Revision

Influencia de la patologia espermatica en

reproduccion asistida

Vanesa Rawe,' Cristian Alvarez Sedé,'? Heydy Uriondo,' Héctor Chemes?

' Centro de Estudios en Ginecologia y Reproduccion (CEGYR), Buenos Aires, Argentina.

? Laboratorio de Patologia y Fisiologia Testicular, Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas, Consejo Nacional de Investi-
gaciones Cientificas y Técnicas, Hospital de Nifios “Ricardo Gutiérrez", Buenos Aires, Argentina.

La siguiente revision esta basada en el capitulo de VY Rawe y HE Chemes. Morphology does matter: The influence of
sperm pathology on ICSI outcome. Libro de la Reunién de la Federacion Internacional de Sociedades de Fertilidad (IFFS),

Durban, Sud Africa, Mayo, 2007.
Reproduccion 2009;24:189-198

Estd ampliamente establecido que el uso de es-
permatozoides morfolégicamente anormales tiene
un impacto en los resultados de técnicas de repro-
duccién asistida (ARTs), incluyendo la inyeccién
intracitopldsmica de espermatozoides (ICSI). Des-
de los anos 90" el ICSI se ha convertido en el tra-
tamiento de preferencia para el paciente con dife-
rentes anomalfas espermdticas, permite un examen
detallado de la motilidad y morfologfa del esperma-
tozoide que serd microinyectado. Dependiendo de
la naturaleza de la patologfa espermdtica involucra-
da, los espermatozoides anormales pueden tener
una tasa de éxito diferencial en términos de fertili-
zacién y desarrollo embrionario.

En los dltimos afios se ha prestado mucha aten-
cién al uso de diferentes herramientas de diagnds-
tico para caracterizar las patologfas espermdticas y
establecer un diagndstico previo a ICSI (Chemes
y Rawe, 2003). A pesar de que se han introduci-
do criterios estrictos para la clasificacién del esper-
matozoide y la correlacién entre la morfologia es-
permdtica y el diagndstico en ARTs ha recibido la
aceptacién general (Kruger y col, 1986), se cono-
ce poco sobre la estructura interna del espermato-
zoide (normal o anormal) y su impacto en ICSI.
La combinacién de microscopia electrénica y es-
tudios de inmunohistoquimica han proporciona-
do nuevos conocimientos sobre la estructura nor-
mal y anormal de espermatozoides y han definido
las bases subcelulares de las distintas aberraciones
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espermdticas. Dependiendo de las anomalias es-
permdticas involucradas, los resultados reproduc-
tivos cambian drdsticamente.

El presente trabajo resumimos e ilustramos c6-
mo algunas patologfas espermdticas influyen en
los resultados de ICSI y consecuentemente en el
prondstico de fertilidad de hombres severamente
afectados.

Espermatozoides sin acrosoma e
hipoplasia acrosomal

El acrosoma, una organela derivada del aparato
de Golgi de las espermdtides, consiste en un saco
aplanado con un contenido denso de enzimas hi-
droliticas que cubren las dos terceras partes de la
regi6n anterior de la cabeza del espermatozoide. La
ausencia o el desarrollo incompleto del acrosoma
son defectos especificos del espermatozoide que
causan infertilidad y que caracterizan dos sindro-
mes bien definidos: espermatozoides sin acrosoma
y la hipoplasia acrosomal. Los espermatozoides
que carecen de acrosoma muestran una cabeza de
forma esférica. La denominacién de “globozoos-
permia’ se aplica cuando éstos predominan y cons-
tituyen la vasta mayoria de los espermatozoides de
una muestra. Los acrosomas pueden estar ausentes
o bien presentarse como estructuras perinucleares
muy pequefias (hipoplasias), (Figura 1).

En algunos casos los acrosomas se forman,
pero no estdn adheridos al nicleo debido quizés
a que la teca perinuclear estd ausente (Alvarez
Sedé y col, 2009). La teca perinuclear es una es-

Fe de erratas:

En el nimero anterior, N° 3 de la Revista Reproduccion, cometimos un error en el listado de los autores del Premio Pedro Ramon Figueroa Casas, Accesit -
Bésico “Separacién magnética por columnas de anexinas V: “Filtrado Molecular” para la seleccion de espermatozoides no apoptéticos”. Debera leerse: Autores:
Vanesa Rawe, Cristian Alvares Sedd, Heydy Uriondo, Sergio Papier, Sandra Miasnik, Florencia Nodar.
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tructura sub-acrosomal del complejo esqueleto
nuclear-perinuclear del espermatozoide que es-
td involucrada en la asociacién del acrosoma al
ntcleo, en el modelado de la forma de la cabe-
za del espermatozoide y en la activacién del oo-
cito luego de la penetracién del espermatozoi-
de. Estas anomalias de la teca perinuclear son
probablemente las responsables de la forma es-

férica de la cabeza, de la separacién del acroso-
ma y de la activacién insuficiente del oocito
después de ICSI. Es interesante que la adicién
de ionéforo de calcio A23187 parezca superar
la falta de activacién del oocito, siendo ésta una
posible terapéutica al momento del ICSI en
presencia de espermatozoides sin acrosoma (Ta-
bla de la Figura 1).

Figura 1. Anomalias de la cabeza espermdtica 1. Representacion esquemdtica de las anomalias
en la porcion cefilica (anomalias del acrosoma) de los espermatozoides humanos (zona sombreada).
A: Microscopia de contraste de fase de espermatozoides de un paciente con globozoospermia (cabe-
zas esféricas). B: Microscopia electrénica de trasmision de un espermatozoide anormal con falta de
acrosoma. La tabla muestra un compilado de los resultados de ICSI, luego del uso de espermato-
zoides de pacientes con globozoospermia (Dam y col, 2006).

Resultados en ICSI en GLOBOZOOSPERMIA

Numero de Tasa de Resultados
pacientes Fertilizacion (%)
Lundiny col, 1994 1 (2 ciclos) 43 Doble en un ciclo
Liuy col, 1995 7 (11 ciclos) 0-27 Doble en un ciclo
Trokoudes y col, 1995 1 (3 ciclos) 0-50 Unico
lonoforo de Ca++
Kilaniy col, 1998 1 (3 ciclos) 43-89 Triple
Nardo y col, 2002 2 (2 ciclos) 41,5 Unico
Tesarik y col, 2002 2 (4 ciclos) 67-100 Unico
lonoforo de Ca++
Kilaniy col, 2004 5 hermanos 0-100 Negativo
(13 ciclos) Muy variable

Otros con sélo un ciclo: Bourne y col, 1995, Trokoudes y col, 1995, Battaglia et al, 1997,
Rybouchin y col, 1997, Stone, 2000, Coetzee y col, 2001, Kim y col, 2001, Zeineloglu y col, 2002
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Alteraciones de la cromatina

Durante la espermiogénesis la cromatina esper-
mdtica sufre un proceso complejo de cambios en
su composicién proteica y organizacién macro-
molecular que resultan en la densa condensacién
nuclear caracteristica del espermatozoide madu-
ro. Zamboni (1987) describié anormalidades en
este proceso caracterizadas por la presencia de de-
fectos nucleares lacunares con una estructura hi-
podensa granular o fibrilar. Estas dreas pueden
llegar a ocupar hasta el 30-80 % del volumen nu-
clear y afectan hasta un 60-80% de la poblacién
espermdtica en pacientes con teratozoospermia
severa (Figura 2). Las alteraciones de la madura-
cién y condensacién cromatinicas son de origen
testicular y se han relacionado con anomalfas cro-
mosdmicas, organizacién anormal y rupturas de
las cadenas del ADN (Kjessler 1974, Evenson y
col 1980, Abramsson 1982, Sakkas y col 1999b),
apoptosis espermdtica y los cambios producidos
por la incubacién iz vitro de espermatozoides por
periodos prolongados, lo cual deberfa tenerse en
cuenta cuando son usados en reproduccién asis-
tida (Baccetti y col 1996; Sakkas y col 1996,
1999a; Blanc-Layrac y col 2000).

El diagnéstico ultraestructural de anormalida-
des de la maduracién y condensacién nuclear
identifica una patologfa especifica de la cromati-
na en casos de teratozoospermia severa y provee
un entendimiento de su etiologfa que va mds alld
de la simple descripcién morfolégica de esperma-
tozoides con cabezas de formas irregulares (agu-
zadas, amorfas, etc) que aporta muy poco a nues-
tro entendimiento de la funcién espermdtica
anormal.

Observaciones longitudinales han revelado que
la incidencia de anormalidades cromatinicas varfa
a lo largo de la evolucién clinica (en un caso en
particular entre 35 y 80%) y es reversible en algu-
nos pacientes. Esto probablemente indica que no
hay un componente genético en su patogénesis.
En apoyo de este concepto estd la observacién
que afirma que pueden presentarse asociadas a
enfermedad inflamatoria intestinal y que pueden
ser causadas por factores ambientales o diversas
drogas (Zamboni, 1987).

La existencia de estos defectos anticipa un pro-
ndstico de fertilidad reservado. Hemos realizado

estudios ultraestructurales en un grupo numero-
so de pacientes teratozoospérmicos con valores
muy bajos de morfologfa estricta y defecto cefdli-
co de tipo amorfo. En este grupo hemos encon-
trado frecuentes alteraciones de la maduracién-
condensacién cromatinica del tipo previamente
descrito. Algunos de estos pacientes resultaron in-
fértiles, mientras que otros lograron embarazos
seguidos de abortos tempranos (Chemes 2000).
Actualmente estamos realizando estudios sobre
los resultados del ICSI en pacientes con alteracio-
nes cromatinicas. Cabe mencionar que fallas de
fertilizacién, abortos tempranos y menores indi-
ces de nacimientos han sido previamente comu-
nicados en pacientes con alteraciones cromatini-
cas evaluadas por diversos métodos (Sakkas y col
1996, Evenson y col 1999).

Otra importante alteracién en la estructura del
nucleo del espermatozoide se relaciona con las
rupturas en el ADN espermdtico (fragmentacién
del ADN). Esta condicién puede darse a partir de
diferentes situaciones y una de ellas es la apopto-
sis. Existen diferentes técnicas para visualizar la
fragmentacién del ADN espermdtico y una de las
mds comdnmente usadas es la llamada TUNEL
(del inglés: terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUDP nick-end labelling, Saleh y col,
2003), (Figura 2). La misma consiste en la fija-
cién y permeabilizacién de la muestra a evaluar,
su incubacién con enzima que unird nucledtidos
dUTP marcados (con un fluoréforo como el iso-
tiocianato de fluoresceina o FITC, por ejemplo)
y su visualizacién en microscopio acoplado a luz
UV. La citometria de flujo permite el contaje de
miles de células y hace a este ensayo mds preciso.
Los espermatozoides fragmentados mostrardn
fluorescencia en sus nucleos (flechas, Figura 2).
La literatura establece un valor normal de hasta
un 20%. Numerosos estudios muestran elevadas
tasas de apoptosis en sémenes con baja movilidad
(Barroso y col, 2000, Weng y col, 2002), baja
concentracién (Oosterhuis y col, 2000) y en pa-
cientes OAT (Shen y col, 2002). Esto tiene signi-
ficancia clinica pues estas muestras con altas tasas
de apoptosis muestran bajas tasa de fertilizacién
(Marchetti y col, 2002), desarrollo a blastocisto
(Ver Tabla Figura 2, Seli y Sakkas, 2005) y em-
barazo (Tomlinson y col, 2001).
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Las alteraciones acrosomales tienen un pronostico dudoso, pero ofrecen esperanzas. No hay publicaciones mos-
trando resultados de reproduccion asistida con el uso de espermatozoides con hipoplasia acrosomal. Este factor
podria ser responsable de algunas fallas totales de fertilizacion en pacientes con teratozoospermia severa o inclu-
so pasar desapercibido ya que se puede asociar a tasas de fertilizacion sub-Optimas (tasas de fertilizacion <50%).
Las alteraciones cromatinicas son diagnosticadas por microscopia electronica y corresponden a las "vacuolas" des-
criptas por Bartoov y col (2002), que son responsables de menores tasas de fertilizacion y mayores abortos tem-
pranos. Su método de seleccion con microscopia de alta resolucion es actualmente motivo de debate.

El método de TUNEL examina la integridad del ADN, cuya fragmentacion aumentada repercute negativamente so-
bre los resultados en reproduccion asistida. La seleccion de espermatozoides no apoptoticos a través de las Co-
lumnas de anexinas V al momento del ICSI es una técnica experimental que parece tener promisorios resultados.
Nuestras investigaciones recientes indican que la microscopia electronica y el TUNEL examinan diferentes patolo-
gias y por ello deben ser indicados simultdneamente cuando el espermograma indica valores muy bajos de mor-
fologia estricta (menores del 4%).

Figura 2. Anomalias de la cabeza espermdtica II. Esta figura incorpora representaciones esque-
maticas de anomalias en la porcidn cefilica de los espermatozoides humanos (zona sombreada) con
especial énfasis en defectos de la compactacion cromatinica y fragmentacion del ADN espermdti-
cos. Los defectos de compactacion aparecen como grandes dreas de rarefaccion cromatinica al estu-
dio por microscopia electrénica ("vacuolas nucleares”, Figura A). La foto de contraste de fase y epi-
Sfluorescencia documenta espermatozoides afectados/fragmentados (técnica de TUNEL, Figura B,
flechas). La tabla muestra los resultados de 1CSI con el uso de espermatozoides con normales o ele-
vados niveles de fragmentacion del ADN (Bajo TUNEL y Alto TUNEL, respectivamente).

Desarrollo a blastocisto y embarazo clinico en pacientes con alto y bajo nivel de TUNEL.
Emre Seli y Denny Sakkas Spermatozoal nuclear determinants of reproductive outcome:
inplication for ART. Human Reproduction Update, 205;4:337-349.

Bajo TUNEL Alto TUNEL
(<20%) (>20%)
Numero de pacientes 27 22
Desarrollo blastocisto 44,1 + 4,9% 29,9+ 6,3%
(media + desvio standard)
Tasa de embarazo clinico 52% 44%
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Defectos en la union cabeza-cuello y
espermatozoides acefalicos

De manera similar a lo que ocurre con los
pobres resultados en ARTs con las anorma-
lidades acrosomales, los defectos en la pieza
conectora no tienen un prondstico alenta-
dor luego de ICSI (Figura 3). Las anomalias
en la pieza conectora tienen una manifesta-
cién fenotipica heterogénea. En algunos pa-
cientes sélo se observan espermatozoides
acefélicos en el semen, lo que hace imposi-
ble cualquier intento de fertilizacién (panel
superior de la Figura 3). En otros pacientes
las formas acefdlicas estdn presentes en me-
nor ndmero y predominan espermatozoides
con una alineacién cabeza-pieza media
anormal (panel inferior de la Figura 3).
Chemes y col, (1999) documentaron los re-
sultados de ICSI utilizando espermatozoi-
des con una alineacién de cabeza-pieza me-
dia defectuosa. Poco después se reportaron
dos nuevos intentos fallidos con caracterfs-
ticas similares (Saias Magnan y col, 1999;
Rawe y col, 2002). Después de estos prime-
ros fracasos se publicaron tres reportes don-
de se logré embarazo y parto (Kamal y col,
1999; Porcu y col, 2003; Emery y col,

2004), asi como otro éxito con nacimiento

de un nifio normal en nuestro medio (co-
municacién no publicada). En todos estos
reportes se ha logrado una tasa de fertiliza-
cién bastante buena seguida de numerosos
embriones arrestados o degenerados. De 6
informes disponibles, 5 nacidos vivos han
resultado a partir de 27 ciclos. Se cree que
el arresto del clivaje embrionario se origina
a partir de un defectuoso centrosoma del es-
permatozoide para organizar el centro de
organizacién de microtdbulos durante la
fertilizacién. Hemos examinado la funcién
del centrosoma en pacientes con espermato-
zoides con defectos en la cabeza-cuello mi-
croinyectdndolos en oocitos bovinos y mos-
traron una tasa baja de formacién del aster
espermdtico, probablemente debido a un
centrosoma disfuncional (Rawe y col,
2002). En uno de nuestros pacientes (con 5
intentos fallidos de ICSI) se obtuvieron dos
embarazos con aborto temprano cuando se
microinyecté el espermatozoide "mejor ali-
neado". En casos con diferentes grados de
desalineacién en la unién cabeza-pieza me-
dia es de particular interés usar un criterio
estricto para la seleccién de espermatozoi-
des durante ICSI.

Tabla de Figura 3 en la pagina siguiente).

En resumen, los resultados de ICSI con el uso de espermatozoides con defectos severos
en la insercion cabeza-cuello han sido poco alentadores, observandose fallas en el cliva-
je, en la implantacién de embriones aparentemente normales o abortos tempranos (ver
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Figura 3. Anomalias de la unién cabeza-pieza media (cuello). Esta figura incorpora repre-
sentaciones esquemdticas de anomalias en la porcion de la pieza conectora de los espermatozoides
humanos (zona sombreada). A: Microscopia de contraste de fase de espermatozoides con defectos
de insercion cabeza-cuello en donde se observa un espermatozoide con un dngulo de casi 90° en
la zona del cuello (serialado por un circulo). El inserto de arriba a la derecha muestra un esper-
matozoide acefilico con una pequeiia gota citoplasmica al nivel de la pieza media (flecha). B:
Microscopia electronica de trasmisidn que muestra que el centriolo proximal (Cen) de esta esper-
madtide testicular no se inserta en el polo caudal del niicleo (Nu). Este defecto resulta en una sepa-
racién de cabeza y flagelo o en una relacién anormal entre las mismas. La tabla muestra los resul-
tados de ICSI con el uso de espermatozoides con defectos en la insercién cabeza-cuello.

Resultados de ICSI con espermatozoides con anomalias de la unién cabeza-pieza media

‘easily decapitated’

NuUmero de Tasa de Resultados
pacientes fertilizacion
(%)
Chemes Embriones fragmentados,
y col 1999 2 (6 ciclos) 80 Buenos embriones sin emb
Rawe et al. 2002 2 abortos tempranos
Saias - Magnan
y col 1999 1 (4 ciclos) 70 Buenos embriones sin emb
Kamal
y col 1999 48 1 nacimiento

2 embarazos evolutivos

Porcuy col 2003

2 hermanos 75

2 embarazos (simple y doble)

Emery y col 2004

63 Buenos embriones, 1 nacimiento

Defectos en las vainas mitocondriales

Las anomalfas en la organizacién mitocondrial
causan astenozoospermia. Esto incluye la ausencia
localizada o total de mitocondrias de la pieza me-
dia o la agregacién local de mitocondrias desorga-
nizadas. Se han observado mitocondrias hincha-
das en casos de necrozoospermia y se considera

que representan cambios secundarios en la muer-
te del espermatozoide. La Figura 4 resume las ca-
racteristicas de los espermatozoides de dos pacien-
tes con astenozoospermia severa (Rawe y col,
2007). Los espermatozoides del paciente 1 tenfan
una pieza media muy larga (porcién superior de la
Figura 4). Se realizaron dos ciclos ICSI con una
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buena tasa de fertilizacién y calidad embrionaria, ~ mitocondrias estaban ausentes o bien aparecfan en
pero no se logré embarazo. El paciente 2 tenfa es-  un niimero muy reducido (porcién inferior de la
permatozoides con curvas flagelares agudas a nivel ~ Figura 4). Después del ICSI se transfirieron tres
de la pieza media donde el axonema estd cubierto  embriones y se ha logrado un embrazo seguido de
directamente por la membrana plasmdtica. Las  aborto al final del primer trimestre.

En resumen, los resultados indican que los defectos en la pieza media pueden causar severa astenos-
permia y menores tasas de fertilizacion, pero no necesariamente representan un factor pronéstico
negativo en reproduccion asistida.

Figura 4. Anomalias de la vaina mitocondrial. Esta figura incorpora representaciones esquemdti-
cas de anomalias en la vaina mitocondrial (drea sombreada) de espermatozoides humanos: defectos
por exceso y distorsidn en la vaina mitocondrial (A y B) y defectos por su disminucidn o ausencia (C
y D). Ay C representan fotografias de contraste de fase y epifluorescencia con el uso de Mitotraker™®
para marcacion de la vaina mitocondrial. B y D representan imdgenes de microscopia electronica de
trasmisién de espermatozoides con larga o cortalausente vaina mitocondrial respectivamente.

Vaina mitocondrial larga

Vaina mitocondrial normal

L

Vaina mitocondrial corta o inexistente
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Anomalias flagelares

Nos referiremos a la displasia de la vaina fibrosa
(DVF) como un ejemplo de una anormalidad flage-
lar muy severa. Chemes y Rawe (2003) reciente-
mente han revisado numerosos reportes de ICSI en
12 pacientes con DVF (en la tabla dice 8). La ferti-
lizacién estuvo dentro del rango del 55-70% vy se
obtuvieron numerosos embarazos y nacidos vivos.
La tasa de abortos fue del 20% (3 de 15 embarazos).

Estos alentadores resultados indican que esta sub-
poblacion de pacientes con un factor masculino se-
vero puede esperar buenos resultados con la mi-
croinyeccion de espermatozoides mdéviles o inmévi-
les. Por lo tanto, las patologfas flagelares que causan
inmovilidad de los espermatozoides no comprome-
ten los resultados de ICSI si la viabilidad del esper-
matozoide no se vio afectada.

La DVF es probablemente una condicién genéti-

Figura 5. Anomalias del flagelo espermdtico. Esta figura incorpora representaciones esquemd-
ticas de anomalias del flagelo espermatico (drea sombreada) y en especial de los flagelos engrosa-
dos propios de la displasia de la vaina fibrosa. A: Microscopia electrénica de transmisidn en donde
se observa la arquitectura microtubular del axonema normal (flecha). B: Alteraciones flagelares
inespectficas. Compdrese con la de los dos flagelos paroldgicos (doble flecha). C: La vaina fibrosa
(VE) forma un anillo regular alrededor del axonema desorganizado. D y E: Displasia de la vaina
fibrosa. La hiperplasia y desorganizacion de las fibras de la vaina (VF) y el engrosamiento de la
cola espermitica se pueden apreciar en un corte transversal (D) y en la imagen de microscopia
electrénica de barrido (E, flagelo corto, grueso e irregular). La tabla muestra los resultados de
ICSI con el uso de espermatozoides con DVFE

Resultados de ICSI con espermatozoides con displasia de la vaina fibrosa

Numero de pacientes Tasa de fertilizacién (%) Embarazo/Aborto Nacidos

Displasia de vaina fibrosa 8 78 5/2 10

Chemesy col, Hum Reprod 1998;13:2521-2526
Chemes y Rawe, Hum Reprod Update, 2003

Otros trabajos exitosos con espermatozoides inmdviles (ICSI): Staff y col, 1995, Favero y col, 1999
Deleciones en genes AKAP 3y 4 presente en 1 de 5 pacientes con displasia de la VF: Bocettiy col, 2005.
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cay, por lo tanto, se ha de tener en cuenta la (posi-
ble) transmisién de esta anormalidad a la préxima
generacion. Aunque el nimero de casos es limitado,
no se ha informado en los nifios nacidos enfermeda-
des respiratorias (presente en un 20% de los casos
de DVF). La incertidumbre sobre su futura fertili-

dad tendrd que esperar algunos afos hasta que lle-
guen a la edad reproductiva. Los futuros padres de-
ben ser concientes de los riesgos que entrafia, pero
un consejo genético completo no podrd ser posible
hasta que los genes involucrados y el mecanismo de
herencia sean identificados.

Hemos resumido informacidn sobre diversas patologias espermaticas y hemos mostrado que, depen-
diendo de las alteraciones involucradas, el pronéstico de fertilidad cambia significativamente.

Aparte del riesgo genético posible, las patologias flagelares son las de mejor prondéstico con ICSI. Las
alteraciones cromatinicas, acrosomicas y del cuello espermatico tienen un resultado variable con
menores porcentajes de éxito, lo que destaca el papel caracteristico que cumplen diversos componen-
tes espermaticos en los procesos de fertilizacion, desarrollo embrionario temprano e implantacion.
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