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RESUMEN

Introduccion: La seleccion espermatica es una parte fundamental de las
técnicas de reproduccién asistida (TRA) tanto en inseminacion intrauterina (l1U)
como en la inyeccién intracitoplasméatica de espermatozoides (ICSl). Las
técnicas tradicionales de seleccion espermética involucran centrifugacion, que
incrementa las especies reactivas de oxigeno y a su vez la fragmentacion del
ADN. Los microfluidos buscan imitar la seleccion natural al permitir que los
espermatozoides moviles atraviesen microcanales sin someterse a
centrifugacion. Estudios previos muestran que estos métodos producen menor
dafo oxidativo, aunque la evidencia sobre su impacto en la calidad embrionaria

aun es limitada y variable.

Objetivo general: Evaluar si la seleccion espermatica por microfluidos con el
dispositivo CAO (LensHooke®), mejora el desarrollo y calidad embrionaria en

comparacion de la técnica de gradientes de densidad en procedimientos de ICSI.

Material y métodos: Se realizd un estudio clinico experimental doble ciego con
17 muestras seminales procesadas mediante ambas técnicas. Posteriormente,
se efectud ICSI con un numero equivalente de ovocitos hermanos por cada
método. Se evaluaron: concentracion, motilidad espermatica, estrés oxidativo

(sORP), tasas de fertilizacion y calidad embrionaria en los dias 2, 3y 5.

Resultados: La técnica de gradientes de densidad recuper6 espermatozoides de
manera mas eficiente (concentracion) y con mejores caracteristicas (motilidad) y
aumenta las tasas de fertilizacion, aunque sin impacto significativo en el numero
de embriones en D2, D3 y D5. A pesar del menor estrés oxidativo observado con

CAOQ, esta técnica no mostro ventajas en el desarrollo embrionario.

Conclusiones: Aunque los métodos basados en microfluidos ofrecen beneficios

fisiol6gicos, no necesariamente se traducen en un mejor desarrollo embrionario.



El desarrollo temprano del embrion depende en gran medida del ovocito, lo que

limita el impacto directo de la técnica de seleccion espermatica.
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ABSTRACT

Introduction: Sperm selection is a fundamental part of assisted reproductive
technologies (ART) in both intrauterine insemination (IUl) and intracytoplasmic
sperm injection (ICSIl). Traditional sperm selection techniques involve
centrifugation, which increases reactive oxygen species and, consequently, DNA
fragmentation. Microfluidics aim to mimic natural selection by allowing motile
sperm to pass through microchannels without undergoing centrifugation. Previous
studies show that these methods produce less oxidative damage, although
evidence regarding their impact on embryo quality is still limited and variable.

General objective: To evaluate whether microfluidic sperm selection using the
CAO device (LensHooke®) improves embryo development and quality compared
to density gradient centrifugation in ICSI procedures.

Materials and methods: A double-blind experimental clinical study was
conducted with 17 semen samples processed using both techniques.
Subsequently, ICSI was performed with an equivalent number of sister oocytes
for each method. Sperm concentration, motility, oxidative stress (sORP),

fertilization rates, and embryo quality were evaluated on days 2, 3, and 5.

Results: The density gradient technique recovered sperm more efficiently
(concentration) and with better characteristics (motility) and increased fertilization
rates, although without a significant impact on the number of embryos on days 2,
3, and 5. Despite the lower oxidative stress observed with CAQ, this technique did

not show advantages in embryonic development.

Conclusions: Although microfluidic-based methods offer physiological benefits,
they do not necessarily translate into better embryonic development. Early
embryonic development depends largely on the oocyte, which limits the direct

impact of the sperm selection technique.
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INTRODUCCION

La infertilidad definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la
enfermedad del sistema reproductivo masculino y femenino que se refiere a la
imposibilidad de concebir después de 12 meses o mas de relaciones sexuales
sin proteccidn, la infertilidad se puede clasificar en primaria y secundaria, la
infertilidad primaria es la incapacidad de lograr un embarazo y la secundaria es
la incapacidad de conseguir el embarazo con el antecedente de una concepcion

previa (1).

Mundialmente se estima que de 10 al 25% de las parejas, es decir de 48 a 180
millones de parejas en edad reproductiva sufren de infertilidad, en cuanto a
México, estudios recientes muestran que aproximadamente un 17% de las
mujeres reportan infertilidad, siendo el factor ovulatorio, tubarico y desconocido,
las causas mas frecuentes, esta prevalencia, varia segun las caracteristicas
demograficas y estilos de vida (2). En la mujer, la capacidad de lograr un
embarazo va a estar condicionado a diferentes procesos fisiologicos donde la
ovogeénesis, foliculogénesis, la ovulacion regular, contar con trompas de Falopio
permeables y un Utero capacitado para la implantacion son indispensables en
muchos casos. Por otra parte, en el hombre, la espermatogénesis y parametros

seminales normales tienen un rol fundamental (3).

Las causas de infertilidad estan compuestas por el factor femenino, el cual
compromete cerca del 30 a 40% de los casos, El factor masculino esta
involucrado en alrededor del 50% de las parejas infértiles, 30% solo por factor
masculino y 20% son causas compartidas (4). Dentro del factor femenino los
trastornos ovulatorios representan el 25% de los diagndsticos de infertilidad, y el
70% de las pacientes con anovulacion tienen sindrome de ovario poliquistico (4),
ademas infertilidad tubérica, definida como la incapacidad de las trompas para
recoger un ovocito del ovario debido a distintas patologias pélvicas representan
entre el 11 y el 67% de diagndsticos de infertilidad, dentro de estas afecciones

destacan los defectos anatdmicos que obstruyan la luz de esta o disfuncién de



los cilios dificulta este proceso, como en la enfermedad pélvica inflamatoria no
tratada, endometriosis tubarica o el antecedente de salpingoclasia (4); y no
menos importantes las causas uterinas en patologias donde se dificulta la
implantacion como en adherencias intrauterinas, malformaciones miillerianas,

polipos intrauterinos, miomas y endometriosis.

Las causas que se engloban en el factor masculino son todas aquellas patologias
congénitas o adquiridas que afectan la produccién de espermatozoides, su
transporte o su funcién, la azoospermia es la ausencia de espermatozoides en la
eyaculacion, en 40% de los casos se debe a obstruccién de los conductos
seminales debido a vasectomia, infeccion o trauma, la azoospermia no
obstructiva se debe por la incapacidad intrinseca de los testiculos de producir
espermatozoides, en la gran mayoria de los casos, el factor masculino se
denomina idiopatico ya que puede ser adjudicado a factores ambientales, otra
posible etiologia de infertilidad masculina esta relacionada con problemas

sexuales como la disfuncién eréctil o eyaculacion precoz (5).

La OMS recomienda para el diagnostico de la infertilidad utilizar las herramientas
determinadas por la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia para
la evaluacion inicial. En esta, el primer paso es el analisis del fluido seminal donde
se debe de pedir al paciente abstinencia de 2 a 5 dias antes de producir la
muestra que se obtiene por medio de la masturbacion. Si el andlisis seminal da
resultados normales se procede con la evaluacién femenina con la medicion de
los niveles de LH, FSH, prolactina, perfil tiroideo, progesterona, estradiol y
hormona antimilleriana, igualmente la anatomia del aparato reproductor
femenino se estudia por medio del ultrasonido transvaginal para descartar

patologias estructurales (6).

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) se definen segun Zegers-Hochschild
et al. como toda aquella intervencion donde se manipule in vitro los ovocitos,

espermatozoides o embriones con la finalidad de la reproduccién, este término



engloba la fertilizacion in vitro (FIV), la transferencia de embriones (TE), la
inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides (ICSl), biopsia de embriones,
pruebas genéticas previas a la implantacién (PGT), inseminacion intrauterina
(1Y), transferencia intratubarica de gametos (GIFT), criopreservacién de gametos
y embriones, donacién de ovocitos y embriones, entre otras técnicas (7-9).

Las TRA mas empleadas en la actualidad son la IlU, la FIV y la ICSI. Estas tienen
en comun la necesidad de seleccionar a los espermatozoides con mejores
caracteristicas, especificamente: concentracién, motilidad y formas normales

para su empleo en cualquiera de ellas.

Las técnicas de reproduccién asistida han surgido como estrategia para ayudar
a las parejas a lograr la concepcion. Desde la descripcion de la FIV en 1932, el
nacimiento de Louise Brown el primer nacido vivo del proceso de FIV realizado
por el Dr. Patrick Christopher Steptoe y el fisiblogo Robert Geoffrey Edwards en
1978, seguido del primer embarazo logrado con ovocitos donados en 1983, el
primer nacimiento de la transferencia de embriones congelados en 1984 vy el
primer embarazo por medio de ICSI en 1992, hasta la actualidad donde se siguen
explorando alternativas para mejorar los procesos aumentando la calidad y la
eficacia (10). Uno de estos procesos consiste en las técnicas de preparacion
espermatica, las cuales, varian en: las caracteristicas de la muestra a procesar,
la necesidad de personal altamente capacitado, el tiempo de procesamiento y el

costo asociado a su uso.

Recientemente, han surgido alternativas novedosas que estan disponibles en el
mercado y que carecen de evaluaciones de su impacto en etapas mas avanzadas
de la TRA de eleccion. Ademas, uno de los objetivos de la medicina reproductiva
es incrementar las tasas de éxito de las pacientes que se someten a TRA, por lo
gue la mejora de la calidad embrionaria esta directamente relacionada con esta
necesidad. Por lo que en esta propuesta se pretende evaluar si el uso del

dispositivo CAO que emplea microfluidos para la seleccion espermatica



proporciona una mejor calidad embrionaria en comparacion con la técnica de

gradientes de densidad que es comunmente utilizada (11).

En el contexto de la fertilizacién in vitro (FIV), la calidad de los embriones se
evalla en varios dias de desarrollo, siendo los mas comunes el dia 2, dia 3 y dia

5 después de la fertilizacion. (12)

Dia 2 (48 horas post-fertilizacién):

El embrion generalmente ha llegado a la fase de moérula. Es un conjunto
compacto de células que se estan dividiendo rapidamente, pero no se ha formado
una cavidad interna (blastocele).

Dia 3 (72 horas post-fertilizacion):

En este dia, los embriones han avanzado a la fase de blastocisto temprano, con
una estructura mas definida y mayor organizacion interna. El embrion debe tener
mas de 6 células, pero todavia no esta completamente organizado en una

cavidad (blastocele).

Dia 5 (Blastocisto):
Por ultimo, en dia 5 el embrion ha alcanzado la fase de blastocisto. Un blastocisto
es mas avanzado, ya que ha formado una cavidad interna (blastocele), y el

embridn esta mas organizado.

ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

La seleccion espermatica se emplea de rutinariamente en laboratorios de TRA
en todo el mundo, se han utilizado gran variedad de metodologias, entre estas:
el Swim up (SU), centrifugacién por gradientes de densidad (DGC), potencial
zeta, clasificacion celular activada magnéticamente (MACS), entre otras. El
objetivo de estas es proveer de una muestra libre de ‘contaminantes’, células
inflamatorias o espermatozoides con motilidad y morfologia alteradas mientras

gue seleccionan una muestra Optima para su posterior uso en TRA (13).



Estudios previos han demostrado que las técnicas que involucran pasos de
centrifugacion dafian el esperma o son perjudiciales para este. Ya que generan
radicales libres, que pueden indirectamente dafiar el material genético del
espermatozoide, ocasionando su fragmentacién, lo cual puede traducirse en
fallos de fertilizacibn o mal desarrollo embrionario. Ademas, de que en estas se
elimina el plasma seminal que contiene antioxidantes, que representan una
medida de proteccidn ante las especies reactivas de oxigeno (ERO) (13).

Este desarrollo embrionario y el manejo de las puntuaciones de calidad en
embriones de acuerdo a los aspectos utilizados por los diferentes laboratorios de
FIV en el mundo, son importantes dado que permite por medio de una revision
en lapsos de tiempo, verificar las distintas etapas del desarrollo y transicién por
las que pasa el embridn, de esta manera por medio de los hallazgos morfologicos,
controlar y extrapolar, los procesos a niveles intracelulares, estos procesos
incluyen entre otras cosas, la simetria celular, la fragmentacion citoplasmatica, la
simetria celular, todas ellas valorables por medio de la escala de Gardner, la cual
se implementa por parte de la mayoria de los embridlogos en el mundo (14).
Las ERO incluyen iones de oxigeno, radicales libres y peroxidos, tanto
inorganicos como organicos, estos se forman de manera natural dentro del
metabolismo del oxigeno, y tienen un papel importante en la sefializacion celular.
Los espermatozoides tienen diferentes mecanismos antioxidantes, por un lado,
los enzimaticos, destacando el superoxido dismutasa, citocromo oxidasa,
glutation peroxidasa, ademas el plasma seminal va a ser una fuente potente de
antioxidantes. Sin embargo, en hombres infértiles se documentan niveles altos
de ERO generalmente debido a un incremento en la produccion de ERO, no
relacionada a una reduccion en la capacidad antioxidante del plasma seminal (5,
9).

Dentro de los efectos de las ERO, estas alteran la membrana celular mediante la
peroxidacion lipidica, la cual genera una cascada de cambios degenerativos
sobre la organizacién y funcion de la membrana del espermatozoide, ademas

producen ruptura del material genético o Acido Desoxirribonucleico (ADN) y



degradacion proteica, generando asi, pérdida de la movilidad espermética y
afectando la fertilidad (5, 9).

En el campo de los microfluidos se aplican diferentes métodos para la seleccion
espermatica, la motilidad del espermatozoide es una caracteristica que no solo
se define como el movimiento anterégrado, mas bien es la combinacion de
movimientos anisotropico y harmonicos que determinan la direccion y la distancia
gue recorre, el disefio de los chips de microfluidos se basan en esta capacidad
del espermatozoide de autopropulsion en flujos laminares y microcanales que
estan inspirados en el tracto genital que separa los espermatozoides segun su
motilidad y estamina, sin comprometer la integridad del ADN. La reotaxia
espermatica es la habilidad de los espermatozoides de nadar en la direccion
opuesta en la que el liquido que los rodea fluye, esto se determina por
interacciones hidrodinamicas del flujo que rodea al espermatozoide y su flagelo
gue igualmente se toma en cuenta para el disefio del chip de microfluidos nos
permite modelar los entornos biofisicos y quimicos que se encuentra los
espermatozoides, al mismo tiempo estudiar la dindmica de la migracion
espermatica a nivel cuantitativo, por esto surgieron diferentes modelos para imitar
los aspectos del microambiente espermatico. Las caracteristicas claves de un
dispositivo de microfluidos es recrear una plataforma fisiologica de los canales,
flujos y fluidos de un sistema vivo, ademas, la precision de las pequefas
estructuras, permiten controlar el entorno biofisico y bioquimico a nivel
cuantitativo (1, 2, 15).

Por lo anterior, se han desarrollado técnicas que eliminan la necesidad de pasos
de centrifugacion, con la tecnologia de microfluidos como es el caso de Zymot
Multi device ® (DxNow, Gaithersburg) y mas recientemente de CAO (LensHooke
®) (13).

En los dltimos afios se han introducido varios dispositivos médicos para la
separacidon de espermatozoides, Qualis ®, Zech-selector, Miglis ®, entre otros.
Sin embargo, algunas de sus caracteristicas han impedido su implementacion en
TRA, por lo que se plantea la necesidad de una técnica de preparacion

espermatica que nos permita el aislamiento de espermatozoides de alta calidad



manteniendo condiciones de alta eficiencia: no invasiva, eficaz en tiempo,

rentable y de facil operacion (11, 16).

El dispositivo CAO LensHooke ®, nos brinda la posibilidad de mantener todas las
competencias anteriormente mencionadas, por medio de un proceso de
seleccion espermatica de forma natural, donde la motilidad de los
espermatozoides va a permitir la seleccion de estos de forma autopropulsada,
dentro de un microambiente que comprende una membrana de filtro microporosa
incorporada, siendo un dispositivo, facil de operar, eficaz en la seleccién de
espermatozoides y util en la implementacién de TRA, implementa un tiempo de
incubacion éptimo de 30 minutos, sin embargo puede tener alta motilidad total en

muestras normozoospérmicas en tiempos cercanos a los 5 minutos (6-8, 16).

JUSTIFICACION

El CAO LensHooke ® es un dispositivo que emplea la tecnologia de microfluidos
para la seleccidén espermatica, dado que su uso implica la eliminacion de pasos
de centrifugacion, se prevé que esto disminuira el estrés oxidativo y el dafo que
le causa a los espermatozoides, por lo que potencialmente mejoraria la calidad
de los embriones con los espermatozoides obtenidos por este método,

mejorando asi los resultados de las técnicas de reproduccion asistida.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La alta prevalencia de infertilidad a nivel mundial hace imperativo desarrollar y
evaluar nuevas estrategias que nos permitan lograr mayores tasas de embarazo.
Los estudios disponibles indican que los dispositivos para la seleccidon
espermatica por microfluidos podrian tener un rol importante en la calidad
embrionaria por lo que su uso representaria una estrategia novedosa e
innovadora para disminuir el estrés oxidativo durante la seleccidon espermatica.
Por lo que es importante saber cual es el impacto que podria tener en técnicas
de reproduccion asistida de alta complejidad, es asi como surge la pregunta de

investigacion:



¢Pueden los espermatozoides seleccionados por la técnica de microfluidos,
especificamente el CAO de LensHooke ®, en comparacion con los
espermatozoides seleccionados mediante gradientes de densidad mejorar la

calidad embrionaria?

HIPOTESIS

Hipo6tesis nula

La calidad de los embriones generados con espermatozoides obtenidos mediante
LensHooke ® CAO es igual a la de aquellos generados con espermatozoides
obtenidos mediante gradientes de densidad.

Hipotesis alternativa
La calidad de los embriones generados con espermatozoides obtenidos mediante
LensHooke ® CAO es superior a la de aquellos generados con espermatozoides

obtenidos mediante gradientes de densidad.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar si el uso del dispositivo de seleccion espermatica LensHooke ® CAOQ, se
asocia a un mejor desarrollo embrionario en comparacion con el uso de gradiente
de densidad.

Objetivos especificos:
e Comparar los parametros de concentracion y motilidad espermatica
después de la preparacion espermatica con ambas técnicas.
e Comparar el nivel de estrés oxidativo (SORP) después de la preparacion
espermatica con ambas técnicas.
e Comparar las tasas de fertilizacién después del ICSI con ambas técnicas.

e Comparar la calidad embrionaria en los dias 2, 3 y 5 de los embriones



obtenidos al emplear el esperma obtenido por las dos técnicas.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio es un ensayo clinico experimental, doble ciego, no
aleatorizado y comparativo. Se incluyeron muestras seminales de 17 pacientes
sanos procesadas mediante ambas técnicas: gradientes de densidad y CAO;
posteriormente, se efectu6 ICSI con un ndmero equivalente de ovocitos

hermanos por cada método.

Este estudio sera doble ciego, en el que la embriéloga que preparara la muestra
asignara un codigo a cada una de las muestras que provienen de los métodos de
separacion a comparar mientras que la embriéloga que realice el procedimiento
no conocera el método que se empled para la preparacion de la muestra
espermatica. Ademas, el analista tampoco lo conocera hasta que se haya

concluido el analisis.

Poblacién/Universo de trabajo
Dirigido a parejas con indicacion de TRA en el Centro Universitario de Medicina
Reproductiva (CeUMeR).

CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de inclusion
e Mujeres de 18 a 43 afios
e Hombres de 218 afios
e Con un volumen de muestra seminal de =2 mL

¢ Firma del formato de consentimiento informado.

Criterios de exclusion
e Uso de esperma u 6vulos congelados

¢ Con mas de 6 dias de abstinencia sexual o masturbacién



Criterios de eliminacion
e Con menos de 4 ovocitos maduros para la TRA
e Muestras con criptozoospermia, astenozoospermia severa, O
condiciones que no permitan su procesamiento por las técnicas

empleadas en este protocolo.

PROCEDIMIENTO
La muestra se capacitd mediante dos técnicas: gradientes de densidad y

microfluidos con el dispositivo CAO (LensHooke®). (Figura 1).

Gradiente de densidad ——— Muestra espermatica
'§D j
2 Muestra de semen
5 >2ml
5 . CO1 . Muestra, '
espermatica
v
ICSI Evaluacion:
~ » 50 % MIl + Muestra A* » Concentracion, motilidad y SORP
gD Recuperacion ovocitaria | —, * %Fertilizacion
9 >4 ovocitos Ml + Desarrollo embrionario D2, D3 y D5:
‘g > 50% Ml +Muestra B* Numero y calidad de embriones
w

*El embriodlogo que realice el procedimiento de ICSI estara ciego a que tratamiento se empleo para la
preparacion de cada muestra.

Figura 1.- Diagrama de flujo de la metodologia del estudio

Las muestras de semen fueron colectadas mediante masturbacion en un
recipiente estéril,con un periodo de abstinencia de 2 a 5 dias. Fueron evaluados
los parametros macroscoépicos (aspecto, volumen, licuefaccion) y microscépicos
de acuerdo a los parametros establecidos en el manual de la 6 edicion para el
analisis de las muestras de semen de la Organizacién Mundial de la Salud.

Brevemente, se coloc6 una alicuota de 10umde la muestraen la
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camara mackler, evaluando la concentracion total de espermatozoides en el
eyaculado y de espermatozoides por mililitro, la motilidad progresiva (a+b),
motilidad in situ (c) y no progresiva (d). El resto de la muestra fue procesada
mediante dos técnicas de capacitacion espermatica: gradientes de densidad

y microfluidos con el dispositivo CAO (LensHook®).

Capacitacion espermatica

Centrifugacion mediante gradientes de densidad

Se realiz6 un primer lavado de la muestra (v/v muestra yHTF con
HEPES suplementado al 5% con HSA). Se centrifugd durante 5 minutos a 1300
rpm. Posterior al lavado, se retiré el sobrenadante y se resuspendioé con cuidado
en1ml

Para el gradiente de densidad, se prepararon soluciones al 90% y 45%
de PureSperm(Nidacon); posteriormente, en un tubo cénico estéril de 15 ml se
colocd 1 ml de la solucion al 90% y arriba, se colocd lentamente 1 ml de la
solucion al 45% teniendo cuidado de no mezclar las capas. Se colocé 1 ml de
semen previamente lavado y se centrifugd a 1100 rpm durante 15 minutos, tras
lo cual, con ayuda de una pipeta pasteur de vidrio estéril de 9 pulgadas, se
recupero el pellet y se colocd en otro tubo cénico estéril con 2ml de HTF con
HEPES para su posterior lavado (centrifugado a 1300 rpm durante 5 minutos).
Por ultimo, se retir6 completamente el medio de lavado y se resuspendio el pellet
en 0.5 ml de HTF con HEPES.

Preparacion con la CA0 (LensHook®)

El dispositivo CAO cuenta con tres componentes, la camara inferior, la camara
superior y la tapa. La camara superior tiene incorporado un filtro de membrana
de policarbonato y un compartimento para facilitar la recuperacion de
espermatozoides.

Para la capacitacion con éste dispositivo, se siguieron las recomendaciones del
fabricante. Brevemente, se agregdé 1 ml de la muestra de semen al canal de la
camara inferior, ensamblandose posteriormente la camara superior,

asegurandonos de que embone correctamente. Inmediatamente después, se
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colocaron 0.9 ml de HTF con HEPES en la camara superior, se colocé la tapa y
se incubd a 37°C durante 30 minutos. Pasado éste tiempo, se recuperaron 0.5
ml de la muestra ya capacitada.

Una vez capacitadas ambas muestras, se evaluaron sus caracteristicas

microscopicas.

Inyeccion Intracitoplasmatica de espermatozoides

Cada una de las muestras post-capacitacién se etiquetaron como técnica A o
B; éstas fueron empleadas en la ICSI, con un numero equivalente de ovocitos por
técnica. La preparacién de la muestra con ambas técnicas (gradientes de
densidad y CAOQ), la ICSI, asi como la evaluacién de la fertilizacion y desarrollo
embrionario, fueron realizadas por embridlogoscon experiencia, siguiendo los
procedimientos estandar del CeUMeR. La valoracion de la division embrionaria
fue basada en los criterios de la ASEBIR, la cual evalua la morfologia embrionaria
de manera detallada como el numero de células/blastomeras, simetria,

fragmentacién, multinucleacién y vacuolas.

Medicién de estrés oxidativo

La evaluacién del estrés oxidativo (sORP) se realizd en el equipo MIOXSYS,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se insert6 el sensor
en el equipo, se agregaron 30 pl de la muestra de semen al puerto de muestra
del sensor, los datos se registraron y posteriormente se normalizaron empleando

la siguiente formula.

SORPenmV
Concentraciondeespermatozoidesenlamuestra

SORPnormalizado =

Se consideraron con embriones de buena calidad aquellos con una evaluacién
de grado 1y 1-2, con 2-3 células para el dia 2; 7-8 células para el dia 3; y para

el dia 5 se consideraron blastos ay b (BAy BB).
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CONSIDERACIONES ETICAS
El presente estudio fue sometido para su evaluacion y aprobacién por el Comité

de Etica en Investigacion y Comité de Investigacion del Hospital Universitario "Dr.
José Eleuterio Gonzalez", con un resultado favorable con nimero de aprobacion
G124-00020.

ANALISIS ESTADISTICO

Se analiz6 la muestra seminal inicialmente y posterior a su capacitacion por dos
métodos: gradientes de densidad y el dispositivo basado en microfluidos CAO
(LensHooke®). Las variables evaluadas incluyeron: concentracion espermatica,
motilidad espermatica (tipos A, B, C y D), estrés oxidativo (sSORP normalizado),
tasa de fertilizacion normal y calidad embrionaria en los dias 2, 3 y 5 de

desarrollo.

Para comparar ambos métodos se utilizaron pruebas estadisticas para datos
pareados. La distribucién de las variables se analizé mediante la prueba de
Shapiro-Wilk. Las variables con distribucion normal se describieron mediante
media y desviacion estandar (DE) y se compararon mediante la t de Student
pareada. Las variables con distribucién no normal se describieron como mediana
y rango intercuartilico (RIC) y se compararon mediante la prueba de Wilcoxon
para muestras pareadas. Se consideré estadisticamente significativo un valor de
p <0.05.

Todos los andlisis se realizaron en el software GraphPad Prism® version 10.4.1

para Windows (San Diego, California, USA).
RESULTADOS
Se incluyeron 17 muestras seminales en el estudio. Las caracteristicas basales

se muestran en la tabla 1.

Tabla 1.- Caracteristicas basales de las muestras
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Valor

Edad pareja (anos) 34.2 £ 6.57
Edad varén (afos) 35.5+542
Dias de abstinencia 3 (3-5)
Volumen (mL) 2.9 (2.45-4)

Concentracion (M/mL) 77 (44-119)

a% 0

b% 51 (42.5-60.5)
Motilidad

c% 6 (5.50-8)

d% 38 (33.5-51)

Posteriormente, se compararon los principales parametros de calidad

espermatica después de la capacitacion por ambas técnicas.

Con el objetivo de evaluar las técnicas de capacitacion espermatica, se
compararon los principales parametros de calidad espermatica de la misma
muestra mediante cada técnica. Se observd que la concentracién de
espermatozoides obtenida fue significativamente mayor en los gradientes de
densidad (p= 0.0003), con 42 M/mL (IQR 16-60 M/mL), en comparacion con 18
M/mL (IQR 5-29 M/mL) obtenidos mediante la técnica de microfluidos (Figura
2).
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Figura 2.- Comparacién de la concentracién espermatica segun la técnica de

capacitacion.

Posteriormente se compararon las formas moéviles obtenidas en ambas técnicas.
La técnica de gradiente de densidad recuperd significativamente mas formas
moviles del tipo progresivo rapido tipo A que la técnica de microfluidos (p <0.0001)
conun 27% (IQR 13.5 - 39.5%) y 0% (0-9%), respectivamente. El dispositivo CAO
mostré una mayor recuperacion de formas méviles de tipo B (p=0.007) con 80%
(IQR 74.5-83.5%) y de tipo C (p=0.04) con 8% (IQR 5.25-13.5%) en
comparacién con 64% (IQR 54.5 — 75%) y 7% (IQR 3.5-9%) obtenidos con el
gradiente de densidad. No se observaron diferencias en el porcentaje de formas
con motilidad D (p=0.09), (Figura 3).
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Figura 3.- Comparacién de la motilidad espermatica segun la técnica de

capacitacion.

Puesto que una de las ventajas de la técnica de microfluidos es la generacién de

menos estrés oxidativo. Se compararon los niveles de estrés oxidativo entre

ambas técnicas y se encontraron niveles significativamente mas elevados en la
técnica de gradiente, con 8.69 (IQR 8.25 — 23.5), en comparacion con 2.82 (IQR
0.00-6.45) en la técnica CAO, (p=0.04) (Figura 4).
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Figura 4.- Comparacién del estrés oxidativo segun la técnica de capacitacion.

Para evaluar el efecto del estrés oxidativo en el desarrollo embrionario, se
compararon las tasas de fertilizacion y de desarrollo embrionario de évulos
sometidos a ICSI con espermatozoides capacitados mediante gradiente y

microfluidos con el dispositivo CAOQ.
Se encontraron diferencias significativas (p=0.03) en el numero de ovocitos que

fertilizaron normalmente, es decir, que presentaron 2 cuerpos polares y 2
pronucleos (2CP2PN). (Figura 5).
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Numero de 2C2P

Gradiente CAO
Figura 5.- Numero de ovocitos que fertilizaron (2CP2PN) segun la técnica de

capacitacion.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de embriones
obtenidos en el dia 2 (p=0.41), 3 (p=0.10) y 5 (p=0.97) de desarrollo embrionario

entre ambas técnicas (Figura 6).
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Figura 6.- Porcentaje de embriones obtenidos segun la técnica de capacitacion.
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Sin embargo, al comparar los embriones generados por cada técnica segun su
calidad (numero de células, simetria y fragmentacién), se observé un mayor
numero de embriones de buena calidad por gradiente de densidad con 3 (IQR
1.5- 4.5) en comparacibn con CAO con 1 (IQR 1-3.5), siendo esto
estadisticamente significativo (p=0.01). No se observaron diferencias con

respecto a los dias 2 y 5 de desarrollo embrionario (Figura 7).

Numero de embriones

D2_GD D2_CA0 D3_GD  D3_CA0 D5_.GD  D5_CAO

Figura 7.- Numero de embriones de buena calidad segun la técnica de

capacitacion.

DISCUSION

Recientemente Zhang et al., 2024 realizaron una revision basada en estudios
experimentales, clinicos, ensayos controlados y revisiones previas en ART; para
analizar la evolucion de las técnicas de seleccion espermatica desde métodos
convencionales (Swim-up y gradientes de densidad) hasta estrategias avanzadas
(microfluidos, MACS, seleccion electroforética, IMSI, andlisis de ADN
espermatico), evaluando su utilidad para mejorar la calidad embrionaria, tasas de

embarazo y nacidos vivos, asi como su aplicabilidad clinica futura (17). En la cual
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describen que los métodos convencionales como Swim-up y gradientes de
densidad (DGC) seleccionan espermatozoides principalmente por motilidad y
densidad, son técnicas ampliamente disponibles y estandarizadas. Una de sus
limitaciones es que no detectan dafio molecular ni fragmentacién del ADN y que
la centrifugacion puede inducir estrés oxidativo y dafio espermatico.

Las técnicas avanzadas de seleccidon espermética basadas en microfluidos
seleccionan espermatozoides moviles y morfol6gicamente normales sin
centrifugacion y se asocian con menor fragmentacion del ADN y mejor integridad
funcional; por otro lado MACS (Magnetic-Activated Cell Sorting) elimina
espermatozoides apoptoticos mediante anexinas; reduciendo la fragmentacion

del ADN y mejorando las tasas de embarazo, sobre todo combinado con DGC.

Las técnicas avanzadas de selecciOn espermatica representan una evolucion
necesaria en la reproduccion asistida, al permitir una evaluacion mas precisa de
la calidad del espermatozoide a nivel molecular y funcional. Aunque los métodos
convencionales contintan siendo Utiles, su capacidad predictiva es limitada frente
a técnicas como microfluidos, MACS o HA-ICSI, especialmente en casos de

factor masculino complejo o fallos previos de FIV/ICSI. (17)

Diversos estudios han demostrado que la centrifugacion por gradientes de
densidad selecciona principalmente espermatozoides con mejor cinética,
morfologia y potencial funcional, al separar células inmaduras, restos celulares y
espermatozoides muertos. Este proceso genera una poblacién enriquecida de
gametos con caracteristicas Optimas para la capacitacion espermatica y la

fecundacion.

Serrano-Albal et al., 2024 realizaron un estudio experimental comparativo in vitro,
gue evalud el efecto de dos métodos de seleccién espermatica: centrifugacion
por gradientes de densidad (DGS) y seleccion esperméatica mediante microfluidos

(MCS); sobre los parametros espermaticos y los resultados de fertilizacion in vitro
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(IVF), utilizando el modelo porcino como sistema experimental. Incluyendo 3
grupos semen sin seleccién (control), seleccion espermética por gradientes de
densidad (DGS), seleccién espermética por microdispositivo microfluidico (MCS;
ZyMot ®).

Los resultados mostraron que ambos métodos redujeron significativamente la
concentracion espermatica, siendo la reduccion mayor con MCS. La motilidad
progresiva fue mayor con DGS (75.9 14.0%). en comparacion con MCS (73.0 +
3.8%). MCS seleccion6 una poblacién con menor proporcion de espermatozoides
anormales. Ambos métodos redujeron el indice de fragmentacion del ADN. No
se observaron diferencias significativas entre DGS y MCS en cuanto a la
formacion de blastocistos y calidad embrionaria. (18)

En nuestro estudio, la técnica de gradiente de densidad recuperé
significativamente mas formas moviles del tipo progresivo rapido que la técnica
de microfluidos, el dispositivo CAO mostré una mayor recuperacion de formas
moviles de tipo B y tipo C en comparacion con los obtenidos con el gradiente de
densidad. Esto coincide con los hallazgos reportados en la literatura,
concluyendo que la seleccion espermatica mediante microfluidos (MCS) es una
alternativa no invasiva, reproducible y fisiolégicamente mas cercana a la
seleccion natural en el tracto reproductivo femenino. Aunque la centrifugacion por
gradientes (DGS) produce mayores valores de motilidad progresiva, el método
MCS logra seleccionar espermatozoides con mejor integridad estructural y menor
dafo del ADN, con mejor calidad embrionaria medida por nimero celular en
blastocisto. Estos hallazgos respaldan el uso de técnicas de seleccidon
espermatica libres de centrifugacion, especialmente cuando se busca proteger la
integridad nuclear y minimizar el dafio inducido por el procesamiento del semen.
Desde un punto de vista clinico, una mayor concentracion espermatica posterior
al procesamiento se ha asociado con mejores tasas de capacitacion espermatica

y mejores resultados en técnicas de reproduccién asistida como 11U y FIV. (18)
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Chévez et. al. en 2025 realizaron un estudio experimental comparativo que
incluyd muestras seminales de donadores normozoospérmicos (n = 12) y
pacientes con teratozoospermia (n = 46). Cada muestra se dividio y proceso
mediante DGC y mediante el dispositvo CAO ®; evidenciando que la
recuperacion espermatica obtenida con CAO ® fue comparable a la obtenida con
DGC, con una ligera ventaja en numero de espermatozoides recuperados en
muestras normozoospérmicas. Los parametros de motilidad fueron similares
entre ambos métodos, observandose una leve reduccién de espermatozoides
inmdviles cuando se utiliz6 CAO ®. En cuanto a los desenlaces reproductivos, no
se observaron diferencias significativas en las tasas de fertilizacion obtenidas por
FIV o ICSI cuando se utilizaron espermatozoides seleccionados por CAO ® en
comparacion con DGC. Concluyendo que dispositivo LensHooke CAO ® es un
método de seleccion espermatica seguro, eficaz y comparable a la centrifugacion
por gradientes de densidad, tanto en términos de calidad espermatica como de
resultados de fertilizacion. Su principal ventaja radica en ser un método no
invasivo, rapido, reproducible y con menor manipulacién y estrés celular, al no

requerir centrifugacion. (19)

Liu et al., 2023 realiz6 un estudio prospectivo que evalud el impacto de diferentes
tipos de especies reactivas de oxigeno (ROS) espermaticas —en particular ROS
mitocondriales (MROS) y peréxido de hidrogeno (H,O,)— sobre el desarrollo
embrionario temprano en ciclos de fertilizacion in vitro (FIV), considerando el
estado ovulatorio femenino, un factor que habia sido poco explorado en estudios

previos.

Se incluyeron 393 ciclos de FIV, de los cuales 90 correspondieron a pacientes
con infertilidad anovulatoria (SOP) y 303 a pacientes con ovulacién normal. El
analisis mostré que una alta proporcion de espermatozoides mROS-positivos
mejord la tasa de 2PN (OR = 1,325; IC del 95 %: 1,103-1,595), la tasa de
utilizacion de embriones en el dia 3 (OR = 1,362; IC del 95 %: 1,151-1,614) y la
tasa de embriones de buena calidad en el dia 3 (OR =1,391; IC del 95 %: 1,089-
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1,783) en pacientes con infertilidad anovulatoria. Un alto porcentaje de
espermatozoides mROS-positivos y peroxido de hidrogeno tuvo efectos adversos
sobre el desarrollo embrionario y blastocisto en la etapa de segmentacion en

pacientes con infertilidad normoovulatoria.

Las ROS espermaticas actian como una “espada de doble filo” en la FIV. Su
efecto depende del tipo de ROS, su nivel, y de manera crucial, del estado
ovulatorio femenino. En mujeres con infertilidad anovulatoria, una cantidad
adecuada de mROS espermatico puede favorecer el desarrollo embrionario
temprano, mientras que en mujeres con ovulacion normal, niveles elevados de
ROS resultan deletéreos. (20)

Gualtieri R, et al publicaron una revision narrativa exhaustiva de la literatura que
analizo el estrés oxidativo espermatico generado durante la manipulacion in vitro
en las TRA, su impacto sobre la funcion espermatica y las consecuencias
potenciales en la fertilizacion y el desarrollo embrionario, asi como revisar las
estrategias propuestas para minimizar el dafio oxidativo inducido en laboratorio.
Demostrando que, aunque niveles bajos de ROS son esenciales para procesos
fisiolégicos como la capacitacion, hiperactivacion y reaccion acrosomal, el exceso
de ROS durante la manipulacion in vitro (especialmente la centrifugacion, el uso
de gradientes, la eliminacion de plasma seminal) genera estrés oxidativo
espermatico, con efectos deletéreos bien documentados, relacionado con
reduccion en las tasas de fertilizacion, alteraciones en la segmentacion

embrionaria, menor desarrollo hasta blastocisto y los resultados de FIV/ICSI (21).

Nuestro estudio apoya la literatura actual donde el aumento de la generacion de
estrés oxidativo inducido durante la manipulacion espermatica in vitro representa
un factor iatrogénico relevante que puede comprometer la calidad espermatica y

el desarrollo embrionario.
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Se realiz6 un estudio prospectivo observacional en muestras seminales de 12
hombres infértiles divididos aleatoriamente en 3 grupos y fue procesada mediante
swim-up, gradientes de densidad y un dispositivo de seleccion microfluidica sin
centrifugacion. Se evidencié que la seleccion microfluidica mostré una motilidad
total y progresiva significativamente mayor en comparacién con la centrifugacion
por gradientes de densidad y el método swim-up. Asimismo, presentd el menor
indice de fragmentacion del ADN, significativamente inferior al observado con
gradientes de densidad y swim-up; ademas de que los niveles de superéxido
mitocondrial fueron significativamente menores en los espermatozoides
seleccionados por técnica microfluidica, lo que sugiere una reduccion del estrés
oxidativo mitocondrial. Por lo que se apoya que la seleccion espermatica
mediante microfluidica es un método eficaz para aislar espermatozoides con
mejor motilidad, morfologia y menor fragmentacion del ADN, probablemente
debido a la reduccion del estrés oxidativo asociado a la ausencia de
centrifugacion (22).

El estudio mas reciente Meseguer F, et al. 2025 estudiaron el estrés oxidativo en
dos técnicas de seleccion espermatica (microfuidos y gradientes de densidad)
evidenciando que la técnica microfluidica utilizando el dispositivo SwimCount
Harvester (SCH) reduce de manera significativa el indice de fragmentacion del
ADN espermatico (DFI) en comparacion con la técnica convencional de Swim-
up; confirmando asi que el uso de SCH representa una estrategia mas fisiologica
de seleccion y calidad espermatica, al evitar la centrifugacion, reduciendo el
estrés oxidativo y el dafio del ADN. La mejora observada en calidad embrionaria
y tasa de blastocistos utilizables respalda la hipétesis de que la integridad
gendmica del espermatozoide influye mas en etapas embrionarias avanzadas

gue en la fertilizacién inicial. (23)

Nuestro estudio demostré que la técnica de microfluidos genera menor estrés
oxidativo. Se compararon los niveles de estrés oxidativo entre ambas técnicas y
se encontraron niveles significativamente mas elevados en la técnica de

gradientes de densidad, demostrando asi que, al disminuir el estrés oxidativo
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generado en el procesamiento de la muestra, disminuye la fragmentacion del

ADN y mejora la calidad embrionaria significativamente.

En otro estudio Guler et al., 2021 compararon el efecto de dos métodos de
preparacién espermatica —centrifugacion por gradientes de densidad (DGC) y
seleccion espermatica mediante chip microfluidico— sobre los parametros
seminales y el desarrollo embrionario temprano y tardio, en pacientes con
asteno-teratozoospermia sometidos a ICSI. Se realizé un estudio prospectivo
comparativo donde cada muestra seminal se dividié en dos partes; Preparacion

por DGC y Preparacién por chip microfluidico (Fertile Ultimate®).

La concentracion espermatica fue significativamente mayor con DGC. La
motilidad total y progresiva fue significativamente mayor en el grupo microfluidico.
No se observaron diferencias significativas entre DGC y microchip en cuanto a
tasas de fertilizacion y Proporcion de embriones G1 y G2 en dia 3. No hubo
diferencias significativas en blastocistos pobres, entre ambos métodos; sin
embargo, la proporcién de blastocistos excelentes en dia 5 fue significativamente
mayor en el grupo microfluidico comparado con DGC (p = 0.029). Este hallazgo
indica mejor calidad embrionaria tardia asociada a la seleccion por microfluidos.
(24)

Contrario a la literatura, nuestro estudio mostro diferencias significativas en el
namero de ovocitos que fertilizaron; sin embargo no se observaron diferencias
significativas en el desarrollo embrionario entre ambas técnicas lo cual es
congruente con los citado en la literatura, sobre la calidad embrionaria temprana,
gue depende mayormente del ovocito, cuyos factores mitocondriales y
citoplasmaticos determinan el desarrollo durante las primeras divisiones; y que
gue la contribucién espermatica al desarrollo embrionario temprano es limitada y
gue factores ovocitarios desempefian un papel predominante en la calidad
embrionaria. La preparacién seminal, aunque mejora parametros espermaticos,
no necesariamente se traduce en un impacto directo sobre la calidad del embrién,

particularmente en etapas avanzadas como el desarrollo a blastocisto.
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En la literatura, Yetkinel et al., 2019 realizaron un estudio para determinar si la
seleccion espermatica mediante chip microfluidico (Fertile Chip®) mejora los
resultados de ICSI en parejas con infertilidad inexplicada, comparada con la
técnica convencional swim-up, evaluando fertilizacion, calidad embrionaria y
resultados clinicos. Fue un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado y controlado
gue evalué a 122 parejas con infertilidad inexplicada asignados aleatoriamente
Grupo microfluidico: seleccion espermética con Fertile Chip® y Grupo control:

técnica convencional swim-up.

En este, no se encontraron diferencias significativas en Fertilizacién: 63.6 %
(microfluidico) vs 57.4 % (swim-up) (p= 0.098). El numero total de embriones fue
similar entre grupos; en el grupo microfluidico presentd6 un numero
significativamente mayor de embriones grado 1, que apoya los resultados del
presente estudio. Demostrando asi que la seleccion espermatica mediante chip
microfluidico no mejora las tasas de fertilizacion comparada con la técnica swim-
up convencional. Sin embargo, si se asocia a una mejor calidad embrionaria,
reflejada por un mayor niumero de embriones grado 1 y un mayor nimero de
embriones criopreservables, lo que sugiere un potencial beneficio en resultados

acumulativos a largo plazo. (25)

En un estudio reciente publicado en Julio 2025, Meseguer F, et al. realizaron un
estudio prospectivo, doble ciego, en 100 parejas sometidas a ICSI con el objetivo
de evaluar el desempefio de un nuevo dispositivo microfluidico de seleccion
espermatica (SwimCount Harvester, SCH) en comparaciéon con la técnica
convencional de Swim-up, analizando parametros de calidad espermatica, asi
como indicadores de desempeiio en laboratorio de FIV. Cada muestra seminal
se dividio aleatoriamente en uno de los dos grupos y los ovocitos maduros
recuperados se dividieron equitativamente y fueron micro inyectados con
espermatozoides seleccionados por cada técnica. Posteriormente, los embriones

se cultivaron en incubadores time-lapse, permitiendo la evaluacién morfocinética.
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La seleccién espermatica mediante SCH produjo una mayor concentracion de
espermatozoides, mayor recuento total de espermatozoides progresivos, mejor
morfologia espermética y una reduccién significativa del indice de fragmentacién
del ADN, en comparacién con Swim-up. La motilidad progresiva porcentual fue
ligeramente  superior en Swim-up, sin impacto clinico relevante.
En cuanto a los resultados embrionarios: la tasa de blastocistos utilizables fue
significativamente mayor con SCH (40.5% vs. 34.5%) asi como la tasa de
blastocistos de buena calidad. No se observaron diferencias significativas en la
tasa de fertilizacion ni en la tasa de euploidia. (23) Siendo este uno de los
estudios mas recientes que apoyan y asemejan los resultados de nuestro estudio,
donde la técnica microfluidica reduce la cantidad de estrés oxidativo, produce
una mayor cantidad de espermatozoides y mejora la calidad morfocinética de los

mismos.

Por lo que es necesario continuar con estudios que nos permitan comparar las
nuevas técnicas de seleccion espermatica avanzadas, valorando los resultados
en concentraciones espermatica y calidad embrionaria respecto a los métodos

convencionales y ya conocidos de seleccion espermatica.

CONCLUSIONES

Los hallazgos del estudio muestran que la técnica de gradientes de densidad
mejora notablemente los parametros seminales fundamentales (concentracion y
motilidad progresiva), confirmando su papel como método estandar de seleccién
espermatica. Estos resultados concuerdan con estudios previos que describen
gue los gradientes permiten recuperar la fraccion de espermatozoides mas
competente, eliminando células inmaduras, detritos celulares y espermatozoides

inviables.

Sin embargo, esta mejora seminal no se tradujo en diferencias significativas en

la tasa de fertilizacion ni en la calidad embrionaria. La literatura sugiere que,
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cuando la calidad semen basal es adecuada, la preparacibn no modifica
sustancialmente el resultado clinico, especialmente en técnicas como FIV e ICSI,

donde existe seleccion manual del espermatozoide.

El aumento observado en los valores de sORP durante la técnica de seleccion
espermética derivado de la manipulacion in vitro especialmente procesos como
la centrifugacion, el uso de gradientes, la eliminacion de plasma seminal reduce

las tasas de fertilizacién con un menor desarrollo embrionario.

Finalmente, la ausencia de cambios en la calidad embrionaria concuerda con la
evidencia de que el desarrollo temprano depende en mayor medida de los
componentes ovocitarios, y que el impacto del espermatozoide en la calidad

embrionaria es limitado durante los dias posteriores.
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