CAPITULO 6

Capacitacion espermatica: una herramienta
paralas técnicas de reproduccion asistida

Sperm capacitation, a tool for assisted reproduction techniques

Elizabeth Cervantes Ibarra,* Leonor A Durdn Monterrosas,*
Esperanza Carballo Mondragén,$ Alberto Kably Ambe!!

Resumen

Para lograr una fecundacion exitosa por medio de las técnicas
de reproduccion asistida (TRA), es necesario realizar una
capacitacion y seleccion espermatica in vitro con la finalidad
de conseguir una muestra libre de contaminantes y factores
decapacitantes, asi como obtener la mayor cantidad de esper-
matozoides viables, moviles y capaces de llegar a fecundar el
ovocito. Es indispensable realizar la mejor técnica de prepa-
racion espermatica dependiendo del tipo de muestra y de la
TRA que se llevara a cabo, ya que de esto dependera en gran
medida el éxito del tratamiento. En este articulo se discute el
procedimiento de diversas técnicas (técnica de lavado, swim-
up convencional, gradientes de densidad, microfluidos, MACS
y potencial Z), y los casos en los que se recomienda utilizar
cada una de ellas.

Palabras clave: Técnicas de reproduccion asistida,
preparacion espermatica para reproduccion asistida.

INTRODUCCION

En la actualidad, las técnicas de reproduccién asistida
(TRA) se definen como el conjunto de técnicas cuyo
objetivo es aumentar la probabilidad de lograr un
embarazo en parejas que tienen problemas para con-
cebir de manera natural. Entre el 30 y 50% de estas
parejas, las causas de infertilidad estdn asociadas con
algiin problema del factor masculino, por lo cual es
importante que los médicos estudien tanto al hombre,

To obtain a successful fertilization through Assisted
Reproduction Techniques (ART), it is necessary to implement
in vitro sperm capacitation and selection, with the purpose of
obtaining a sample free of pollutants and decapacitation factors,
as well as, obtaining the greatest amount of viable, mobile and
capable spermatozoa to fertilize the oocyte. It is essential to
perform the best sperm preparation technique depending on
the type of ART, since the success of the treatment will depend
largely on these, in this article we will discuss the procedure
of various technigues (washing, conventional swim-up, density
gradients, microfluid, MACS and Z potential) and the cases in
which it is recommended to use each one of them.

Keywords: Assisted reproduction, assisted reproduction
techniques.

como a la mujer para poder encontrar la posible causa
de infertilidad.™-?

En el caso del factor masculino, la calidad del semen
es uno de los factores mdas importantes para poder co-
nocer el potencial fértil del varén y determinar el curso
a seguir, tanto del tratamiento médico que se dara al
paciente como de la TRA mas adecuada. El principal
estudio para su evaluacion es el andlisis seminal, el cual
consiste en evaluar los pardmetros macroscépicos (volu-
men, viscosidad, tiempo de licuefaccién, color y pH) y
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los microscépicos (concentracién espermatica, movilidad,
morfologia, viabilidad, aglutinacién y presencia de otros
tipos celulares) del eyaculado, de acuerdo con los valores
de referencia minimos establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud.#

Asimismo, es importante aclarar que la principal funcion
del liquido seminal es bloquear los receptores de membra-
nay estabilizar el acrosoma en un proceso conocido como
“accién decapacitante”. Esta decapacitacion protege a los
espermatozoides durante su periodo de almacenamiento
en el epididimo y durante su paso a través del tracto genital
masculino al femenino.

De manera natural, los espermatozoides acaban su
maduracion y adquieren la capacidad fecundante dentro
del tracto genital femenino, con ello se da la llamada
capacitacién espermadtica (CE), gracias a la cual se logra la
fecundacion exitosa, que es definida como la fusion de la
membrana interna del acrosoma del espermatozoide con
la membrana vitelina del ovocito.>®

Siguiendo con la evaluacion del analisis seminal,
recientemente se ha agregado el estudio del indice de
fragmentacion del ADN (Figura 1) al andlisis seminal, dado
que se ha correlacionado con la teratozoospermia (menos
del 4% de espermatozoides con morfologia normal), con
leucozoospermia (més de un millén de leucocitos por
mililitro en el eyaculado) y con una cantidad excesiva
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que presentan

un elevado porcentaje de espermatozoides con ADN
fragmentado (> 21%).2:378

CAPACITACION Y SELECCION ESPERMATICA

De manera in vivo, los espermatozoides viajan a través del
cérvix, el Gtero, la unién uterotubal y el oviducto hasta
llegar al ampula, donde aln tienen que atravesar el cumu-
lus ooforus y la zona peltcida para lograr la fecundacion.
Durante este trayecto, ocurre la capacitacién espermatica
(CE) y, al mismo tiempo, hay una seleccién de los esper-
matozoides por parte de tracto genital femenino.?1°

En resumen, se puede definir la CE como una serie
de cambios bioquimicos y fisiol6gicos por los cuales el
espermatozoide termina su maduracién y supera barreras
fisiolbgicas dentro del tracto genital femenino, con lo cual
se adquiere la capacidad para llevar a cabo los procesos
necesarios para fecundar al 6vulo, tales como la hiperac-
tivacion y la reaccion acrosomal.®9:11

Cuando hablamos de pacientes que requieren someter-
se a TRA, es necesario que este proceso de capacitacion y
seleccién espermatica se realice de manera in vitro, para
imitar los procesos que se dan in vivo y de esta manera
se obtenga una muestra libre de contaminantes y factores
decapacitantes, con un néimero suficiente de espermato-
zoides viables, moviles y funcionales para la fecundacion.
En la actualidad, existen diversas TRA como lo son la
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inseminacién intrauterina (1Ul) y la fecundacién in vitro
(FIV), ya sea de manera convencional o con la técnica de
inyeccion intracitoplasmatica (ICSI).>1?

En el caso de la IUI, los espermatozoides capacitados
son disparados dentro de la cavidad uterina por medio
de un catéter. Esto significa que los espermatozoides ain
tendran que superar algunas barreras fisiol6gicas del tracto
reproductor femenino; sin embargo, cuando hablamos de
las técnicas de FIV los espermatozoides, ya no se tienen
que superar todas estas barreras.

En el caso de una FIV convencional, los espermatozoides
que son depositados en donde se encuentra el ovocito adin
tendran que superar la Gltima barrera: la zona peltcida.
No obstante, cuando se trata de un procedimiento a tra-
vés de ICSI, sélo un espermatozoide serd inyectado en el
interior del ovocito; a pesar de ello, no se puede saber si
este espermatozoide sera el mas adecuado para fecundar
entre toda la poblacién.?

Por lo anterior, es indispensable realizar la mejor técnica
de capacitacion y seleccion espermética dependiendo del
tipo de TRA que se llevaré a cabo, ya que de esto depen-
dera en gran medida el éxito del tratamiento. Las técnicas
comlnmente utilizadas son los gradientes de densidad,
el swim-up convencional y la técnica de lavado, aunque
también existen otras nuevas técnicas disponibles, las
cuales podrian optimizar la seleccion de espermatozoides,
lo que mejora la capacidad fecundante del gameto. Entre
estas técnicas se encuentran: la seleccién de espermato-
zoides mediante la técnica de microfluidos, el potencial
Z y la separacién magnética por columnas de anexina V
(MACS).1'12'13

TECNICA DE LAVADO

Esta técnica es la més sencilla. Consiste en eliminar el plasma
seminal junto con sus factores decapacitantes al realizar un
lavado simple de la muestra.> El procedimiento consiste en
adicionar a la muestra un medio de cultivo, volumen a volu-
men y centrifugar; posteriormente, se retira el sobrenadante
y se resuspende el bot6n celular (Figura 2) con medio. En el
caso de que el lavado se utilice como un paso adicional den-
tro de otra técnica de capacitacion y seleccién espermatica,
el procedimiento se quedara hasta este paso; si se pretende
utilizar la técnica sola, se recomienda realizar un segundo
paso de lavado. El medio que se le adicione al final para
resuspender el bot6n celular dependeré del destino final de
la muestra y la concentracion a la que se desea trabajar.?®

La recomendacion del manual de la OMS, en su edicién
del 2010 para un lavado simple, menciona que se debe
centrifugar de 300-500 Xg (1,700-2,100 rpm) por cinco
a 10 minutos en el primer lavado y en el segundo lavado
por tres a cinco minutos.?

mlia

Kuhin = R O

B b ol venci,
M b s cnloo

Figura 2: Técnica de lavado. A la izquierda se observa el
modo en que se recolecta una muestra de semen. Pasado
el tiempo de licuefaccion se procede a realizar la técnica de
lavado y se obtiene asi el botén celular donde se encontraran
los espermatozoides.

Se sugiere utilizar el lavado cuando la muestra es de
buena calidad y se quiera minimizar el dafo a los esper-
matozoides; por lo general, se utiliza muestras de semen
que fueron criopreservadas y que se utilizaran en [Ul, pues
no es necesario que sélo queden los espermatozoides
viables, puesto que esta muestra ya capacitada aln ten-
drd ciertas barreras fisicas que atravesar dentro del tracto
genital femenino.3 14

SWIM-UP CONVENCIONAL

Esta técnica toma como referencia el proceso in vivo en el
que los espermatozoides nadan a través del moco cervical,
por lo cual se fundamenta en la capacidad que tienen
los espermatozoides para moverse a través de diferentes
fluidos, donde s6lo aquellos espermatozoides con buena
movilidad podrén ascender desde el semen al medio de
cultivo.214

En este procedimiento, el semen licuado requiere de
un primer paso de lavado (Figura 1), posteriormente se
decanta el sobrenadante y el bot6n celular se resuspende
con una o dos gotas de medio; después se anade medio
de cultivo y la preparacion se deja incubando durante
60 minutos (Figura 3). Pasado este tiempo, se recupera la
parte superior del sobrenadanteen el que se encontraran
los espermatozoides capacitados y viables.*12

El inconveniente de este método es que los espermato-
zoides inmaduros y el resto de las células como leucocitos,
bacterias y células espermaticas inmaduras permanecen en
contacto durante todo el proceso con los espermatozoides
maduros y pueden producir efectos adversos al aumentar
significativamente las especies reactivas de oxigeno (ROS).
Estas ROS interfieren con la calidad de los espermatozoi-
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des, ya que dafan su membrana plasmatica al causar una
peroxidacién lipidica, lo cual se ve reflejado en una dismi-
nucion de la movilidad y un aumento de espermatozoides
apoptoticos.> 121516

Por las caracteristicas de este tipo de procesamiento, se
recomienda que para la seleccion de sexo se utilice IUI,
de esta manera se parte del supuesto que los espermato-
zoides con carga genética masculina “Y” son mas ligeros
que los espermatozoides femeninos “X” y ademads tienen
la capacidad de nadar mas rapido. Aquellos espermato-
zoides seran los que se encuentren en la primera fraccién
del sobrenadante, y la segunda fraccion corresponderd a
los espermatozoides femeninos. También puede ser usa-
da en técnicas de FIV cuando el paciente es considerado
normozoospérmico y el eyaculado cuenta con un alto
ndmero de espermatozoides moéviles, ya que esta técnica
tiene la gran ventaja de obtener una muestra lo suficien-
temente limpia, con una disminucién en la fragmentacién
del ADN, sin someter a los espermatozoides al estrés de la
centrifugacion.?141>17,18

GRADIENTES DE DENSIDAD

La técnica consiste en colocar dos gradientes de diferentes
densidades en tubos cénicos de centrifugacion. Después de
los gradientes, se coloca la muestra de semen (el volumen
de muestra debe ser <al volumen total de los gradientes) y
se procede a centrifugar. Una vez centrifugado, se recupera
el botén celular y se coloca en un nuevo tubo preparado
previamente con medio de cultivo y se realiza un lavado
como se describi6 anteriormente.> 19

Los gradientes de densidad utilizados actualmente
parten de una suspensién coloidal de particulas de silice

Swim-up

Figura 3: Esquematizacion de la técnica de swim-up con-
vencional. Una vez resuspendido el botén celular después
de un primer paso de lavado, se afiade medio de cultivo y la
preparacion se deja incubando durante 60 minutos.

Plasma seminal con
crioprotector TYB

= |_eucocitos y restos celulares

Gradiente de baja densidad
== Espermatozoides anormales,
inmaduros y sin movilidad

Gradiente de alta densidad
Espermatozoides viables
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Figura 4: Capas que se forman en un doble gradiente de
densidad.

con silano. Actualmente, esta técnica también es conocida
como dobles gradientes de centrifugacion (DGC), ya que la
mayoria de los kits disponibles comercialmente contienen
un gradiente de alta densidad (80-90%) y otro de baja
densidad (40-50%).3:12.16

Esta técnica se basa en el fundamento de que todos los
componentes del semen tienen diferentes densidades. Los
espermatozoides morfolégicamente normales y maduros
alcanzan el fondo del tubo, debido a que tienen una
densidad mayor a 1.10 g/mL (Figura 4), mientras que los
espermatozoides inmaduros y muertos (densidad de ~1.06
a 1.09 g/mL) junto con el resto de componentes celulares
se sitdan en la interfase entre los dos gradientes. También
se ha reportado que disminuir la fragmentacién del ADN
mejora la calidad de los espermatozoides, al eliminar anti-
cuerpos antiespermatozoides y al separar diversos el virus
de las células esperméticas cuando se usa junto la técnica
de swim-up 31214162021

El manual de la OMS, en su edicién del 2010,
recomienda centrifugar los gradientes de 300-400 g
de 15 a 30 minutos, y el botén celular recuperado
resuspenderlo en 5 mLy centrifugar a 200 g de cuatro
a 10 minutos.?

Esta técnica puede emplearse en todas las TRA sin
importar el tipo de muestra que se maneje, simplemen-
te —dependiendo de los parametros macroscépicos y
microscopicos— se modificaran las condiciones, como el
volumen de los gradientes, el tiempo y la velocidad de
centrifugacion.? 141522
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MICROFLUIDOS

La técnica de separacion con dispositivos de mircofluidos
es relativamente nueva. Esta consiste en separar y capacitar
espermatozoides humanos basados en una camara que
proporciona un microambiente de fluidos dindmicos (Figura
5), en el que sélo pasaran los espermatozoides viables, ya
sea nadando o por difusion, a través de canales disefados
para que sblo los espermatozoides con buena movilidad,
fisiologfa y calidad puedan atravesarlo.?2324

En una revision realizada por Samuel et al. (2018) se
clasifican los dispositivos de microfluidos en tres categorfas:

1. Dispositivos que sélo aislan espermatozoides moéviles
(Figura 5).

2. Dispositivos que afslan todo tipo de espermatozoides
sin depender de su movilidad.

3. Dispositivos que afslan espermatozoides de manera
individual para su seleccion y observacion.

Este tipo de capacitacién y seleccién espermatica ha
demostrado tener un gran éxito en las TRA, ya que distintos
autores han reportado que el indice de fragmentacion es
menor al obtenido con los procedimientos mencionados
anteriormente.292527 Este suele utilizarse con pacientes
cuya morfologia espermatica es menor al 4% y que presen-
tan un alto grado de fragmentacién al intentar de esta forma
reducir el fallo de la FIV, ya que los efectos de este trastorno
se ven reflejados en alteraciones del desarrollo embrionario,
y con ello, se obtiene una menor tasa de embriones que
llegan al estadio de blastocisto, tasas de implantacién mas
bajas, aumento en abortos y posibles efectos que pueden
afectar la salud del futuro individuo.?7/8:28

SEPARACION MAGNETICA POR
COLUMNAS DE ANEXINA V (MACS)

La clasificacion magnética de células marcadas por
anexina V o MACS (por sus siglas en inglés, Magnetic
Activated Cell Sorting) es una técnica que se basa en la
incubacién de espermatozoides con microesferas de
hierro biodegradables y magnéticas conjugadas con
anexina V.22 Uno de los principales marcadores apop-
téticos en las células es la externalizacion de residuos
de fosfatidil serina, ocasionada por una asimetria en
la bicapa lipidica. Ya que la anexina V es una proteina
altamente afin a la fosfatidil serina, estas microesferas
s6lo se unirdn a los espermatozoides apoptéticos, por
lo que quedan asi retenidas en la pared magnética de
la columna (Figura 6) y, de este modo, se obtienen sélo
los espermatozoides viables.'3:29-31

En la literatura se ha reportado que varones infértiles
muestran niveles elevados de espermatozoides con mar-
cadores apoptéticos, lo cual también se ha correlacionado
con una disminucién en el éxito de las TRA, al no utilizar
criterios de exclusién de espermatozoides con muerte
celular programada, por lo cual se ha sugerido que esta
técnica deberia de usarse en combinacién con otro tipo
de CE, como lo son los gradientes de densidad.'3:31-34

A pesar de que esta técnica puede llegar a ser de gran
ayuda al eliminar aquellos espermatozoides apoptéticos,
también se ha reportado que cuenta con una desventaja,
ya que puede llegar a afectar la movilidad de los esper-
matozoides debido a que se necesita un mayor ndimero
de centrifugaciones en comparacién con las técnicas
convencionales. Los pacientes que pueden verse mas
afectados en estos casos son aquellos hombres con asteno-

Figura 5: Funcionamiento de un dispositivo de microfluidos. Dispositivo de microfluidos “Fertile Plus” disponible comercial-
mente. (A) la muestra de semen se coloca con ayuda de una jeringa en el orificio inferior. (B) mientras que en la parte superior
se coloca el medio de cultivo. (C) Con este dispositivo sélo se recuperan espermatozoides moviles.
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Figura 6:

Imagen de equipo utilizado para

realizar la clasificacion magnética de
espermatozoides marcados con anexina
V (MACS).

zoospermia (movilidad progresiva de los espermatozoides
menor al limite de referencia establecido por la OMS
[< 32%]) u oligoastenozoospermia (baja concentracién
espermatica [< 15 millones/mL] junto con una movilidad
progresiva menor al limite de referencia establecido por
la OMS [< 32%]).3:30

Se recomienda utilizar la técnica en los casos en los
que se realizara ICSI. El objetivo es seleccionar al esper-
matozoide més adecuado sin importar la concentracién
espermadtica ni la cantidad de espermatozoides méviles.>34

POTENCIAL Z

Esta técnica se basa en el principio de atraccién de
cargas eléctricas opuestas, asi los espermatozoides
cargados negativamente (carga conferida por los gluco-
péptidos gp20/CD 52 que se adhieren a la membrana
espermatica durante la maduracion del espermatozoide
en el epididimo) se uniran a las paredes de un tubo
cargado positivamente. El nivel de expresién de estas
glucoproteinas parece estar correlacionado de manera
favorable con el porcentaje de formas normales, asi
como con el estado de la capacitacién del esperma
y el estado de fertilidad masculina.?3>36 Su principal
objetivo es obtener espermatozoides maduros con
una carga negativa que vade -16 mV a -22 mV (a esta
carga se le Ilama potencial Z o potencial electrociné-
tico), ya que se ha reportado que espermatozoides
con estos valores interactian de mejor manera con la
membrana del ovocito, mejoran significativamente la
calidad de los espermatozoides (movilidad, morfologfa,
hiperactivacioén, integridad y madurez del ADN y menos
espermatozoides apoptéticos) y reducen los niveles de
fragmentacion del ADN.35:37,38

Esta técnica debe realizarse inmediatamente después
del procedimiento de DGC. Consiste en colocar la
muestra en un tubo de centrifuga de 15 mL y resuspen-
der con 5 mL de medio de cultivo libre de albimina
de suero humano (HSA); posteriormente, el tubo debe
colocarse dentro de un guante de latex y girarlo para
cargarlo positivamente y a continuacién centrifugar el
tubo a 300 g por cinco minutos y decantar el sobre-
nadante. Finalmente lavar las paredes del tubo con
medio suplementado con HSA para neutralizar cargas y
recuperar los espermatozoides adheridos a las paredes
del tubo.937

Se recomienda utilizar este procedimiento principal-
mente con la técnica de ICSI, ya que tienen la desven-
taja de recuperar un bajo niimero de espermatozoides
en situaciones de baja concentraciéon; no obstante,
ésta puede ser empleada en todo tipo de muestras,
incluyendo muestras con oligozoospermia, astenozoos-
permia, teratozoospermia o criopreservadas, ya que se
ha reportado que este tipo de metodologia disminuye
significativamente la fragmentacién del ADN, lo que
recupera espermatozoides de mejor calidad y aumenta
las tasas de éxito en los procedimientos de FIV. También
puede ser usado como un método de seleccion de sexo
femenino, ya que los espermatozoides portadores de
cromosomas XX presentan una carga negativa mayor

(~-20 mV) a comparacién de los cromosomas XY (~-16
mV),9:35,36,39

CONCLUSION

En la actualidad existen diversas técnicas de capacitacion
y seleccién espermatica, sin embargo, es fundamental
comprender en que consiste cada una de ellas para poder
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personalizar cada caso y aplicar la técnica que se adecue
mejor a las necesidades de los pacientes.
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