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Introduccion: para
que sirve esta guia

Cuando el ginecologo se encuentra en la primera consulta de repro-
duccion con una pareja, el estudio mas inmediato que va a solicitar
al varon es un analisis de semen. Sin embargo, puede que éste ya
traiga un informe sobre una prueba realizada en otro centro o, in-
cluso, ademas del seminograma, otra serie de pruebas diagndsticas
que aporten informacién afiadida.

La pregunta que con frecuencia se hace el ginecélogo es ¢debo pe-
dirle otro analisis de semen? jqué pruebas necesito para conocer la
calidad de semen del varén? Y, ;cémo va a influir el resultado en el
tratamiento de reproduccion asistida que necesite la pareja?

Todavia resulta mas complicado cuando tras varios ciclos de fecun-
dacion in vitro, incluso con donacion de ovocitos, se sospecha de la
existencia de un factor masculino. Pero ;como evaluarlo?

Son muchos los manuales que existen sobre las pruebas que deben
incluir el estudio seminal, como realizarlas, cuales son los valores
normales y las técnicas mas idoneas en cada caso. El primero de
ellos, la ultima edicion del Manual de Estudio de Semen de la OMS',
refiere pormenorizadamente cada uno de las pruebas necesarias en
esta valoracion. No obstante, al ginecologo no le interesa como hay
que llevar a cabo el andlisis de semen: de eso se encargara el labo-
ratorio. Lo que le concierne es como interpretar esos parametros, y
como el diagnostico seminal influira en la decision que tome respec-
to a la pareja en estudio de reproduccion. Todos los profesionales de
la reproduccidn conocen la nomenclatura en los casos de patologias



seminales, y cuales son los valores normales en el seminograma.
Pero si no es asi, se consultan.

Con esta guia se pretende resolver, desde un punto de vista sencillo
y practico, las dudas mas frecuentes que puede plantearse el gineco-
logo cuando tiene que evaluar un estudio de semen en ausencia de
un andrologo, o cuando éste ya ha realizado un estudio previo y ha
descartado una patologia masculina, es decir: qué parametros debe
incluir un estudio de semen, como interpretar los resultados y cual
puede ser la terapia mas adecuada en cada caso.



Primera consulta: el
varon en la consulta
del ginecologo

El analisis basico de semen es la prueba necesaria y obligatoria que
debe realizar un varén al comenzar un estudio de esterilidad. Este
examen, Unicamente con los parametros basicos: concentracion,
movilidad y morfologia, puede aportar mucha informacion al gine-
cologo.

El resultado de un seminograma debe interpretarse de forma indivi-
dualizada para cada varon y con cada prueba.

Es importante tener en cuenta que la calidad de semen puede variar
de un eyaculado a otro, ya que en la espermatogénesis intervienen
muchos factores capaces de alterar la produccion espermatica® Por
eso, se recomienda realizar al menos dos analisis de semen con un
intervalo minimo de un mes para confirmar el diagnéstico inicial.
Desde un punto de vista practico, se puede solicitar el analisis de
semen al inicio del estudio, junto con el resto de las pruebas de la
mujer, y posteriormente repetirlo antes de realizar la técnica de re-
produccion asistida de eleccion.

Aunque existe una tendencia a solicitar todas las pruebas posibles al
inicio del estudio del varén, muchas veces esto no hace mas que gra-
var economicamente al paciente, sin aportar informacion relevante.
Inicialmente, y si la pareja no ha realizado con anterioridad ningun
tratamiento de reproduccion asistida y el vardn no tiene estudios
previos, Unicamente con un analisis de semen y un test de recupe-
racion de espermatozoides méviles se puede obtener informacion
relevante (Tabla I).



12 visita: el vardn en la consulta del ginecoélogo

Imprescindible: concentracién, movilidad, morfologia
Recomendable: Test de recuperacion de espermatozoides méviles

Al menos dos seminogramas: al inicio del estudio y antes del tratamiento

Interpretacion individualizada de los resultados

Previamente a la realizacion del seminograma es conveniente el
cumplimiento de un pequefio cuestionario al varon que incluya las
siguientes preguntas: tiempo de transporte desde la recogida de la
muestra (en el caso de realizarse fuera del centro), pérdida de alguna
fraccion del eyaculado, tiempo desde la ultima eyaculacion, frecuen-
cia de eyaculaciones, ultimo episodio febril, medicamentos actuales
o recientes y tipo de trabajo que realiza (Tabla Il).

Tiempo de recogida de la muestra
Pérdida de alguna fraccion
Abstinencia sexual
Frecuencia de eyaculaciones
Ultimo periodo febril
Ingesta de medicamentos

Ocupacion actual

Tabla I. Estudio
bdsico del vardn

Tabla Il. Cuestionario
necesario en el
seminograma



¢Como pueden interferir en
los resultados estos datos?

Tiempo de recogida de la muestra: la movilidad espermatica dis-
minuye con el tiempo. Si transcurre mas de una hora desde
la recogida hasta el analisis, puede dar lugar a confusion si
existe una astenozoospermia.

Pérdida de alguna fraccion: si en la recogida del eyaculado se pierde
alguna fraccion, puede que con ella se haya perdido también
gran parte del contenido espermatico. Por eso es conveniente
preguntar si la pérdida ha sido de la primera parte del eyacula-
do (donde se encuentra la mayor parte del contenido esperma-
tico), o de la fraccion final.

Tiempo desde la ultima eyaculacion: demasiada abstinencia sexual
puede alterar parametros como la morfologia. Poca abstinen-
cia puede afectar a la concentracion.

Frecuencia de eyaculaciones: no hay que olvidar que en primer lu-
gar se intenta que la pareja conciba de forma espontanea.
Relaciones sexuales demasiado frecuentes o muy espaciadas
deben tenerse en cuenta en este sentido, debido al tiempo de
la espermatogénesis.

Ultimo episodio febril: la concurrencia de fiebre alta en un periodo
de un mes o menos, ademas de alterar la espermatogénesis,
puede confundir con una infeccion seminal si se combina con
leucospermia.

Ingesta de medicamentos: determinados medicamentos, como los
antipsicoticos o determinados antibioticos, pueden alterar Ia
calidad del semen.

Ocupacion actual: es necesario considerar la influencia de determi-
nadas ocupaciones (panaderos, conductores, pintores, etc.) en
parametros seminales como la fragmentacion de ADN.



Interpretacion del
analisis basico del semen

La interpretacion del analisis de semen debe basarse en dos princi-
pios: conocer la etiologia del problema y asi del diagnéstico correcto
esclarecer el tratamiento de eleccion.

En principio, y antes de analizar los distintos diagnésticos claros de
infertilidad masculina, el examen macroscépico del eyaculado nos
puede inicialmente orientar, en caso de anomalias, sobre distintos
problemas seminales. Las alteraciones que se pueden encontrar se
muestran en la Tabla |ll.

Tabla lll. Andlisis
Color Amarillento: posible leucospermia o debida macroscopico del
a medicamentos eyaculado

Pardo/rojizo: hemospermia o presencia
de hematies

Rojizo: hemospermia

Volumen Hipospermia: pérdida de muestra o
alteracion/ agenesia de las vesiculas o vias
seminales

Hiperespermia: alteracion prostatica
o vesicular

pH Acido: pH < 7 puede significar agenesia
de vesiculas

Basico: pH >8: demasiado tiempo
desde la obtencion de la muestra

Viscosidad Demasiado alta dificulta la movilidad
espermatica

Leucocitos > 6 leucocitos por campo de 40x puede ser
sintoma de infeccion




Los diagndsticos mas claros de infertilidad masculina tras el semi-
nograma son: azoospermia, oligoastenoteratozoospermia severa
(OATz), astenozoospermia severa y teratozoospermia severa. En to-
dos estos casos, la Unica técnica de reproduccion asistida de eleccion
seria la microinyeccion espermatica (ICSI). Sin embargo, la observa-
cion detallada del analisis de semen en cada uno de estos casos, nos
puede aportar informacion relevante que incluso puede hacernos
cambiar el tratamiento.



Azoospermia y
Oligoastenoteratozoospermia severa

En funcion de distintos parametros alterados del seminograma, se
puede sospechar si la azospermia u OATz es obstructiva o secretora.
De esta forma, el abordaje de la misma puede ser diferente.

En el grafico | se presentan las alteraciones que pueden presentarse
en el analisis de semen en el caso de una azoospermia u Grdfico | Flujograma en

OATz obstructivas. el caso de azoospermia
u OATz obstructiva

\olumen
pH
Bioquimica
Hipospermia (<1 ml) Hipospermia (<1,5 ml)
pH écido (<7) Leucospermia Maltasa (<20 Ul/ml)
Fructosa baja Fosfatasa, acido citrico
A i .
ger'le5|a Obstruccion
de vias o e
) epididimaria
vesiculas
Estudio de fribrosis Cultivo de semen Biopsia testicular
quistica y orina + ICSI
—® O—y v—O ®

[ Bp. testicular+DGPJ [ Bp. testicular + ICSI J [ Tto. antibidtico J
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La observacion detallada de los parametros seminales también nos

Gréfico Il Flujograma en puede orientar en el caso de la azoospermia u OATz secretoras,

el caso de azoospermia como se representa en el grafico Il.
u OATz secretora

Volumen
pH
Bioguimica
Microdelecion FSH LH
cromosoma Y
@
Biopsia testicular Alta Normal Baja Baja
+ DGP
0 @
( Biopsia testicular + ICSI J Hipo Hipo

( Gonadotropinas )
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Astenozoospermia severa

Otra de las causas claras de infertilidad masculina facilmente detec-
tables en el analisis de semen es la falta de movilidad espermatica
casi absoluta. En este caso, es importante poder distinguir si ademas
de falta de movilidad existe una necrozoospermia (mas del 75% de

los espermatozoides sin vitalidad).

Si la astenozoospermia severa (<10% movilidad progresiva) se
acompana de necrozoospermia, es conveniente comprobar el
indice de fragmentacion de ADN espermatico, ya que existe una
asociacion entre necrozoospermia y fragmentacion de ADN.?

En los casos de encontrarse repetidamente un 100% de
los espermatozoides inmaviles, y una vez descartadas

patologias como el sindrome de cilios inmdviles, se aconseja

la obtencion de espermatozoides testiculares para ICSL.*

Las causas y posibles soluciones terapéuticas para la astenozoosper-

mias se resumen en la tabla IV:

Factores
ambientales

Infecciones

Genéticas

Inmunoldgicas

Recogida de la muestra
inadecuada

Tiempo de transporte

Causas exogenas o
medioambientales
(tabaco, alcohol,
aumento t2 escrotal)

Con presencia o no de
leucospermia

Sindrome cilios inmoviles
u otros

Presencia de anticuerpos
antiespermatozoides

Obtencion de la
muestra en el centro

Terapia antioxidantes
orales

Terapia antibidtica

DGP

ICSI

12

Tabla IV. Causas y posibles
soluciones terapéuticas
en los casos de
astenozoospermia severa



Figura 1. Espermatozoide
morfolégicamente
andémalo, con 2 flagelos

Teratozoospermia severa

El papel de la morfologia espermatica en el estudio del factor mas-
culino, ha sido desde hace tiempo motivo de controversia. Algunos
investigadores consideran que la morfologia es el principal parame-
tro en el analisis de semen a la hora de predecir el potencial fertili-
zador®®, mientras que otros autores no encuentran ninguna corre-
lacion. Sin embargo, las evidencias en largas series de FIV, sugieren
que la morfologia de acuerdo al criterio estricto proporciona una
informacidn prondstica importante sobre la tasa de fecundacion’.

Es reconocido que un porcentaje de espermatozoides morfoldgica-
mente andmalos de mas del 98% en un eyaculado, tiene efectos
negativos sobre la tasa de gestacidn®,

La teratozoospermia puede encontrarse de forma aislada al analizar
un eyaculado, de forma que el resto de los parametros basicos (con-

centracion y movilidad) sean normales®.
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El punto de corte para decidir la realizacion de insemina-
cion intrauterina, fecundacion in vitro o ICSI es 2% de for-
mas normales. Por debajo de esta cifra es recomendable ICSI,
mas aun si existe una oligoastenozoospermia asociada'.

En los casos de 1009% de formas normales, existe un mayor potencial
de aumento de aneuploidias, por lo que es aconsejable realizar un
estudio de FISH en espermatozoides de 5 sondas. lgualmente esta
indicado cuando persiste de forma notoria un defecto morfoldgi-
co predominante (por ejemplo, cabezas amorfas, redondas, o dobles

flagelos)™.
Tabla V. Técnica
> 980% morfoanomalias recomendada en
(independientemente del resto de ICSI funcion del porcentaje
los parametros seminales) de morfoanomalias
espermdticas
FISH
100% morfoanomalias y/o defecto Normal: ICSI

morfologico predominante
Alterado: DGP

Figura 2. Espermatozoide
morfolégicamente
anomalo, con 2 cabezas

@
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Recuperacion de
espermatozoides moviles

Con el fin de que los espermatozoides sean funcionales, deben sepa-
rarse lo mas pronto posible del plasma seminal. La exposicién pro-
longada de los mismos con los fluidos seminales hace que descien-
da considerablemente la movilidad y viabilidad'™ Hay que tener en
cuenta que nos referimos al comportamiento del espermatozoide in
vitro, de manera que la accion del plasma seminal difiere de la que
se le confiere en el entorno fisiologico.

El lavado del eyaculado para eliminar el plasma seminal rapida y
efectivamente es pues esencial, tanto en pruebas de laboratorio para
comprobar la capacidad fertilizadora de los espermatozoides, como
en inseminacion intrauterina y fecundacion in vitro'™.

Con frecuencia se utiliza el término de "espermatozoides capacita-
dos" al referirnos a espermatozoides lavados e incubados con medio
de cultivo, esto es, imitando las condiciones de capacitacion in vivo.
Seria mas correcto referirnos a seleccion espermatica o recupe-
racion de espermatozoides maviles (R.E.M.), ya que la capacitacion
espermatica es un complejo proceso en el cual tienen lugar una serie
de modificaciones en el espermatozoide, no siempre discernibles. Las
condiciones empleadas in vitro tratan de emular las fisiologicas con
la retirada del plasma seminal y resuspension de espermatozoides en
medios que permitan la supervivencia y capacitacion, pero, realmen-
te, no podemos asegurar que la poblacion de espermatozoides selec-
cionada se encuentre capacitada y sea capaz de fertilizar un ovocito.

15



¢Qué le interesa al ginecdlogo
conocer del R.E.M?

Cuando el ginecologo se encuentra un informe con los datos de re-
cuperacion de espermatozoides moviles, lo que mas le interesa es
conocer la cifra final de espermatozoides moviles, bien por mililitro o
en el total del volumen empleado. Ya son conocidas las cifras acep-

tadas para la realizacion de una u otra técnica:

En inseminacion artificial intrauterina, el nimero minimo

mas o menos estandarizado que se requiere es de 5-6 millones
de espermatozoides moviles (con movilidad tipo a+b) por ml.
Por debajo de estas cifras, el porcentaje de gestacion baja

considerablemente.

En el caso de fecundacion in vitro, el nimero de espermatozoides
moviles necesario baja un poco, aunque no demasiado: entre 2 y
3 millones de espermatozoides moviles por ml. Cifras por debajo
de las anteriores son susceptibles de realizar microinyeccion
intracitoplasmatica (ICSI).

Ademas, hay que recordar los siguientes factores, ademas del REM
para la eleccion de la TRA mas adecuada:

REM

> 6 millones esp/ml

3-6 millones esp/ml

<3 millones esp/ml

Supervivencia
espermatica
24 horas

Positiva

Negativa

Positiva

Negativa

Morfologia

>98% normales

<98% normales

>98% normales

<98% normales

TRA

IAC

ICSI

FIV

ICSI

ICSI

16

Tabla VI. Técnica

de Reproduccion
Asistida indicada en
funcion del numero

de espermatozoides
mdviles recuperados
(REM), supervivencia
espermdtica a las 24
horas y morfoanomalias



Se pueden encontrar REM bajos en
muestras normozoospérmicas
que indican alguna patologia seminal.

Es aconsejable, tras el REM, para cualquier TRA,
utilizar la muestra de semen antes de una hora.

Figura 3. Recuperacion de
espermatozoides moviles
mediante swim-up

17



Cuando y como pedir
un cultivo de semen

La presencia de leucocitos en el eyaculado de varones infértiles y
su relacién con la presencia de microorganismos, esta ampliamente
documentada. Niveles por encima de 1x10¢/ml se considera patolo-
gico segun criterios de la OMS'.

Es probable que los microorganismos hallados en el semen proven-
gan principalmente de contaminacion de la flora uretral o sean co-
mensales de la piel. Aunque los comensales pueden no tener ningun
significado en la concepcion natural, la contaminacion de un cultivo
en reproduccion asistida, puede limitar en gran manera el éxito del
proceso. Si la contaminacién uretral contribuye significativamente
a la bacteriospermia, la fraccion media de la orina tendria menos
concentraciones de microorganismos que la primera fraccion, y la
recogida del semen tras la orina puede ser un modo efectivo de re-
ducir la concentracién de microorganismos previo a un proceso de
reproduccion asistida.

Por otra parte, el papel de la infeccion en infertilidad deberia ana-
lizarse mejor con respecto al microorganismo hallado que al lugar
del que se sospecha la infeccion, de forma que el cultivo de semen
debe de realizarse de la siguiente forma: estudio microbioldgico de
la primera fraccion de orina, estudio de la parte media de la miccion
y, finalmente, estudio microbiolégico del semen. El estudio bacte-
riologico debe incluir analisis de micoplasmas (Ureaplasma urealyti-
cum), dada su prevalencia y falta de sintomatologia y antibiograma
si procede'™.

18



Figura 4. Muestra de
semen con leucospermia

Cuando pedir un cultivo de semen

Tabla VI
Cuando exista leucospermia (mds de 6 leucocitos por campo de 40x)
Astenozoospermia severa (<20% movilidad total)
Aglutinacion espermatica
Hipospermia (<1,5 ml de volumen de semen)
Como pedir un cultivo de semen
Tabla VIII

Analisis microbioldgico de orina
(primera miccion y miccion media) y semen

Solicitar estudio de micoplasmas

Realizar antibiograma si procede

19
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Figura 5. Espermatozoide
incubado con Ureplasma
urealyticum durante 24
horas: colonias unidas

al flagelo y cabeza
espermdticas (Micros-
copia electrdnica de
scaning: 6000 x)

Nunez-Calonge R, Caballero F,
Redondo C, Baquero F, Marti-
nez-Ferrer M, Meseguer MA
Ureaplasma urealyticum reduces
motility and induces mem-
brane alterations in human
spermatozoa. Hum Reprod
1998;13(10):2756-61.



Eyaculacion retrograda

La ausencia de eyaculacion o aspermia, puede hacer sospechar la
existencia de una eyaculacion retrégrada de forma que el eyaculado
ingresa en la vejiga en lugar de salir por la uretra. Consiste en el
reflujo de los espermatozoides hacia la vejiga de la orina tras un
estimulo sexual. El origen puede ser diverso (cirugias, diabetes, etc.).

Aunque es infrecuente, y normalmente el varon ya ha sido diagnos-
ticado por el urélogo, es necesario conocer el manejo de la misma
en la consulta de reproduccion con el fin de poder conseguir los
espermatozoides.

Para recoger los espermatozoides en los varones con eyaculacion
retrdgrada se procede de la siguiente manera:

O Lo primero que hay que hacer es alcalinizar el pH de la orina,
que es de donde se van a aislar los espermatozoides. Para ello,
se indica al vardn la siguiente pauta de bicarbonato oral: 2 dias
consecutivos previos al tratamiento debe tomar una cucharada
(tamafio café) de bicarbonato, previa a cada comida principal. Y
el dia de la recogida debera tomar dos cucharadas de bicarbonato
dos horas antes de la masturbacion.

Q Para la recogida de la muestra se procede de la siguiente forma:
orinar una hora antes de la recogida de la orina postmasturbacion
y desechar esa orina. Posteriormente, tiene que recoger la orina
postmasturbacion en un frasco estéril. Si existe eyaculado
recogerlo en un bote estéril previo a la orina.

21



Q La orina asi obtenida se procesa en el laboratorio con la técnica
habitual de recuperacion de espermatozoides moviles (dado que
el volumen sera alto, preferiblemente swim-up al inicio, con dos
lavados, y posteriormente gradientes de densidad).



Cuando realizar otras
pruebas diagnosticas

Como ya se comentd al inicio, en muchas ocasiones el ginecdlogo no
sabe discernir cual es la prueba diagnostica mas idonea (al margen
del seminograma), que debe solicitar al varon en estudio de infertili-
dad. Por eso, también muchas veces, la tendencia es realizar cuantas
mas mejor, de forma que tengamos mas informacion sobre el diag-
nostico de infertilidad masculina.

El problema se origina cuando, una vez se ha encontrado una alte-
racion o el resultado esta en el limite de la normalidad, no se sabe
coémo proceder, 0 no se puede acceder a un tratamiento para mejo-
rar la calidad del eyaculado. Por ejemplo, si tras realizar un FISH de
espermatozoides nos encontramos un porcentaje elevado de aneu-
plodias, pero no podemos realizar DGP (Diagnostico Genético Preim-
plantacional), es absurdo requerir ese estudio.

A esto se aflade las grandes controversias encontradas en la biblio-
grafia respecto a la utilidad de los diferentes métodos diagnésticos
existentes en la actualidad.

Por todo esto, es importante saber qué se le va a ofrecer al paciente

en el caso de solicitar una prueba diagnostica que posteriormente
encontramos anomala.
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Estudio meiotico

Uno de los mejores ejemplos sobre lo comentado anteriormente se
refiere al estudio meidtico de los espermatozoides.

El estudio de la meiosis se basa en la valoracion del proceso meiodtico
a través del analisis del comportamiento cromosémico durante la
primera y segunda division meiotica en espermatocitos testiculares.

Sin embargo, el principal inconveniente del estudio meiético radi-
ca en la necesidad de estudio en muestras de biopsia testicular y
la dificultad de interpretacion de sus resultados, ya que no es una
técnica extendida en su uso. Dado ademas que su frecuencia no es
demasiado alta (29%) en pacientes no azoospérmicos, y existen pocos
estudios que analizan su repercusion en la consecucion de una ges-
tacion, su estudio esta solo recomendado en los casos de azoos-
permia no obstructiva’. En caso de bloqueo meidtico completo
el tratamiento aconsejado es el DGP.



FISH en espermatozoides

Determina la dotacion cromosdmica, expresando el porcentaje de
espermatozoides que presentan aneuploidias o disomias. Permite
evaluar el riesgo de transmision de anomalias cromosomicas de ori-
gen paterno a la descendencia, en muestras de eyaculado, epididimo
y de testiculo.

El estudio de FISH en espermatozoides de testiculo se encuentra con
la limitacion del numero de espermatozoides necesarios para reali-
zar el analisis, que se aconseja debe ser superior a 1 millén por ml.

Uno de los problemas derivado del estudio del FISH radica también
en la interpretacion de los resultados, ya que cada laboratorio de
estudio genético posee sus controles especificos, dificultando la es-
tandarizacion.

Por otra parte, pacientes con un porcentaje de aneuploidias mayor
que los controles y que no han optado por el DGP, han conseguido
un embarazo normal, por lo que la realizacion de FISH en esperma-
tozoides es asi mismo motivo de controversia.

Por todo ello, se propone la realizacién de FISH en espermatozoides
en los casos de parejas con aborto de repeticion en las cuales se han
excluido otras causas femeninas, o en fallos de implantacion.

En el caso de encontrar un aumento de espermatozoides aneuploides
o diploides en la muestra de semen es importante tener en cuenta su



frecuencia respecto al control y el numero de espermatozoides de
ese varon. No es igual encontrar un 0,5% mas de aneuploidias en un
varon normozoospérmico que en uno con OATz severa.

¢Meiosis o FISH en espermatozoides?

Q El estudio de meiosis analiza el proceso bioldgico (Profase |
meidtica), mientras que el FISH observa el resultado del mismo.

U El estudio de meiosis obtiene como resultado una vision de
conjunto del proceso, mientras que el FISH es un estudio
especifico, aunque limitado a las sondas utilizadas.

O EI FISH analiza la muestra de espermatozoides, mientras que la
meiosis analiza células precursoras diploides.

Pero, ¢cuando utilizar una u
otra técnica diagnostica?

Técnica Indicacion Tratamiento
Meiosis Azoospermia DGP con espermatozoides
secretora de testiculo
FISH Aborto de repeticion DGP o semen de

Fallo de implantacion donante

Tabla IX. Indicaciones
y tratamiento en los
estudios de Meiosis y FISH



Microdeleccion del cromosoma Y

Las delecciones del cromosoma Y no siempre estan unidas a la
azoospermia, describiéndose 3 fenotipos con relevancia clinica:

a) AZFa (5% total): Sindrome Sertoly
b) AZFb: Bloqueo espermatogénico, cripto o azoospermia

¢) AZFc (60% total): Desde oligo severa a azoospermia

Si la deleccion esta en regiones AZFa y/o AZFb existe una alta proba-
bilidad de no existir espermatozoides tras la biopsia de testiculo, por
lo que se recomienda no realizarla e informar al paciente

Las microdelecciones del cromosoma Y se transmiten siempre a la
descendencia: azoospermia u oligoastenoteratozoospermia severa
en hijos varones. Ante la presencia de este defecto, se recomienda
DGP o realizacion de ICSI con consejo genético.

Otro aspecto a tener en cuenta en varones con una microdeleccion
del cromosoma Y en la regién AZFc con presencia de espermatozoi-
des es la necesidad de criopreservarlos por si se desean utilizar en el
futuro, ya que en la mayoria de las ocasiones la espermatogénesis no
se conserva a lo largo del tiempo™.



Tratamiento en funcion de la
Microdeleccion del cromosoma Y

AZFa Posible ausencia de Semen de Banco

AZFb espermatogénesis

AZFc Si-hay espermatozoides: DGP o ICSI con
transmision a hijos varones consejo genético

Fragmentacion de ADN

El estudio de fragmentacion se basa en la deteccion de roturas en la
molécula de ADN de los espermatozoides.

Si existe alguna prueba diagnostica que haya generado mas discu-
sién, publicaciones cientificas y foros de debate, es la de fragmenta-
cion de ADN. Las principales causas de las discrepancias de criterio
en cuanto a su utilidad se deben principalmente a las diferentes téc-
nicas de estudio existente, lo que dificulta la estandarizacion de los
resultados, y a la confusion sobre su diferente etiologia (ambiental o
intrinseca al varon), lo que lleva diferentes interpretaciones's.

En cualquier caso, aunque no esté del todo clara la relacion entre el
aumento del porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentados
y resultados clinicos en las técnicas de reproduccion asistida, si es
cierto que...

Tabla X



Tabla XI

El aumento del indice de fragmentacion es el resultado de una serie
de eventos tales como una espermatogénesis anémala como con-
secuencia de la presencia de roturas de ADN no reparadas durante
el proceso de remodelacion de la cromatina, o la agresion esperma-
tica por efecto medioambiental, como el estrés oxidativo o el dafio
iatrogénico. Otras causas que pueden aumentar el porcentaje de
espermatozoides con el ADN fragmentado son las infecciones, por
aumento del estrés oxidativo o anomalias cromosomicas.

En consecuencia, dependiendo de la etiologia de la fragmentacion,
asi sera el método de tratamiento propuesto.

¢Cuando realizar el estudio de
fragmentacion de ADN?

Oligoastenoteratozoospermia severa
Fallo de implantacion
Aborto de repeticion

Muestras de semen congeladas (previa quimio/radioterapia;
donacion de ovocitos)

Edad del varén avanzada

En la siguiente tabla se presentan las propuestas mas conocidas so-
bre la actuacion frente al aumento del indice de fragmentacion (IF):



Método propuesto
Utilizacion de

espermatozoides
testiculares

Tratamiento
antibiotico

Antioxidantes

Baja abstinencia
sexual

Congelacion muestras
de semen con menor IF

Comentario

No hay muchas publicaciones.
De utilidad solo en el caso de
alteraciones post testiculares.

Si el aumento del IF se debe
a una infeccion.

Cuando el IF estd asociado
a estrés oxidativo.

En el caso de
normozoospermias e ICSI.

Repetir el estudio y congelar las
muestras con menor IF*.

Es importante destacar la variabilidad intraindividuo existente en la
determinacién del indice de fragmentacién. Se ha demostrado que
en pacientes con OATz incluso moderada, la variabilidad intraindivi-
duo es igual a la existente entre distintos pacientes, no asi en varones
normozoospérmicos®’.

El “Practice Committee of the American Society for Reproductive Me-
dicine" (ASRM), en su ultima guia ha publicado la recomendacion de
no realizar de forma rutinaria la prueba de fragmentacion de ADN%.

Tabla XII. Métodos
propuestos para rebajar el
indice de fragmentacion
de ADN espermdtico



Tecnicas de seleccion
espermatica

Con la utilizacién del ICSI, se han podido obtener gestaciones en pa-
rejas cuyos varones presentaban muestras de semen muy limite. Sin
embargo, aunque el ICSI ha revolucionado la reproduccion asistida,
también ha servido para comprobar que aunque haya un numero
suficiente de espermatozoides mdviles para poder emplearse en la
microinyeccion, no todos pueden ser aptos para poder fecundar y
conseguir una gestacion.

Es por ello que en los ultimos afios se han desarrollado varios mé-
todos de seleccion espermatica con el objetivo de mejorar los pro-
tocolos de preparacion de semen para reproduccion asistida. Estos
métodos permiten la seleccion de espermatozoides maduros, no
apoptdticos y con el ADN intacto. Los mas utilizados son: MACS
(magnetic-activated cell sorting system), IMSI (intracytoplasmic
morphologically selected sperm injection) y seleccion basada en la
union al acido hialuronico (HBA).
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Seleccion mediante columnas de
anexina (MACS): seleccion de
espermatozoides no apoptoticos

La externalizacion de la fosfatidil serina (PS) en la superficie externa
de la membrana espermatica, caracteristico de la apoptosis, se ha
empleado como base para la seleccion de espermatozoides no apop-
téticos. La PS en la membrana externa puede unirse a microbeads
conjugados con Anexina-V para separar junto con un sistema mag-
nético (MACS), los espermatozoides apoptdticos de los normales.

Asi mismo, se ha demostrado que su empleo disminuye el por-
centaje de espermatozoides con el ADN fragmentado?3.

Las ventajas e inconvenientes de las MACS son:

Ventajas Inconvenientes

Pérdida del numero de espermatozoides
por sucesivos lavados: no se puede
utilizar en muestras con OATz severa.

Seleccion de muestras de
semen con bajo IF

. . Posibilidad de presencia de microbeads
Facil manejo

en la muestra.
No esta confirmada la accion del campo

Barato o .
magnético en los espermatozoides.

Tabla XIII



Seleccion mediante IMSI: seleccion
mediante ultramorfologia

Dado que la morfologia se ha descrito como uno de los principales
determinantes de calidad espermatica, se ha desarrollado un método
de seleccion de espermatozoides basado en la inclusion de esper-
matozoides morfologicamente normales, en tiempo real, analizando
la morfologia de las organelas (MSOME) a 6.300 aumentos®. Se es-
tudian en total cinco organelas: acrosoma, lamina post acrosomal,
cuello, flagelo y mitocondrias, que pueden clasificarse en normales o
anomalas. La sexta organela, el nucleo, se evalua por la formay con-
tenido de cromatina (area vacuolar). De las seis, la que mas influen-
cia se ha descrito que tiene en reproduccion asistida es el nucleo, por
lo que se modifico esta técnica en la llamada IMSI (intracytoplasmic
morphologically selected sperm injection).

Por otra parte, se ha asociado la presencia de vacuolas nucleares con
un mayor indice de fragmentacién de ADN y fallo de condensacion
de la cromatina®.El IMSI, por lo tanto, se emplea para seleccionar
espermatozoides en el momento del ICSI, a 10.000 aumentos, que no
tengan presencia de vacuolas.

Se han publicado diversos trabajos que presentan una mayor tasa de
gestacion en pacientes con OATz utilizando IMSI frente al ICSI con-
vencional, aunque sin diferencias en la tasa de fecundacion y calidad
embrionaria®.

Sin embargo, existen estudios que refieren la no existencia una re-
lacion entre la presencia de vacuolas y ADN fragmentado e incluso,
mas recientemente, se ha publicado la ineficacia de esta técnica en
la seleccion espermatica para mejorar la tasa de gestacion?.



Ventajas e inconvenientes de la utilizacion del IMSI en la seleccion
espermatica:

Ventajas Inconvenientes

Seleccion de espermatozoides
morfologicamente normales.

No hay clara asociacién con aumento
de la tasa de gestacion.

Demasiado tiempo para la busqueda

Seleccion de espermatozoides espermatica que puede ser lesivo para
morfoldgicamente normales los espermatozoides en PVP y/o para
los ovocitos.
Muy caro.

Falta de subjetividad en la seleccion.

Necesita personal especializado.

Seleccion mediante HBA: seleccion
de espermatozoides maduros

En la naturaleza, los ovocitos humanos estan rodeados por una en-
vuelta de acido hialuronico, implicado en el mecanismo de seleccion
espermatica. De hecho, solo los espermatozoides maduros que han
extruido sus receptores especificos para unirse al acido hialuronico,
pueden unirse al ovocito y fecundarlo.

La formacion de sitios de union al acido hialuronico (HA binding si-
tes) en la membrana plasmatica de los espermatozoides es uno de
los signos de madurez espermatica y se ha utilizado como herra-
mienta para la seleccion de espermatozoides maduros?.

Con este fin, se ha desarrollado un dispositivo llamado placa de PIC-
SI, con la cual se seleccionan espermatozoides que han completado
la remodelacion de la membrana plasmatica, la extrusion citoplas-

Tabla X1V



Tabla XV

matica y la maduracion nuclear, teéricamente con menos indice de
fragmentacion de ADN®.

Basandose en este principio, también se ha comercializado un medio
de seleccion espermatica, el SpermSlow™, que representa una alter-
nativa al PVP tradicional, compuesto principalmente de hialuronato.
El principio de seleccion de este medio esta basado en la union de HA
via receptores a la cabeza de los espermatozoides®.

Ventajas e inconvenientes de la utilizacién del HBA en la seleccion
espermatica:

Ventajas Inconvenientes
Seleccion de No hay suficientes evidencias cientificas
espermatozoides maduros que apoyen la mejora de resultados.

Método facil y barato Necesita personal especializado.



Pero, ¢cuando utilizar uno u
otro meétodo de seleccion?

Técnica Indicacion

Alto indice de fragmentacion en

ilAES muestras normozoospérmicas u OAT leves.
0 . -
IMSI 190 o morfoanomalias espermaticas.
(@)
HBA Seleccion de espermatozoides para ICSI en casos

de pacientes con alto IF y OATz severa.

En conclusion: Aun a pesar de saber que un alto indice de fragmen-
tacion espermatica afecta negativamente a la posibilidad de conse-

guir una gestacion,...

Tabla XVI

...no existe un método sequro, fiable y contrastado para seleccionar
muestras de semen con bajo indice de fragmentacion, y menos atin,
para conocer como es el ADN del espermatozoide que se emplea
para ICSI. Sin embargo, se pueden aplicar diferentes estrategias,
incluso al mismo tiempo, con el fin de disminuir esta incidencia.

Estrategias para disminuir el indice de fragmentacion de ADN en
espermatozoides

En varones normozoopérmicos que van a realizar ICSI, se les puede
indicar que no tengan abstinencia sexual previa.

Procesar las muestras de semen del modo habitual (swim-up,
gradientes), minimizando el tiempo de incubacion.

Si la muestra de semen tiene un alto indice de fragmentacion y es
normozoospérmica u OAT moderada, utilizar MACS.

Posteriormente, se puede combinar con el uso de Sperm-slow para
seleccionar los espermatozoides a microinyectar.
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en espermatozoides



The role of sperm oxidative
stress in male infertility
and the significance of
oral antioxidant therapy.
Gharagozloo P and Aitken
RJ. Human Reproduction
2011, 26(7):1628-40%

Terapias orales: empleo
de antioxidantes

En los ultimos afios se han llevado a cabo muchos estudios sobre el
efecto del estrés oxidativo, las especies reactivas de oxigeno (ROS),
y las terapias antioxidantes en el sistema reproductivo del varén®.
En condiciones fisiologicas, los espermatozoides producen pequefnas
cantidades de ROS, que son necesarias para la fecundacion, la reac-
cion acrosomica y la capacitacion. Sin embargo, si aumenta la pro-
duccion de ROS y no esta asociada con un incremento similar en los
sistemas antioxidantes, tiene lugar el dafio peroxidativo a la mem-
brana plasmatica y la pérdida de integridad nuclear, que conduce a
la muerte celular y disminucion de la fertilidad. Ademas, ya que no
existe una correlacion lineal entre calidad seminal y tasa de embara-
70, una mejora en los parametros de semen no es el Unico objetivo
que se debe considerar en los estudios con terapias antioxidantes.

Fuentes de estrés
oxidativo y dafio
de ADN

Componentes
celulares clave
modificados

Riesgos asociados
con el dafio del
ADN espermatico

= Inductores endogenos de estrés oxidativo: Infeccion, nutricion
inadecuada, varicocele, cancer, edad

= Inductores exogenos de estrés oxidativo: Medioambiente (tdxicos
ambientales), quimicos industriales, tabaco, alcohol, drogas, radiacion

= Lipidos de membrana
= ADN nuclear y mitocondrial
= Proteinas

= Baja tasa de fecundacion

= Aumento del riesgo de aborto

= Defectos de nacimiento

= Morbilidad infantil y mutaciones de novo
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Es dificil obtener una conclusion definitiva respecto al beneficio de @
estas terapias, ya que la mayoria de los estudios carecen de grupos
control, se emplean diferentes antioxidantes con diferentes com-
binaciones o dosis, y no se evalua la tasa de gestacion en parejas
infértiles.

Aun a pesar de que se han publicado numerosos articulos sobre los
beneficios de la terapia con antioxidantes se necesitan mas estudios
para conocer los verdaderos efectos de la misma en la infertilidad
masculina.

The Cochrane Library 2011, Volumen 8

EI 30-800% de los casos de subfertilidad masculina se debe a los efec-
tos perjudiciales del estrés oxidativo sobre el esperma. La adminis-
tracion oral de antioxidantes podria mejorar la calidad del esperma
al reducir el estrés oxidativo. La revision Cochrane incluye 34 estu-
dios clinicos con 2.876 parejas en total*.

Nacidos vivos: tres ensayos informan nacidos vivos. Los hombres

que toman antioxidantes tienen un incremento estadistica-
mente significativo asociado a la tasa de nacidos vivos (odds
ratio 4,85; intervalo de confianza al 95%: 1,92-12,24; p=
0,0008, 1> = 0%) en comparacion con el grupo control. Estos
resultados se basan en 20 nacidos vivos de un total de 214
parejas en solo tres estudios.

Tasa de embarazo: hubo 96 embarazos en 15 estudios con un total
de 964 parejas. El uso de antioxidantes se asocio a un aumen-
to de la tasa de embarazos estadisticamente significativo en
comparacion con el grupo control. (odds ratio 4,18; intervalo
de confianza al 95%: 2,65-6,59;p< 0,00001; I? = 0%).
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Tasa de embarazo: hubo 96 embarazos en 15 estudios con un total
de 964 parejas. El uso de antioxidantes se asocio a un aumen-
to de la tasa de embarazos estadisticamente significativo en
comparacion con el grupo control. (odds ratio 4,18; intervalo
de confianza al 95%: 2,65-6,59;p< 0,00001; I* = 0%).

Efectos secundarios: ningun estudio ha manifestado pruebas de
efectos secundarios perjudiciales con el uso de antioxidantes.

Por una parte, existe el problema de como medir el dafio oxidativo
en el vardn. En cuanto método, una de las técnicas mas extendidas y
estandarizadas de medir el dafio espermatico es la valoracion del
grado de fragmentacion de su ADN. Uno de los productos de esta
fragmentacion es la 8-OH-desoxiguanina, considerado como uno de
los marcadores mas fiables de destruccion de ADN®*. Sin embargo,
esta determinacion es dificil realizarla de rutina. El siguiente incon-
veniente es poder conocer si el aumento en el indice de fragmenta-
cion de ADN es debido a estrés oxidativo o a otros factores.

Estos inconvenientes dificultan la contestacion de estas dos pregun-
tas: icuando realizar la terapia con antioxidantes? y jcual seria la
mas idonea?

Los antioxidantes orales que existen actualmente en el mercado se
componen, principalmente de los siguientes principios activos: Zinc
(Zn), coenzima Q10, L-Carnitina, DHA (acido docosahexaenoico) y
vitaminas (E, C).



El zinc interviene en esteroidogénesis testicular,
desarrollo testicular, consumo de oxigeno por parte de los
espermatozoides, grado de condensacion de la cromatina
nuclear espermatica, reaccion acrosémica y conversion

de testosterona en 5-alfa-dihidrotestosterona’®

Zinc

La Coenzima Q10 es un agente productor de energia que

se concentra en las mitocondrias de la pieza intermedia del
espermatozoide. Recicla la vitamina E, impidiendo su actividad
prooxidante (). La forma reducida de CoQ10, el

ubiquinol, también actia como antioxidante, impidiendo

la peroxidacion de lipidos. Se ha demostrado que la

CoQ10 inhibe la formacion de peroxido de hidrogeno en

el plasma seminal de varones infértiles y su nivel esta
directamente relacionado con la movilidad espermatica®.

Coenzima
Q10

La L-carnitina es un antioxidante de la dieta que disminuye las
ROS al eliminar el acetil-CoA extracelular toxico

responsable de las ROS mitocondriales®. El 75% de la
carnitina presente en los seres humanos procede de la

dieta. La concentracion mas alta de carnitina se encuentra

en el epididimo, llegando a ser 2.000 veces superior a

la plasmatica. Sin embargo, los estudios controlados y
aleatorizados no han demostrado ningtin aumento concluyente
de la movilidad o del numero de espermatozoides.
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DHA

El DHA (acido docosahexaenoico), al igual que las vitaminas
y minerales, no puede ser sintetizado por el organismo

y Unicamente puede obtenerse a través de la dieta,
principalmente con la ingesta de pescado azul y algas
marinas, alimentacion que en las ultimas décadas descendio
notablemente. En los Ultimos afios se publicaron diferentes
estudios que demuestran en el hombre la relacion directa
entre el enriquecimiento dietético en DHA y la mejora de la
calidad de las células reproductoras. Sin embargo, no existe
ningun estudio concluyente que demuestre la capacidad

del DHA para mejorar la movilidad espermatica®.

Otros compuestos, como el acido aspartico, también son empleados
en la formulacion de los antioxidantes, aunque no actue como tal.

Acido
D-aspartico

El acido D-aspartico (D-Asp) es un aminoacido endégeno con

funcion neuroendocrina que se encuentra principalmente en la
hipdfisis y en los testiculos, y juega un papel fundamental en

la regulacion, liberacion y sintesis de LH y de testosterona®’.

El acido D-Asp se encuentra en el liquido seminal humano y en
los espermatozoides, e interviene en la fertilidad

masculina. La concentracion de D-Asp en el liquido

seminal y en los espermatozoides esta significativamente
reducida en sujetos oligoastenoteratospérmicos®’.
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Resumen del uso de antioxidantes
en infertilidad masculina:

U Aunque no se conoce su accion especifica, esta demostrada la
eficacia de su utilizacion en varones infértiles.

U Indicado en varones con OATz o Astenozoospermia idiopaticas o
alto indice de fragmentacion espermatica.

Q Minimo dos meses de terapia (tener en cuenta el ciclo de
espermatogénesis).

U El compuesto utilizado debe contener, como minimo, zinc y
coenzima Q10.



Recomendaciones
practicas

Cuando congelar una muestra de semen

Existen algunas situaciones en las que es conveniente tener previa-
mente criopreservada una muestra de semen para evitar que el dia
del ICSI nos encontremos sin espermatozoides.

Aungue actualmente existe la opcidn de vitrificar los ovocitos el dia
de la puncion, la posibilidad de que el varon no pueda obtener la
muestra de semen o0 no se encuentren espermatozoides, es cierta-
mente estresante para la pareja vy, sobre todo, para él mismo. Por
ello, como medida de prevencion, es recomendable la congelacion
de semen previa en los siguientes casos:

Si el varén ha tenido dificultades de obtencién del eyaculado los dias
de realizacion del analisis de semen.

Cuando en el primer seminograma se diagnostica una OATz severa
(menos de 1.000.000 espermatozoides/ml), ya que puede derivar en
una azoospermia.

Astenozoospermias severas idiopaticas.

En caso de realizar una prueba de fragmentacion que resulte patoldgica,
repetir el analisis y congelar la muestra con menor IF.
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Manejo de
espermatozoides
testiculares

La extraccion de espermatozoides testiculares (TESE) en combinacion
con la microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)
se ha demostrado como un método efectivo para el tratamiento de
la azoospermia obstructiva y no obstructiva. El éxito del ICSI con
espermatozoides testiculares condujo a la utilizacion de estos es-
permatozoides congelados y descongelados. El uso de la criopreser-
vacion de espermatozoides testiculares puede asi reducir el numero
de procedimientos quirlrgicos necesarios para conseguir una gesta-
cion, evitando repetidas biopsias de testiculo®.

Sin embargo, los datos publicados comparando resultados de ICSI
con espermatozoides de testiculo frescos frente a congelados, son
motivo de controversia®®. Incluso después de comprobarse que la tasa
de gestacion es comparable en ambos casos, todavia existen grupos
que prefieren la utilizacion de espermatozoides testiculares el mismo
dia de la puncion, con lo que ello conlleva desde el punto de vista
organizativo, como es la posibilidad de no encontrar espermatozoides
testiculares y sin embargo disponer de los ovocitos de la paciente.

Esta disparidad de resultados, asi como la indecision en utilizar los
espermatozoides criopreservados, se debe, fundamentalmente, al
método de procesamiento de la muestra de biopsia de testiculo, el
aislamiento de espermatozoides y su criopreservacion.

Para obtener unos resultados de fecundacion, calidad embrionaria y
gestacion con espermatozoides testiculares criopreservados simila-
res a los conseguidos con espermatozoides de eyaculado, es necesa-
rio considerar una serie de aspectos metodologicos:
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U En primer lugar, es importante tener en cuenta que los
espermatozoides testiculares, desde el punto de vista fisioldgico,
no tienen el mismo comportamiento que los espermatozoides
de eyaculado. En el testiculo, los espermatozoides todavia no
han alcanzado la capacidad de movilidad, por lo que, después
de una TESA es frecuente encontrar espermatozoides en numero
suficiente pero sin movilidad. Los espermatozoides testiculares
adquieren la movilidad después de un tiempo de cultivo en el
laboratorio, que es variable dependiendo de los casos.

U Esaconsejable realizar la incubacion de espermatozoides después
de su congelacion, en vez de antes de la misma para poder
recuperar mayor numero de espermatozoides moviles.

U Es preferible incubar los espermatozoides hasta que adquieran
movilidad en lugar de utilizar compuestos que activen la misma
como la pentoxifilina.
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