienen ori gen en múltiples estudios desa-
rrollados con dife rentes métodos de detección; Comet
A s s ay, SCSA, Tunel, SCD, etc. (18).

Por ello, Ainswo rth ha desarrollado un método rá-
pido, no inva s ivo y efe c t ivo que supone el aislamiento
de los esperm at o zoides por electro fo resis con la míni-
ma cantidad de ADN dañado (44, 45).

El método se basa en dos principios básicos; su
c a rga y su tamaño, considerándose los de mejor cali-
dad los más electro n egat ivos (44-47) y los de menor
tamaño (45, 48).

Siguiendo estos principios se desarrolló un siste-
ma direccional de movimiento de esperm at o zo i d e s
v ivos a través de un campo eléctrico y basándose en
el cri t e rio de ex clusión por tamaño utilizando para
ello fi l t ros de 5 micro-M de policarbonato unidas a
m e m b ranas de 15 KDa de poliacrilamida que perm i-
ten el tránsito libre de electrolitos (45) (fi g u ra 2).

Este dispositivo ya se ha probado en mu e s t ras de
semen eyaculado, y se han estudiado sus limitaciones
con muestras de mala calidad (congelado y las biopsias
de testículo). Por tanto, es un método válido para todo
tipo de muestras, normales y, también, difíciles (45).

Se ha descrito un embara zo a término, aunque es
n e c e s a ria una casuística más amplia para conseguir su
validación clínica. Este procedimiento (tras su va l i d a-
ción clínica) podría ser de tipo preve n t ivo en los pa-
cientes con elevados va l o res de fragmentación del
ADN (45).

Los resultados obtenidos a través de este sistema
de sep a ración demu e s t ran en un primer momento que
son tan efe c t ivos como la sep a ración por gra d i e n t e s
de densidad o swim-up, y sus tasas de re c u p e ra c i ó n
son de ap roximadamente el 20% de la cantidad inicial
de esperm at o zoides, pero estas dos técnicas difi e re n
de este nu evo método en que emplean mu cho tiempo
de trabajo, y, además, no evitan los efectos dañinos
p roducidos por la centri f u gación (por ejemplo: la ge-
n e ración de especies re a c t ivas) (49).
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A pesar de los beneficios de esta técnica, la com-
plejidad que presenta el ap a rato de sep a ración puede
ser una limitación para su uso ge n e ralizado en los la-
b o rat o rios de andro l ogía, sobre todo para aquellos
con re c u rsos limitados (2).

BI R R E F R I G E N C I A

Como ya hemos comentado, seleccionando subje-
t ivamente el esperm at o zoide óptimo para ICSI por el
p rocedimiento habitual una cantidad considerable de
i n fo rmación de la ultra e s t ru c t u ra se pierde (50).
Basándose en una ap roximación similar a la del IM-
SI, pero con la idea de evaluar la distri bución de las
o rganelas de los esperm at o zoides en la cabeza, pieza
media y cola, se plantea para el ICSI el uso de un mi-
c roscopio inve rtido polarizado con un sistema óptico
nu evo y adaptado al esperm at o zoide como una herra-
mienta nu eva para la selección del mejor esperm at o-
zoide basada en la birre f ri n gencia de éste, ya que su
t ex t u ra protoplásmica tiene propiedades anisotrópicas
(51, 52).

El efecto de birre f ri n gencia se ge n e ra cuando al
c ruzar una estru c t u ra anisotrópica el rayo de luz inci-

dente se re f racta en dos rayos polarizados que viajan
a distinta ve l o c i d a d. La re t a rdancia del rayo lento re-
l at iva al rayo rápido produce tal efecto (52).

Asociado a la organización longitudinal y fuert e
compactación de los filamentos de las nu cl e o p ro t e í-
nas y por la organización también longitudinal de los
filamentos subacrosomales se produce en la cab e z a
del esperm at o zoide maduro un fuerte efecto de birre-
f ri n gencia. Sólo los núcleos no picnóticos pueden ser
b i rre f ri n gentes (núcleo picnótico es aquel que se tor-
na redondo, pequeño y oscuro, en el que no se distin-
gue el normal patrón de distri bución de la cro m at i n a ) .
Lo mismo ocurre en la cola y en la pieza media, por
su organización micro t u bular del axonema y el con-
d rioma, re s p e c t ivamente (51).

La ventaja de esto es que es un método no inva s i-
vo, se puede seleccionar esperm at o zoides birre f ri n-
gentes para el ICSI, sin que afecte a su viabilidad y
m ovilidad y permite identificar células esperm á t i c a s
con vacuolas, porque el área correspondiente care c e
de birre f ri n gencia (51).

El estudio de Gianaroli confi rma que la pre s e n c i a
de birre f ri n gencia en la cabeza del esperm at o zo i d e
puede re flejar el buen estado de salud de la célula es-

Fi g u ra 2
E l e c t ro fo resis esperm á t i c a

Un sistema direccional de movimiento de esperm at o zoides vivos a través de un campo eléctrico y basándose en el cri t e rio de
ex clusión por tamaño utilizando para ello fi l t ros de policarbonato y membranas de poliacri l a m i d a .



p e rmática, porque la pro p o rción del esperm at o zo i d e
b i rre f ri n gente varía signifi c at ivamente en re l a c i ó n
con la concentración de la mu e s t ra, la vitalidad y la
m ovilidad y que a mayor birre f ri n gencia menor por-
centaje de aneuploidías. Está correlación es dire c t a-
mente pro p o rcional a la calidad de la mu e s t ra, sugi-
riendo que en sémenes pat o l ó gicos con las estru ct u ra l e s
p rotoplásmicas alteradas tienen el efecto de la birre-
f ri n gencia afectado (51). 

No obstante, Damasceno y cols. hicieron un estu-
dio con un microscopio inve rtido polarizado, pero sin
a d ap t a rlo al esperm at o zoide que también mide la bi-
rre f ri n gencia, ambos grupos coinciden en que el es-
p e rm at o zoide normal posee elevada re t a rdancia deb i-
do a su fuerte compactación de ADN y su eleva d a
o rganización molecular, pero, estos últimos sometie-
ron a los esperm at o zoides a luz ultravioletas (UV),
dañando por tanto su ADN. Midieron la re t a rd a n c i a
de  las cabezas de los esperm at o zoides antes y des-
pués de la exposición a los UV, observando que se
p roducían elevados cambios respecto a esta re t a rd a n-
cia y que aumentaba signifi c at ivamente comparándo-
lo con los va l o rados antes de la exposición (53).

D ebido a las ideas tan controve rtidas de estos gru-
pos son necesarios más estudios al respecto, ya que esta
e s t rat egia puede pro p o rcionar no sólo una guía cri t e ri o
p a ra la selección del esperm at o zo i d e, sino también, una
h e rramienta para entender la fi s i o l ogía espermática, es
d e c i r, puede cambiar drásticamente la definición de in-
fe rtilidad por contri buir con info rmación adicional de
las condiciones fi s i o l ó gicas y el potencial en la eva l u a-
ción de rutina del factor humano, así como, la modifi-
cación de la técnica de prep a ración del semen (51).

D I S C U S I Ó N

A pesar de los avances producidos en el campo de
la rep roducción asistida las tasas de éxito no son sufi-
cientes y re q u i e ren de mejoras para que la efe c t iv i d a d
se ap roxime cada vez más al 100%.

El reducido número de gametos femeninos pueden
c o n s i d e ra rse como un factor limitante de los trat a-
mientos, en cambio, la producción testicular de esper-
m at o zoides, puede va ri a r, desde va rios millones de
e s p e rm at o zoides a cero y difi e ren todos en función de
sus características, tanto en función de su morfo l og í a
o mov i l i d a d, así como también en sus propiedades in-
trínsecas o moleculares. 

Por este motivo, es impre s c i n d i ble disponer de cri t e-
rios objetivos para realizar la selección de esperm at o zo i-
des con una mayor posibilidad de ori ginar embri o n e s
competentes y que resulten en un recién nacido vivo .

La trascendencia de estas pru ebas diag n ó s t i c a s
(y/o posteri o rmente terapéuticas) utilizando las dis-
tintas tecnologías de sep a ración celular descritas es
muy elevada (tabla 1), ya que, hasta el momento sólo
son válidos los resultados del esperm i ograma de ru t i-
na, y con este procedimiento es difícil definir las
mu e s t ras con la máxima posibilidad de iniciar la ge s-
tación. De esta manera, se podrá determinar que mé-
todo de selección es más eficaz en relación al tipo de
paciente sin que infl u ya el factor humano en ninguna
de las fases y así mejorar el resultado final de cual-
q u i e ra de las técnicas de rep roducción asistida.
Además de ap o rtar nu eva info rmación sobre los es-
p e rm at o zoides y sus condiciones fi s i o l ó gi c a s .

No obstante, son necesarios mu chos más estudios
p a ra que cualquiera de estos métodos selectivos basa-
dos en pru ebas diagnósticas de carácter molecular pa-
sen a ser terapéuticos y ayuden a conseguir el re s u l t a-
do ideal en cualquier  TRA, el embarazado y
consecuente recién nacido vivo .
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T É C N I C A CRITERIO DE A P L I C AC I Ó N V E N TA JA S I N C O N V E N I E N T E S
S E L E C C I Ó N

E s p e rm at o zoides con buena mov i l i d a d - R á p i d a - T é c n i c a
ascienden al sobre n a d a n t e, y se pueden -Bajo coste c o m p l e m e n t a ri a

SWIM UP ( 6 ) M OV I L I DA D re c u p e rar los gametos con cap a c i d a d -No suficiente ex i t o s a
fecundante potencial semejante a la
p o blación fértil 

Eliminar el plasma seminal y
o t ros constituyentes del fl u i d o - R á p i d a - T é c n i c a

D G C (2, 5) V I A B I L I DA D seminal dejando únicamente los -Bajo coste c o m p l e m e n t a ri a
e s p e rm at o zoides maduros viabl e s -No suficiente ex i t o s a

Elección del mejor esperm at o zo i d e -Selección del gameto en tiempo
s i m é t rico, liso, oval, con la cola re c t a , re a l

I M S I (3, 16, 17) M O R F O L O G Í A el núcleo fijo y desechar los defo rm e s -Sin tinciones
o que presentan más de un 4% - G ran magnitud a 6300x - E n t re 1,5 y 5 h.
de vacuolas (residuos celulare s ) -Sin manipulaciones - E l evado coste

p ro l o n gadas del semen

-No alteran la estru c t u ra, función
ni actividad de las células unidas

S ep a ración celular inmu n o m ag n é t i c a : - E l evada pure z a
- ap o p t o s i s -Bajo coste

M AC S ( 2 ) M O L E C U L A R - u b i q u i t i n a - S e n s i b i l i d a d - N e c e s a rios estudios
- PA F - S i m p l i c i d a d clínicos al re s p e c t o .
- H A -Calidad superior en mov i l i d a d,

v i abilidad y marc a d o re s
ap o p t ó t i c o s .

-Método no inva s ivo
-La birre f ri n gencia re fleja el
buen estado de salud de

Estudiar la birre f ri n ge n c i a e s p e rm at o zoides identifi c a n d o
P O L S C O P E M O L E C U L A R y re t a rdancia de aquellos que tengan va c u o l a s - N e c e s a ri o s
( 5 1 , 5 2 ) los esperm at o zo i d e s por carecer de ésta. estudios cl í n i c o s

- I d e n t i fica los acro s o m a
reaccionado de los que
no lo están

Aislar esperm at o zoides hu- -Útil en mu e s t ras norm a l e s ,
manos por tamaño y carga c o n geladas, desconge l a d a s , -Complejidad ap a rat o

E L E C T RO F O - M O L E C U L A R con la mínima cantidad de b i o p s i a s . - N e c e s a ria mayo r
RESIS (44) ADN dañado -No inva s ivo casuística para

- R á p i d o validación cl í n i c a .

Tabla 1
Métodos diagnósticos para la selección de los esperm at o zo i d e s

Tabla que consta de distintas pru ebas que se pueden hacer basándonos en las características moleculares de los esperm at o-
zoides, siendo pru ebas objetivas. Considerando dentro de estas pru ebas la densidad de gradientes y el swim-up, a pesar de

ser técnicas que se basan en la viabilidad y mov i l i d a d, re s p e c t iva m e n t e, y no estarían dentro de éstas características molecu-
l a res, pero son métodos de auto selección, son los mismos esperm at o zoides los que se seleccionan
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