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RESUMEN

Desde la década de 1970, los Tratamientos de Reproduccion Asistida han permitido
hacer frente a los problemas de infertilidad en las parejas. En concreto, la introduccion de la
técnica ICSI ha demostrado mejorar significativamente los resultados clinicos en casos de
infertilidad masculina. Sin embargo, todavia no se alcanzan las tasas de implantacion deseadas.
Unos de los principales motivos es que la primera aproximacion para estudiar la infertilidad
masculina es el seminograma. El andlisis convencional del semen no predice de manera fiable
la fertilidad o la respuesta al tratamiento, ya que, entre otros aspectos, no tiene en cuenta las
caracteristicas moleculares de los espermatozoides como la fragmentacion del ADN. Se conoce
que la calidad espermatica constituye un factor determinante en la Reproduccion Asistida y su
impacto sobre la fecundacion, la cinética embrionaria y los resultados clinicos ha sido
ampliamente estudiado. Los métodos convencionales de preparacion espermadtica generan
estrés oxidativo y pueden incrementar la fragmentacion del ADN, comprometiendo el
desarrollo embrionario. En este contexto, la microfluidica aparece como una alternativa
prometedora, simulando las condiciones fisiologicas del tracto reproductor femenino y
permitiendo la seleccion de espermatozoides con mejor motilidad, morfologia y menor
fragmentacion del ADN. Este estudio pretende evaluar si el uso de la microfluidica aumenta la
probabilidad de seleccionar espermatozoides competentes y, por ende, la probabilidad de éxito
del ciclo. Para ello, se ha llevado a cabo una revision bibliografica de estudios publicados
recientemente sobre dicho tema. En el trabajo se concluye que la aplicacion de la microfluidica
en el proceso de seleccion espermatica representa una alternativa novedosa y muy prometedora,
con potencial para mejorar la calidad seminal, los pardmetros embrionarios y los resultados
clinicos. Sin embargo, es necesario tomar una serie de medidas y llevar a cabo mas estudios

para superar las limitaciones que presenta esta técnica.

Palabras clave: infertilidad masculina, ICSI, seleccion espermatica, microfluidica,

fragmentacion del ADN espermatico.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

AMP: Adenosin monofosfato

ATP: Adenosin trifosfato

DFI: DNA Fragmentation Index

DGC: Density gradient centrifugation

dsSDF: Double Strand SDF

FIV: Fecundacion in vitro

ICSI: Intracytoplasmic Sperm Injection

IMSI: Intracytoplasmic Morphologically selected Sperm Injection
IUI: Intrauterine Insemination

MACS: Magnetic Activated Cell Sorting

MCE: Microchip Capillary Electrophoresis

MSOME: Motile Sperm Organellar Morphology Examination
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PGT-A: Pre-implantation Genetic Testing for Aneuploidy
PICSI: Physiological Intracytoplasmic Sperm Injection
RCT: Randomized Controlled Trial

RNV: Recién nacido vivo

ROS: Reactive Oxygen Species

SDEF: Sperm DNA Fragmentation

ssSDF: Single Strand SDF

SU: Swim-up

TAS: Total Analysis Systems

TRA: Tratamientos de Reproduccion Asistida
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INTRODUCCION

1. INFERTILIDAD Y EL IMPACTO DEL FACTOR MASCULINO

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la infertilidad como el fracaso para
lograr una gestacion clinica después de 12 meses o mas de relaciones sexuales regulares sin
proteccion. Su incidencia ha ido incrementandose durante las Gltimas décadas. Se calcula que
alrededor del 12%-15% de las parejas presentan algin tipo de infertilidad (Ohlander et al.,
2020). Este notable aumento puede deberse a factores femeninos, masculinos o incluso mixtos.
Ademas, se estima que el 15% de estas parejas presentan infertilidad idiopatica o sin causa
conocida. Sin embargo, se espera que este Ultimo porcentaje disminuya en el futuro

especialmente gracias a los avances en el campo de la genética (Machen & Sandlow, 2020).

El factor masculino estd presente aproximadamente en el 50% de los casos. Las
principales causas de infertilidad masculina son los trastornos hormonales, los factores
ambientales y genéticos, los procesos inflamatorios e infecciosos y las causas de origen
anatomico como los varicoceles o las obstrucciones en el tracto reproductivo (Ohlander et al.,

2020).

Los Tratamientos de Reproduccion Asistida (TRA) han permitido hacer frente a estos
problemas de infertilidad en las parejas. Gracias a su aplicacion desde la década de 1970, mas
de 8 millones de bebés han nacido en todo el mundo. Diferentes factores como la
estandarizacion de los procedimientos y materiales en los laboratorios, o la introduccion de la
técnica ICSI para casos de infertilidad masculina, han permitido la mejora significativa de los
resultados clinicos (Lara-Cerrillo et al., 2023). Sin embargo, en los tratamientos con ICSI
todavia no se alcanzan las tasas de implantacion deseadas. Esto se debe en gran parte a que la
primera aproximacion para estudiar la infertilidad masculina es el analisis seminal o
seminograma, cuya capacidad es bastante limitada. El andlisis convencional no predice de
manera fiable la fertilidad o la respuesta al tratamiento, ya que tan solo informa sobre la
capacidad del testiculo de producir espermatozoides, méviles o no, pero no da informacion
sobre la capacidad fecundante de los mismos. El seminograma no tiene en cuenta las
caracteristicas moleculares de los espermatozoides como la fragmentacion del ADN. Por ello,
es probable que haya un gran nimero de varones diagnosticados errdbneamente con infertilidad

de causa desconocida (Ohlander et al., 2020).
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2. FRAGMENTACION DEL ADN Y SUS REPERCUSIONES REPRODUCTIVAS

A pesar de que los TRA como la Inseminacion Intrauterina (IUI), la fecundacion in vitro
(FIV) y la ICSI son opciones de tratamientos muy efectivas, solo la tercera parte de los ciclos
resultan en recién nacidos vivos (Sharma & Agarwal, 2020). En la mayoria de los casos, los
pardmetros que se estudian en el seminograma no son indicativos de un futuro resultado
positivo de los TRA. Por ello, es necesario un estudio mas exhaustivo para determinar la

alteracion que provoca la infertilidad y aplicar el mejor tratamiento.

La fragmentacion del ADN espermatico (SDF) se refiere al dafio o rotura en el material
genético de los espermatozoides, distinguiéndose dos tipos: de cadena simple (ssSDF) o de
doble cadena (dsSDF). Se calcula que alrededor del 11% de los varones que presentan valores
seminales normales segun los criterios de la OMS, presentan algun tipo de SDF. Por ello, el
analisis convencional del semen o seminograma no es suficiente para detectar estos dafios

(Pardinas et al., 2022).

Con el objetivo de evaluar la correcta integridad del ADN y medir el nivel de
fragmentacion, se emplean una serie de técnicas de forma rutinaria en los laboratorios, los

ensayos SCSA, TUNEL, SCD y Comet (alcalino y neutro) (Pardinas et al., 2022).

Segun el tipo de SDF, el origen e impacto reproductivo de estas roturas puede variar.
Aunque todavia no existe consenso sobre el origen exacto de estos dafios, se propone que
pueden ser causados por defectos de maduracién y apoptosis abortiva durante la
espermatogénesis, o por estrés oxidativo post-testicular. El estrés oxidativo suele producir
roturas de tipo ssSDF, mientras que los defectos de maduracion o los procesos de apoptosis
abortiva suelen dar lugar a gametos con dsSDF. Esto es algo relativo, ya que todos estos
defectos pueden dar lugar a ambos tipos de rotura. La diferencia radica en su repercusion sobre
los resultados reproductivos. Mientras que la dsSDF se ha correlacionado significativamente
con un desarrollo embrionario mas lento, tasas de implantacion mas bajas y un mayor riesgo de
pérdida de embarazo, la ssSDF se ha correlacionado con peores tasas de embarazo natural y
una menor motilidad progresiva de los espermatozoides. Sin embargo, no se ha observado un
impacto significativo de este ultimo tipo en el desarrollo embrionario o en las tasas de

implantacion (Pardinas et al., 2022).
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En el caso de seleccionar un espermatozoide con dafos en su material genético, el
ovocito, dependiendo de su calidad y la proporcion de ADN espermadtico fragmentado, va a ser
capaz de inducir la reparacion una vez que se produce la fecundacion. En general, el dafio
monocatenario es mas sencillo de reparar que el bicatenario, aunque cada vez existe mas

evidencia cientifica de que también se puede reparar la dsSDF (Casanovas et al., 2019).

En resumen, la fragmentacion del ADN de los espermatozoides, especialmente la
dsSDF, esté relacionada con un retraso en la cinética embrionaria y un riesgo significativamente
mayor de pérdida de embarazo tras los ciclos de FIV y de ICSI. Los datos recogidos en
diferentes estudios proporcionan una indicacion clinica para evaluar este dafio antes de los TRA

y una justificacion mas para estudiar e investigar dicha relacion.

El estrés oxidativo se propone como principal causa de la fragmentacion del ADN
espermatico. En el interior del tracto reproductor masculino, el estrés oxidativo puede
producirse por una alta concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS), teniendo un
impacto negativo en la estructura de la cromatina, especialmente si se encuentra mal
compactada. Las fuentes de produccion de ROS pueden ser tanto internas (varicocele,
leucocitos o células germinales inmaduras), como externas (radiacion, factores ambientales o

procesos de centrifugacion) (Pardinas et al., 2022).

Centrandonos en el segundo tipo, los procesos de centrifugacion son un aspecto muy
importante debido a su implementacion en la préctica clinica de los laboratorios de
Reproduccion Asistida, formando parte del protocolo de los métodos convencionales de
preparacion espermadtica. El estrés oxidativo de los espermatozoides, producido en gran parte
por la generacion de ROS en los procesos de centrifugacion, se ha asociado negativamente con

la tasa de fecundacion y el desarrollo temprano del embrion (Pardifias et al., 2022).

Al igual que ocurre en la concepcion natural, donde el tracto reproductor femenino
permite un estricto y eficiente proceso de capacitacion, en los distintos TRA se requiere una
fase de preparacion del semen donde se emplea el método de seleccion espermatica mas
adecuado para cada pareja. En el caso de la ICSI, un Gnico espermatozoide es seleccionado y
microinyectado en el interior del ovocito. Por ello, es fundamental un correcto proceso de
capacitacion y seleccion que simule lo que ocurre en el interior del tracto genital femenino (De

Martin et al., 2020).
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3. LA SELECCION ESPERMATICA EN REPRODUCCION ASISTIDA

Como se ha mencionado anteriormente, la calidad espermatica juega un papel clave en
la fecundacion y el desarrollo embrionario temprano. Por ello, la seleccion de espermatozoides
con caracteristicas Optimas es esencial para mejorar los resultados en los TRA. A pesar de que
la ICSI revolucion¢ el tratamiento de la infertilidad masculina, con el uso de esta técnica existe

la posibilidad de seleccionar un espermatozoide con dafios en el ADN (De Martin et al., 2020).

Al microinyectar directamente el gameto masculino en el interior del ovocito, se
eliminan las barreras naturales del tracto reproductor femenino que permitirian la capacitacion
y seleccion. Por lo tanto, es crucial un procesamiento del semen previo a la ICSI. En esta fase
se elimina el plasma seminal y se retiran aquellos espermatozoides que no cumplen con los
criterios de seleccion. Generalmente se seleccionan Unicamente los gametos con movilidad
progresiva y morfologia normal. Sin embargo, el dafio en el ADN espermdtico no siempre
produce cambios morfolédgicos, lo que complica su identificacion en numerosas ocasiones. Por
lo tanto, cuanto mas eficiente sea la seleccion, menor serd el riesgo de microinyectar un gameto

no funcional (De Martin et al., 2020).

3.1 Caracteristicas espermaticas y el proceso de seleccion

Los gametos masculinos son células muy peculiares. Entre sus particularidades destaca
la presencia de flagelo y un material genético altamente empaquetado. Ademas, poseen un
conjunto de caracteristicas que pueden ser utilizadas como puntos clave del proceso de

seleccion espermatica (De Martin et al., 2020).

Los espermatozoides tienden a nadar y acumularse proximos a superficies en lugar de
distribuirse de manera tridimensional. Esta preferencia por los bordes y las superficies se
traduce en una mayor velocidad de movimiento, alcanzando velocidades hasta un 50% mayores
que en el centro del canal. Esta propiedad resulta ventajosa en entornos confinados como el
tracto reproductivo o dispositivos microfluidicos. Su comportamiento también varia segin la
viscosidad del medio. Cuando el medio presenta una baja viscosidad, comun en los TRA, los
espermatozoides siguen un patrén de nado helicoidal. En este caso, la morfologia de la cabeza
influye poco en la dindmica de nado. Sin embargo, en medios viscosos, se observa un
movimiento mas plano, haciendo que la forma de la cabeza y la pieza media tengan mayor

importancia en términos hidrodindmicos (De Martin et al., 2020).
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La reotaxis positiva es otra propiedad de los espermatozoides, la cual consiste en poder
nadar en contra del flujo. Esta caracteristica es clave en la orientacion hacia el ovocito y requiere

una motilidad fuerte y constante (De Martin et al., 2020).

Otro mecanismo de orientacion es la termotaxis. Gracias a ella, los espermatozoides
pueden ser guiados por gradientes de temperatura, especialmente en la unidon ttero-trompa
durante la ovulacion. Se cree que solo aquellos que han sufrido una correcta capacitacion
responden a estos cambios de temperatura. Tanto la termotaxis como la reotaxis se consideran

factores orientadores que actuan a largas distancias (De Martin et al., 2020).

Por ultimo, la quimiotaxis implicaria la atraccidén de los espermatozoides por sustancias
quimicas secretadas por el ovocito. Sin embargo, esta propiedad no se aprovecha en la ICSI ya
que, como se ha mencionado anteriormente, se microinyecta directamente el espermatozoide

en el interior del ovocito (De Martin et al., 2020).

3.2 Seleccidon y capacitacion espermatica en el tracto femenino

Dentro de un mismo eyaculado existe una gran variabilidad entre los espermatozoides,
tanto por su forma, como por su movilidad o empaquetamiento del ADN. Solo una pequena
parte consigue alcanzar la ampolla de la trompa de Falopio, donde generalmente ocurre la
fecundacion. Durante el trayecto, los espermatozoides deben superar multiples obstaculos que
presenta el tracto genital femenino. Destacan el moco cervical, las estructuras estrechas del
utero y las trompas, y la necesidad de nadar a contracorriente del flujo. Por lo que solo aquellos
con una morfologia adecuada, buena movilidad y una cromatina correctamente empaquetada

consiguen avanzar con éxito (De Martin et al., 2020).

En el tracto femenino, los espermatozoides deben sufrir una serie de cambios
moleculares, bioquimicos y fisiologicos, ya que los gametos del eyaculado son incapaces de
llevar a cabo la fecundacion. Este fendmeno se denomina capacitacion espermatica y prepara a
los espermatozoides para la unioén con el ovocito y la posterior fecundacion. En el eyaculado,
este proceso se previene por factores presentes en el plasma seminal, pero una vez alcanzan el
tracto femenino se producen los cambios. Estos cambios incluyen la adquisicion de

hipermovilidad, la quimiotaxis y la unioén primaria al ovocito (Tosti & Ménézo, 2016).
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La hipermovilidad espermatica est4 relacionada con cambios en el pH. Un incremento
del pH favorece la hidrolisis del ATP suministrando energia al espermatozoide y, por ende, el
movimiento mediante un mecanismo relacionado con la activacion de la dineina. Esta proteina
actia como componente molecular del axonema, el cual es el motor del movimiento flagelar.
Ademas del incremento de pH intracelular, se produce también un aumento del AMP ciclico,
participando en la fosforilacion de proteinas del axonema. Por otro lado, los canales de iones
como el de calcio o el de potasio, también regulan la movilidad espermatica al inducir la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica. Por altimo, tras la retirada de todos los factores
inhibidores, se alcanza el estado final caracterizado por movimientos vigorosos del flagelo y

una alta capacidad de movimiento del espermatozoide (Tosti & Ménézo, 2016).

Una vez que se consigue la hipermovilidad, el espermatozoide nada hacia el ovocito en
respuesta a gradientes quimicos. A pesar de que se han propuesto numerosas moléculas,
unicamente se ha demostrado que la progesterona es la principal, sino la unica, secretada por
las células del cimulo en humanos. Aunque hasta la fecha no ha sido identificado el mecanismo
exacto, si parece clara la relacion que tienen en este proceso los canales de calcio CatSper,

presentes en la superficie del flagelo (Tosti & Ménézo, 2016).

Finalmente, se conoce como unién primaria al primer contacto entre ambos gametos, el
cual requiere de un reconocimiento especifico entre estructuras y moléculas del espermatozoide
y del ovocito. La zona peltcida del ovocito es una estructura elastica compuesta por fibrillas y
filamentos, cuya region funcional en humanos se compone de las glicoproteinas ZP1, ZP2, ZP3
Y ZP4. Las ZP1, 3 y 4 se consideran las moléculas de unién a los espermatozoides capacitados
e inducen la reaccidon acrosdmica, mientras que ZP2 se une a los espermatozoides que ya han
sufrido la reaccion, considerandose un receptor secundario. La naturaleza de la union primaria
reside en la interaccion de la galactosyltransferasa (Galtase), una molécula presente en la cabeza
de los espermatozoides, con un residuo de la N-acetylglucosamina en ZP3. Una vez que el
espermatozoide se une de forma irreversible a ZP3, se inicia la reaccion acrosémica (Tosti &

Ménézo, 2016).

Por lo tanto, la integracion de las propiedades de los espermatozoides con los distintos
filtros fisiologicos del tracto reproductor femenino hace que la seleccion espermatica sea un
proceso altamente eficiente. Comprender estas interacciones es fundamental para desarrollar

métodos de seleccidon que imiten estos mecanismos naturales en el laboratorio.
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4. METODOS DE SELECCION Y SUS LIMITACIONES

La capacitacion y seleccion espermdtica son procesos fundamentales en la
Reproduccion Asistida, ya que van a permitir obtener espermatozoides competentes. Los
métodos para conseguirlo se pueden clasificar en dos tipos. Por un lado, las técnicas
convencionales basadas en la centrifugacion pueden provocar estrés oxidativo y disminuir la
integridad del material genético debido a la produccion ROS. Por otro lado, las técnicas
avanzadas que no se basan en la centrifugacion, tienen como objetivo reducir el estrés oxidativo

y seleccionar espermatozoides con una alta integridad del ADN (Sharma & Agarwal, 2020).

4.1 Métodos tradicionales de seleccion espermatica

Los métodos convencionales se basan fundamentalmente en la morfologia y la
movilidad de los espermatozoides, siendo los madas utilizados el swim-up (SU) y la
centrifugacion en gradientes de densidad (DGC) (Baldini et al., 2021). Las técnicas de
preparacion espermatica deben ser procesos rapidos, baratos y que consigan separar
eficientemente los espermatozoides moviles y morfolégicamente normales del resto de tipos
celulares o incluso bacterias que haya en la muestra de semen, evitando asi la produccion de
ROS.

El SU fue descrito por primera vez en 1984 y es conocido como uno de los
procedimientos mas sencillos de preparacion espermatica. Se basa fundamentalmente en el
movimiento activo de los espermatozoides para “migrar” por el medio y separarse asi del resto
del plasma seminal (Baldini et al., 2021). Para ello, la muestra de semen se lava con medio y
se centrifuga, concentrandose los espermatozoides en el fondo del tubo y separandolos del
plasma seminal. Tras retirar el sobrenadante, se anade medio nuevo sin romper el pellet del
fondo y se deja inclinado a 45° durante un tiempo de incubacion determinado, favoreciendo que
los espermatozoides modviles migren desde el pellet hacia el medio (Figura 1) (Sharma &
Agarwal, 2020). Por ultimo, se valora la concentraciéon, movilidad y morfologia de los

espermatozoides recuperados.

Este método se aplica habitualmente para muestras normozoospérmicas y en casos de
infertilidad de origen femenino (De Martin et al., 2020). Se trata de un procedimiento barato y
con el que se pueden obtener espermatozoides altamente moviles de una manera sencilla. Sin
embargo, la tasa de recuperacion con esta técnica es relativamente baja, ya que solo se

recuperan entre el 5y el 10% de los gametos (Sharma & Agarwal, 2020).
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Ademas, se debe considerar el posible dafio causado por la produccién de ROS tras la
centrifugacion (Sharma & Agarwal, 2020). Para evitarlo, existen numerosas variantes del SU
que evitan este paso. En ellas, los espermatozoides migran directamente desde el plasma

seminal al medio.

En cuanto a la DGC, es considerada por la mayoria de los laboratorios como la técnica
“gold-standard” para la preparacion espermatica (Sharma & Agarwal, 2020). Consiste
principalmente en centrifugar el eyaculado, haciéndolo pasar por una soluciéon compuesta por
dos medios de distinta densidad. Los distintos gradientes que se generan permiten separar las
células mediante centrifugacion por gradientes de densidad, de ahi el nombre de la técnica.
Suelen prepararse en dos capas (una fase inferior 90% y una superior 45%), siendo los de silice
coloidal con moléculas de silano unidas covalentemente los mas usados (Figura I). A pesar de
ello, esta composicion puede producir minimos efectos negativos en la ultraestructura del
gameto, por lo que en muchos laboratorios se ha ido sustituyendo por sacarosa o co-polimeros
de sacarosa (Ficoll). Tras la centrifugacion, los espermatozoides con mayor movilidad habran
nadado activamente en la direccion de la sedimentacion, atravesando el gradiente de forma mas
eficiente y rapida que aquellas células con peor movilidad, que quedaran retenidas entre los
gradientes. Finalmente, se recupera el pellet del fondo del tubo que estard enriquecido en

espermatozoides con una alta movilidad progresiva (Baldini et al., 2021).

En comparacion con el método del SU, la DGC puede lograr tasas de recuperacion del
30 al 80% dependiendo de la muestra y la habilidad del técnico que lo lleve a cabo (Sharma &
Agarwal, 2020). El tiempo requerido para capacitar una muestra mediante esta técnica es de 30
minutos y puede utilizarse para muestras de pacientes oligozooespérmicos o con baja movilidad
espermatica. En cuanto a sus limitaciones, tiene un mayor coste y la centrifugacion asociada a
este procedimiento puede inducir una mayor produccién de ROS. El consiguiente aumento de
la fragmentacion del ADN espermatico puede afectar negativamente al resultado del

tratamiento disminuyendo la probabilidad de éxito (Hsu et al., 2023).

Los resultados disponibles en la literatura son contradictorios y no se ha llegado a un
acuerdo sobre qué procedimiento de preparacion espermatica es el ideal. Algunos estudios
sugieren que la combinacion de ambas técnicas mejoraria los resultados de los TRA con ICSI,
incluso en pacientes que tienen una concentraciéon espermatica normal pero una movilidad

reducida (Baldini et al., 2021).
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CENTRIFUGATION
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Lower phase 90 % Viable motile sperm

Liquified
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stay in semen layer

Figura 1. Representacion esquemdtica de los métodos de preparacion espermdtica swim-up (SU) y
centrifugacion en gradientes de densidad (DGC). Extraido de Baldini et al., 2021.

4.2 Métodos avanzados de seleccion espermatica

Los nuevos avances en biologia molecular han permitido superar las limitaciones de los
métodos basados en la centrifugacion. El desarrollo de técnicas avanzadas de seleccion
espermdtica ha proporcionado un amplio abanico de posibilidades para incrementar la
capacidad fecundante de los espermatozoides. Dentro de estas estrategias se incluyen el sistema
de clasificacion de células activadas magnéticamente (MACS), la seleccion mediada por acido
hialurénico, el estudio de la morfologia de los organulos de espermatozoides moviles

(MSOME) y la tecnologia de seleccion mediante microfluidica (Hsu et al., 2023).

La técnica MACS permite la seleccion de espermatozoides moviles no apoptoticos
gracias a la afinidad entre las microesferas conjugadas con anexina-V y el fenotipo apoptdtico
de los gametos, es decir, que presenten la fosfatidilserina externalizada. La muestra,
previamente incubada con las microesferas magnéticas conjugadas con anexina-V, se pasa por
una columna aplicando un campo magnético que actia como un filtro, separando aquellos
espermatozoides apoptoticos de los no apoptodticos. Finalmente, los gametos que consiguen

pasar por la columna son recolectados y utilizados en el TRA correspondiente (Hsu et al., 2023).
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Se ha comprobado que su aplicacién en pacientes con alta fragmentacion del ADN
espermatico o abortos de repeticion mejora la calidad de los espermatozoides seleccionados vy,
por ende, las tasas de embarazo. Sin embargo, el proceso resulta lento y laborioso ya que suele
combinarse con un paso previo de capacitacion mediante DGC para eliminar el plasma seminal

(Hsu et al., 2023).

En cuanto al ensayo de union al &cido hialurénico, se basa en la capacidad de union de
los espermatozoides a esta molécula gracias a una serie de receptores presentes inicamente en
aquellos gametos que han completado correctamente el proceso de espermatogénesis y
maduracion (Baldini et al., 2021). Con la seleccion mediante este método se obtienen
espermatozoides con una mejor movilidad y morfologia, ademas de una correcta integridad del
acrosoma y del ADN. Su aplicacion en los procedimientos de ICSI de pacientes
teratozoospérmicos, mejord la calidad embrionaria y los resultados clinicos, recibiendo el
nombre de ICSI fisiologico con ensayo de unidn al 4cido hialurénico (PICSI). Sin embargo, al
ser un procedimiento lento y presentar otra serie de limitaciones que afectan directamente a la

eficiencia del TRA, no se utiliza en ¢l dia a dia de los laboratorios (Hsu et al., 2023).

Por otro lado, el estudio de la morfologia de los organulos de espermatozoides moviles
(MSOME) permite observar el gameto masculino a mas de 6000 aumentos. Con ello se
consigue seleccionarlos, no solo en base a la forma y disposicion de la cabeza y el acrosoma,
sino también en base a los organulos visibles en su interior. La aplicacion en el procedimiento
de ICSI consiguié mejorar los resultados clinicos sobre todo en casos de infertilidad por factor
masculino severo como la teratozoospermia, denominandose la técnica inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides seleccionados morfologicamente (IMSI) (Sharma &
Agarwal, 2020). A pesar de sus ventajas, este método se encuentra en debate debido a que la
correlacion de la ultra-morfologia de los espermatozoides con sus funciones fisiologicas y su
potencial de fecundacion es bastante limitada (Hsu et al., 2023). La falta de consenso, el alto
coste y la duracion del procedimiento, hacen que el IMSI no sea un método rutinario en las

clinicas de Reproduccion Asistida (Baldini et al., 2021).

Por tultimo, el uso de la microfluidica en la seleccidon espermatica estd ganando
popularidad en los ultimos afios. Esta tecnologia ha demostrado tener un gran potencial en los
tratamientos de FIV y de ICSI, reduciendo los tiempos e incrementando su eficiencia y

resultados (Sharma & Agarwal, 2020).
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Entre sus ventajas destacan la capacidad de trabajar con volumenes muy pequeiios de
muestra y poder manipular células de manera individual y de forma no invasiva. Ademas, al no
requerir una capacitacion previa de las muestras, se elimina el paso de centrifugacion y, por

ende, la generacion de ROS (Sharma & Agarwal, 2020).

Por lo tanto, es importante desarrollar e incorporar nuevos métodos y procedimientos
de capacitacion que permitan seleccionar aquellos espermatozoides mas competentes,
mejorando con ello la tasa de éxito de los TRA. Las nuevas técnicas deben ajustarse lo maximo
posible a lo que ocurre en condiciones naturales e imitar la selectividad del tracto genital
femenino. Los métodos avanzados como la uniéon de hialuronidasa, la técnica MACS y la
microfluidica, presentan gran potencial y justifican que haya un mayor desarrollo e

investigacion sobre su eficiencia en los TRA (Sharma & Agarwal, 2020).

5. INTRODUCCION A LA MICROFLUIDICA

Debido a su capacidad multidisciplinar y su aplicabilidad en diversas areas de las
ciencias de la vida, la microfluidica se ha convertido en un campo de gran interés para la
comunidad cientifica. Esta tecnologia se caracteriza por el uso de pequenas cantidades de
fluidos, volimenes que van desde los microlitros a los picolitros, con el fin de reproducir las

condiciones de los sistemas naturales (Pardinas et al., 2022).

5.1 ;Como funciona la microfluidica?

Para comprender las ventajas que ofrece el uso de microfluidos, se necesita entender
brevemente la fisica que presentan los fluidos a pequeiia escala. En este contexto de escala
micrométrica, parametros adimensionales como el numero de Reynolds permiten describir la
relacion entre las fuerzas inerciales y viscosas de un fluido. Generalmente en los dispositivos
microfluidicos, como el nimero de Reynolds es bajo, implica un régimen de flujo laminar. Este
tipo de flujo es altamente predecible lo que facilita el control y elaboracion de modelos. A
diferencia del flujo turbulento, el transporte de masa ocurre exclusivamente por difusion, lo que

confiere un alto grado de precision a los procesos (Convery & Gadegaard, 2019).

Otro parametro importante es el nimero de Péclet, que indica la relacion entre el
transporte advectivo (movimiento de sustancias por el flujo del fluido) y el transporte difusivo
(movimiento de sustancias debido a gradientes de concentracién) (Convery & Gadegaard,

2019).
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La reduccion del numero de Péclet implica la dominancia del transporte difusivo, lo
cual favorece también una cinética predecible. Ademas, el desplazamiento de fluidos no va a
requerir de sistemas de bombeo debido a que fendmenos como la tensidon superficial e
interfacial adquieren un papel dominante frente a la fuerza gravitatoria (Convery & Gadegaard,

2019).

Una ventaja clave de los dispositivos microfluidicos es la notable reduccion en los
tiempos de reaccion. La rapida interaccion molecular que tiene lugar en estos sistemas, debido
a la corta distancia de difusion, es relevante en el andlisis de macromoléculas con baja
movilidad, como es el caso del ADN. Asimismo, la capacidad de trabajar con volimenes muy
pequetios no solo reduce costes, sino que también permite realizar los andlisis con muestras
escasas y reducir los residuos, aspectos muy importantes en ciertas aplicaciones biomédicas

(Convery & Gadegaard, 2019).

5.2 Historia de la microfluidica y su aplicacion en la biomedicina

A pesar de que su origen se remonta a mediados del siglo XX, hasta finales de ese
mismo siglo no se produjeron grandes avances en el uso de la microfluidica. En el campo de
la biotecnologia, su desarrollo se acelerd tras la presentacion del concepto de Sistemas de
andlisis total (TAS). Este sistema permitia realizar todas las funciones necesarias en un analisis,
como la recogida de muestras, preparacion, transporte o reacciones quimicas, de forma
automatica. Mas tarde se present6 el Sistema de andlisis total miniaturizado (WTAS), el cual
exponia los beneficios de la mecanica de fluidos a microescala en el analisis clinico. Estos
hallazgos allanarian el camino para los siguientes avances en la tecnologia de microfluidos

(Convery & Gadegaard, 2019).

A partir de 1979, se hizo evidente el gran potencial de la microfluidica en el campo del
analisis molecular. Esto, sumado al avance en biologia y biotecnologia, permitio el desarrollo
de la manipulacion celular, la deteccion de pequenas cantidades de muestras y el control de

pequetios volumenes (Convery & Gadegaard, 2019).

Posteriormente, ya en los afios 90, se describieron las gotas microfluidicas. Este
concepto consiste en la encapsulacion de reactivos en la fase acuosa de una emulsion de agua
y aceite que, con el desarrollo de una plataforma microfluidica, permite producir rapidamente
gotas uniformes. Con ello, se consiguié aumentar enormemente el rendimiento en los analisis

bioquimicos (Convery & Gadegaard, 2019).
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A principios del siglo XXI emergieron los “microfluidos abiertos”, cuya aplicacion mas
comun es en las sondas microfluidicas. Estas sondas permitieron realizar estudios celulares in
situ, ademas de permitir el monitoreo en tiempo real. Estos avances convirtieron a la
microfluidica en una tecnologia de gran interés en campos como la farmacologia o
inmunohistoquimica (Convery & Gadegaard, 2019). Destaca también el empleo de dispositivos
microfluidicos en la ingenieria de tejidos, en criobiologia o en el tratamiento de enfermedades,
gracias al disefio de sistemas que permiten la liberacion y suministro del farmaco en un area
especifica. Ademas, la microfluidica también impulsé el Proyecto Genoma Humano con el

desarrollo de la electroforesis capilar en microchip (MCE) de muestras de ADN.

A pesar de sus beneficios, la microfluidica ain no ha sido adoptada de manera
generalizada. Aunque los sistemas fueron ideados como dispositivos de tipo “lab-on-a-chip”,
la mayoria funcionan actualmente como “chip-in-a-lab”, es decir, dependientes de otros
equipos y personal especializado. La falta de consenso y estandarizacion en el disefio y
fabricacion ha limitado su implementacion en la préctica en protocolos rutinarios. A esto hay
que sumarle la falta de sintonia entre los desarrolladores y los usuarios, dando lugar al disefio
de dispositivos muy complejos o que se ajustan poco a las necesidades reales (Convery &

Gadegaard, 2019).

Por lo tanto, aunque los dispositivos microfluidicos ofrecen una gran variedad de
ventajas, su aplicacion a gran escala todavia enfrenta numerosas barreras. A pesar de ello, el
uso de esta tecnologia suscita un futuro prometedor, especialmente en areas como la biologia

celular y la ingenieria de tejidos (Convery & Gadegaard, 2019).

6. USO DE LA MICROFLUIDICA EN LA SELECCION ESPERMATICA

Centrandonos en el campo de la Reproduccion Asistida, durante las Gltimas décadas la
microfluidica ha estado presente tanto en los laboratorios de fecundacion in vitro como en los

de andrologia.

Se ha estudiado su aplicacion en la manipulacién de embriones, de ovocitos, de muestras
de semen e incluso se han disefiado sistemas de fecundacion in vitro basados en esta tecnologia.
Aunque el uso de microfluidos en los laboratorios de FIV es todavia muy reciente, en los
laboratorios de andrologia es donde mas se ha explotado su potencial. Entre sus aplicaciones

destaca su uso en el andlisis y procesamiento de muestras de semen (Pardifias et al., 2022).
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Smith et al. fueron los primeros en demostrar que el uso de la microfluidica no solo
mejoraba la calidad espermatica, sino que también incrementaba la eficiencia del laboratorio.
En este contexto surgieron los dispositivos o chips microfluidicos de seleccion espermatica.
Como se menciond anteriormente, los métodos convencionales no son suficientes para
seleccionar aquellos espermatozoides con bajos niveles de fragmentacion de ADN. Estas
técnicas incluyen procesos de centrifugacion en sus protocolos, lo que aumenta el estrés
oxidativo. Con el objetivo de eludirlo, han ido apareciendo dispositivos microfluidicos capaces
de imitar el proceso de seleccion que ocurre in vivo en el tracto reproductivo femenino, evitando
la formacion de ROS vy seleccionando aquellos espermatozoides con bajos niveles de

fragmentacion (Pardinas et al., 2022).

Los chips microfluidicos se centran en caracteristicas de los espermatozoides como la
movilidad progresiva o las interacciones espermaticas para una seleccidon mas eficiente.
Asimismo, existen varias maneras de clasificar estos dispositivos. Entre ellas destaca la
clasificacion en funcion del mecanismo o principio que utilizan para seleccionar los
espermatozoides. El mecanismo de estos dispositivos puede considerarse activo, si se basa en
aspectos como el flujo laminar, los gradientes quimicos o la electroforesis, o pasivo, si se basa
exclusivamente en la motilidad espermatica, como es el caso de la filtracion de muestras
seminales a través de membranas porosas (Figura 2) (Pardifias et al., 2022). En el mercado ya
existen distintos dispositivos como son SPARTAN o ZyMot® ICSI (previamente denominado
Fertile Chip®). Sin embargo, su coste ha incitado a muchos laboratorios a disefiar manualmente
sus propios chips para superar esta limitacion. Un ejemplo de ello es el propuesto por Anbari

et al. (2021), el cual se describira en profundidad en el apartado de resultados.
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Figura 2. Ejemplos de dispositivos microfluidicos para la seleccion espermdtica segun el mecanismo de accion.
Mecanismo activo: A) Primer dispositivo basado en la motilidad de los espermatozoides. Consta de dos entradas y dos
salidas unidas por canales. El flujo corre paralelo a la corriente pasiva de la muestra, seleccionando activamente los
espermatozoides moviles en una camara separada. B) Dispositivo basado en la reotaxis espermdtica con tres reservorios
v cuatro canales. El flujo que se genera por presion hidrostatica permite la seleccion de espermatozoides con reotaxis
positiva. C) Dispositivo que consta de dos camaras conectadas a una microbomba, que genera un flujo para clasificar
los espermatozoides segun su reotaxis. D) Dispositivo compuesto por una “piscina’” rodeada de canales en forma de U.
Se ariaden diferentes concentraciones de progesterona en la entrada A, mientras que los espermatozoides moviles se
seleccionan en la salida B. E) Dispositivo CS-10 disefiado con un campo eléctrico que permite el transporte de los
espermatozoides moviles a través de una membrana;, Mecanismo pasivo: F) Sistema que selecciona aquellos
espermatozoides que nadan mds rapido a través de un flujo pasivo. G) Dispositivo de mecanismo pasivo denominado
Zymot®, compuesto por una membrana porosa que “filtra”’ los espermatozoides con mejor motilidad y mds competentes.
H) Dispositivo llamado SPARTAN, que consta de dos camaras conectadas por un canal con micropilares espaciados.
Consigue simular el comportamiento hidrodinamico y la direccion de natacion de los espermatozoides. I) Dispositivo
para la seleccion de espermatozoides con bajos niveles de fragmentacion. Consta de un espacio circular de 500
microcanales. J) Dispositivo FertDish compuesto por una capa estampada formando una estructura semicircular,
mientras que una capa de cobertura se superpone para establecer camaras de entrada y salida que recolectan los
espermatozoides mas competentes. K) Microchip SwimCount ™ Harvester compuesto por dos pocillos separados por
una membrana con la capacidad de seleccionar los espermatozoides con mejor motilidad y menor fragmentacion tras
un corto periodo de incubacion, Espermatozoides blancos: inmoviles. Espermatozoides azules: moviles. Las flechas
verdes indican la direccion del flujo y las rojas amplian la seccion seleccionada. Extraido de Pardifias et al., 2022.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Por todo lo expuesto anteriormente, se propone como hipdtesis principal que el uso de
la microfluidica permite mejorar la eficiencia del proceso de preparacion espermatica,
seleccionando aquellos espermatozoides mas competentes y, por ende, aumentando la
probabilidad de éxito del TRA. Debido a que la calidad espermatica se ve afectada por la
exposicion a ROS y la consiguiente fragmentacion del ADN, seria de esperar que la ausencia

de centrifugacion en el protocolo de los microfluidos mejore la calidad de los espermatozoides.

El objetivo principal del trabajo es evaluar si el uso de la microfluidica aumenta la
probabilidad de seleccionar espermatozoides competentes y, por ende, la probabilidad de éxito
del TRA. Para ello, se ha llevado a cabo una extensa revision bibliografica de estudios

publicados recientemente sobre dicho tema.
Los objetivos secundarios o especificos del trabajo son:

e Comprobar si el uso de la microfluidica en la seleccion espermatica mejora los
parametros seminales y la fragmentacion del ADN espermatico.

e Analizar el efecto de los chips microfluidicos sobre la tasa de fecundacion y los
pardmetros embrionarios.

e Estudiar el impacto del uso de los microfluidos durante la preparacion espermatica
sobre los resultados clinicos como la tasa de embarazo y la de aborto.

e Analizar si su uso es efectivo en todos los pacientes que se someten a un TRA, o si
solo es recomendable cuando presentan niveles altos de fragmentacion.

e Determinar si la microfluidica es una buena alternativa a los métodos tradicionales

de seleccion espermatica en funcion del coste-beneficio de la técnica.

METODOLOGIA

1. DISENO DE LA REVISION

Para la presente revision bibliografica se han escogido una serie de trabajos, que
analizan el uso de las técnicas convencionales de preparacion espermatica y la tecnologia de
microfluidos, con el fin de recopilar informacioén necesaria para relacionar el papel de la calidad
de los espermatozoides y las tasas de éxito de los tratamientos de Reproduccion Asistida. Cabe
destacar que la busqueda de articulos se centra exclusivamente en estudios realizados en

humanos.
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2. ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA Y CRITERIOS DE SELECCION

Se ha realizado una busqueda bibliografica, comprendida entre los meses de marzo y
junio de 2025, de articulos publicados entre los afios 2019 y 2025. Asimismo, se han incluido
trabajos en castellano y mayoritariamente en inglés. Por otro lado, han sido excluidos aquellos

que no tenian acceso completo al texto.

Generalmente, el motor de busqueda bibliografico que ha sido utilizado con el fin de
recoger informacion veraz y actualizada es PubMed. En cuanto a las revistas cientificas que
han sido consultadas en la busqueda destacan Journal of assisted reproduction and genetics y
Human Reproduction Update. Se ha revisado también material complementario de acceso

online en la biblioteca CRAI Dulce Chacén de la Universidad Europea de Madrid.

En la busqueda se utilizaron estratégicamente operadores booleanos y términos clave

2 13

en inglés como “microfluidics AND sperm selection”, “microfluidic sperm sorting AND

2 ¢C

assisted reproduction”, “sperm selection techniques AND ICSI”, “microfluidics devices AND
male fertility”, “DNA fragmentation AND sperm motility AND microfluidics”, “microfluidics
AND male infertility AND assisted reproduction NOT animals”, acotando la revision a los

articulos publicados entre 2019 y 2025.

En la siguiente tabla se recogen los diferentes criterios de seleccion:

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION

Comentarios, cartas al editor,

Trabajos publicados en inglés y espafiol e

Estudios relacionados con la seleccion

. : o Articulos sin acceso completo al texto
espermatica y el empleo de la microfluidica

Articulos publicados entre 2019 y 2025 Publicaciones anteriores a 2019

Estudios realizados en humanos Ciclos no realizados con ICSI

En resumen, se revisaron un total de 105 articulos, de los cuales, 96 han sido excluidos
del trabajo debido a que no cumplian los criterios de inclusion. Por lo tanto, la revision de los
resultados se ha centrado en un total de 9 articulos que serdn detallados en el siguiente apartado

(Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de flujo de la revision bibliogrdfica de los resultados. Elaboracion propia.

RESULTADOS

Como se ha mencionado anteriormente, la forma en la que se tratan los casos de
infertilidad se ha visto influenciada por el reciente desarrollo tecnoldgico en este campo.
Avances en genética y en el estudio de la fragmentacion del ADN han permitido conocer que
la correcta integridad del material genético de los espermatozoides es fundamental para un

optimo desarrollo embrionario.

En este contexto, el uso de la microfluidica en el proceso de preparacion espermatica se
ha postulado como una opciéon real para seleccionar aquellos espermatozoides mas
competentes. A continuacion se exponen los resultados de la revision, considerandose
significativos estadisticamente cuando P<0,05. Ademas, al final se localiza una tabla-resumen

de todo lo expuesto en el apartado (Tabla 1).

1. PARAMETROS SEMINALES TRAS EL USO DE LA MICROFLUIDICA

En 2021, Anbari et al. publicaron un trabajo en el que analizaron el uso de un dispositivo
microfluidico disenado manualmente durante el proceso de seleccion espermatica en parejas

con infertilidad idiopatica (Figura 4).
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Llevaron a cabo un estudio prospectivo con 95 participantes en el que observaron
diferencias significativas en numerosos parametros seminales entre el grupo de estudio, es
decir, el grupo en el que se habia utilizado la microfluidica como método de preparacion
espermatica, y el grupo control, pacientes en los que se habia empleado swim-up como método

de seleccion.

Fluid movement

Figura 4. Dispositivo microfluidico diseiiado manualmente en el laboratorio. Las gotas A y B, preparadas
en ambos extremos de la placa a una distancia minima de 2 cm, se conectan mediante un canal de medio
creado con una punta de pipeta. Debido al mayor volumen de la gota B, el fluido fluye de la gota B a la gota
A, mientras que los espermatozoides se mueven hacia la gota B. (A): punto donde se carga el semen. (B):
punto de recogida de los espermatozoides. Extraido de Anbari et al., 2021.

Entre los parametros estudiados se encontraban la concentracion espermatica, la
fragmentacion del ADN espermdtico (SDF) medida mediante el ensayo de dispersion de la
cromatina espermatica (SCD), la motilidad progresiva y no progresiva, el porcentaje de
gametos inmoviles y el porcentaje de espermatozoides de clase I, II y III (entendiéndose los
espermatozoides de la clase I como los més competentes en funcién de sus caracteristicas
morfoldgicas). No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de méviles no
progresivos y de espermatozoides de clase II (P>0,05). Por otro lado, observaron que el chip
microfluidico era significativamente mas efectivo que el método convencional en términos de
mayor porcentaje de espermatozoides moviles progresivos, de clase I, con poca SDF y menor
porcentaje de inmoviles (P<0,05). Ademds, la concentracion espermatica fue
significativamente menor en el grupo de seleccidn espermatica mediante microfluidica
(P<0,05), atribuyendo este hecho al movimiento espontdneo de los gametos debido a la
ausencia de centrifugacion. Sin embargo, como la técnica empleada posteriormente fue la ICSI,

la disminucidn de la concentracidon no interfiri6 en los siguientes resultados.

Meseguer et al. (2024) publicaron los resultados de un estudio prospectivo en el que
comparaban la eficacia del dispositivo microfluidico SwimCount™ Harvester con dos métodos

convencionales de preparacion espermatica.
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El estudio se dividio en dos fases diferenciadas, una primera fase en la que se comparaba
el uso del chip con la capacitacion mediante DGC, mientras que en la segunda fase se
comparaba el uso del chip microfluidico con el método de SU. Se analizaron una serie de

pardmetros seminales incluyendo la SDF de las muestras tras medirla con el ensayo de TUNEL.

Un total de 200 participantes se sometieron al estudio, repartiéndose 100 de ellos en la
primera fase y los otros 100 restantes en la segunda. En la primera fase se observé una mejora
significativa en el grupo del dispositivo microfluidico, en términos de nimero total de
espermatozoides moviles progresivos, de vitalidad, de morfologia y de SDF, comparado con el
grupo de la capacitacion por DGC (P<0,05). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre la concentracion espermatica de ambos grupos (P>0,05). En la siguiente
fase, el grupo con la seleccion espermatica mediante microfluidos presentaba una mejora
significativa en parametros como la vitalidad, la concentracion espermadtica o el numero total
de espermatozoides moviles progresivos frente al grupo del SU (P<0,05). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en términos de morfologia y fragmentacion del ADN
espermatico (P>0,05). Por lo tanto, la comparacion entre el uso de la microfluidica y las
técnicas convencionales evidencié una mejora de los parametros seminales en el grupo donde
para la preparacion espermadtica se habia utilizado el dispositivo microfluidico. Sin embargo,

este incremento no fue significativo en todos los parametros de estudio.

Por ultimo, Wen et al. (2025) han publicado en este mismo afio los resultados de un
estudio observacional prospectivo en el que analizaron si la preparacion espermatica mediante
microfluidos (dispositivo ZyMot®) mejoraba la seleccion de espermatozoides con un bajo
indice de fragmentacion del ADN (DFI) comparandolo frente a los métodos convencionales de
SU y DGC. Las muestras de semen de los 12 participantes se dividieron en tres grupos en
funcion del método de seleccion espermadtica empleado. El primer grupo, correspondiente al
chip microfluidico, mostraba una motilidad total y una motilidad progresiva significativamente
mayor que el resto de los grupos (P<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en términos de morfologia espermatica y motilidad no progresiva (P>0,05). En
cuanto a la integridad del ADN espermatico, tras la medicion con el ensayo SCSA, el uso de la
microfluidica resultd en un DFI significativamente menor comparado con las muestras
procesadas con los métodos tradicionales (P<0,05), indicando que su uso es mas efectivo a la
hora de seleccionar espermatozoides con el ADN intacto, lo cual es esencial para una

fecundacion y desarrollo embrionario exitosos.
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En el estudio analizaron también los cambios en el DFI espermatico tras la
criopreservacion, ya que es bien conocido que este proceso induce estrés oxidativo y dafios en
el ADN de los espermatozoides. Observaron que las muestras procesadas con la microfluidica
mantenian una fragmentacion significativamente menor comparado con los otros grupos
(P<0,05). Este hecho indica que el uso de microfluidos no solo favorece la seleccion de
espermatozoides con una mejor integridad del ADN, sino que también mantiene esa integridad

durante la criopreservacion.

2. DESARROLLO EMBRIONARIO TRAS EL USO DE LA MICROFLUIDICA

En este contexto, Yektinel et al. (2019) publicaron los resultados de un ensayo aleatorio
controlado (RCT), donde analizaban el uso del dispositivo microfluidico Fertile Chip®
(actualmente denominado ZyMot® ICSI) en la seleccion espermatica y su impacto en los
tratamientos de ICSI en pacientes con infertilidad de causa desconocida o idiopatica. El
dispositivo utilizado constaba de dos pocillos, uno de introduccion de la muestra seminal y otro
de recoleccion de los espermatozoides seleccionados, ambos conectados entre si por un canal

microfluidico (Figura 5).
a Y\

\ PIPETTE MEDIA  MINERAL OIL

Figura 5. Esquema del dispositivo microfluidico Fertile Chip®. a) Ilustracién del dispositivo. b) Pocillo de
entrada bajo un objetivo 2X. ¢) Espermatozoides nadando dentro del microcanal bajo un objetivo 10X. (d) Pocillo
de salida bajo un objetivo 2X. Extraido de Yektinel et al., 2019.

En el estudio incluyeron a 122 parejas de las cuales 61 fueron tratadas con métodos
convencionales de preparacion espermatica (SU), y a las otras 61 parejas se les aplico la técnica
de microfluidos. La tasa de fecundacion y la calidad de los embriones fueron los resultados
primarios del estudio, mientras que las tasas de embarazo clinico y de recién nacido vivo fueron

los secundarios. Sin embargo, estos tltimos no se han tenido en cuenta para este apartado.
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Centrandonos en los resultados primarios, tanto la tasa de fecundacion como el nimero
de embriones obtenidos tras la ICSI fueron similares en ambos grupos (P>0,05). Por otro lado,
los embriones fueron clasificados en distintos grados segun el sistema de “ALPHA Scientists
Special Interest Group”, entendiéndose los de grado I como los de mejor calidad o pronoéstico.
Yektinel et al. (2019) observaron un aumento significativo en el numero total de embriones de
grado I obtenidos tras la ICSI en el grupo de la seleccion mediante microfluidos (P<0,05).
Ademas, tras la transferencia en fresco, se congelaron los embriones restantes para futuros
ciclos. La evaluacion de esos embriones tras su descongelacion también demostré que el
numero de los embriones de grado I era significativamente mayor en el grupo al que se le habia
aplicado el Fertile Chip® (P<0,05). Por lo tanto, este aumento significativo apoyaba la

necesidad de mas estudios sobre la técnica.

Guler et al. (2021) publicaron un estudio prospectivo analizando el desarrollo y
parametros embrionarios tras la seleccion por microfluidos. En dicho trabajo comparaban los
efectos de la preparacion espermatica mediante el dispositivo microfluidico Fertile Ultimate®
y la centrifugacion en gradientes de densidad en ciclos de ICSI. Para ello, incluyeron datos de
22 parejas cuyas muestras de semen compartian el diagnostico de asteno-teratozoospermia
segun los criterios de la OMS de 2010. En primer lugar, el desarrollo embrionario y la
formacion de los blastocistos fueron evaluados en los dias 1, 3 y 5, siguiendo los criterios de
Veeck y Zaninovic. Los embriones en dia 3 se clasificaron en grado 1 (G1) o grado 2 (G2),
siendo los embriones G1 de mejor pronodstico. Por otro lado, los blastocistos se clasificaron

como malos, regulares, buenos o excelentes segun el sistema de Gardner y Schoolcraft.

En términos de tasa de fecundacion y proporciones de embriones en dia 3 de grado 1 o
2, no se encontraron diferencias significativas (P>0,05). Ademas, tampoco se observaron
diferencias en las proporciones de blastocistos malos, regulares o buenos (P>0,05). Sin
embargo, la proporcion de blastocistos excelentes (entendiéndose excelentes como embriones
de alta calidad) fue significativamente mayor en el grupo con la seleccidon espermatica mediante
microfluidica (P<0,05). A pesar de las limitaciones del estudio, como el hecho de no analizar
la fragmentacion del ADN espermatico, fue el primer trabajo en comparar el desarrollo de un
gran numero de embriones tras la seleccion de espermatozoides mediante chips microfluidicos

y DGC.
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En 2022, Godiwala et al. publicaron un estudio de cohorte retrospectivo donde
analizaron si la tasa de blastulacion de alta calidad y otros parametros embrionarios diferian
entre ciclos donde las muestras de semen habian sido procesadas mediante microfluidica o por
DGC. En él, incluyeron 88 ciclos en fresco de ICSI de parejas generalmente con infertilidad
idiopatica o por factor masculino, utilizando espermatozoides seleccionados mediante el
dispositivo ZyMot Multi® [850 uL] (el cual ha sido recientemente objeto de debate). Los nuevos
ciclos fueron comparados con ciclos de ICSI a los que se habian sometido previamente los
mismos pacientes con la DGC como método de preparacion espermatica, por lo que cada

paciente actuaba como su propio control.

Tras el analisis estadistico, tanto la tasa de fecundacion como el nimero de blastocistos
generados fueron significativamente mayor en los ciclos con microfluidos (P<0,05). Ademas,
la tasa de blastulacion de alta calidad por ovocito, la de blastulacion de alta calidad por 2PN y
la de embrion euploide por ovocito, aumentaron significativamente en el grupo del chip frente
al grupo de DGC (P<0,05). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las

tasas de euploidia por embrion biopsiado de ambos ciclos (P>0,05).

Ya que gran parte de las parejas del estudio presentaban una infertilidad causada por
factor masculino, Godiwala et al. (2022) decidieron evaluar los parametros anteriores
separando las parejas en funcion de si presentaban o no esta causa de infertilidad. En cuanto a
las parejas con infertilidad por factor masculino, la tasa de fecundacion fue significativamente
mayor en el ciclo con microfluidos (P<0,05), mientras que las tasas de euploidia por embrion
biopsiado y de blastulacion de alta calidad por ovocito fueron similares (P>0,05). Por otro lado,
en las parejas que no presentaban infertilidad por factor masculino, no se encontraron
diferencias significativas entre las tasas de fecundacion de los dos ciclos (P>0,05). A pesar de
ello, se observo una mejora significativa de las tasas de blastulacion de alta calidad por ovocito
y de euploidia por embrién biopsiado (P<0,05). Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que la
seleccion espermdtica mediante microfluidica puede mejorar los resultados embrionarios

incluso en pacientes con buen prondstico, ayudando a mejorar los resultados clinicos.

Por ultimo, Kocur et al. (2023) publicaron un estudio en el que analizaron la posible
relacion entre la SDF y la alta proporcion de embriones aneuploides en los ciclos. Para ello,
comprobaron si el método de preparacion espermatica por microfluidos, al permitir seleccionar
aquellos espermatozoides con menores niveles de SDF, mejoraba el niimero de blastocistos

generados y la tasa de embriones euploides.
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En el estudio se incluyeron 57 parejas, las cuales habian obtenido una gran proporcion
de embriones aneuploides tras emplear espermatozoides seleccionados mediante DGC en ciclos
previos de ICSI con PGT-A. Tras estudiar la SDF total y la dsSDF de las muestras con el ensayo
de TUNEL (para ssSDF y dsSDF) y de Comet neutro (para dsSDF), las parejas se sometieron
a un nuevo ciclo de ICSI/PGT-A, pero en este caso con seleccion espermdtica mediante el
dispositivo ZyMot Multi® [850 ul]. Finalmente, se compararon los resultados obtenidos como
la SDF total, la dsSDF, la tasa de fecundacion, el nimero de embriones generados y la
proporcion de embriones euploides, entre el ciclo con DGC y el nuevo ciclo con el dispositivo.
En cuanto al porcentaje total de SDF de las muestras como el porcentaje de dsSDF, fueron
significativamente menores en el ciclo con el chip en comparacion con el ciclo previo con DGC

como método de capacitacion espermatica (P<0,05).

Poniendo el foco en los resultados embrionarios, Kocur et al. (2023) observaron un
aumento significativo de la tasa de fecundacion, del nuimero embriones que generan blastocistos
y una mayor proporcion de embriones euploides, es decir, encontraron diferencias significativas
en los tres parametros (P<0,05). Por lo tanto, la seleccion por microfluidos ayudaria a
seleccionar espermatozoides mas competentes, con una mejor integridad del DNA espermatico

y, por ende, se puede traducir en la obtencion de un mayor porcentaje de embriones euploides.

3. RESULTADOS CLINICOS TRAS EL USO DE LA MICROFLUIDICA

Para determinar si la microfluidica es un método realmente eficaz, es fundamental
evaluar si su aplicacion en la seleccion espermdtica mejora los resultados de embarazo clinico
y la tasa de aborto en parejas que se hayan sometido a TRA. En este contexto, numerosos

estudios han sido publicados durante estos ultimos anos.

Lara-Cerrillo et al. (2023) publicaron un estudio de cohorte retrospectivo, en el que
analizaron el uso del dispositivo microfluidico ZyMot® ICSI en ciclos de ICSI cuando el vardn,
tras la medicidn con el ensayo de Comet neutro, presentaba niveles altos de dsSDF. Para ello,
incluyeron a 28 parejas, las cuales realizaron un primer ciclo de empleando técnicas
convencionales de seleccion espermatica (DGC+SU), y después un segundo ciclo con el chip

microfluidico para comparar los resultados clinicos y embrionarios.
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Centrandonos en los resultados clinicos, se observo un aumento significativo de la tasa
de embarazo tanto bioquimico como clinico en el ciclo con el dispositivo ZyMot® ICSI
(P<0,05). Ademas, la tasa de RNV también mejoro significativamente cuando la seleccion por
microfluidos fue el método de preparacion espermdtica empleado (P<0,05). En concreto, se
obtuvieron un total de 6 recién nacidos en el segundo ciclo, mientras que ninguna pareja
consigui6é un RNV tras el primer ciclo. Por otro lado, cuando las muestras fueron preparadas
con los métodos tradicionales, se consiguieron dos embarazos que acabaron en aborto durante
el primer trimestre. Por el contrario, se registraron ocho embarazos en el segundo ciclo de ICSI
tras la seleccién mediante microfluidos, de los cuales, inicamente dos acabaron en aborto. Por

lo tanto, se observé una reduccion significativa de casi un 75% en la tasa de aborto (P<0,05).

En conclusion, el dispositivo ZyMot® ICSI, comparado con los métodos
convencionales, mejor6 los resultados reproductivos en aquellas parejas en las que el varon
presentaba altos niveles de fragmentacion de doble cadena. Por lo tanto, mas alla de esta mejora,
el estudio demuestra la importancia de la medicion de la dsSDF en varones infértiles con el fin

de seleccionar a aquellos posibles beneficiarios de la seleccion espermadtica por microfluidica.

En ese mismo afio, Ferreira Aderaldo et al. (2023) publicaron un metaanalisis en el que
incluyeron 13 estudios que abordaban esta casuistica. En €l, compararon los resultados tras el
uso de dispositivos microfluidicos, principalmente ZyMot® y Fertile Chip®, frente a los
obtenidos tras el empleo de métodos tradicionales de preparacion espermatica. En concreto,
analizaron los datos de un total de 2223 parejas con infertilidad por factor masculino o causas
desconocidas, incluyendo 14502 ovocitos inseminados, 5722 blastocistos, 598 embriones
transferidos, 868 embarazos clinicos y 93 abortos. En cuanto a los resultados propiamente
dichos, el metaandlisis determind una ligera mejora en la tasa de embarazo clinico, pero esta
diferencia no fue significativa estadisticamente (P>0,05). Algo similar sucedio con la tasa de
aborto, a pesar de que se observd una disminucion, esa diferencia no fue estadisticamente

significativa (P>0,05).

En resumen, la revision sugiere una mejora en los resultados de los TRA cuando se
utilizan dispositivos microfluidicos en la seleccion espermatica. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas para ninguno de los pardmetros. Por lo tanto, estos hallazgos
manifiestan la necesidad de disefios experimentales mas consistentes y la importancia de
determinar qué tipo de poblacion podria beneficiarse de esta técnica, por ejemplo, realizando

pruebas de fragmentacion previas al ciclo.
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DISCUSION

Durante las tltimas décadas, el estudio y el tratamiento de la infertilidad han estado en
continuo desarrollo debido a los avances tecnoldgicos en este campo. En este contexto aparece
el uso de la microfluidica en la embriologia, y en concreto, su aplicacion en la seleccion
espermatica. El principal objetivo de esta tecnologia es simular el entorno natural del tracto
femenino, proporcionando asi una seleccion mas fisioldgica de los espermatozoides. Esto
permite seleccionar gametos mas competentes, traduciéndose en una mejora de los parametros
embrionarios y los resultados clinicos. A esto hay que sumarle la reduccion de los tiempos de
espera y la capacidad de integrar varios procedimientos del laboratorio en un solo proceso
automatizado, de ahi el concepto de “lab-on-a-chip”. Este gran potencial no solo reduce la
manipulacion de los gametos, sino que también disminuye el estrés que conlleva. Ademas, evita
la variabilidad entre los laboratorios y el error humano asociado a dicha manipulacion

(Meseguer et al., 2024).

Como se ha mencionado anteriormente, el seminograma ha sido motivo de debate
durante mucho tiempo debido a la subjetividad de sus resultados y a su limitada capacidad de
evaluar el potencial fecundante de los espermatozoides. Desde el punto de vista
epidemiologico, la ausencia de una prueba “gol-standard” que evalue la infertilidad masculina
hace que la verdadera prevalencia sea imprecisa. Este hecho abri6 la puerta al estudio de nuevos
pardmetros como la fragmentacion del ADN espermatico y su correlacion con las tasas de
fecundacion, division embrionaria, implantacion, aborto, gestacion y RNV. Se conoce que la
ssSDF causa un retraso en la aparicion de los pronticleos, sin embargo, no se correlaciona con
un retraso en la cinética de ninguno de los estadios del embrion. Este hecho puede explicarse
por la asociacioén negativa entre la motilidad progresiva y el porcentaje de ssSDF, ya que los
espermatozoides seleccionados por embridlogo para el procedimiento de ICSI muestran una
buena motilidad, por lo que se espera que los gametos microinyectados no presenten un

porcentaje alto de ssSDF en comparacion con el resto del eyaculado (Casanovas et al., 2019).

Por otro lado, existe una asociacion significativa entre la dsSDF y el retraso en la
cinética de varias etapas del desarrollo embrionario como la extrusion del segundo corpusculo
polar o los estadios de T4, T8, morula y blastocisto temprano. Siguiendo la hipotesis anterior,
la dsSDF no muestra una correlacion con la motilidad progresiva, por lo que se espera que la
proporcion de dsSDF en los espermatozoides seleccionados para la ICSI y los del resto del

eyaculado sea similar (Casanovas et al., 2019).
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Por lo tanto, se postula que la dsSDF es el tipo de dafio predominante en los
espermatozoides seleccionados para llevar a cabo la microinyeccion, explicando asi la
asociacion entre este tipo de fragmentacion y la cinética embrionaria. En el caso de que se
seleccione un espermatozoide con dafios en su material genético, el ovocito, dependiendo de su
calidad, va a ser capaz de inducir la reparacion una vez que se produce la fecundacion. En
general, el dafio monocatenario es mas sencillo de reparar que el bicatenario, aunque cada vez
existe mas evidencia cientifica de que también se puede reparar la dsSDF. En cuanto a la
correlacion entre el porcentaje de dsSDF, la cinética embrionaria y el éxito de implantacion, se
sostiene que los embriones de pacientes con altos niveles de fragmentacion de doble cadena
que consiguen implantar podrian proceder de un espermatozoide sin dsSDF o podria haber

tenido éxito el mecanismo de reparacion del ovocito (Casanovas et al., 2019).

De acuerdo con Lara-Cerrillo et al. (2023), el uso del dispositivo ZyMot® ICSI
(previamente denominado Fertile Chip® ) reduce los valores de dsSDF de la muestra seminal,
evitando asi el efecto perjudicial que produce en los embriones y dando lugar a una mejora de
los resultados clinicos. Los resultados de su estudio muestran que el uso del chip microfluidico
en el segundo ciclo de un grupo de parejas resultd en una mejora de los resultados reproductivos
en comparacion con el primer ciclo empleando técnicas convencionales de seleccion
espermatica (DGC+SU). Como se ha descrito anteriormente, la reparacion de la fragmentacion
de doble cadena en el embrién es mas compleja y propensa a errores, ya que no existe una
cadena complementaria que asegure la integridad de la secuencia. En este sentido, la reparacion
de dos roturas de doble cadena no consecutivas puede conducir a alteraciones estructurales
como inversiones o translocaciones, las cuales podrian no ser toleradas por el embrion,
provocando la pérdida del embarazo. Por ello, la reduccion especifica de este tipo de daio
utilizando el dispositivo ZyMot® ICSI podria mejorar la proporcion embriones euploides
obtenidos y, por ende, una mayor tasa de embarazo y una mayor tasa de RNV. Por lo tanto, la
deteccion de los niveles de SDF resulta ser de gran importancia para la identificacion de
aquellos pacientes que pueden beneficiarse del uso de dispositivos microfluidicos como

ZyMot® ICSI (Lara-Cerrillo et al., 2023).

A pesar de sus ventajas, el uso de esta tecnologia presenta una serie de inconvenientes.
En primer lugar, las muestras a procesar requieren de una concentracion y motilidad adecuada.
Por ejemplo, para muestras con baja movilidad o casos de oligozoospermia severa, la

microfluidica no seria el método mas adecuado.
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Destaca también el bajo rendimiento de la técnica, ya que, al no poder procesar
volumenes grandes de muestra, se recupera una fraccion reducida del total de espermatozoides
competentes. Esto se debe principalmente a las propiedades de los espermatozoides como la
capacidad de interaccionar entre ellos, aglutinarse, y como consecuencia producir la
obstruccidn de los microcanales (Jahangiri et al., 2024). Por lo tanto, aunque la microfluidica
mejora el proceso de seleccion, se recupera una menor fraccion de espermatozoides en el pocillo

de salida.

Otra limitacion de este método es su elevado coste. Al ser una técnica bastante novedosa
y aun en desarrollo, no resulta de facil acceso para todos los laboratorios, siendo los métodos
convencionales alternativas mas baratas. Sin embargo, tal y como proponen Anbari et al.
(2021), el poder disenar manualmente estos dispositivos ofrece un gran abanico de
posibilidades para superar este inconveniente. Los desafios técnicos asociados a la
estandarizacion e integracion de los chips en la practica clinica diaria también suponen una
limitacion de esta tecnologia. Por ejemplo, debido a la falta de uniformidad en los protocolos y

la variabilidad en los disefios, la reproducibilidad de los resultados puede verse afectada.

En cuanto a las limitaciones de la presente revision, cabe destacar que, varios de los
trabajos escogidos son demasiado “inclusivos” a la hora de seleccionar a la poblacion de
estudio. Por ejemplo, algunos de los articulos no se centran en casos de infertilidad causada por
factor masculino ni en pacientes con niveles altos de fragmentacion del ADN espermatico. Esto
podria explicar el hecho de que los resultados obtenidos tras el uso de los microfluidos fueran
similares a los obtenidos con los métodos tradicionales, tal y como ocurre en el trabajo
publicado por Yektinel et al. (2019). Por ello, seria interesante que futuros estudios analizaran
si subconjuntos de pacientes con altos niveles de SDF y/o de pacientes con factor masculino
severo, como la teratozoospermia, se beneficiarian de esta tecnologia. Ademads, se podria
profundizar sobre qué dispositivos son recomendables en cada caso, por ejemplo, el uso del
dispositivo ZyMot® ICSI para pacientes con altos niveles de dsSDF (Lara-Cerrillo et al., 2023).
Otra idea para futuros estudios podria ser analizar si la aplicacion de la microfluidica en el
procesamiento de muestras congeladas de semen resulta igual de efectiva que para las muestras
en fresco, ya que las muestras congeladas se utilizan muy comunmente en los laboratorios de

andrologia (Meseguer et al., 2024).
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Por otro lado, hasta donde llega la literatura mas reciente, no existen estudios que hayan
evaluado de forma especifica el impacto de la seleccion espermatica mediante microfluidos
sobre la cinética embrionaria, entendida como los tiempos de division celular (t2, t3, t4, t5 y
t8), la formacion de morula y la blastulacion. Se ha demostrado previamente que alteraciones
en la integridad del ADN espermatico, en concreto, la fragmentacion de doble cadena, se
asocian con retrasos en el desarrollo embrionario, teniendo potenciales consecuencias en la
calidad y viabilidad embrionaria (Pardinas et al., 2022). Sin embargo, no se ha analizado si la
aplicacion de la microfluidica, al reducir la proporcion de espermatozoides con SDF, resultaria
en una cinética embrionaria mas sincronizada y optima. Por ello, debido a este vacio en la
literatura, futuros estudios podrian combinar el uso de microfluidos en la seleccion espermatica
y la monitorizaciéon del desarrollo embrionario mediante incubadores time-lapse. Esta
combinacion permitiria valorar si la mejora de los parametros seminales en pacientes con alta
fragmentacion se correlaciona con un desarrollo embrionario sincronizado, mas rapido y con

mayor potencial de implantacion.

Por ultimo, se requieren estudios mas amplios, es decir, que incluyan pacientes con
diferentes etiologias de infertilidad y de distintas ubicaciones geograficas, y tamafios muestrales
mas grandes. Estos estudios también deben ser multicéntricos y prospectivos, incluyendo un
periodo de seguimiento mas largo que permita evaluar aspectos clinicos a largo plazo como las
complicaciones del embarazo, la tasa de nacidos vivos y la salud de la descendencia a largo
plazo. Por otro lado, los dispositivos y reactivos utilizados en esta técnica pueden ser
inicialmente mas caros que los métodos tradicionales. Sin embargo, cada vez existen mas
alternativas como el disefio manual de los chips microfluidicos en los laboratorios. Asimismo,
su uso a largo plazo resultaria rentable si mejora las tasas de éxito de los TRA y reduce el

numero de tratamientos adicionales debido a ciclos fallidos (Wen et al., 2025).

En resumen, la aplicacion de la microfluidica en el proceso de seleccion espermatica se
muestra como una alternativa muy prometedora a los métodos convencionales, recomendada
fundamentalmente para pacientes con niveles altos de fragmentacion del ADN, fallos de
implantacién en ciclos previos o abortos de repeticion. Sin embargo, antes de que pueda
adoptarse de forma efectiva y rutinaria en los laboratorios de Reproduccion Asistida, es

necesario tomar una serie de medidas y llevar a cabo estudios y andlisis més exhaustivos.
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CONCLUSIONES

Tras la presente revision se puede concluir lo siguiente:

e La aplicacion de la microfluidica en la seleccion espermadtica permite obtener

espermatozoides con mejor movilidad, morfologia y niveles mas bajos de SDF.

e El uso de chips microfluidicos ha demostrado mejorar la tasa de fecundacion y

algunos parametros embrionarios respecto a las técnicas convencionales.

e La seleccion mediante microfluidos presenta una tendencia a mejorar las tasas de

embarazo y disminuir las tasas de aborto.

e La evidencia cientifica sugiere que la técnica resulta mas eficaz en pacientes con

alta fragmentacion del ADN espermatico o fallos previos en TRA.

e [ a microfluidica es una buena alternativa a los métodos tradicionales de seleccion

espermatica, pero se requieren mas estudios para optimizar la técnica.

Por lo tanto, segun literatura disponible, el uso de la microfluidica en la seleccion
espermatica parece estar asociado con una mayor probabilidad de obtener espermatozoides

competentes y, por ende, con un posible impacto positivo en las tasas de éxito del TRA.
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