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Evaluation of sperm function. What is
available in the modern andrology lab ?
Bar-Chama and Lamb, 1994.

Hace más de 20 años se
investigaba en los test de
función en el Laboratorio
de Andrología.



Después de décadas de investigación, la principal 
razón para que no exista una estimación efectiva de la 
función espermática es nuestro limitado conocimiento 
del funcionamiento del espermatozoide.

Understanding the physiology of pre-fertilisation events in the human spermatozoa-a 
necessary prerequisite to developing rational therapy.

Conner SJ, Lefievre L, Kirkman-Brown JC, Michelangeli F, Jimenez-Gonzalez C, Oliveira GM, Pixton 
KL, Brewis IA, Barratt CLR
Soc Reprod Fertil Suppl. 2007;63:237-55. 







Maduración espermática durante la 
espermiogénesis
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• Durante la espermiogénesis, se eliminan los restos de citoplasma, se desarrolla
el acrosoma y se forman los espermatozoides maduros (de Kretser et al, 1998;
Huszar el tal, 2000).

• Defectos en los compartimentos citoplasmáticos o nucleares pueden originar
espermatozoides inmaduros (Huszar et al, 2001), incapaces de unirse a la ZP.

• La CK es un marcador de retención citoplasmática y madurez disminuida (Huszar
y Vigue, 1990)
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Factores determinantes en ICSI
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CENTRO MÉDICO DE
REPRODUCCIÓN ASISTIDA

¿ cuál es el mejor 
espermatozoide ?



¿ cuál es el mejor 
espermatozoide ?

¿Mejor morfología?

¿Mayor velocidad ?

¿Mejor movilidad?

¿ cuál es nuestro objetivo ?



Seleccionar aquellos espermatozoides que den lugar 
a embriones sanos, con buena capacidad de 
implantar y desarrollarse de forma evolutiva.

Conseguir el nacimiento de un niño sano,
de la forma más sencilla y segura posible.



1. Apoptosis o anomalías durante la espermatogénesis
2. Roturas de ADN durante el remodelado de la

cromatina en la espermiogénesis.
3. Fragmentación de ADN post testicular durante el

transporte en los tubulos seminíferos y epidídimo
4. Daño de ADN inducida por caspasas endógenas y

endonucleasas
5. Alteraciones de ADN por causas exógenas

Mecanismos que inducen el daño espermático



La mayoría de las técnicas que existen 
nos informan de cual es el daño, pero 
no del origen ni de cómo seleccionar 
el mejor espermatozoide para ICSI.



¿QUÉ TENEMOS QUE HACER? 

 Evitar daño durante el procesamiento

 Eliminar el plasma seminal

 Minimizar la reacción acrosómica

 Separar los espermatozoides anómalos (REM)

 Seleccionar espermatozoides: no aneuploides, no
apoptóticos, maduros, no fragmentados



La capacitación ocurre en 
el tracto reproductivo 
femenino, aunque puede 
simularse en el laboratorio. 





Capacitación “in vitro” y daño espermático



Sperm processing by swim-up and density gradient is effective in elimination 
of sperm with DNA damage.

Javaraman V et al. J Assist Reprod Genet. 2012 June;29(6):557-563.

Ability of various sperm wash techniques to eliminate sperms with DNA damage

Separar espermatozoides anómalos



Separar espermatozoides anómalos



Separar espermatozoides anómalos



Separar espermatozoides anómalos







NUEVAS TECNOLOGÍAS DE SELECCIÓN ESPERMÁTICA





OPTIMIZACIÓN DE LA CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA

CONCLUSIONES



NUEVAS TECNOLOGÍAS DE SELECCIÓN 
ESPERMÁTICA



Métodos de selección espermática

1. Carga eléctrica de la superficie

2. Apoptosis (MACS)

3. Morfología (IMSI)

4. Madurez espermática (unión a HA)

5. Temperatura

6. Espectro de luz nuclear (RAMAN)



Selección espermática por la carga eléctrica de la superficie

 Durante la maduración epididimaria, los
espermatozoides adquieren tres formas de
glicoproteínas cargadas negativamente y sializadas.

 El nivel de expresión de estas proteínas está
correlacionado con el porcentaje de formas
normales y el estado de capacitación.

 Basado en la carga eléctrica negativa, es posible
separar espermatozoides por medio de potencial
zeta y electroforesis



Selección por la carga electromagnética espermática



A simple zeta method for sperm selection based on membrane charge.
Chan PJ, Jacobson JD, Corselli JU, Patton WC.

Fertil Steril, 2006











Métodos de selección por carga magnética

Método Ventajas Inconvenientes Resultados TRA

Electroforesis
-Rápido
-No centrifugación
-<morfoanomalías
<leucocitos
<inmaduros
< fragm. ADN

- Complejidad 
aparataje

- Electricidad

1 pareja, 1 
nacimiento

Potencial zeta -Fácil
-Barato
< fragm.ADN
<morfoanomalías

- < recuperación 
espermática

- < movilidad

PR 54% vs 33%
(NS)





Selección de espermatozoides no apoptóticos

- Basada en la externalización de la PS en la
superficie externa de la mb espermática como
señal de apoptosis.

- La PS permite la unión con microbeads de
Anexina-V utilizando sistemas magnéticos (MACS)
para separar espermatozoides apoptóticos.

- La fuerza magnética causa la retención de las
células unidas a los beads en la columna.



COLUMNAS DE ANEXINA ( MACS )

El espermatozoide apoptótico
presenta en su membrana
Fosfatidilserina.

¿ CÓMO FUNCIONAN ?. (fundamento)

La Fosfatidilserina tiene afinidad
por  la  Anexina V.

Las Anexinas están adheridas a 
microesferas de metal, recubiertas
por un polímero biodegradable.



COLUMNAS DE ANEXINA ( MACS )

Al incubarlas con los espermatozoides
las microesferas metálicas se unen a los 
espermatozoides apoptóticos.

Al hacer pasar los espermatozoides
a través de un campo magnético, 
aquellos con microesferas pegadas
quedan atrapados.



Columnas de Annexin-V

• Annexin-V negative fraction: FIV, 
ICSI, IAC
• Annexin-V positive fraction: 
desechar



Annexin-V +



Annexin-V -















Columnas de Anexina V

Ventajas Inconvenientes

Selección de muestras de semen
con bajo IF (?)

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

Fácil manejo Posibilidad de presencia de microbeads en
la muestra

Barato (?) No está confirmada la acción del campo
magnético en los espermatozoides



Selección basada en la morfología espermática:

MSOME: Motile sperm organelle morphological 
examination
(Nomarski x 6300). Estatus morfológico de:

•Acrosoma
•Lámina post-acrosomal
•Cuello
•Mitocondrias
•Flagelo
•Núcleo

Forma, presencia y tamaño de vacuolas



Vacuolas nucleares

 Concavidades nucleares
 Relacionadas con fallo de condensación 

cromatina
 Boitrelle et al, 2013

 Origen controvertido
 Condiciones in vitro

 Peer et al, 2007

 Estadíos tempranos de maduración
 Neyer et al, 2013

 Afecta negativamente
 Desarrollo embrionario

 Vanderzwalmen et al, 2008; Cassuto et al, 2009; Knetz et al, 2013

 Resultado 
 Berkovitz et al, 2006; Cassuto et al, 2009; Nadalini et al, 2009; Greco et 

al, 2013



IMSI – PROS

 Influencia positiva en el desarrollo embrionario
 Vanderzwalmen et al, 2008; Knetz et al, 2013

Aumento de la tasa de embarazo

Reducción de los abortos
 Souza Setti et al, 2010

Menor tasa de defectos del nacimiento
 Cassuto et al, 2013

 ICSI más fisiológico
 Parmegiani et al, 2010



IMSI - CONTRAS

 Caro
 Bartoov et al, 2003

 time consuming: aprox. 120 minutos
 Antinori et al, 2008

 Ausencia de espermatozoides top-quality, no mejoras
 Cassuto et al, 2009

 Faltan estudios prospectivos serios que demuestren mejora
 De Vos et al, Hum Reprod 2013

 Indicación confirmada solo para fallo de ICSI
 Boitrelle et al, 2013









IMSI (intracytoplasmic morphologically selected sperm injection).

Ventajas Inconvenientes
Selección de espermatozoides
morfológicamente normales

No hay clara asociación con aumento de
la tasa de gestación

Demasiado tiempo para la búsqueda
espermática que puede ser lesivo para
los espermatozoides en PVP y/o para los
ovocitos.

Muy caro
Falta de subjetividad en la selección
Necesita personal especializado



Selección basada
en madurez
espermática



Tècnicas de evaluación de la madurez nuclear de los 
espermatozoides

- Azul de anilina: detecta el exceso de histonas
Discrimina entre la presencia histonas ricas en lisina y 
arginina y protaminas ricas en cisteina en el nucleo 
espermático.

- Cromomicina A3: evalúa la deficiencia de protaminas

- Naranja de acridina
- Azul de toluidina            empaquetamiento de la cromatina





PAPEL DEL ÁCIDO HIALURÓNICO
FERTILIZACIÓN

• El ácido hialurónico (HA) está normalmente presente en la matriz 
extracelular (MEC) del cúmulo, rodeando el ovocito en el 
momento de la fecundación. 

• La MEC es una barrera que tiene que atravesar el espermatozoide 
para alcanzar la ZP y fecundar el ovocito.

MEC





En la maduración espermática normal, HspA2 se 
expresa en el complejo sinaptonémico de los 
espermatocitos. Está implicado en:

-Extrusión citoplásmica

-Remodelación membrana plasmática

-Unión a la ZP

Receptores para el ácido hialurónico en la cabeza del 
espermatozoide. Selección de espermatozoides maduros 
con el test de unión de espermatozoides a HA.

G.Huszar, Repro BioMed Online, 2003

Selección de espermatozoides maduros



Huszar et al, RBM Online 2007



HA juega un papel primordial en la selección
fisiológica del espermatozoide. 

Los espermatozoides
que son capaces de 
unirse in vitro a la HA 
son maduros, y han
completado el proceso
de espermiogénesis y 
remodelación del a 
membrana plasmática, 
extrusión citoplásmica y 
madurez nuclear.
Huszar et al, 2003

Los espermatozoides 
maduros, con alta 
densidad de receptores de 
HA se unen 
permanentemente a la HA, 
mientras que los 
espermatozoides 
inmaduros son incapaces 
de esta unión.. 
Cayli et al, 2003



• Este método de selección por HA permite la ejecución de un 
ICSI más fisiológico que el PVP, evitando cualquier daño
potencial del PVP.

Jean et al, 2001

• Actualmente, existen dos sistemas para la selección de 
espermatozoides unidos a HA: 

PICSI ® (Origio) 
SPERM SLOW TM (Origio)



PICSI



Sperm Slow

Suspensión
espermatoz

Sperm Slow

Medio
limpio

Los espermatozoides unidos a HA en la zona de unión de 
las gotas, pueden ser seleccionados y  fácilmente 
cargarlos en la pipeta de ICSI.
Parmegiani et al. JARG 2010





HA Fisiológico- IMSI

Acelera la selección de
espermatozoides con
núcleo normal durante
el IMSI
Parmegiani et al, 2010





PICSI: double –blinded, randomized controlled trial
Worrilow et al, Human Reproduction 2012

El mayor estudio prospectivo-randomizado comparando HA-
ICSI with PVP-IVSI; 802 parejas

En parejas con inicial HA score 65% (484)
Descenso significativo (P=0.067) in tasa de aborto(PLR)
Cuando se inyectan espermatozoides unidos a HA (4.3%) 
Comparados con PVP (10%)





La fragmentación de ADN desciende significativamente 
después de la centrifugación con gradientes.
Muestras con TUNEL >20% fueron más susceptibles a un 
incremento de fragmentación en el tiempo.





















Selección mediante HBA: selección de espermatozoides maduros 
(PICSI y Sperm-slow)

Ventajas Inconvenientes

Selección de espermatozoides 
maduros

No hay suficientes evidencias
científicas que apoyen la mejora de
resultados

Método fácil y barato Se necesita personal especializado































Agustín Peiró



Agustín Peiró











CONCLUSIONES

No existe actualmente una única técnica que 
seleccione el mejor espermatozoide para ICSI

Individualizar los pacientes y sus eyaculados en 
función de su patología y la indicación de TRA, 
combinando varias técnicas. 
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