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INTRODUCCION

Cuando una pareja acude a una consulta para estudio de esterilidad, la
prueba mas inmediata que se va a solicitar al varén es un analisis de semen.
Sin embargo, puede que éste ya traiga un informe sobre una prueba realiza-
da en otro centro o, incluso, ademas del seminograma, otra serie de pruebas
diagnosticas que aporten informacion afiadida.

La pregunta que con frecuencia se hace el clinico es ¢debo pedirle otro
analisis de semen? ;qué estudios necesito para conocer la calidad de semen
del varén? y, écomo va a influir el resultado en el tratamiento de reproduccion
asistida que necesite la pareja?

En ocasiones, si la técnica de eleccidon por patologia femenina va a ser la
Microinyeccién espermatica (ICSI), Unicamente se solicita la realizaciéon de
un analisis basico de semen que incluya Gnicamente concentracion, movili-
dad y morfologia, ya que se piensa que con ello es suficiente. Otras veces,
el clinico solicita la realizacién de cuantas mas pruebas mejor, pero sin tener
conocimiento de cémo interpretarlas.

Todavia resulta mas complicado cuando la pareja se ha realizado varios
ciclos de fecundacion in vitro, incluso con donaciéon de ovocitos, y se sospecha
de la existencia de un factor masculino. Pero ;coémo evaluarlo?

Son muchos los manuales que existen sobre las pruebas que se deben in-
cluir en el estudio seminal, cdmo realizarlas, cuales son los valores normales
y las técnicas mas idéneas en cada caso. El primero de ellos, la udltima edi-
cion del Manual de Estudio de Semen de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS),* refiere pormenorizadamente cada una de las pruebas necesarias en
esta valoracion. No obstante, al clinico no le interesa como hay que llevar a
cabo el analisis de semen: de eso se encargara el laboratorio. Lo que le con-
cierne es cOmo interpretar esos parametros y como el diagnéstico seminal
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influira en la decisidon que tome respecto a la pareja en estudio de reproduc-
cion. Todos los profesionales de la reproduccién 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 clinico cuando
tiene que evaluar un estudio de semen, es decir: qué pruebas se deben
incluir, cobmo interpretar los resultados y cual puede ser la terapia mas ade-
cuada en cada caso.

Dra. Rocio Nufez Calonge

Dra. Ana Segura Pafos

EL VARON EN LR CTONSULTR
DE ESTERILIDAD: <QUE HRY QUE
PEDIR INICIRLMENTE?

Aunque existe una tendencia a solicitar todas las pruebas
posibles al inicio del estudio del varén, muchas veces no todas
aportan informacion relevante.

1.1. ESTUDIO BASITO SEMINRAL

El analisis basico de semen es la prueba necesaria y obligatoria, aunque no
la Unica, 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.

El resultado de un seminograma debe interpretarse de forma individualizada
para cada vardon 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 produccidén espermética.? En
la Figura 1 se puede comprobar como la concentracion espermatica en donantes
de semen desciende significativamente en los meses de junio y septiembre.

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.

Aungue existe una tendencia a solicitar todas las pruebas posibles al inicio del
estudio del varén, muchas veces esto no hace mas que gravar econémicamente
al paciente, sin aportar informacion relevante.
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Figura 1. Variaciones de la concentracion espermatica en muestras de do-
nantes de semen, a lo largo de un afio. El anadlisis de varianza muestra una va-
riacién significativa entre las estaciones respecto al recuento espermatico, con
un claro descenso entre junio y septiembre (ANOVA; F:2,48; p <0,005)

Las lineas muestran los medios

6,00E+07—

6,00E+07 —

6,00E+07 —

Concentracion media
de espermatozoides

6,00E+07 —

ANOVA; p<0,005 Meses

De: Temporal trends and seasonality in semen quality over a period of 12 years in Madrid. R. NUfez
Calonge, E. Olaya, A. Guijarro, S. Cortés, M. Gago, P. Caballero. Papers contributing to the 9th Inter-
national Congress of ANDROLOGY Barcelona (Spain), March 7-10, 2009, Editors: J.L. Ballesca Lagarda,
R. Oliva. MEDIMOND Internacional

Inicialmente, y si la pareja no ha realizado con anterioridad ningln tratamien-
to de reproduccién asistida y el varén no tiene estudios previos, con un analisis
de semen y una prueba de recuperaciéon de espermatozoides méviles se puede
obtener informacion relevante. (Tabla 1)

Tabla 1. Estudio seminal basico del varén

12 visita: el varén en la consulta de esterilidad

Imprescindible: concentracion, movilidad, morfologia
Recomendable: Test de recuperacidon de espermatozoides moéviles (REM)
Al menos dos seminogramas al inicio del estudio y antes del tratamiento

Interpretacion individualizada de los resultados

1.2. CUESTIONRRIO NECESRRIO EN EL
RNRLISIS DE SEMEN

Previamente a la realizacion del seminograma es conveniente el cumplimien-
to de un pequefio cuestionario al varén 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, frecuencia de eyaculaciones, ultimo episodio febril, medica-
mentos actuales o recientes y tipo de trabajo que realiza. (Tabla 2)

Tabla 2. Cuestionario necesario en el analisis de semen

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

Ocupacion actual

Estas preguntas son importantes, ya que pueden influir en el resultado final
de la muestra, e incluso alterar el diagndstico.

1.3. <COMO PUEDEN INTERFERIR EN LOS
RESULTRADOS ESTOS DATOS?

Método de obtencién del eyaculado. Si el paciente obtiene la muestra en su
domicilio, se recomienda que se realice por masturbacion, ya que el coito inte-
rrumpido con frecuencia se acompafia de pérdida de parte del eyaculado y con-
taminacion con fluidos y células vaginales. En caso de que el paciente no pueda
obtenerla por masturbacion, existen preservativos especiales, sin espermicida
que pueden utilizarse en esos casos.

Tiempo de recogida de la muestra. La movilidad espermaéatica disminuye con
el tiempo. Si transcurre méas de una hora desde la recogida hasta el andlisis,
puede que disminuya la movilidad, de forma que se diagnosticara una asteno-
zoospermia cuando no la hay.

Pérdida de alguna fraccion. La primera fraccion del eyaculado es de origen
prostatico y contiene la mayor parte de los espermatozoides. La segunda fraccion,
que aporta el mayor volumen, procede de las vesiculas seminales. Por ello, si en la
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recogida del eyaculado se pierde alguna fraccion, puede que con ella se haya per-
dido también gran parte del contenido espermatico. Por eso es conveniente pre-
guntar si la pérdida ha sido de la primera parte del eyaculado, o de la fraccion final.

Tiempo desde la ultima eyaculaciéon. Demasiada abstinencia sexual puede
alterar parametros como la morfologia. Poca abstinencia puede afectar a la con-
centracion. El tiempo recomendado de abstinencia es entre 2 y 5 dias.

Frecuencia de eyaculaciones. No hay que olvidar que en primer lugar se
intenta que la pareja conciba de forma espontanea. Relaciones sexuales dema-
siado 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 o0 menos, ademas de alterar la espermatogénesis, puede confundir con una
infeccién seminal si se combina con leucospermia.

Ingesta de medicamentos o suplementos alimenticios. Determinados me-
dicamentos, como los anti-hipertensivos, tratamientos para la hipertrofia pros-
tatica, antidepresivos (sertralina, fluoxetina, amitriptilina) o determinados anti-
bidticos, pueden alterar la calidad del semen. Los suplementos sin prescripcion
médica como los esteroides anabolizantes también pueden influir en la concen-
tracion y movilidad espermaticas.

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

CONCLUSIONES

= El analisis de semen basico que incluye la determinacion de concentracion es-
permatica, movilidad y morfologia, es la primera prueba que debe realizarse
en el estudio de esterilidad de la pareja estéril.

= Se recomiendan dos seminogramas con un intervalo entre ambos de un mes

= El cuestionario inicial realizado al varén en el analisis de semen debe incluir:
método de obtencion, tiempo de recogida, pérdida de alguna fraccién, tiem-
po desde la ultima eyaculacion, frecuencia de eyaculaciones, ultimo episodio
febril, ingesta de medicamentos y ocupacion.

- Con estas preguntas se pueden obtener datos que influyan en el diagndstico.

INTERPRETRACION DEL ANALISIS

BASITO DE SEMEN

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

2.1. ANALISIS MRACROSCOPRITO

En principio, y antes de analizar los distintos diagnosticos claros de infertili-
dad masculina, el examen macroscopico del eyaculado nos puede inicialmente
orientar, en caso de anomalias, sobre distintos problemas seminales.

En el examen macroscopico del eyaculado se pueden encontrar, ademas de
espermatozoides, cristales de fosfato de espermina (Figura 2) (que van aumen-
tando conforme aumenta el tiempo desde la obtenciéon de la muestra), y células
epiteliales del tracto urinario.

Figura 2. Cristales de fosfato de espermina en una muestra de semen

£ £ B
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Sin embargo, alteraciones en el aspecto de la muestra de semen pueden
orientarnos hacia algunas patologias.

A simple vista, se pueden observar las siguientes alteraciones o variaciones
en el eyaculado:

Color

Un color amarillento, puede ser indicativo de una infeccién, aumento en el
numero de leucocitos (leucospermia), o de la ingesta de determinados medica-
mentos, como algunos antibidticos.

Un color pardo o rojizo, puede mostrar la presencia de hematies en el eya-
culado (hemospermia), por el sangrado en algin punto del tracto reproductivo
masculino. (Figura 3)

Figura 3. Muestras de varios eyaculados con distintos grados de hemospermia

Volumen

Un volumen demasiado bajo (menos de 1,5 ml) (hipospermia) o demasiado
alto (mas de 5 ml) (hiperespermia), pueden ser indicativos de patologia prostati-
ca o de la via seminal. En el caso de la hipospermia puede ser Unicamente debido
a pérdida de parte de la muestra en la recogida, pero también, junto con un pH
acido, una agenesia u obstruccion de la via seminal. La hiperespermia puede ser
demostrativa de una patologia prostatica. En cualquiera de estos dos casos es
conveniente realizar una consulta uroandrolégica.

pH

Un pH acido, por debajo de 7, puede significar agenesia de vesiculas, como
se comentaba anteriormente, y si va acompafiado de una hipospermia y azoos-
permia, signo de agenesia de via seminal, lo cual puede indicar fibrosis quistica.

Un pH basico, por encima de 8, puede Unicamente significar que la muestra lleva
mucho tiempo recogida, pues el pH va aumentando con el tiempo por oxidacion
de los componentes del plasma seminal.

Leucocitos

La presencia de un gran nimero leucocitos en la muestra de semen (mas de
6 por campo de 40x), puede ser indicativo de infecciéon. (Figura 4)

Figura 4.- Muestra de semen con leucospermia

Viscosidad

Cuando la viscosidad estd aumentada, se dificulta la movilidad espermatica.
Si es muy alta, y ademas el eyaculado tiene grumos, se puede recoger la mues-
tra de semen directamente sobre medio de cultivo con alguna sustancia que
facilite la disolucién de los coagulos, como la hialuronidasa o la tripsina.

Células de espermiogénesis

Las espermatides y espermatocitos pueden diferenciarse de los leucocitos
utilizando tinciones como el Papanicolaou. Un aumento de células germinales
puede indicar una baja abstinencia sexual, ya que no ha dado tiempo a que se
complete la produccion y maduracion espermatica. Sin embargo, podemos con-
siderar que hay una anomalia cuando hay mas de 6 millones por ml de células
germinales. Por eso, cuando se observa un gran numero, es conveniente realizar
una tincién para diferenciar el tipo de células encontradas. (Figura 5)
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Figura 5. Células germinales tefliidas con Papanicolaou en una muestra de
semen

(5 : e

Células epiteliales

Son células del tracto urinario. También puede ocurrir que se observen células
epiteliales vaginales, si la recogida de la muestra ha sido por coito interrumpido.

En la Tabla 3 se resumen las alteraciones macroscopicas que hacen necesa-
rio que el paciente consulte con un andrélogo para descartar cualquier patologia
uroandrolégica.

Tabla 3. Anomalias en el analisis macroscoépico del eyaculado

(ofe][e] ¢ Amarillento: posible leucospermia o debida a medicamentos
Pardo rojizo: hemospermia o presencia de hematies

Rojizo: hemospermia

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

Hiperespermia: alteracion prostatica o vesicular

Volumen

o] Acido: pH<7 puede significar agenesia de vesiculas
Basico: pH>8 demasiado tiempo desde la obtenciéon de la muestra

[=T[elelelifelSM >6 leucocitos por campo de 40x puede ser sintoma de infeccion

2.2. RZOVSPERMIR Y DLIGOZODSPERMIRA
SEVERRA

Los diagndsticos mas claros de infertilidad masculina tras el seminograma
son: azoospermia, oligoastenoteratozoospermia (OTA), astenozoospermia
severo y teratozoospermia severa. En todos estos casos, la Unica técnica de
reproduccion asistida de eleccion seria la microinyeccion espermatica (ICSl). Sin

embargo, la observacion detallada del andlisis de semen en cada uno de estos
casos nos puede aportar informacioéon relevante que incluso puede hacernos va-
riar el tratamiento.

En funcion de los parametros alterados del seminograma, se puede sospechar
si la azoospermia u oligozoospermia es obstructiva o secretora. De esta forma,
el abordaje puede ser diferente.

En el caso de la azoospermia u oligozoospermia obstructiva, comprobando
el pH, el volumen y dos parametros bioquimicos, podemos tener un diagndstico
aproximado que nos oriente en el tratamiento. Una hipospermia, un pH acido y
un valor de fructosa bajos, pueden indicar una obstruccion distal de la via o una
agenesia de la via, lo que hace imprescindible el estudio de fibrosis quistica. En el
caso de hipospermia, leucospermia y alteraciones de la fosfatasa y/o acido citrico,
podemos sospechar una infeccidn, y una alfa-glucosidasa (maltasa) <20 UI/ml es
indicativo de obstruccion epididimaria.

En la Figura 6 se presentan las alteraciones que pueden darse en el analisis
de semen en el caso de azoospermia o de una oligozoospermia obstructiva, asi
como su posible tratamiento.

Figura 6. Flujograma en el caso de azoospermia u oligozoospermia obstructiva
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Bioquimica

l
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!
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Estudio de fibrosis
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Leucospermia
Fosfata, acido citrico

Infeccion

Cultivo de semen
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I I
¢0 0¢¢0 ©

BP. testicular
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-

Tratamiento

antibiotico
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epididimaria

Biopsia testicular
+ ICSI
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La observacion detallada de los parametros seminales también nos puede
orientar en el caso de azoospermia y oligozoospermia secretoras, como se pre-
senta en la Figura 7. En este caso, a pesar de la ausencia de espermatozoides,
el volumen, el pH y los parametros bioquimicos seran normales. Es entonces
necesario realizar un estudio hormonal y de microdelecion del cromosoma Y.

Figura 7. Flujograma en el caso de azoospermia u oligozoospermia secretora

Volumen
pH
Bioquimica

!

Normales

‘ ‘ ‘

Microdelecion

cromosoma Y FSH LH
Alta Normal Baja Baja
BP. testicular BP. testicular Hino Hino
+DGP + ICSI po Hip

!

Gonadotropinas

Como se ha comentado anteriormente, aunque la técnica de eleccién en am-
bos casos es la ICSI, y en el caso de ser una azoospermia la recuperacion esper-
matica se realizard en el testiculo, la posibilidad de encontrar espermatozoides
es diferente, asi como la informacién sobre probabilidades de éxito al paciente.

En cualquier caso, hay que tener en cuenta que el diagndstico definitivo sélo
lo ofrecerd el estudio histolégico.

2.3. ASTENOZOOSPERMIR SEVERRA

Otra de las causas de infertilidad masculina facilmente detectables en el ana-
lisis de semen es la falta de movilidad espermaética casi por completo. En este
caso es importante poder distinguir si ademas de astenozoospermia existe una
necrozoospermia (mas del 70% de los espermatozoides sin vitalidad).

En primer lugar, hay que descartar que la muestra no se haya recogido inade-
cuadamente, o que el tiempo de transporte, si se ha obtenido fuera del centro,
haya sido excesivo. También hay que investigar causas exdgenas o medioam-
bientales como los habitos del paciente (tabaco, alcohol, drogas, aumento de la
temperatura escrotal, etc).

Si la astenozoospermia severa (<10% movilidad progresiva) se acompafa de
necrozoospermia, es conveniente comprobar el indice de fragmentacion de ADN
espermatico, ya que existe una asociacion entre necrozoospermia y fragmenta-
cion de ADN.3

La astenozoospermia también esta asociada a las infecciones, con o sin pre-
sencia de leucospermia. Por ello, se recomienda en estos casos realizar un culti-
vo de semen y orina.

Aunque raramente, algunos casos de astenozoospermia completa puede de-
berse a factores genéticos, como el sindrome de cilios inmodviles o sindrome de
Kartagener. Para confirmar este diagndstico es necesario, en ausencia de sinto-
mas, un estudio de microscopia electronica donde se comprueba la ausencia de
brazos de dineina. (Figura 8)

Figura 8. Corte transversal del flagelo de un espermatozoide de un paciente
con Sindrome de Kartagener, observado a microscopia electrénica, donde se
puede comprobar que faltan los brazos de dineina

Antiguamente, cuando se observaban espermatozoides aglutinados sin movi-
lidad progresiva y movimiento de “shaking” se realizaba la prueba de anticuerpos
antiespermatozoides por la sospecha de origen inmunoldgico.
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En la actualidad, este tipo de astenozoospermia puede tratarse con éxito uti-
lizando ICSI por lo que no es necesario realizar mas estudios. (Figura 9)

Figura 9. Muestra de semen con aglutinacion espermatica por presencia de
anticuerpos anti espermatozoides

En los casos de encontrarse repetidamente un 100% de los espermatozoides
inmoviles, y una vez descartadas patologias como el sindrome de cilios inmévi-
les, se aconseja la obtencion de espermatozoides testiculares para ICSI.*

Las causas y posibles soluciones terapéuticas para la astenozoospermia se
resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Causas y posibles soluciones terapéuticas en los casos de asteno-
zoospermia severa

Factores posibles ‘ Causas ‘ Soluciones
Recogida inadecuada de la Obtencién de la muestra en el
muestra centro
Tiempo de transporte

Factores P P

ambientales Causas exogenas o Terapia con antioxidantes
medioambientales (tabaco, orales
alcohol, aumento de la t
escrotal)

Infecciones Con presencia o no de Terapia antibiotica
leucocitos

Genéticas Sindrome de cilios inmoviles PGT

Inmunoldégicas Presencia de anticuerpos anti- | ICSI

espermatozoides

Clinicas Varicocele Estudio uroandrolégico

(cirugia)

2.%. TERATOZOVSPERMIR SEVERRA

El papel de la morfologia espermatica en el estudio del factor masculino ha
sido desde hace tiempo motivo de controversia. Algunos investigadores consi-
deran que la morfologia es el principal parametro en el analisis de semen a la
hora de predecir el potencial fertilizador,®* mientras que otros autores no encuen-
tran ninguna correlacion®. Sin embargo, las evidencias en largas series de FIV
sugieren que la morfologia de acuerdo con el criterio estricto proporciona una
informacion pronéstica importante sobre la tasa de fecundacion.”

Es reconocido que un porcentaje de espermatozoides morfolégicamente ano-
malos de mas del 98% en un eyaculado, tiene efectos negativos sobre la tasa
de gestacion.®

La teratozoospermia puede encontrarse de forma aislada al analizar un eya-
culado, de forma que el resto de los parametros basicos (concentracion y movi-
lidad) sean normales.® (Figura 10)

Figura 10. Espermatozoides morfolégicamente anémalos. Izquierda: esper-
matozoide con dos flagelos y a la derecha, espermatozoide con dos cabezas
(microscopia Optica de 40x y tincién de Papanicolaou)

~

e

El punto de corte para decidir la realizacion de inseminacién intrauterina,
fecundacién in vitro o ICSI es 2% de formas normales. Por debajo de esta
cifra es recomendable ICSI, mas aun si existe una oligoastenozoospermia
asociada.

En los casos de 100% de formas normales, existe un mayor potencial de au-
mento de aneuploidias, por lo que es aconsejable realizar un estudio de FISH en
espermatozoides de 5 sondas. Igualmente esta indicado cuando persiste de for-
ma notoria un defecto morfolégico predominante (por ejemplo, cabezas amor-
fas, redondas, o dobles flagelos).*° (Tabla 5)
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Tabla 5. Técnica de reproduccion asistida recomendada en funcién de la

morfologia espermatica

>98% morfoanomalias (independientemente del resto de ICSI

los parametros seminales)

100% anomalias y/o defecto morfoldgico predominante FISH
Normal: ICSI

Alterado: PGT

CTONCTULUSIONES

Anomalias en el examen macroscopico del semen (color, volumen, pH, leu-
cocitos, viscosidad, células de espermiogénesis), puede orientar hacia una
patologia uroandrolégica.

En infertilidades claras como la azoospermia, oligoastenozoospermia severa,
astenozoospermia severa y teratozoospermia, aunque la técnica de reproduc-
cion asistida es ICSI, la observacion detallada de los parametros del semi-
nograma puede hacer necesaria la utilizacion de métodos complementarios.

CUANDD ES NECESRARIO Y CTOMD
PEDIR UN CTULTIVO DE SEMEN

Se explican en qué casos es necesario solicitar un cultivo de
semen al varoén, y cual es el procedimiento para realizarlo.

3.1. ¢POR QUE PEDIR UN TULTIVO DE SEMEN?

La presencia de leucocitos en el eyaculado de varones infértiles y su rela-
cion con la presencia de microorganismos, estda ampliamente documentada.
Niveles por encima de 1x10%/ml se considera patoldgico segun criterios de la
OMS.?

Es probable que los microorganismos hallados en el semen provengan prin-
cipalmente de contaminacion de la flora uretral o sean comensales de la piel.
Aungue los comensales pueden no tener ningun significado en la concepcién
natural, la contaminacién de un cultivo en reproduccién asistida puede limitar
en gran manera el éxito del proceso. Si la contaminacion uretral contribuye
significativamente a la bacteriospermia, la fraccion media de la orina tendria
menos concentraciones de microorganismos que la primera fraccion, y la re-
cogida del semen tras la orina puede ser un modo efectivo de reducir la con-
centracién de microorganismos previo a un proceso de reproduccion asistida.

Por otra parte, el papel de la infeccion en infertilidad deberia analizarse
mejor con respecto al microorganismo hallado que al lugar del que se sos-
pecha la infeccion, de forma que el cultivo de semen debe de realizarse de
la siguiente forma: estudio microbiolégico de la primera fraccion de orina,
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estudio de la parte media de la miccidn vy, finalmente, estudio microbioldgi-
co del semen. El estudio bacteriolégico debe incluir analisis de micoplasmas
(Ureaplasma urealyticum), dada su prevalencia y falta de sintomatologia y
antibiograma si procede.!

En un estudio realizado en pacientes que acudieron a realizarse un semi-
nograma por estudio de esterilidad!? se encontraron microorganismos patége-
nos en el 33,5% de estos, y en un 26% Ureaplasma urealyticum. (Figura 11)

Figura 11. Espermatozoides incubados durante 24 horas con Ureaplasma
urealyticum a microscopia electronica de barrido (x6000) con colonias de urea-
plasmas unidas a la cabeza y el flagelo

3.2. SCUANDD Y TOMD SOULITITRAR EL
CTULTIVO DE SEMEN?

En la Tabla 6 se muestra en qué ocasiones es necesario pedir un cultivo de
semen y en la Tabla 7, como debe de realizarse el cultivo.

Tabla 6. Cuando se debe de solicitar un cultivo de semen

6 leucocitos por campo de 40x

< 10% movilidad progresiva

< 1.5 ml volumen

Tabla 7. Cémo realizar el cultivo de semen y orina

Estudio microbiolégico de la primera fraccion de orina
Estudio microbiolégico de la fracciéon media de la miccion
Analisis microbiolégico del eyaculado

Estudio de micoplasmas (Ureaplasma urealyticum)
Antibiograma si procede

CTONCLUSIONES

- En el caso de encontrar leucocitos, astenozoospermia severa, aglutinacién o
hipospermia en la muestra de semen, se debe de solicitar un cultivo de orina
y semen con antibiograma si procede,



RECUPERRACION DE
ESPERMRATOZOIDES MOVILES

Se habla de “espermatozoides capacitados™ al referirnos a
espermatozoides lavados e incubados con medio de cultivo,
pero es mas correcto referirnos a seleccidn espermatica o
recuperacion de espermatozoides moviles (R.E.M).

4.1. SPOR QUE ES IMPORTRANTE SOLICITAR
UN REM?

Con el fin de que los espermatozoides sean funcionales, deben separarse lo
mas pronto posible del plasma seminal. La exposicion prolongada de los mismos
con los fluidos seminales hace que descienda considerablemente la movilidad y
la viabilidad.*®

Hay que tener en cuenta que nos referimos al comportamiento del esperma-
tozoide “in vitro”, de manera que la accion del plasma seminal difiere de la que
se le confiere en el entorno fisioldgico.

El lavado del eyaculado para eliminar el plasma seminal rapida y efectivamen-
te es pues, esencial, tanto en pruebas de laboratorio para comprobar la capaci-
dad fertilizadora de los espermatozoides, como en inseminacion intrauterina y
fecundacion in vitro.'*

Con frecuencia se utiliza el término de “espermatozoides capacitados” al referir-
nos 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 recuperacion de espermatozoides mdviles (R.E.M), ya que la capaci-
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tacion espermatica es un complejo proceso en el cual tienen lugar una serie de mo-
dificaciones en el espermatozoide, no siempre discernibles. Las condiciones emplea-
das “in vitro” tratan de emular a las fisioldgicas, con la retirada del plasma seminal
y resuspension de los espermatozoides en medios que permitan la supervivencia y
capacitacion, pero realmente no podemos asegurar que la poblacién de esperma-
tozoides seleccionada se encuentre capacitada y sea capaz de fecundar un ovocito.

4.2. ¢QUE ES INTERESRANTE CONOCER DEL
REM?

Cuando el clinico se encuentra un informe con los datos de recuperacion de es-
permatozoides moviles, lo que mas le interesa saber es la cifra final de espermato-
zoides moviles que se dispone, bien por mililitro o en el total de volumen empleado.

Ya son conocidas las cifras aceptadas para la realizacion de una u otra técnica
de reproduccion asistida:

En inseminacion intrauterina, el nUmero minimo para realizar la técnica oscila
entre 5 y 6 millones de espermatozoides méviles por ml (con movilidad a + b).
Por debajo de estas cifras, la tasa de gestacion desciende considerablemente.

En el caso de fecundacién in vitro el nimero de espermatozoides méviles nece-
sario es algo menor: entre 2 y 3 millones de espermatozoides mdviles por ml. Un
numero inferior hace necesario realizar Microinyeccion intracitoplasmatica (ICSI).

En este capitulo no se van a explicar las distintas técnicas de recuperacion
espermatica, pues este es un tema exclusivamente de laboratorio, y ya existen
muchos manuales, incluidos el de la OMS, donde se describen los distintos mé-
todos, aunque los mas ampliamente utilizados son el swim-up (Figura 12) y los
gradientes de densidad. (Figura 13)

Figura 12. Recuperacién de espermatozoides moviles por el método de
swim-up

Figura 13. Recuperacion de espermatozoides moviles por el método de gra-
dientes de densidad

Sin embargo, para seleccionar la técnica de reproduccion asistida méas ade-
cuada hay que tener en cuenta otros factores representados en la Tabla 8.

Tabla 8. Técnica de reproducciéon asistida mas adecuada en funciéon del nd-
mero de espermatozoides recuperados (REM), supervivencia a las 24 horas y
morfologia espermatica

Supervivencia espermatica 24 hrs Morfologia

6 millones Positiva >98% normales IAC
esp/ ml Negativa >98% normales :gg:
<98% normales
3-6 millones Positiva >98%normales FIV
esp/ml Negativa <98% normales ICSI
< 3 millones - - ICSI
esp/mli

La supervivencia espermatica nos da una idea del tiempo que los esperma-
tozoides conservan la vitalidad. La supervivencia espermatica a las 24 horas se
relaciona con un fracaso o disminuciéon de la tasa de fecundacién o fallo de FIV.
Una tasa baja de supervivencia también puede asociarse con una mayor fragi-
lidad, muchas veces relacionada con la presencia de una elevada concentracion
de espermatozoides apoptoéticos o con el ADN fragmentado.
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Una teratozoospermia severa, o un Unico defecto morfoldgico aislado, como
se ha comentado anteriormente, también puede disminuir la tasa de fecunda-
cion, por lo que, aunque el resto de los parametros seminales sea normal, se
recomienda ICSI como técnica de reproduccion asistida de eleccion.

Desde el punto de vista practico, el clinico debe tener en cuenta a la hora de
evaluar el REM:

Es posible que la recuperacién de espermatozoides no sea la esperada en
muestras normozoospérmicas. Si se descarta una mala preparacion en el labora-
torio, esto puede indicar la existencia de alguna patologia seminal.

Es importante que después de la recuperacion espermatica, sea cual sea la
técnica utilizada, no se demore mas de una hora su utilizacién en reproduccién
asistida. Una vez que se ha separado el plasma seminal de los espermatozoides,
aumenta mas rapidamente la capacitacion y la fragmentacion de ADN. Esto es
especialmente relevante en las muestras de semen congeladas y descongeladas,
y mas aun si se va a realizar inseminacion intrauterina, incluso con semen de
donante.

CTONCTULUSIONES

- La recuperacion de espermatozoides méviles (REM) no solo se utiliza para
aislar los mejores espermatozoides en todas las técnicas de reproduccion
asistida (TRA). Como diagndstico, se emplea junto con la morfologia y la su-
pervivencia espermatica para saber cual sera la TRA de eleccion.

= Se pueden obtener recuperaciones bajas alin con muestras de semen normo-
zoospérmicas, lo que indica alguna patologia subyacente.

- No se debe de tardar mas de una hora en utilizar las muestras de semen para
cualquiera de las técnicas de reproduccion asistida una vez realizado el REM.

EYACULRACION RETROGRRADRA

Para comprobar la existencia de una eyaculacion retréograda
hay que comprobar la presencia de espermatozoides en la
orina post-orgasmo.

5.1. SCOMO SE DIRGNOSTICRA LA
EYRATULRACION RETROGRRADRA?

Cuando el varén, tras la masturbacion y consecucion del orgasmo, no obtiene
eyaculado (aspermia), es necesaria la consulta con el andrélogo para diagnos-
ticar la patologia asociada. La aspermia puede ir asociada con la eyaculacion
retrégrada, esto es, el eyaculado ingresa en la vejiga urinaria en lugar de salir
por la uretra. Los espermatozoides, por lo tanto, refluyen hacia la vejiga tras un
estimulo sexual. El origen puede ser diverso: cirugias, diabetes, etc.

Para comprobar la existencia de una eyaculacién retréograda hay que compro-
bar la presencia de espermatozoides en la orina post-orgasmo.
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5.2. COMD RECURERAR LOS
ESPERMRATOZOIDES DE LR ORINRA

Los espermatozoides pueden aislarse de la orina, como se describe a conti-
nuacion.

Para aislar los espermatozoides en los varones con eyaculacion retrégrada, se
procede de la siguiente forma:

En primer lugar, es necesario alcalinizar el pH de la orina. Para ello, se indica
al varon la siguiente pauta de bicarbonato oral: 2 dias consecutivos previos al
tratamiento debe tomar una cucharada (tamarfio café) de bicarbonato previa a
cada comida principal. El dia de la recogida de la muestra debera tomar 2 cucha-
radas de bicarbonato dos horas antes de la masturbacion.

Con el fin de no tener un volumen de orina muy grande cuando se quieran
aislar los espermatozoides, se le indica al varédn que orine una hora antes de la
recogida de la orina post masturbacién, y deseche esa orina.

El varén debe recoger la orina post masturbacion en un frasco estéril, y si
existe eyaculacion, recogerlo en otro frasco previamente a la orina.

Se mide el pH de la orina para comprobar si estd correctamente alcalinizada.
En cualquier caso, es necesario procesar la muestra para la obtencion de esper-
matozoides inmediatamente a la recogida, ya que en el medio en que se encuen-
tran puede verse afectada mas rapidamente su capacidad funcional.

La muestra de orina se procesa con el método de lavado habitual. Si es vo-
lumen es alto, es preferible primero un lavado con swim up y posteriormente
gradientes de densidad. Si no, directamente se realizan gradientes de densidad.

CTONCLUSIONES

- La aspermia puede deberse a la existencia de eyaculacion retrograda.
= En todos los casos de aspermia es necesaria una consulta uroandrolégica

- En el caso de confirmarse una eyaculacion retrégrada, pueden aislarse esper-
matozoides de la orina post-orgasmo.

= Para poder aislar los espermatozoides de la orina es necesario primero alca-
linizarla.

= La orina obtenida después de la masturbacién se procesa por swim-up o gra-
dientes de densidad.

OTRAS TECNICAS DIRGNOSTICAS

6.1. ¢ POR QUE SON NECESRRIRS OTRRAS
PRUEBRAS ?

Existen muchos factores que no se miden en el seminograma
que pueden contribuir a la infertilidad.

A pesar de la utilidad del analisis basico de semen para orientar en el diagnés-
tico de infertilidades claras, como se ha sefialado anteriormente, en ocasiones no
es suficiente para detectar una infertilidad masculina. Existen muchos factores
que no se miden en el seminograma que pueden contribuir a la infertilidad. Los
mas importantes son: la existencia de aneuploidias, u otras alteraciones gené-
ticas de los espermatozoides, fragmentacién de ADN y aumento del estrés oxi-
dativo. Estos tres factores pueden afiadir informacién a la evaluacién del semen
cuando el seminograma no es concluyente.

Con frecuencia el clinico tiene dudas sobre cual es la mejor prueba que tiene
que realizarse el paciente para realizar un diagndstico de infertilidad. A veces pide
que se hagan todas, pensando que alguna de ellas le informara de alguna altera-
cién. En otras ocasiones no cree que ninguna de ellas aporte informacion que le
haga variar el tratamiento. Dada la falta de estandarizacion en las pruebas com-
plementarias al seminograma, es por ello dificil determinar cual es la adecuada.
Ademas, cada prueba nos informa sobre un defecto espermatico determinado,
pero no existe ninguna prueba que notifique varios aspectos de la funcion es-
permatica al mismo tiempo. Por ello, en ocasiones es necesario realizar mas de
un test en un paciente, ya que es dificil conocer cudl es exactamente la alteracién.
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En este capitulo se analizan qué informacidn nos aporta cada una de estas
pruebas, y cuales son las indicaciones para solicitarlas.

6.2. PRUEBRS GENETICRS

FISH (fluorescence in situ hybridization) en espermatozoides

Determina la dotacién cromosémica, expresando el porcentaje de esperma-
tozoides que presentan aneuploidias o disomias. Permite evaluar el riesgo de
transmision de anomalias cromosOmicas de origen paterno a la descendencia, en
muestras de eyaculado, epididimo y testiculo.

Existe una amplia bibliografia que demuestra que los varones infértiles pro-
ducen gametos con mayor tasa de anomalias cromosdmicas que la poblacion
general.'® Especificamente, se ha relacionado una mayor frecuencia de aneuploi-
dia y diploidia con una reduccion en el nimero de espermatozoides, teratozoos-
permia, 0 en varones normozoospérmicos con repetidos fallos de FIV o abortos
recurrentes.®

Los estudios de FISH deben incluir cinco cromosomas: trisomias autosémicas
(13, sindrome de Patau:18, sindrome de Edwards; 21, sindrome de Down) y
aneuploidias de los cromosomas sexuales.

Las indicaciones claras para la realizacion del FISH de espermatozoides
son:t’

- Oligozoospermia
- Teratozoospermia
- Fallo implantacion

- Aborto repeticion

Limitaciones del uso del FISH

A. El estudio de FISH en espermatozoides de testiculo se encuentra con la
limitacion del nUmero de espermatozoides necesarios para realizar el ana-
lisis, que se aconseja debe ser superior al millén por ml.

B. La interpretaciéon de resultados en ocasiones es dificil, dado que cada labo-
ratorio posee sus controles especificos, lo cual dificulta la estandarizacion.

C. Pacientes con un porcentaje de aneuploidias mayor que los controles han
conseguido gestacion, lo que origina controversia sobre la utilidad del FISH.

D. En ocasiones, se opta por la realizacidon de un PGTa sin realizacion de FISH
cuando existe un fallo de implantacién o aborto de repeticion.

Por lo tanto, ¢cuando realizar el estudio de FISH?

Se recomienda la realizacidn de FISH previo a un tratamiento de FIV/ICSI en
el caso de oligo y/o teratozoospermia severas.

En los fallos de implantacidn o aborto de repeticién se puede realizar el estu-
dio del FISH o directamente un PGTa.

El estudio de FISH en espermatozoides es verdaderamente Util en los casos
en los que la frecuencia de alteraciones cromosOmicas es tan alta que la Unica
opcioén valida es emplear semen de donante.

En el caso de encontrar un aumento de espermatozoides aneuploides o di-
ploides en la muestra de semen es importante tener en cuenta su frecuencia
respecto al control y el nUmero de espermatozoides de ese varéon. No es igual
encontrar un 0,5% mas de aneuploidias en un varén normozoospérmico que en
uno con OTA severa.

Tabla 9. Indicaciones del FISH

Indicaciones Opciones en caso de alteracion
Previo a tratamiento: PGTa
Oligozoospermia y ICSI
Teratozoospermia Banco semen
Post tratamiento: PGTa

Fallo implantacién
Aborto repeticion

Estudio de las microdeleciones del cromosoma Y

Las deleciones 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
C. AZFc (60% total). Desde oligo severa a azoospermia

Las indicaciones para el estudio de microdeleciones cromosoma Y son la
azoospermia secretora y OTA severas.®

Si la delecidn esta en regiones AZFa y/o AZFb existe una alta probabilidad de
que no haya espermatozoides tras la biopsia de testiculo, por lo que se recomien-
da no realizarla, e informar al paciente.

P a5
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Las microdeleciones del cromosoma Y se transmiten siempre a la descenden-
cia: azoospermia u oligoastenoteratozoospermia severa en los hijos varones.
Ante la presencia de este defecto, se recomienda PGT o realizacion de ICSI con
consejo genético.

Otro aspecto para tener en cuenta en varones con una microdelecion del
cromosoma Y en la region AZFc con presencia de espermatozoides, 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.*°®

Tabla 10. Tratamiento en funcién de la microdeleciéon del cromosoma Y

AZFa Posible ausencia de Banco de semen
AZFb espermatogénesis
AZFc Si hay espermatozoides: Consejo genético

transmision a hijos varones | pgT1a

6.3. INTEGRIDRD DEL RDN

El estudio de fragmentacion se basa en la deteccion de roturas en la molécula
de ADN de los espermatozoides. Los principales mecanismos que causan roturas
en el ADN espermatico son: el estrés oxidativo (por efecto medioambiental o
dafo iatrogénico), la interrupcidon prematura del proceso de apoptosis y defectos
de compactacion de ADN durante la espermatogénesis.

Si existe alguna prueba diagnéstica que haya generado mas discusiéon, pu-
blicaciones cientificas y foros de debate, es la de fragmentacion de ADN. Las
principales causas de discrepancia de criterio en cuanto a su utilidad se deben
principalmente a las diferentes técnicas de estudio existente, lo que dificulta su
estandarizacion de los resultados, y a la confusion sobre su diferente etiologia
(ambiental o intrinseca al varén), lo que lleva a diferentes interpretaciones.?°:2*

Las técnicas mas utilizadas: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labelling (TUNEL), Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) y
Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test, ofrecen un Unico valor de fragmen-
tacion de ADN independientemente del tipo de rotura (rotura de cadena sencilla
0 doble). La técnica de Cometa neutro puede detectar roturas de doble cadena
de ADN.

La Figura 14 muestra las imagenes resultantes de utilizar el protocolo SCD en
el cual se observan los halos de dispersion de la cromatina.

Figura 14. Imagenes de espermatoides fragmentados y no fragmentados
tras la utilizacion del método SCD (Sperm Chromatin Dispersion)

Espermatozoides no fragmentados
con:

1. Halo grande

2. Halo mediano

Espermatozoides fragmentados
con:
3. Halo pequefio
4. Sin halo
| 5. Degradado

En cualquier caso, aunque no esté del todo clara la relacion entre el aumento
del porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentados y los resultados clini-
cos en las técnicas de reproduccién asistida, estd demostrado que un aumento
del indice de fragmentacion en un eyaculado esta relacionado con la infertilidad
masculina, siendo mayor en el caso de varones infértiles que en los varones
fértiles.??

Sin embargo, el test de fragmentacién de ADN no puede discriminar entre
individuos fértiles y no fértiles y si tendra éxito la técnica de reproduccion
asistida que se realizara.

La utilidad de cualquiera de las pruebas dependera también de la fertilidad
de la mujer.

Las indicaciones para realizar el estudio de fragmentacion en varones
son:

« Oligoastenoteratozoospermia moderada/severa
= Pacientes fumadores y/o expuestos a téxicos ambientales
- Fallo de implantacion

e Aborto de repeticion



CAPITULO 6

MANUAL DE ESTUDIO SEMINAL

- Esterilidad de origen desconocido

- Edad mayor de 45 afios.

- Previa quimio/radioterapia

- Varicocele

= Infecciones del tracto genital masculino

= Ovodonacién si no embarazo en el primer ciclo

Condiciones para el estudio de fragmentacion:

e Cualquiera de las técnicas: SDF, TUNEL, SCSA, SCD y Comet, ofrece in-
formacion fiable.

= Punto de corte para considerar un aumento del indice de fragmentacion:
20-30%

= La prueba debe realizarse tras 2-5 dias de abstinencia sexual

- El estudio de fragmentacion debe realizarse entre 30-60 minutos tras la
licuacion del semen o inmediatamente después de la descongelacion.

Aunque hay autores que opinan lo contrario, el test de fragmentacion tiene
una alta variabilidad en individuos con baja calidad seminal, por lo que es con-
veniente repetir el analisis en estos casos.?®

En la Tabla 11 se muestran las propuestas para la actuacion en los casos de
alto indice de fragmentacion.

Tabla 11. Métodos propuestos y valoracion de estos para los pacientes con
alto indice de fragmentacion

Método propuesto Comentario

Utilizacién de espermatozoides No hay evidencias concluyentes. De utilidad solo en
testiculares el caso de origen post testicular.
Antioxidantes Si el aumento de la fragmentacion esta asociado a

estrés oxidativo

Baja abstinencia sexual En caso de normozoospermias o OTA moderadas,

previo a ICSI

Congelacién de las muestra de Repetir estudio en los casos de OTA y congelar las
semen con menor fragmentacion | muestras con menor fragmentacion para su uso
posterior en ICSI

En la Figura 15 se presenta el resumen de las recomendaciones para el es-
tudio de la fragmentacion de ADN espermatico y su posible manejo en pacientes
con elevado indice de fragmentacion.

Figura 15. Resumen de las recomendaciones para el estudio de la fragmen-
tacion de ADN espermatico y su posible manejo en pacientes con elevado indice
de fragmentacion
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S.4. ESTRés OXIDATIVO En la Figura 16 se resumen las principales causas de estrés oxidativo en el

varén y su efecto sobre la fertilidad.

Se ha demostrado que factores como el estilo de vida, el medio ambiente
y algunos habitos toxicos pueden también afectar la calidad seminal debido al Figura 16. Esquema de las posibles causas del estrés oxidativo en los varo-
aumento del estrés oxidativo que produce unos niveles elevados de especies nes, y su efecto sobre la fertilidad masculina
reactivas de oxigeno (EROS).?*

Aunque se conoce que unos niveles fisioldgicos de EROS son necesarios para
el buen funcionamiento del espermatozoide, un desequilibrio entre la produccion ESTRES OXIDATIVO
de EROS vy la capacidad celular antioxidante tiene un impacto negativo en la
fertilidad masculina.

Los niveles altos de estrés oxidativo en el semen se han asociado con una

9 - . . CAUSAS SRS CAUSAS
menor concentracion y motilidad de los espermatozoides, asi como a una menor 2 reactivas <
. . - . ENDOGENAS § EXOGENAS
integridad del acrosoma y a un mayor dafio del ADN de los espermatozoides.?® L oxigeno
Causas del aumento del estrés oxidativo en el semen ( )
Leucocitos
Las células espermaticas inmaduras y anormales generan una mayor canti- . ‘

dad de EROS intracelular debido a la accidn de la enzima citoplasmatica glucosa
6-fosfato-deshidrogenasa presente en los residuos citoplasmaticos de estas cé-
lulas.?®

Tabaco @l HEEED

Las otras células que pueden actuar como fuente endégena de EROS en el ESpiim“;Jngédes

semen son los leucocitos. Los leucocitos y en especial los activados, pueden Alcohol

generar un aumento desproporcionado de las concentraciones de EROS en el
semen, ocasionado un empeoramiento de la calidad seminal.?” PATOLOGIAS g
Radiacion
L
L

Existen componentes exdgenos asociados a la exposicidn y metabolizacién
de compuestos nocivos que también contribuyen al aumento de las EROS en
el eyaculado como el humo del tabaco, los acidos grasos de los alimentos, los
metales de transicién y el etanol, entre otros.?® Algunos agentes fisicos tam-
bién pueden inducir la produccion de las EROS como, por ejemplo, los rayos \ J
gamma, los rayos X y la irradiacion ultravioleta.?®

Toxinas
Peroxidacion lipidos Darfio ADN Apoptosis

Medicion del estrés oxidativo

Aunque existen muchos métodos de medicion del estrés oxidativo, recien- INFERTILIDAD MASCULINA

temente, se ha desarrollado un sistema galvanostatico (Mioxys) que nos indica
el potencial de oxidacidon-reduccion (ORP) de una muestra y es un método de
deteccion directa del estrés oxidativo o del desequilibrio redox en muestras bio-
l6gicas. Este andlisis sirve como indicador del potencial EO y se ha demostrado
que el ORP se correlaciona con varias condiciones patoldgicas asociadas al EO.3°
Actualmente, el sistema Mioxys puede medir el ORP de forma rapida y sensible
y puede proporcionar una alternativa para medir de forma sencilla el EO de las
muestras de semen
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Cuando no se encuentra la causa de la alteracion espermatica en el semino-
grama, se emplean pruebas complementarias para conocer si existen altera-
ciones genéticas (FISH y microdelecién del cromosoma Y), alteraciones del
ADN (fragmentacion de ADN) o estrés oxidativo.

No existe una Unica prueba que mida varias funciones espermaticas al mismo
tiempo.

TECNICRAS DE SELECCION

ESPERMATICRA

Es importante conocer las técnicas existentes en la actualidad
para la seleccion de espermatozoides no apoptoticos,
morfolégicamente normales, maduros o con ADN intacto.

7.1. INTRODUCCION

Con la utilizacién del ICSI, se han podido obtener gestaciones en parejas cu-
yos varones presentaban muestras de semen muy limite. Sin embargo, aunque
el ICSI ha revolucionado la reproduccion asistida, también ha servido para com-
probar que, aunque haya un nimero suficiente de espermatozoides moviles para
poder emplearse en la microinyeccién, no todos pueden ser aptos para poder
fecundar y conseguir una gestacion.

Es por ello por lo que en los ultimos afios se han desarrollado varios métodos
de seleccion espermatica con el objetivo de escoger el mejor espermatozoide
para ICSI. Esto es: seleccionar espermatozoides euploides, no apoptdticos,
maduros y con el ADN intacto.

Los métodos que aqui se describen permiten la seleccidn de espermatozoides
maduros, no apoptoticos, morfolégicamente normales y con el ADN intacto. Los
mas utilizados son: MACS (magnetic-activated cell sorting system), IMSI (intra-
cytoplasmic morphologically selected sperm injection) y seleccion basada en la
union al 4cido hialurénico (HBA).

Por ultimo, se han desarrollado sistemas con camaras microfluidicas para se-
leccionar espermatozoides que no tengan fragmentacion de doble cadena.
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7.2. SELECCION DE ESPERMATOZOIDES NO
RPOPTOTICTOS MEDIRNTE COLUMNRS DE
RNEXINR (MRCS)

La externalizacidon de la fosfatidil serina (PS) en la superficie externa de la
membrana espermatica, caracteristico de la apoptosis, se ha empleado como
base para la seleccidon de espermatozoides no apoptoticos. La PS en la membra-
na externa puede unirse a microbeads conjugados con Anexina-V para separar
junto con un sistema magnético (MACS), los espermatozoides apoptoticos de los
normales.3!

La técnica permite eliminar los espermatozoides con mayor grado de apop-
tosis mediante un sistema magnético que atrae a los mismos al hacerlos pasar
por unas columnas imantadas. Previamente los espermatozoides se han puesto
en contacto con una sustancia (Anexina) que se adhiere a los que presentan
apoptosis.

Ya que en muchos casos los espermatozoides apoptdticos tienen un mayor
grado de fragmentacioén, se ha demostrado que el empleo de MACS disminuye el
porcentaje de espermatozoides con el ADN fragmentado, pero no tiene ningun
efecto en los resultados cuando se utilizan indiscriminadamente en pacientes no
seleccionados.??

Por lo tanto, la principal indicacién de las MACS es el aumento de la pro-
porcidn de espermatozoides fragmentados.
Cuando utilizar MACS

La aplicacién de las columnas de anexina se realizara en el momento de rea-
lizar la técnica de reproduccién asistida cuando:

= La muestra de semen presente un indice de fragmentacion >20% vy

= La recuperacion de espermatozoides mdviles sea mayor de 5 millones/ml.

La Figura 17 muestra un resumen del protocolo de actuacion para la utiliza-
cion de las columnas de anexina.

Figura 17. Protocolo de actuacion para la utilizacién de MACS

s ) s ) s )
Normozoospermia
si >45 afios o L Alterada, REM =5
consume: alcohol/tabaco > Fragmentacion DNA > IAC con MACS
exposicién toxicos
\ y, \ y, \ y,
s ) s ) s )
OTA moderada/severa | Valoracion androlégica ) Alterada, REM =5
Cariotipo normal fragmentacion DNA FIV con MACS
\ y, \ y, \ y,
( )
Alterada, REM <5
Y
ICSI
\ y,

7.3. SELE_CCI6N DE ESPERMRATOZOIDES
MORFOLOGICRAMENTE NORMRALES
MEDIRANTE IMSI

Dado que la morfologia se ha descrito como uno de los principales determi-
nantes de calidad espermatica, se ha desarrollado un método de seleccién de
espermatozoides basado en la inclusidon de espermatozoides morfolégicamente
normales, en tiempo real, analizando la morfologia de las organelas (MSOME) a
6.300 aumentos.3

Se estudian en total cinco organelas: acrosoma, lamina post acrosomal, cue-
llo, flagelo y mitocondrias, que pueden clasificarse en normales o anémalas. La
sexta organela, el nucleo, se evalta por la forma y contenido de cromatina (area
vacuolar). De las seis, la que mas influencia se ha descrito que tiene en repro-
duccidén asistida es el nucleo, por lo que se modificd esta técnica en la llamada
IMSI (intracytoplasmic morphologically selected sperm injection).

Por otra parte, se ha asociado la presencia de vacuolas nucleares con un ma-
yor indice de fragmentacion de ADN y fallo de condensacion de la cromatina.3 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.
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Se han publicado diversos trabajos que presentan una mayor tasa de gesta-
cion en pacientes con OTA utilizando IMSI frente al ICSI convencional, aunque
sin diferencias en la tasa de fecundacion y calidad embrionaria.3*

Sin embargo, existen estudios que refieren la no existencia de una relacion
entre la presencia de vacuolas y ADN fragmentado e incluso, mas recientemen-
te, se ha publicado la ineficacia de esta técnica en la seleccidon espermatica para
mejorar la tasa de gestacion.®

En la Tabla 12 se presentan las ventajas e inconvenientes de la utilizacidn
de IMSI.

Tabla 12. Ventajas e inconvenientes en la seleccion de espermatozoides me-
diante IMSI

Ventajas ‘ Inconvenientes

Seleccidon en muestras muy teratozoospermias dificil

No hay clara asociacién con aumento de tasa de
gestacion
Seleccién de
espermatozoides
morfoldégicamente normales

Demasiado tiempo para la busqueda espermatica,
gue puede ser lesivo para los espermatozoides y/o
ovocitos

Muy caro
Falta de subjetividad de la seleccion

7.4. SELECCION DE ESPERMRATOZOIDES
MRADURDS MEDIRNTE HBRA

En la naturaleza, los ovocitos humanos estan rodeados por una envuelta de
acido hialurénico, implicado en el mecanismo de seleccidon espermatica. De he-
cho, solo los espermatozoides maduros que han extruido sus receptores especi-
ficos para unirse al acido hialurénico pueden unirse al ovocito y fecundarlo.

La formacion de sitios de unioén al acido hialurénico (HA binding sites) en la
membrana plasmatica de los espermatozoides es uno de los signos de madurez
espermatica y se ha utilizado como herramienta para la seleccién de esperma-
tozoides maduros.3¢

Con este fin, se ha desarrollado un dispositivo llamado placa de PICSI, con la
cual se seleccionan espermatozoides que han completado la remodelacion de la
membrana plasmatica, la extrusién citopldsmica y la madurez nuclear, tedrica-
mente con menos indice de fragmentacion de ADN.

Basandose en este principio, también se ha comercializado un medio de seleccion
espermatica, el Sperm Slow™, que representa una alternativa al PVP tradicional,
compuesto principalmente de hialuronato. El principio de seleccion de este medio
esta basado en la unién de HA via receptores a la cabeza de los espermatozoides.®”

Aunque existen algunas publicaciones que asocian la madurez espermatica
con la fragmentacion de ADN3® y con la menor frecuencia de aneuploidias en los
espermatozoides maduros la mayoria de los estudios no correlacionan este mé-
todo de seleccién espermatica con la tasa de gestacion en ICSI,3 quizas por la
inadecuada seleccion de pacientes.

7.5. SELECCION DE ESPERMATOZOIDES SIN
FRAGMENTRCUION DE DOBLE CRDENR

Mediante la técnica de microfluidos se imitan las condiciones del tracto re-
productivo femenino, facilitando la selecciéon de espermatozoides con una mejor
motilidad, morfologia, y bajas tasas de fragmentacion de ADN. La muestra se-
minal se utiliza sin ninguna preparacién, no se centrifuga, por lo que se eliminan
los dafios que se producen durante ella y la generacién de especies reactivas del
oxigeno (EROS).

Chip FERTILE®

Es el sistema mas utilizado.

El chip FERTILE® es un dispositivo que permite la seleccién de espermatozoi-
des con mejor movilidad y menor fragmentacion doble de la cadena de ADN.#°

¢Para quién esta indicado?

El uso del chip FERTILE® esta indicado en aquellos pacientes que presentan
espermatozoides con fragmentacion de cadena doble en su ADN. Estudios de-
muestran que el dafio de cadena doble en el ADN de los espermatozoides es uno
de los factores que puede estar implicado en los abortos de repeticion y fallos de
tratamientos de fecundacion in vitro.°

- Por tanto, sus principales indicaciones serian:

= Pacientes con un desarrollo embrionario lento en ciclos previos.
- Pacientes con fallos de implantacion en ciclos de FIV anteriores.
= Abortos de repeticion

Se ha demostrado que los pacientes que consumen diariamente cafeina
presentan valores de fragmentacion de doble cadena mayores que los con-
troles. Por lo tanto, una de las recomendaciones para estos pacientes es evitar

su consumo.**
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Condiciones para realizar la técnica

Para poder saber si la fragmentaciéon es uno de los factores implicados, antes
de realizar el chip FERTILE®, es recomendable realizar el estudio del semen para
evaluar si presenta dafio de doble cadena.

Se necesita que la muestra de semen tenga al menos 5 millones de esperma-
tozoides por mililitro, un 20% de espermatozoides con movilidad A+B y un 2%
de espermatozoides de morfologia normal.

La Tabla 13 muestra las principales ventajas y desventajas del uso del chip
FERTILE®.

Tabla 13. Principales ventajas y desventajas en la utilizacién del chip FERTILE®
para la seleccién de espermatozoides para ICSI

« No es necesario procesar la muestra: | e No se puede utilizar en factor masculino
menor cantidad de EROS severo

* Facil y rapido ¢ No se puede utilizar en muestras congeladas

= Previo estudio de fragmentacion de doble

e Separa espermatozoides con cadena
fragmentacion de doble cadena = Coste afiadido al ciclo de ICSI

* No afecta al cultivo embrionario

CTONCLUSIONES

- Las técnicas mas utilizadas para la seleccion de espermatozoides en ICSI son:
MACS, HBA y camaras de microfluidos.

- Estas técnicas seleccionan espermatozoides no apoptoéticos, maduros o con
el ADN intacto.

- Para que sean efectivas, las técnicas no deben de utilizarse de forma aleato-
ria, sino en pacientes seleccionados.

TERRPIAS ORALES:
EL EMPLED DE RNTIOXIDRANTES
EN INFERTILIDRAD MRASCTULINRA

Se presenta el estado actual del uso de antioxidantes como
mejora de la fertilidad masculina: indicaciones y compuestos
utilizados.

8.1. EL ESTRES OXIDATIVO EN LR
INFERTILIDRD MRASCTULINRA

Diferentes estudios sugieren que entre el 30 y 80% de los pacientes infértiles
presentan unos niveles elevados de especies reactivas del oxigeno (EROS) en el
semen.2® Aunque se conoce que unos niveles fisioldgicos de EROS son necesarios
para el buen funcionamiento del espermatozoide, un desequilibrio entre la pro-
duccién de EROS vy la capacidad celular antioxidante tiene un impacto negativo
en la fertilidad masculina.

Anteriormente se ha comentado cuales son las principales causas que au-
mentan el estrés oxidativo en el varén y como las EROS influyen negativamente
en los parametros espermaticos y por tanto en la fertilidad masculina.

La Figura 18 describe las fuentes principales de estrés oxidativo y dafio del
ADN, los componentes celulares que se modifican y los riesgos asociados con el
dafio del ADN espermatico.
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Figura 18. El estrés oxidativo: fuentes de estrés oxidativo, componentes
celulares modificados y riesgos asociados

= Inductores enddégenos de estrés oxidativo: infeccion,

; nutricién inadecuada, varicocele, cancer, edad
Fuentes de estrés

oxidativo y dafio = Inductores exdgenos de estrés oxidativo: medioambiente
de ADN (téxicos ambientales), quimicos industriales, tabaco,
alcohol, drogas, radiacion

 Lipidos de membrana

Componentes = ADN nuclear y mitocondrial
celulares clave i
modificados = Proteinas

= Baja tasa de fecundacion

Riesgos asociados
con el dafio del
ADN espermaéatico

= Aumento del riesgo de aborto
= Defectos de nacimiento

= Morbilidad infantil y mutaciones de novo

8.2. EMPLED DE RANTIOXIDRANTES EN
VRARONES INFERTILES

Dado el conocimiento existente sobre la influencia negativa del estrés oxida-
tivo en el varon, el tratamiento de los varones infértiles con antioxidantes orales
ha ido aumentado en la practica clinica diaria.

Diferentes estudios han demostrado el efecto beneficioso del consumo de
antioxidantes frente al dafio oxidativo provocado por componentes ambientales
y patolégicos, mejorando asi las caracteristicas espermaticas, principalmente
aquellas asociadas al analisis del seminograma y a las tasas de fertilidad.*?> No
obstante, la Asociacion Europea de Urologia en las guias clinicas sobre la Salud
Sexual y Reproductiva Masculina de 2021 no apoya el uso generalizado de los
tratamientos antioxidantes en la practica clinica del hombre infértil.*3

Es importante tener en cuenta que, ya que no existe una correlacion lineal
entre calidad seminal y tasa de embarazo, una mejora en los parametros de
semen no es el Uunico objetivo que se debe considerar en los estudios con
terapias antioxidantes.

Por ello, las principales razones para desconfiar de la utilidad de los antioxi-
dantes orales son:

= No se emplean métodos estandarizados para la medicion de EROS’
= La mayoria de los estudios carecen de grupos control

= Se observan sesgos importantes en los estudios empiricos que analizan el
impacto de los tratamientos en la tasa de embarazo.

= No hay consenso sobre los antioxidantes o principios activos que deben de
utilizarse ni el tiempo que deben de ser administrados.

Todo esto nos indica la necesidad de nuevos estudios basados en ensayos cli-
nicos prospectivos, de doble ciego, aleatorizados, y controlados con placebo que
validen la utilidad clinica tanto de las metodologias para determinar las EROS se-
minales, asi como validar la efectividad de diferentes compuestos antioxidantes
(solos o formulados) en el tratamiento de la infertilidad masculina.

Antioxidantes utilizados

Los antioxidantes orales que existen actualmente en el mercado se compo-
nen, principalmente de los siguientes principios activos: Zinc (Zn), coenzima
Q10, L-Carnitina, DHA (4cido docosahexaenoico) y vitaminas (E, C).%

Zinc

El zinc interviene en esteroidogénesis testicular, desarrollo testicular, consu-
mo de oxigeno por parte de los espermatozoides, grado de condensacién de la
cromatina nuclear espermatica, reaccion acrosémica y conversion de testostero-
na en 5-alfa-dihidrotestosterona.

Coenzima Q10

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. Se ha demostrado que la CoQ10 inhibe la
formacion de peréxido de hidrogeno en el plasma seminal de varones infértiles y
su nivel esta directamente relacionado con la movilidad espermatica.

L-carnitina

La L-carnitina es un antioxidante de la dieta que disminuye las EROS. El 75%
de la carnitina presente en los seres humanos procede de la dieta. La concen-
tracion 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 aleato-
rizados no han demostrado ningln 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. En
los ultimos afios se publicaron diferentes estudios que demuestran en el hom-
bre 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 es-
permatica.

Acido D-Aspartico

El acido D-Asp se encuentra en el liquido seminal humano y en los esperma-
tozoides, e interviene en la fertilidad masculina. La concentracién de D-Asp en
el liquido seminal y en los espermatozoides estd significativamente reducida en
sujetos oligoastenoteratospérmicos.

CONCLUSIONES

= No existe un consenso sobre la utilidad del empleo de antioxidantes en varo-
nes infértiles.

- Indicado en varones con OTA o Astenozoospermia idiopatica o con alto indice
de fragmentacion de origen exdgeno.

= Minimo dos meses de terapia

- El compuesto utilizado debe de contener, como minimo, zinc y coenzima Q10

RECOMENDRCTIONES
PRACTICAS

A veces, es conveniente tener previamente criopreservada
una muestra de semen para evitar que el dia del ICSI no haya
espermatozoides.

9.1. CUANDO CTONGELRR UNR MUESTRR DE
SEMEN

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

Aunque actualmente existe la opcidn de vitrificar los ovocitos el dia de la pun-
cion, la posibilidad de que el varén no pueda obtener la muestra de semen o no
se encuentren espermatozoides, es ciertamente estresante para la pareja y, so-
bre todo, para él mismo. Por ello, como medida de prevencién, es recomendable
la congelacion de semen previa en los siguientes casos:

= Si el varon ha tenido dificultades de obtencion del eyaculado los dias de
realizacion del analisis de semen.

< Cuando en el primer seminograma se diagnostica una OTA severa (menos
de 1.000.000 espermatozoides/ml), ya que puede derivar en una azoos-
permia.
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= Astenozoospermias severas idiopaticas. Tabla 14. Técnicas de seleccidn espermatica y su utilizacién en reproduccion

. " L asistida en funcion del diagndstico inicial y las condiciones de uso
< En caso de realizar una prueba de fragmentacion que resulte patoldgica,

repetir el analisis y congelar la muestra con menor IF.
Técnica de

- Ante todo paciente que vaya a someterse a quimio y/o radioterapia o cual- selecciéon Qué mide Indicaciéon Condiciones
quier otro tratamiento con capacidad de lesionar el epitelio germinal espermatica
MACS Apoptosis IF > 20% > 5 millones/ml IAC, FIV,

9.2. TECNICA DE SELECCION ESPERMATICA RE el
DE ELECCIéN ann Ics: IMSI Morfologia Teratozoospermia ICSI

Las pruebas de seleccidén espermatica descritas proporcionan informacion so- HBA Madurez OTA ICSI
bre una determinada capacidad del espermatozoide, pero hasta el momento no Fallo implantacion
existe un Unico test que sea capaz de seleccionar el mejor espermatozoide para . . ) ) ) .
IcSI q P ) P P Microfluidos Fragmentacion | Fallo implantacion | Medicion IF doble | ICSI

. doble cadena Aborto repeticién cadena previa

A este problema se afiade la amplia informacion que ofrece la literatura con > 5 millones/ml

resultados en muchas ocasiones, contradictorios. fresco

La alternativa es conocer cual es la alteracién que presentan los espermato-
zoides y emplear para ello la técnica mas idonea, o incluso utilizar varias de ellas
que nos ayuden a seleccionar el mayor nimero de espermatozoides viables.

No obstante, existe un criterio unanime que considera que el aumento de
espermatozoides con el ADN fragmentado incide negativamente sobre los resul-
tados de fecundacién, calidad embrionaria, implantacion y finalmente, tasa de
nacido vivo.

Y aunque los defectos en la condensacion de la cromatina, aumento de apop-
tosis, inmadurez espermatica y estrés oxidativo son fendmenos diferentes, todos
ellos estan intimamente relacionados: espermatozoides con alteraciones de la
compactacion de la cromatina pueden ser susceptibles de dafio oxidativo que
conduce a apoptosis. Estas alteraciones pueden ocasionar roturas de doble ca-
dena de ADN o de cadena sencilla.

Es importante tener en cuenta que, utilizar estos métodos al azar, no mejo-
rara los resultados.

La Tabla 14 resume las principales técnicas de seleccién espermatica y su
utilizacion para reproduccion asistida en funcién de la indicacion.
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CONCLUSIONES

En determinadas situaciones donde puede existir la posibilidad de no encon-
trar espermatozoides el dia de la puncion ovocitaria, se recomienda criopre-
servar espermatozoides de forma preventiva.

No existe un método seguro, fiable y contrastado para seleccionar muestras
de semen con ADN intacto, espermatozoides maduros, no apoptéticos y eu-
ploides, pero se pueden utilizar diferentes estrategias al mismo tiempo con el
fin de disminuir esta incidencia.

MRANEJO DE ESPERMRATOZOIDES
TESTICULRARES

10.1. VALORACTION DEL USO DE
ESPERMARATOZOVIDES FRESTOS Y CONGELRDOS

La extraccién de espermatozoides testiculares (TESE) en combinacién 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 espermatozoides congelados y descongelados. El uso de la
criopreservacién de espermatozoides testiculares puede asi reducir el nUmero de
procedimientos quirldrgicos necesarios para conseguir una gestacion, evitando
repetidas biopsias de testiculo.*®

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

Esta disparidad de resultados, asi como la indecision en utilizar los esperma-
tozoides criopreservados, se debe, fundamentalmente, al método de procesa-
miento de la muestra de biopsia de testiculo, el aislamiento de espermatozoides
Y su criopreservacion.
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En los pacientes azoospérmicos, es aconsejable el empleo de espermato-
zoides criopreservados para la realizacion de ciclos de ICSI, ya que dispon-
dremos de espermatozoides congelados para sucesivos ciclos.*’

10.2. ASPECTOS METODOLOGITOS A
CONSIDERRAR

Para obtener unos resultados de fecundacion, calidad embrionaria y gestacion
con espermatozoides testiculares criopreservados similares a los conseguidos
con espermatozoides de eyaculado, es necesario considerar una serie de aspec-
tos metodoldgicos:

En primer lugar, es importante tener en cuenta que los espermatozoides tes-
ticulares, desde el punto de vista fisioldgico, no tienen el mismo comportamiento
que los espermatozoides de eyaculado. (Figura 19) En el testiculo, los esperma-
tozoides todavia no han alcanzado la capacidad de movilidad, por lo que, des-
pués de una TESE es frecuente encontrar espermatozoides en nimero suficien-
te, 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.

Figura 19. Muestra obtenida de testiculo donde se observan espermatozoi-
des inmaduros y células de Leydig

Por ello: no se debe desechar una muestra de testiculo, aunque en principio
no se observen espermatozoides moviles.

Siempre que se realice una TESE es necesario realizar estudio anatomo-
patoldégico, el cual nos orientara posteriormente sobre el diagndéstico del va-
réon y la posibilidad de encontrar espermatozoides viables.

Es aconsejable realizar la incubacion de espermatozoides después de su con-
gelacién, en vez de antes de la misma para poder recuperar mayor nimero de
espermatozoides moviles.

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

CTONCLUSIONES

- En los pacientes azoospérmicos, es aconsejable el empleo de espermatozoi-
des criopreservados para la realizacion de ciclos de ICSI, ya que dispondre-
mos de espermatozoides congelados para sucesivos ciclos y los resultados
son comparables a la utilizacién de espermatozoides en fresco.

- Es imprescindible realizar estudio anatomopatoldgico

- Si hay espermatozoides en la muestra de testiculo hay que criopreservarlos,
aungue no tengan movilidad.
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