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Resumen

A pesar del desarrollo de las técnicas de reproduccion asistida en los ultimos afios, y los logros alcan-
zados para solventar problemas de infertilidad, todavia existe un elevado porcentaje de tratamientos
donde estas técnicas no son efectivas o son necesarios repetidos intentos para lograr una gestacion.

La fisiologia molecular del espermatozoide estd siendo cada vez mejor caractenzada, y existen estu-
dios que demuestran la implicacion de diferentes procesos moleculares en la fisiopatologia de la in-
fertilidad masculina.

Recientemente, se han descrito métodos de seleccion espermdtica basados en las caracteristicas mo-
leculares y estructurdes de los espermatozoides, que mejoran la calidad de la poblacion de esperma-
tozoides en cuanto a la integridad del ADN, mwilidad, y morfologia, aunque todavia existen pocos
datos del uso clinico de estos métodos.

El objetivo principal de esta revision es describir estos métodos, sus ventajas y limitaciones, y su
efectiidad clinica segiin la informacion bibliogrdfica disponible y de este modo evaluar su potencial
uso para la optimizacion de los tratamientos de reproduccion asistida.
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Summary

In spite of the achi evements and development of the assisted rep roduction techniques in the last years,
there is still an elevated percentag of unsuccessful treatments, needing sometimes rep e ated atempts
to reachpregnancy

The molecular physiology in sperm is being better characterized, and some rep o rts demonstrated the
implication of different molecular processes in the pathophysiology of male infertility.

Recently, different sperm selection methods have been based on these molecular and structural diffe-
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rences of spermatozoa, improving quality of the sperm population regarding the integrity of DNA, mo-
tility and morpholog), although there is very few info rmation about the clinical use of these methods.

The main objective of this reviewis to describe these methods, their advantages and their limitations
and their clinic effectiveness according to awailable bibliography information and then discuss its po-
tential use to the optimization of the assisted reproduction treatments.

Key words: Spermatozoa. Male infertility. Sperm analysis. Sperm selection.

INTRODUCCION

Los avances en técnicas de reproduccion asistida
(TRA) han ido aumentando en los dltimos afios, no
obstante las tasas de éxito no se han logrado mejorar
recientemente. Con la introduccién de la fecundacién
in Vitro (FIV), especialmente con la inyeccion intraci-
toplasmdtica (ICSI) el problema de la infertilidad
causada por la disminucioén de la produccién esper-
madtica estd en parte solucionada, pero todavia queda
lejos de ofrecer una efectividad diagndstica y tera-
péutica del 100% (1).

La responsabilidad del éxito reproductivo estd
compartida entre el gameto masculino y el femenino.
Prestando especial atencién al vardn, su contribucién
se estima en un 20% como factor tinico y un 50% en
conjuncién con el factor de infertilidad femenina (1).

Los gametos femeninos son un factor limitante en
las TRA, ya que se generan muy pocos y todos ellos
se utilizan, por lo que en principio no va a ser posible
seleccionarlos. No obstante, existen paises con leyes
restrictivas en los que no es posible fecundar la co-
horte completa, en estos casos los criterios de selec-
cién pueden ser importantes. Sin embargo, los esper-
matozoides pueden variar en nimero desde millones
hasta cero, por tanto, en la mayoria de los casos en-
contramos una cantidad que excede a los oocitos, pu-
diendo estudiar facilmente los no utilizados en rep ro-
duccién asistida, pero que pertenecen al mismo ciclo
espermatogénico.

El objetivo principal de cualquier técnica de selec-
cién de espermatozoides es obtener un nimero sufi-
ciente de espermatozoides viables y mdviles capaces
de fecundar un oocito (2).

Las técnicas actuales de seleccidn de espermatozoi-
des se basan fundamentalmente en la morfologia por
criterio subjetivo del embriélogo en los procedimientos
de micromanipulacién (3, 4) o bien en la auto selec-
cion de los esperm atozoides por su viabilidad o movi-
lidad, donde destacamos la centrifugacién por gradien-
tes de densidad que elimina el plasma seminal y otros
constituyentes del fluido seminal dejando Uinicamente

los espermatozoides maduros viables (2, 5) o bien me-
diante el swim-up, técnica sencilla que se basa en que
s6lo los esperm ato zoides con buena movilidad podran
ascender al sobrenadante (6). Con ambas podemos re-
cuperar los gametos con mayor capacidad fecundante
potencial, pero hoy en dia, ninguna de estas técnicas
garantiza el éxito en reproduccion asistida.

Para la evaluacion objetiva del potencial fértil en un
varén, el esperm i ograma es la Unica herramienta diag-
ndstica recomendada por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), este nos da info rmacién esencial del
estado clinico del varén, pero evalia de forma superfi-
cial la capacidad del semen para iniciar un embara zo.
Podemos detectar sobre todo pro blemas severos de la
funcién testicular, que se traducen en la produccién de
pocos esperm at o zoides, con poca movilidad o con de-
fectos en la forma. Existe una gran cantidad de casos
en los que el varén presenta valores 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 si lo
1 ogran. Esto puede darse incluso en eyaculados distin-
tos de un mismo varén, demostrando, por tanto, que el
valor diagndstico de la prueba es limitado (7, 8)

Diferentes estudios demuestran que hay otros fac-
tores moleculares implicados en la infertilidad, que
pueden ser potencialmente utilizados en el diagndsti-
co del eyaculado o en la seleccidon de espermatozoi-
des (9). Entre ellos, el estado del ADN en los esper-
matozoides, asi como su perfil génico de ARN, y
distintos pardmetros de la capacidad defensiva frente
al estrés oxidativo que parecen tener una relevancia
alta en la calidad del semen (1, 10-13). Estas caracte-
risticas son independientes del recuento, movilidad y
morfologia, es decir, no se correlacionan con el es-
permiograma, y por tanto, se necesitan nuevas herra-
mientas diagndsticas, ya que todavia existen causas
de infertilidad por determinar aparte de las anomalias
en el andlisis basico. Aquellas causas moleculares de
infertilidad masculina que estdn presentes en algunos
espermatozoides pueden ademds ser utilizadas en la
seleccion de los adecuados para mejorar los resulta-
dos en las TRA.
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El objetivo principal de esta revision es describir
estos métodos, sus ventajas y limitaciones, y su efec-
tividad clinica segun la info rmacién bibliogréfica dis-
ponible y de este modo evaluar su potencial uso para
la optimizacién de las TRA.

NUEVOS METODOS’ DE SELECCION
ESPERMATICA

Distintas tecnologias pueden ser ttiles para selec-
cionar, o separar fisicamente células con determina-
das caracteristicas moleculares o estructurales, de for-
ma que se mantengan su viabilidad posterior y
mejoren, por tanto, los resultados finales.

Microinyeccion Intracitoplasmatica de Esperma
Seleccionado Morfolégicamente (IMSI)

En cuanto a las caracteristicas estructurales, la
morfologia espermdtica ha sido reconocida como el
mejor indicador de la fecundacién natural, de la inse-
minacién intrauterina (IUI) y de la FIV convencional.
Actualmente, existen evidencias que sugieren que la
morfologia juega, también, un papel importante en el
ICSI (14), no obstante, el criterio de la observacién y
seleccion de los espermatozoides por ésta es subjetivo
por parte del especialista (3, 4).

Recientemente, se han introducido modificaciones
en el procedimiento del ICSI convencional basadas
en la microinyeccién de un espermatozoide seleccio-
nado a través de un objetivo de elevada magnitud y
que posee una morfologia nuclear normal dando co-
mo resultado la técnica de IMSI (15).

Esta presenta miiltiples ventajas, entre ellas la se-
leccién del gameto en tiempo real, sin tinciones que
lo dafien, con gran magnitud (a 6300x, frente a los
400x del ICSI convencional) y sin manipulaciones
prolongadas del semen para separatlos del fluido se-
minal previamente a la microinyeccién (14). Para ele-
gir el espermatozoide mds adecuado se siguen las re-
comendaciones de la OMS, que determinan que éste
debe ser simétrico, liso, oval, con la cola recta, el nud-
cleo fijo y de color transparente. Gracias a esta técni-
ca se puede descartar aquellos que son deformes o
que presentan mds de un 4% de vacuolas (residuos
celulams), ya que con frecuencia se espera que un oo-
cito fecundado con un espermatozoide defectuoso
acabe en aborto.

De este modo, se reducen las tasas de aborto (3,
16, 17) y aumentan las tasas de embarazo 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 estdn dificultando su exten-
sién generalizada. En primer lugar el tiempo medio
extra de duracién 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
disponible para cualquier laboratorio y que solo sea
aconsejable 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-
sarios estudios con mayores tamafios nuestrales para
demostrar su eficacia clinica y definir mejor sus indi-
caciones.

Magnetic activated cell sorting (MACS)

Las caracteristicas fisioldgicas a nivel molecular
de los espermatozoides pueden conducir a un €xito o
un fracaso en las TRA (18).

En una muestra de semen los varios millones de
espermatozoides poseen caracteristicas moleculares
distintas. Estas han sido estudiadas y descritas en los
distintos procesos implicados en la fertilidad del va-
ron, pero pocas de ellas pueden ser utilizadas para se-
leccionar fisicamente el espermatozoide 6ptimo (1).

Basdndonos en estas caracteristicas existen dife-
rentes tecnologias que nos podrian ayudar a aumentar
la eficiencia en las TRA.

Una de las tecnologias disponibles es la seleccién
celular inmunomagnética o MACS (2), utilizada ya cli-
nicamente con éxito en distintos dmbitos. En el campo
de la reproduccién inicialmente se utilizé para selec-
cionar y caracterizar a los espemrmatozoides acrosoma
reaccionados, para separar distintas células dentro de
una poblacién o aislar leucocitos (2), no obstante, los
mejores ejemplos de su uso clinico vienen dados por el
aislamiento de células progenitoras raras de sangre de
cordén umbilical, y el uso de sangre periférica para
sustituir a la medula dsea para el transplante en pacien-
tes tras quimioterapia o radioterapias (19, 20).

Se basa en el uso de MicroBeads (MB) que son par-
ticulas superparamagnéticas de aproximadamente 50
nanémetros de didmetro, conjugadas con proteinas o
anticuerpos (Ac.) especificos para su unién a las célu-
las o marcadores de interés. Requieren unas columnas
para separar fisicamente las células en funcién de si es-
tdn 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 minima cantidad de
MB, mientras que las células no unidas pasan a través
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, funcién 6p- que ofrece la separacion celular magnética. El éxito de

tima y viabilidad (2) (figura 1). esta aplicacion depende, pincipalmente, de una estra-
La simplicidad, bajo coste, y sensibilidad a los re- tegia de unién magnética eficiente y especifica (2).

actiws inmunoespecificos son varias de las ventajas Usando esta tecnologia podriamos obtener esper-

u.; P
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T
[~ Espermatozoide no unido al MB

{'_L} Espermatozoide unidoe al MB

Z Particulas de hierfo

fman

Figural
Tecnologia MAC S. Seleccion inmunomagnética
1- La fraccion negativa es la que corresponde a los espermatozoides que no se han unido a los MB y por tanto no quedan
retenidos en la columna.
2- La fraccion positiva es la que corresponde a los espermato zoides que se han unido a los MB 'y por tanto quedan retenidos
en la columna debido al campo magnético de alta intensidad que se ejerce a causa del imdn y de las particulas de hierro que

poseen las columnas.
Si la seleccion es negativa, nos interesa la fraccion 1 que es la que contiene los esperm at o zoides no unidos (caso deapoptosis

y ubiquitina).
Si la seleccion es positiva, la fraccion que posee los espermatozoides optimos es la fraccion 2 (caso de PAF Y AH).
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matozoides con una calidad superior en términos de
movilidad, viabilidad y marcadores apoptéticos, co-
mo son la reduccién de la rotura del potencial de
membrana mitocondrial (2, 21, 22), asi como, una ba-
ja incidencia de fragmentacién de ADN (2, 23), y un
aumento del potencial de fecundacién (2).

Said y su equipo usando un modelo animal obser-
varon una mejora en las TRA, tanto de IUI como de
FIV (2). Dirican y cols. reportan que estd tecnologia
es segura y fiable también para ICSI utilizando en es-
te caso espermatozoides y oocitos humanos (22), aun-
que para este ultimo procedimiento son necesarias
mds investigaciones (2). Ademds aumentan las tasas
de divisiéon embrionaria, de embarazo clinico y bio-
quimico (2, 22) y produce una mejora en la supervi-
vencia post-descongelacion (24).

Distintos procesos o fenotipos moleculares son
candidatos a ser utilizados como base de la separa-
cion molecular en espermatozoides aplicando estd
tecnologia, y para ello, deben ser marcadores de
membrana, y haber estado relacionados con la inferti-
lidad masculina en trabajos previos de forma que su
presencia es diferente en espermatozoides de varones
infértiles, entre ellos:

1. Apoptosis: modo de muerte celular programada
basada en mecanismos genéticos que inducen una se-
rie de alteraciones celulares, morfolégicas y bioqui-
micas llevando a la célula al suicidio sin provocar una
respuesta inflamatora. Se da intratesticularmente pa-
ra mantener el nimero de células germinales adecua-
do (25). No se conoce con exactitud si los marcadores
apoptoéticos detectados en los espermatozoides son re-
siduos de un proceso apoptdtico incompleto empeza-
do antes de la eyaculacion o son el resultado de una
apoptosis iniciada después de la post-eyaculacidon
(25), pero si estd demostrado que en el eyaculado hay
espermatozoides con este proceso iniciado, y con las
mismas caracteristicas de motilidad y forma que los
espermatozoides normales, lo que lleva a pensar que
si los primeros fecundaran un oocito, inducirian un
fallo reproductivo (26, 27).

La externalizacion de la fosfatidilsenna (PS) (en-
contrada en condiciones normales en la cara interna
de la membrana), entre otros, es considerado un mar-
cador apoptético (2, 25, 28).

En este sentido, la Anexina V presenta ciertas ca-
racteristicas de interés para evaluar esta situacion,
porque se une especificamente a la PS, pero no es ca-
paz de atravesar la membrana. Por ello, esta proteina
conjugada con los MB se pueden unir magnéticamen-
te a los espermatozoides con la membrana compro-
metida e identificar aquellos que estén en apoptosis o

con el proceso apoptético iniciado (22), éstos queda-
ran retenidos en las columnas y serdn la fraccién ane-
xina V positiva y los espermatozoides que no estén
unidas a las particulas paramagnéticas y que eluyen a
través de la columna, la fraccién anexina V negativa ,
serdn los candidatos a ser utilizados como ptimos.

2. Ubiquitina: La ubiquitinacién es un mecanismo
unive rsal para el recichje de proteinas, por el cual los
sustratos defectuosos son marcados por el acoplamien-
to covalente de una o mds moléculas de ubiquitina
(29). No obstante, Muratori y cols. encontraron una co-
rrelacidn positiva entre los porcentajes de ubiquitina en
semen y los pardmetros seminales, especialmente con
la morfologa, sugi riendo que la ubiquitinacién podria
tener un papel positivo en la funcién espermatica. Es
posible que se dé un patrén diferente de distribucion de
esta proteina en espermato zoides con morfologia nor-
mal y anormal (30), de hecho la ubiquitina de la super-
ficie del espermatozoide es la Unica que se relaciona
con la fertilidad (29, 31, 32). Elevados valors de ésta
se correlacionan inversamente con la cantidad y movi-
lidad de los espermatozoides y es proporcional al nu-
mero de formas anormales (32), siendo mayor el nd-
mero de defectos en la cabeza o en el axonema (33).
Estos altos valores se han encontrado en hombres con
sindromes de infertilidad heredable (32, 34), y en va-
rios casos de infe rtilidad idiopatica (29, 32), por ende,
se asocia a mala calidad espermatica.

Con el uso de Ac. monoclonales especificos uni-
dos a los MB es posible separar los espermatozoides
con ubiquitina en su superficie, a través de una selec-
cién negativa, ya que quedardn unidos magnética-
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. Acido hialurénico (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 ctimulus, capa de células que rodea al oocito)
que mide la capacidad de unién a ella de los esperm ato-
zoides funcionalmente competentes. Los espermatozoi-
des maduros tienenrecep to res del AH en su membrana,
y son capaces de unirse a la base de esta placa. Se ha
visto en éstos una menor tasa de aneuploidias, ademas
ausencia de fragmentacién de ADN, del marcador de
apoptosis caspasa-3, de retencion citopldsmica (asocia-
da a la produccion de radicales libres, y por tanto, dafio
celular), asi como de histonas persistentes. Todo ello in-
dicador de buena salud espermadtica (35).

Distintos estudios sugieren que los espermatozoi-
des seleccionados por PICSI® aumentan la tasa de
embara zos clinicos, reduciendo los abortos (35, 36).
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La posibilidad de seleccionarlos mediante inmu-
noseparacion permite la posibilidad de analizar la in-
fluencia de los diferentes receptores del AH, que son
CD44 (HCAM), TLR-2 y TLR-4 (toll-like receptors 2
y 4) e intentar un enriquecimiento de los espermato-
zoides con las caracteristicas fisioldgicas mds apro-
piadas, para posteriormente utilizarlos en reproduc-
cién asistida. La seleccidn seria positiva, ya que los
espermatozoides que nos interesan son los que expre-
san los receptores de AH y serfan marcados, bien con
Ac. anti receptores de AH y con MB, bien con la mo-
lécula de AH unida a MB, pero de ambas maneras
quedarian retenidos en la columna. Una vez recogida
la fraccidén negativa, eluiriamos la inmunomarcada y
tendriamos los espermatozoides maduros. Aunque to-
davia no hay publicaciones cientificas que hayan de-
mostrado su uso clinico en este sentido.

También se estd estudiando la posibilidad de ob-
servar por la técnica del IMSI los espermatozoides
que tengan ex presados los receptores de AH. A pesar
de que existen pocos datos la idea de estar indicado
para seleccionar los espermatozoides maduros es in-
teresante (3). Un estudio reciente compara el procedi-
miento de ICSI con la seleccién del espermatozoide
con receptores de AH en 50 oocitos de parejas distin-
tas. Las tasas de fecundacion son significativamente
mads altas (79,4% vs. 67,7%), pero no existen diferen-
cias entre las siguientes etapas de desarrollo. Por tan-
to, es necesaria mds info rmacién para cualquier con-
clusién sobre la técnica (37).

4. Factor de activacion plaquetario (PAF): el PAF
es un fosfolipido sefalizador con propiedades biolo-
gicas pleiotrépicas. Juega un papel significativo en la
reproduccién, ya que estd presente en los espermato-
zoides, tiene una correlacidn positiva con la movili-
dad y con el embarazo (38, 39) y puede ser un bio-
marcador de la capacitacién espermdtica (40). A
pesar de que el mecanismo exacto no estd clarg se ha
demostrado en varias especies que el PAF puede in-
fluenciar la funcién espermdtica por su efecto en la
movilidad, capacitacidn, reaccién acrosémica y fe-
cundacion (41). La presencia de receptores PAF es un
requisito necesario para que esta via fisioldgica sea
efectiva y se ha hipotetizado que la ausencia de estos
receptores son los responsables de los malos resulta-
dos en las TRA (38).

El patrén de distribucién es significativamente
distinto entre los receptores de espermatozoides nor-
males y anormales. También, existen claras diferen-
cias entre las concentraciones de PAF y los receptores
en hombres fértiles e infértiles sugiriendo que los es-
permatozoides inmdviles contienen mds PAF que los

moviles debido a la pobre o inexistente actividad de
los receptores de PAF (42).

Utilizando los Ac. especificos de estos receptores
conjugados con las esferas inmunomagnéticas, pode-
mos seleccionar positivamente a los espermatozoides
con presencia de receptores de PAF y por tanto, au-
mentar las tasas de éxito de las TRA.

ELECTROFORESIS

Los altos niveles de fragmentacién del ADN o de
oxidacién del mismo se asocian con peores patrones
de desarrollo embrionario e incluso con menores ta-
sas de fecundacidn (12, 13, 43). Las evidencias son
miltiples y tienen ori gen en multiples estudios desa-
rrollados con diferentes métodos de deteccion; Comet
Assay, SCSA, Tunel, SCD, etc. (18).

Por ello, Ainsworth ha desarrollado un método ra-
pido, no invasiw y efectivo que supone el aislamiento
de los espermatozoides por electro foresis con la mini-
ma cantidad de ADN dafiado (44, 45).

El método se basa en dos principios basicos; su
carg y su tamafo, considerdndose los de mejor cali-
dad los mads electronegativos (44-47) y los de menor
tamaifio (45, 48).

Siguiendo estos principios se desarrollé un siste-
ma direccional de movimiento de espermatozoides
vivos a través de un campo eléctrico y basidndose en
el criterio de exclusion por tamafio utilizando para
ello filtros de 5 micro-M de policarbonato unidas a
membranas de 15 KDa de poliacrilamida que permi-
ten el transito libre de electrolitos (45) (figura 2).

Este dispositivo ya se ha probado en muestras de
semen eyaculado, y se han estudiado sus limitaciones
con muestras de mala calidad (congelado y las biopsias
de testiculo). Por tanto, es un método vélido para todo
tipo de muestras, normales y, también, dificiles (45).

Se ha descrito un embarazo a término, aunque es
necesara una casuistica mas amplia para conseguir su
validacion clinica. Este procedimiento (tras su valida-
cidn clinica) podria ser de tipo preventivo en los pa-
cientes con elevados valores de fragmentacién del
ADN (45).

Los resultados obtenidos a través de este sistema
de separacién denmuestran en un primer momento que
son tan efectivos como la separacién por gradientes
de densidad o swim-up, y sus tasas de recuperacion
son de aproximadamente el 20% de la cantidad inicial
de espermatozoides, pero estas dos técnicas difieren
de este nuevo método en que emplean mu cho tiempo
de trabajo, y, ademds, no evitan los efectos dafiinos
producidos por la centrifugacion (por ejemplo: la ge-
neracién de especies reactivas) (49).
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Figura2
Electroforesis espermdtica
Un sistema direccional de movimiento de espermat o zoides vivos a través de un campo eléctrico y basdndose en el criterio de
exclusion por tamaiio utilizando para ellofiltros de policarbonato y membranas de poliacrilamida.

A pesar de los beneficios de esta técnica, la com-
plejidad que presenta el aparato de separacion puede
ser una limitacion para su uso generalizado en los la-
boratorios de andrologia, sobre todo para aquellos
conrecursos limitados (2).

BIRREFRIGENCIA

Como ya hemos comentado, seleccionando subje-
tivamente el espermatozoide 6ptimo para ICSI por el
procedimiento habitual una cantidad considerable de
informacién de la ultraestructura se pierde (50).
Basdndose en una aproximacién similar a la del IM-
SI, pero con la idea de evaluar la distribucién de las
organelas de los espermatozoides en la cabeza, pieza
media y cola, se plantea para el ICSI el uso de un mi-
croscopio invertido polarizado con un sistema dptico
nuevo y adaptado al espermatozoide como una herra-
mienta nueva para la seleccion del mejor espermato-
zoide basada en la birrefringencia de éste, ya que su
textura protopldsmica tiene propiedades anisotrdpicas
(51, 52).

El efecto de birrefringencia se genera cuando al
cruzar una estructura anisotrépica el rayo de luz inci-

dente se refracta en dos rayos polarizados que viajan
a distinta welocidad. La retardancia del rayo lento re-
lativa al rayo rdpido produce tal efecto (52).

Asociado a la organizacidn longitudinal y fuerte
compactacion de los filamentos de las nucleoprotei-
nas y por la organizacién también longitudinal de los
filamentos subacrosomales se produce en la cabeza
del espermatozoide maduro un fuerte efecto de birre-
fringencia. Sélo los niicleos no picnéticos pueden ser
bimefringentes (nicleo picnético es aquel que se tor-
na redondo, pequefio y oscuro, en el que no se distin-
gue el normal patrén de distri bucién de la cromatina).
Lo mismo ocurre en la cola y en la pieza media, por
su organizacion microtubular del axonema y el con-
drioma, respectivamente (51).

La ventaja de esto es que es un método no invasi-
vo, se puede seleccionar espermatozoides birrefrin-
gentes para el ICSI, sin que afecte a su viabilidad y
movilidad y permite identificar células espermaticas
con vacuolas, porque el drea correspondiente carece
de birrefringencia (51).

El estudio de Gianaroli confirma que la presencia
de birrefringencia en la cabeza del espermatozoide
puede reflejar el buen estado de salud de la célula es-

Vol. 26- n° 5 - Septiembre-Octubre 2009

Métodos para la seleccion objetiva de espermatozoides -431




permatica, porque la proporcién del espermatozoide
birrefringente varia significativamente en relaciéon
con la concentracion de la muestra, la vitalidad y la
movilidad y que a mayor birrefringencia menor por-
centaje de aneuploidias. Estd correlacién es directa-
mente proporcional a la calidad de la muestra, sugi-
riendo que en sémenes pat 016 gicos con las estructurales
protopldsmicas alteradas tienen el efecto de la birre-
fringencia afectado (51).

No obstante, Damasceno y cols. hicieron un estu-
dio con un microscopio invertido polarizado, pero sin
adaptarlo al espermatozoide que también mide la bi-
rrefringencia, ambos grupos coinciden en que el es-
permatozoide normal posee elevada retardncia debi-
do a su fuerte compactacién de ADN y su elevada
organizaciéon molecular, pero, estos ultimos sometie-
ron a los espermatozoides a luz ultravioletas (UV),
dafando por tanto su ADN. Midieron la retardancia
de las cabezas de los espermatozoides antes y des-
pués de la exposicién a los UV, observando que se
producian elevados cambios respecto a esta retardan-
cia y que aumentaba significativamente compardndo-
lo con los valorados antes de la exposicion (53).

Debido a las ideas tan controve rtidas de estos gru-
pos son necesarios mds estudios al respecto, ya que esta
estrategia puede proporcionar no sélo una guia criterio
para la seleccion del espermatozoide, sino también, una
heramienta para entender la fisiologa espermatica, es
decir, puede cambiar drasticamente la definicion de in-
fertilidad por contri buir con info rmacién adicional de
las condiciones fisioldgicas y el potencial en la evalua-
cion de rutina del factor humano, asi como, la modifi-
cacion de la técnica de preparacién del semen (51).

DISCUSION

A pesar de los avances producidos en el campo de
la rep roduccidn asistida las tasas de éxito no son sufi-
cientes y requieren de mejoras para que la efectividad
se aproxime cada vez mds al 100%.

El reducido niimero de gametos femeninos pueden
considerarse como un factor limitante de los trata-
mientos, en cambio, la produccién testicular de esper-
matozoides, puede variar, desde varios millones de
espermatozoides a cero y difieren todos en funcién de
sus caracteristicas, tanto en funcién de su morfologia
o novilidad, asi como también en sus propiedades in-
trinsecas o moleculares.

Por este motivo, es imprescindible disponer de crite-
rios objetivos para realizar la seleccién de esperm atozoi-
des con una mayor posibilidad de ori ginar embriones
competentes y que resulten en un recién nacido vivo.

La trascendencia de estas pruebas diagndsticas
(y/o posteriormente terapéuticas) utilizando las dis-
tintas tecnologias de separacion celular descritas es
muy elevada (tabla 1), ya que, hasta el momento sélo
son vélidos los resultados del espermiograma de ruti-
na, y con este procedimiento es dificil definir las
muestras con la maxima posibilidad de iniciar la ge s-
tacion. De esta manera, se podrd determinar que mé-
todo de seleccién es mds eficaz en relacién al tipo de
paciente sin que influya el factor humano en ninguna
de las fases y asi mejorar el resultado final de cual-
quiera de las técnicas de reproduccidn asistida.
Ademds de aportar nueva informacidén sobre los es-
pematozoides y sus condiciones fisioldgicas.

No obstante, son necesarios muchos mas estudios
para que cualquiera de estos métodos selectivos basa-
dos en pruebas diagndsticas de cardcter molecular pa-
sen a ser terapéuticos y ayuden a conseguir el resulta-
do ideal en cualquier TRA, el embarazado y
consecuente recién nacido vivo.
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Tabla 1

Meétodos diagndsticos para la seleccion de los espermatozoides

Tabla que consta de distintas pru ebas que se pueden hacer basdndonos en las caracteristicas moleculares de los espermat o-
zoides, siendo pruebas 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 ymovilidad, respectivamente, y no estarian dentro de éstas caracteristicas molecu-
lares, pero son métodos de auto seleccion, son los mismos espermatozoides los que se seleccionan

TECNICA CRITERIO DE APLICACION VENTAJAS INCONVENIENTES
SELECCION
Espematozades con buena movilidad -Répida -Técnica
ascienden al sobrenadante,y se pueden | -Bajo coste complementaria
SWIMUP (6) | MOVILIDAD recuperar los gametos concapacidad -No suficiente exitosa
fecundante potencial semejante a la
poblacidn fértil
Eliminar el plasma seminal y
otros constituyentes del fluido -Répida -Técnica
DGC (2,5) VIABILIDAD seminal dejando dnicamente los -Bajo coste complementaria
espematozoides maduros viables -No suficiente exitosa
Eleccién del mejor espermatozoide -Selecci6n del gameto en tiempo
simétrico, liso, oval, con la cola recta, real
IMSI (3, 16, 17) MORFOLOGIA | el ndcleo fijo y desechar los deformes -Sin tinciones
0 que presentan mds de un 4% - Gran magnitud a 6300x -Entrel,5y5h.
de vacuolas (residuos celulares) -Sin manipulaciones -Elevado coste
prolongadas del semen
-No alteran la estructura, funcién
ni actividad de las células unidas
Separacion celular inmunomagnética: -Elevada pureza
-apoptosis -Bajo coste
MACS (2) MOLECULAR | -ubiquitina -Sensibilidad -Necesams estudios
-PAF -Simplicidad clinicos al respecto.
-HA -Calidad superior en movilidad,
viahbilidad y marcadores
aoptoticos.
-Método no invasivo
-La birrefrin gencia re fleja el
buen estado de salud de
Estudiar la birre fringencia espermat o zades identificando
POLSCOPE MOLECULAR | y retardancia de aquellos que tengan vacuolas -Necesarios
(51,52) los espermatozoides por carecer de ésta. estudios dinicos
-Identifica los acrosoma
reaccionado de los que
no lo estin
Aislar espermatozoides hu- -Util enmu e s tras normales,
manos por tamafio y carga congdadas, descongeladas, -Complejidad aparao
ELECTROFO- | MOLECULAR | con la minima cantidad de biopsias. -Necesarn mayor
RESIS (44) ADN dafiado -No invasivo casuistica para
-Répido validacidnclinica.
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