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Resumen: Existen diferentes metodologias para evaluar la calidad seminal, siendo la valoracién de la
movilidad y de la morfologia espermdtica los indicadores mds comiinmente utilizados, sin embargo, los
espermatozoides poseen ciertas caracteristicas que no siempre pueden analizarse a través del examen
tradicional. En esta revision de la literatura se describen algunas metodologias alternativas emplea-
das para observar y evaluar las caracteristicas seminales. La movilidad, la viabilidad y la morfologia
espermdtica pueden evaluarse empleando metodologins manuales y andlisis asistidos por computador.
Otras caracteristicas evaluables de la biologia espermdtica son la produccion de especies reactivas del
oxigeno, la calidad mitocondrial y el ADN espermdtico. Esta revision demuestra que existe una amplia
disponibilidad de metodologias para el andlisis seminal, sin embargo, cada dia se siguen implementando
nuevas técnicas, lo que impactard en el entendimiento de la fisiologia espermdtica. En un futuro estas
herramientas diagnésticas podrdn incidir en el beneficio de los pacientes con infertilidad.

Palabras Clave: andlisis de semen, movilidad espermdtica, viabilidad espermdtica, cabeza del esper-
matozoide, cola del espermatozoide, pieza intermedia del espermatozoide.

Abstract: There are different methodologies for assessing semen quality, assessment of mobility and
sperm morphology are the most commonly used indicators. However, sperm have certain characteristics
that cannot always be analyze through the traditional examination. In this review are describe some al-
ternative methodologies to observe and assess the seminal characteristics. Motility, viability and sperm
morphology can be evaluated using manual methodologies and computational analysis. Other quanti-
fiable characteristics of sperm biology are the production of reactive oxygen species, mitochondrial and
DNA sperm quality. Here is shown that there are many methodologies for seminal analysis, however,
each day are going to implementing new techniques, which will impact on the understanding of sperm
physiology and in the future, they may improve the diagnosis of individuals.
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1 éxito reproductivo estd determinado por una serie de factores entre los que se inclu-

yen la calidad de los gametos masculinos y femeninos, siendo el primero el objeto de
interés de esta revisién. El espermatozoide realiza un largo y aparatoso viaje en bisqueda de
su homélogo femenino, sin embargo, éste no va sélo, lo acompafian una gran cantidad de
componentes que forman el vehiculo a través del cual esta célula se desplaza; a este conjunto
se le denomina semen, el cual es motivo de anélisis tanto en laboratorios clinicos como de in-
vestigaciéon empleando un elevado nimero de pruebas [1]. En la actualidad existen diferentes
metodologias para evaluar la calidad seminal, siendo la valoracién de la movilidad y de la
morfologia espermatica los indicadores comtinmente utilizados en el andlisis seminal [2]; en
la figura 1 se enumeran algunas de éstas metodologias. El espermograma es un examen que
brinda una aproximacién de la capacidad reproductiva del hombre, en el que se tienen en
cuenta las propiedades macro y microscépicas del eyaculado [1], sin embargo, no es suficien-
te con describir las particularidades fisicas de los espermatozoides para determinar el éxito
reproductivo de un individuo, debido a que éstos poseen ciertas caracteristicas que no siem-
pre pueden analizarse a través del examen tradicional [3]. Por lo tanto, la implementacién
de metodologias alternativas que tengan en cuenta propiedades particulares de las células
espermaticas, ha permitido ampliar el conocimiento de la biologia del espermatozoide y pro-
poner sistemas de evaluacién de gran utilidad clinica, de forma 4gil, directa, mas econémica
e imparcial [3-11].

Movilidad Espermatica

- Evaluacion del bateo y frecuencia del flagelo

- Trampa de laser

- Dispositivo de microflujo con espermatozoides
fluorescentes

- Evaluacion de la trayectoria de
espermatozoides en 3D metodologia de técnica
de pulso resistivo

- Andlisis computarizado usando un software libre

Viabilidad Espermatica tericadicel 2D
- Anilina azul 4cida y cromomicina A3
- Ensayo cometa

- Ensayo TUNEL

- Ensayo de extructura de la cromatina
espermatica (SCSA)

\ /

Produccidn de especies Morfologia
reactivas de oxigeno

- Evaluacion asistida por computador
- Integridad de la membrana e
hinchazén hipo-osmética

- Citometria de flujo

- MTT

Evaluacién morfométrica

- Luminol y lucigenina — asistida por ordenador
- Citometria de flujo

Figura 1. La calidad esperm6tica evaluada mediante metodolognas no convencionales.

Durante los tltimos 60 afios, la comunidad cientifica ha trabajado sobre los parametros semi-
nales tanto convencionales [12, 13] como funcionales [3, 14], con el fin de entender el rol que
éstos desempenan en la fertilidad, sin embargo, muchas de estas técnicas son atin descono-
cidas por quienes realizan la evaluacién del semen, por lo que el objetivo de esta revisién es
describir algunas de estas metodologfas alternativas para observar y evaluar las caracteristi-
cas espermaticas.
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Movilidad espermatica

Los espermatozoides son células altamente especializadas que poseen propiedades tinicas
[15], entre las que se resalta la capacidad de desplazarse mediante un movimiento flagelar,
una particularidad esencial en la reproduccién natural. Para llegar a la ampulla (el sitio de la
fecundacién) los espermatozoides deben recorrer un largo trayecto a través del tracto repro-
ductivo femenino en el que se preparan para interactuar con el oocito mediante un proceso co-
nocido como capacitacién espermdtica [16]. La movilidad es uno de los pardmetros seminales
mds importantes durante la evaluacién del semen y diversas metodologias han sido usadas,
entre las que se incluyen la determinacién manual realizada por un observador entrenado
usando microscopia de luz [1], la computarizada mediante el sistema automdtico de andlisis
de espermatozoides, la cual utiliza una cdmara digital y un programa informédtico para la de-
terminacién de la movilidad y las caracteristicas de desplazamiento [17], ademads del uso de
otros métodos como: i) evaluacién del bateo y frecuencia del flagelo mediante el destello de
luz [18]; ii) trampa de ldser 6ptica [19, 20]; iii) dispositivo de microflujo con espermatozoides
fluorescentes [21]; iv) evaluacién de la trayectoria de espermatozoides en 3D [22, 23]; v) me-
todologia de técnica de pulso resistivo [24]; y vi) andlisis computarizado usando un software
libre [25], que se describen a continuacién.

Evaluacion del bateo y frecuencia del flagelo

Esta técnica mide la frecuencia de batido flagelar espermaético utilizando un sincronizador
de la frecuencia del destello de la luz, conformado por un microscopio invertido donde se
coloca la muestra, un iluminador acoplado al sistema de luz del microscopio, un generador
de sefiales, un generador de impulsos (que procesa la sefial), un dispositivo de conteo de la
sefial (donde se muestra el cambio de la frecuencia del generador de impulsos), entre otros
accesorios. El iluminador libera pulsos cortos de luz visible al recibir los impulsos eléctricos
emitidos por un generador y la frecuencia de la luz es calculada por la acumulacién de sefiales
en el dispositivo de conteo. Para la sincronizacién de la frecuencia se observan diferentes pa-
trones de ritmo de la cola de los espermatozoides, se selecciona un espermatozoide normal y
su movimiento es sincronizado bajo la luz del iluminador y cuantificado como la variacién de
la frecuencia; de esta manera, si los espermatozoides presentan un incremento en el bateo de
la cola el destello de la luz se ird incrementado [18]. En un estudio de Chen y colaboradores,
los espermatozoides puros de 40 hombres se incubaron con pentoxifilina, un tratamiento uti-
lizado para activar el movimiento espermatico, y observaron un incremento en la frecuencia
del bateo de la cola respecto al mayor nivel de los espermatozoides no tratados, datos que
se correlacionaron con los resultados obtenidos al analizar las mismas muestras mediante el

sistema automdtico de andlisis de espermatozoides [18].

Trampa de laser

Nascimento y colaboradores describen el uso de una trampa de ldser 6ptica para calcular la
movilidad espermdtica mediante la medicién de la fuerza de movimiento (o fuerza de nado)
de los espermatozoides. El sistema estd conformado por un microscopio y un haz de luz de
laser que representa la trampa Optica y es proyectado hacia la muestra de semen. La muestra
se mueve en la platina del microscopio para ubicar la cabeza del espermatozoide en la trampa
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de l4ser (dentro del haz de luz) donde queda atrapado dado a que su tamafio es menor a la
longitud de onda del haz del ldser. La potencia del ldser sobre la muestra va disminuyendo a
una velocidad controlada hasta que el espermatozoide escapa de la trampa de ldser; de esta
manera, la minima cantidad de potencia del ldser necesaria para mantener el espermatozoide
en la trampa (o el umbral de potencia a la que escapa de ella) es directamente proporcional
a la fuerza de movimiento [19, 20]. Esta metodologia fue utilizada en muestras de semen
provenientes de humanos y de perros domésticos en las que se calculf la trayectoria de los
espermatozoides con la informacién generada por el ldser y se analizaron en un software
integrado al sistema, encontrando que los espermatozoides humanos tenfan una baja varia-
bilidad; ademds, demostraron que el ldser no afecta la calidad seminal en funcién del tiempo
de la medicién [19].

Dispositivo de microflujo
con espermatozoides fluorescentes

La cantidad de espermatozoides méviles y la concentracién espermatica puede ser evaluada
usando un dispositivo de microflujo, que incluye una cdmara para la muestra, una microcu-
beta de deteccién, una linea de microflujo que une ambas partes y el marcaje de los esperma-
tozoides con una sonda fluorescente. Una vez la muestra es depositada en la cdmara corres-
pondiente, los espermatozoides méviles marcados cruzan la interfase de la linea de microflujo
hasta la microcubeta de deteccién, donde son excitados por la luz de excitacién y la sefial de
emisién es detectada y cuantificada por un microfluorémetro. La intensidad de fluorescencia
se correlaciona con la concentracién de espermatozoides moviles en la muestra de semen, con
resultados comparables al sistema automadtico de andlisis de espermatozoides [21].

Evaluacion de
la trayectoria de espermatozoides en 3D

Esta metodologfa publicada por Su y colaboradores puede ser ampliamente distribuida en
las clinicas y centros de fertilidad para la cuantificacién de la movilidad espermadtica. Se trata
de una plataforma computacional de imdgenes hologréficas libre de lentes, que utiliza luz
emitida por dos diodos emisores de luz (LED) de diferente longitud de onda, los cuales ilumi-
nan simultdneamente en dos dngulos diferentes (roja a 0°, azul a 45°) a los espermatozoides
que se encuentran depositados en un chip semiconductor complementario de éxido metélico
(CMOS), que registra los hologramas que codifican la informacién de la posicién de cada
espermatozoide. Este método permite determinar cuatro tipos de movilidades: movimiento
tipico (mayor al 90% de los espermatozoides)(Sakkas, 1995 #32), helicoidal (de 4% a 5% de
los espermatozoides), hiperactivado (menor al 3% de los espermatozoides) e hiperhelicoidal
(menor al 0,5% de los espermatozoides). Dentro de los hallazgos del estudio los autores ob-
servaron una tendencia de los espermatozoides humanos con movimiento helicoidal a hacer
las hélices hacia el lado derecho (aproximadamente el 90%), informacién que puede tener una
implicacién clinica y bioldgica de gran importancia [22].

Metodologia de técnica de pulso resistivo

Algunas propiedades de la movilidad pueden ser evaluadas por la técnica de pulso resistivo
que estd basada en el principio de impedancia eléctrica y utiliza un dispositivo microfluidico
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que comprende tres canales con una abertura en la interseccién. Los espermatozoides son
depositados en el tanque B y se aplica un campo de flujo hidrostético para que viajen hacia la
abertura que detecta los cambios en el voltaje inducidos por cada célula, lo que permite calcu-
lar la trayectoria y velocidad de cada espermatozoide. Este ensayo logra demostrar que esta
metodologia puede ser una alternativa mds econémica para evaluar la movilidad y el bateo de
cola espermdtico que el sistema automadtico de andlisis de espermatozoides [24].

Andlisis computarizado usando un software libre

La evaluacién de las caracteristicas de la movilidad espermaética puede ser analizada median-
te el programa de descarga libre Image J (Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos),
empleando el complemento “Manual Tracking”. Por medio de este programa se logra deter-
minar la velocidad espermadtica promedio (um/seg), la velocidad espermatica lineal progresi-
va (um/seg) y la linealidad media (velocidad espermatica lineal progresiva/velocidad esper-
miética promedio), tras realizar un video en un microscopio de luz, cargarlo en el programa
y crear una cuadricula de andlisis de 12 campos. Los resultados obtenidos por este sistema
muestran una alta correlacién con los de un observador experto usando el procedimiento para
la evaluacién de la movilidad propuesto por la Organizacién Mundial de la Salud [26].

Viabilidad espermatica

Tradicionalmente éste pardmetro es evaluado mediante el uso de tinciones vitales, en las que
el paso del colorante a través de la membrana es un indicativo de la pérdida de integridad y
funcionalidad que se pierde cuando la célula inicia su proceso de muerte. Los colorantes mds
usados para evaluar este pardmetro son la eosina “Y” y la nigrosina [1]. La viabilidad esper-
matica adquiere gran importancia en aquellas muestras de semen donde se observa menos
del 40% de células moviles [1]. Generalmente es evaluada de forma manual por personal
entrenado, no obstante, presenta un alto grado de variabilidad debido a la subjetividad pro-
ducida por las diferencias intra e inter individuo y la fatiga ocular del experto [10]. Como
métodos alternativos para la evaluacién de la viabilidad espermatica se han propuesto los que
se describen a continuacién.

Evaluacion asistida por computador

Los sistemas comerciales de anélisis asistido por computador ofrecen alta precision, reprodu-
cibilidad, fiabilidad y rapidez en los andlisis [27], sin embargo, presentan un alto costo, lo que
limita su incursién en el mercado. Otros programas de menor precio emplean el andlisis de
imdagenes obtenidas con cdmara digital de alta resolucién acoplada a un microscopio de luz,
a partir de muestras seminales previamente marcadas con colorantes vitales de las cuales se
seleccionan regiones de espermatozoides vivos y muertos. Posteriormente, se aplica la técnica
estadistica de andlisis discriminante de Fisher para separar las regiones de interés con base en
los componentes de color RGB de cada pixel en cada imagen, seguido de la clasificacién de
los espermatozoides como vivo o muerto a través del andlisis estadistico de agrupamiento y
particularmente la técnica de K-medias [10]. Roa-Guerrero y colaboradores analizaron la via-
bilidad espermadtica utilizando 110 imadgenes de muestras de semen marcadas con eosina “Y”
provenientes de 14 individuos y demostraron una exactitud de 87,9% en la identificacién de
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los espermatozoides vivos y los espermatozoides muertos, 93,4% de efectividad para detectar
los vivos y 76% de efectividad para detectar los muertos, al comparar esta evaluacién con la

realizada manualmente empleando un microscopio convencional [10].

Integridad de
la membrana e hinchaz6n hipo-osmética

El principal objetivo de esta técnica es evaluar la funcionalidad de la membrana del esperma-
tozoide. El fundamento en el que se basa es la regulacién del potencial electroquimico entre
el medio interno y externo de las células en condiciones normales, en el que las células vivas
al exponerse a ambientes hipo-osméticos permiten el paso de agua hacia su interior causando
que se hinchen, lo que no ocurre en las células con las membranas afectadas o muertas. Para
esta evaluacién las células son expuestas a soluciones hipo-osméticas que contienen bajas
concentraciones de fructosa (75 mM) y de citrato de sodio (25 mM) en un intervalo de tiempo
de 30-60 minutos, seguido de la observacién de la reaccién en microscopio de luz. Al com-
parar esta técnica para la determinacién de la viabilidad espermatica con la tincién con dos
colorantes vitales, se encontré que la evaluacién del enrollamiento de la cola como una medi-
da de viabilidad muestra una sensibilidad del 30% y una especificidad del 100% [4], mientras
otros autores reportan una sensibilidad del 99% y una especificidad del 83% [6]. Ademds,
se ha propuesto que el nimero de falsos positivos tiende a aumentar debido a incubaciones
prolongadas que pueden generar dafios sobre la membrana de los espermatozoides [6, 28].

Analisis de viabilidad por citometria de flujo

El principio de la técnica consiste en el marcaje y cuantificacién de las células utilizando una
sonda o anticuerpo que se une a la célula y que al ser excitado con un ldser de luz, es capaz
de emitir una fluorescencia que es detectada en un fotomultiplicador en un citémetro de flujo
[29]. La implementacién del andlisis seminal mediante citometria de flujo presenta una serie
de ventajas dentro de las que se destacan: la evaluacién multi-paramétrica, el mayor niimero
de células evaluadas y la rapidez y objetividad de los resultados [30]. Para la evaluacién de
la viabilidad espermdtica se emplean marcajes que se basan en la capacidad que tienen las
células vivas de excluir o no el colorante [31], entre los cuales encontramos el doble marcaje
SYBR-14/yoduro de propidio. E1 SYBR-14 es un colorante de 4cidos nucleicos, permeable a
la membrana y que marca los espermatozoides vivos (con membranas celulares intactas) con
fluorescencia verde. El yoduro de propidio es un colorante de dcidos nucleicos, impermeable
a la membrana y que marca con una fluorescencia roja a aquellos espermatozoides que hayan
perdido la integridad de su membrana plasmatica [5, 30]. Otros ejemplos son: el yoduro YO-
PRO®-1, un marcador verde fluorescente impermeable a la membrana, que ingresa en las
células apoptéticas marcdndolas (a diferencia del yoduro de propidio) sin tefiir las células
vivas; y el Hoechst, el cual es usado como contra-tincién nuclear, es permeable a la membrana
y emite una fluorescencia azul cuando se une al ADN de las células vivas [30].

Ensayo colorimétrico con sales de tetrazolio

El ensayo de MTT permite evaluar la viabilidad celular mediante un ensayo colorimétrico
y lectura por espectrofotometria, utilizando una sal de tetrazolio como el MTT (bromuro de
3 [4,5-dimetiltiazol-2-y1] -2,5-difeniltetrazolio), o algunas moléculas similares como MTS
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(3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) y WST1 (di-
sulfonato 4-[3-(4-yodofenil)-2-(4-nitrofenil)- 2H- 5 -tetrazolio]- 1,3-benzeno) [32] altamente
solubles en agua, las cuales producto de la escisién del anillo de tetrazolio por el sistema
succinato deshidrogenasa mitocondrial, son reducidas a formazén produciendo una colora-
cién purpura. De esta manera, la cantidad de formazdn formado permite estimar la cantidad
de mitocondrias y la capacidad metabdlica de las mismas que serd equivalente al ntimero de
células vivas en la muestra [33]. La viabilidad se puede analizar cada 30 minutos entre una y
cuatro horas después de adicionar el MTT, siendo el tiempo 6ptimo reportado para realizar
la valoracién dos horas [32-34]. En un estudio realizado por Nasr-Esfahani y colaboradores,
usando 57 muestras de semen y realizando la evaluacién de la viabilidad empleando el test de
HOST, dos colorantes vitales (eosina y nigrosina) y este ensayo, encontraron una sensibilidad
del 97% y una especificidad del 100% con el empleo del MTT [6].

Morfologia espermatica

La morfologia es un criterio de evaluacién espermatica ampliamente utilizado en el que se
analizan las caracterfsticas morfométricas de la cabeza, pieza media y cola del espermatozoi-
de bajo criterios estrictamente establecidos, no obstante, es un pardmetro dificil de analizar
debido a la subjetividad del mismo. La recuperacién de espermatozoides del moco cervical
luego del coito y de la zona pelticida ha contribuido a definir la morfologia considerada como
normal o ideal [1]. En comparacién con otras especies animales los espermatozoides humanos
presentan una amplia variabilidad morfoldgica, lo cual algunos autores han propuesto que
puede deberse a una baja eficiencia en el proceso espermatogénico [35]. La morfologia es un
criterio importante y cobra relevancia durante los procesos de reproduccién asistida, en los
que se prioriza la seleccién espermadtica en términos de movilidad y morfologia [2]. Para la
evaluacién de este pardmetro se realizan extendidos con coloraciones como la de Papanico-
laou o Diff-Quik, con las cuales se observa al microscopio de luz la cabeza de color azul palido
en la regién acrosomal y azul oscuro en la regién post-acrosomal, la pieza intermedia puede
mostrar algunas manchas de color rojo y la cola estd tefiida de color azul o rojizo. Ademds,
existen métodos comerciales de tincién rdpida en los que una gota de semen se deposita en
una ldmina que contiene una sustancia fijadora y los colorantes, sin embargo, no son recomen-
dados debido a que en ocasiones no proporcionan una distribucién uniforme de la muestra, lo
que dificulta la visualizacién para la clasificacién morfoldgica [1].

Evaluacion morfométrica asistida por ordenador

El sistema automadtico de andlisis de morfologia espermdtica permite clasificar la cabeza y
la pieza intermedia como normal o anormal, dependiendo de las dimensiones y de la forma
para cada atributo; ademads, tiene en cuenta la proporcién de la regién acrosomal respecto al
ntcleo del espermatozoide. La precisién y reproducibilidad puede ser menor del 7%, lo cual
es mucho mayor comparado con la evaluacién manual realizada por un experto. A pesar de
las evidencias reportadas sobre la relacion de los resultados obtenidos a través de esta meto-
dologia y la fertilidad masculina, en las que se ha encontrado que los hombres infértiles tienen
porcentajes aumentados de espermatozoides morfolégicamente anormales comparados con
hombres fértiles [36], se requieren estudios poblacionales mds extensos que permitan mejorar
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las caracterfsticas morfométricas a tener en cuenta en el espermatozoide para refinar la apli-
cacion de este método [1].

Produccion de especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno son productos del metabolismo del oxigeno molecular en-
tre los que se incluyen el anién superéxido, el peréxido de hidrégeno, los radicales hidroxilo
e hidroperoxilo y el 6xido nitrico, los cuales en la muestra seminal pueden ser producidas
tanto por leucocitos como por los espermatozoides [1] y cuya produccién puede ser medida
o cuantificada mediante distintas técnicas de laboratorio como un pardmetro de la calidad
espermadtica [11]. Aunque a bajas concentraciones las especies reactivas de oxigeno participan
en varios eventos de sefializacién en el espermatozoide como la quimiotaxis, la adhesién a la
zona peltcida de los oocitos, la reaccién acrosomal, entre otros, un aumento en la produccién
de las mismas podria estar relacionado con problemas de fertilidad [37]. Alteraciones sobre
la morfologia espermadtica estdn altamente correlacionadas con el aumento en la produccién
de especies reactivas de oxigeno, en especial asociadas al exceso de residuos citoplasmaticos
en la pieza media [38]. Existen varias aproximaciones metodolégicas para analizar la pro-
duccién celular de especies reactivas de oxigeno en el semen como un pardmetro de la cali-
dad espermatica. Dichas pruebas deben ser muy sensibles ya que en condiciones normales la
concentracién de especies reactivas de oxigeno en el semen debe ser baja si existe un balance
oxido-reductor adecuado [1, 7, 11, 38-40].

Pruebas de quimioluminiscencia:
luminol y lucigenina

Una de las pruebas mads utilizadas es la quimioluminiscencia, la cual utiliza sondas como el
luminol (3-aminoftalhidrazida) o lucigenina (bis-N-metilacridinio nitrato) [1], que gracias a
la reaccién quimica con las especies reactivas de oxigeno dan como producto final una molé-
cula oxidada capaz de emitir luz, la cual es medida por un luminémetro y cuyos resultados
son expresados en unidades relativas de luminiscencia (RLU) o fotones contados por minuto
(cpm) [7]. El luminol es permeable a la membrana y es oxidado producto de la reaccién con las
especies reactivas de oxigeno principalmente anién superéxido, peréxido de hidrégeno y ra-
dical hidroxilo, tanto intra como extracelulares [7, 37], sin embargo, debido a que el eyaculado
es una mezcla heterogénea, contiene diferentes linajes celulares y secreciones no directamente
relacionadas con los espermatozoides que pueden modificar las sefiales quimioluminiscentes
generadas [41].

Por su parte, la lucigenina al tener una carga iénica positiva y no ser permeable permite de-
tectar especies reactivas de oxigeno de tipo extracelular tales como el anién superéxido y el
radical hidroxilo [41]. En el contexto del espermatozoide, ha sido utilizado para la deteccién
de especies reactivas de oxigeno de origen mitocondrial en suspensién de espermatozoides
de ratas obtenidos de epididimo [42]. McKinney y colaboradores analizaron las muestras de
semen de 47 hombres y compararon los niveles de deteccién de especies reactivas de oxigeno
empleando luminol y luciferina tras el estimulo con forbol 12-miristato 13-acetato (PMA),
encontrando que el 43% de las muestras producian niveles detectables de especies reactivas
de oxigeno con sefiales de luminicescencia similares con ambas sondas [43].
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Pruebas por citometria de flujo

La evaluacién de la produccién de las especies reactivas de oxigeno en muestras espermaticas
puede realizarse mediante citometria de flujo utilizando los colorantes 2’7’diclorofluoreseina
diacetato y dihidroetidio, los cuales permiten cuantificar los niveles de peréxido de hidrégeno
y anién superdxido, respectivamente [39]. La 2'7’diclorofluoreseina diacetato es una molé-
cula permeable y no fluorescente, que al ingresar a la célula es desesterificada por las este-
rasas celulares volviéndola impermeable y es oxidada por las especies reactivas de oxigeno
produciendo 2’7diclorofluoreseina que es altamente fluorescente [44]. El dihidroetidio es un
compuesto permeable que al reaccionar con el anién superéxido intracelular forma el 2-hidro-
xietidio, un producto rojo fluorescente que se intercala en el ADN [45]. En un estudio de Ma-
hfouz y colaboradores se empled la citometria de flujo para evaluar los niveles de peréxido de
hidrégeno y anién superdxido, hallando en fracciones de espermatozoides inmaduros niveles
significativamente mds altos de especies reactivas de oxigeno en comparacién con la fraccién
de espermatozoides maduros [39].

Integridad del ADN

La importancia de la compactacién del ADN espermatico en la proteccién de la informacién
genética masculina frente a diferentes factores internos y externos ha sido claramente de-
mostrada [46-49]. Los dafios en el ADN de espermatozoides maduros pueden ocurrir a nivel
testicular, epididimal o post-eyaculatorio [50], cuyas causas pueden estar relacionadas con
fallas en el empaquetamiento, en la madurez nuclear, en la fragmentacién de la cromatina o
por defectos en la integridad del ADN, ademds de aneuploidias [51]. En la actualidad se han
implementado diversas metodologfas capaces de detectar dafios sobre la impronta genética
paterna, cada una de estas evaluando diferentes pardmetros relacionados con alteraciones
del ADN espermatico. Entre estas pruebas encontramos los ensayos cometa (electroforesis de
células individuales) y TUNEL (del inglés terminal deoxinucleotidyl transferase-mediated deoxyu-
ridine triphosphate-nick end labeling) como las metodologias mds utilizadas [8].

Si bien algunos quiebres en el ADN son necesarios para reducir el estrés torsional experimen-
tado por la doble hélice cuando ocurren reordenamientos en la transicién de las histonas a las
protaminas en las espermatidas [52-54], si estos quiebres temporales no son reparados antes
de completar la espermatogénesis podrian tener efectos deletéreos, teniendo en cuenta que el
espermatozoide maduro no posee mecanismos significativos de reparaciéon del ADN [55]. A
continuacién se describen algunas metodologfas para la evaluacién de la integridad del ADN.

Anilina azul dcida y cromomicina A3

Las coloraciones con anilina azul dcida y cromomicina A3 permiten evaluar la madurez nu-
clear espermdtica de acuerdo a la composicién de las proteinas encargadas del empaque-
tamiento nuclear. La coloracién con anilina azul acida permite determinar la densidad del
empaquetamiento discriminando entre las histonas ricas en lisina y las protaminas ricas en
arginina y cisteina, de esta manera los ntcleos ricos en histonas en los espermatozoides in-
maduros reaccionan de manera positiva adquiriendo una coloracién azul, mientras que los
ntcleos ricos en protaminas en los espermatozoides maduros reaccionan negativamente y
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no se tifien. El porcentaje de espermatozoides que se tifien con azul de anilina se determina
contando 200 espermatozoides por portaobjeto bajo microscopia de luz [8]. Datos previos han
demostrado que una eyaculacién normal debe contener al menos 75% de espermatozoides
sin tefiir, lo que indica una maduracién nuclear normal de los espermatozoides eyaculados, a
su vez, los resultado positivos para esta prueba han sido indicativos de una asociacién fuerte
entre la cromatina espermaética anormal y la infertilidad [56].

La cromomicina A3 es un fluorocromo especifico de guanina/ citosina que ha sido empleado
para evaluar el grado de protaminacién y es indicativo de que tan mal empaquetada estd la
cromatina de los espermatozoides. La cromomicina A3 y las protaminas compiten por los
mismos sitios de unién al ADN, de esta manera, una alta fluorescencia es un indicador de un
bajo estado de protaminacién. La determinacién de la fluorescencia se realiza por microscopia
de fluorescencia en 200 espermatozoides seleccionados aleatoriamente por cada placa, discri-
minando los espermatozoides que se tifien de color amarillo brillante como cromomicina A3
positivos y los marcados de color amarillo opaco cromomicina A3 negativos. Este marcaje ha
demostrado ser un buen discriminador de éxito o fracaso de una fertilizacién in vitro con una
sensibilidad del 73% y una especificidad del 75%; en casos de inyeccién intracitoplasmdtica
de espermatozoides, a pesar de no ser indicativo de fracaso de la fertilizacién, las muestras
de semen con mds del 30% de espermatozoides positivos pueden tener menores tasas de
fertilizacion [8].

Ensayo cometa

El ensayo cometa o ensayo de electroforesis de células individuales permite evaluar el dafio
en el ADN en cada espermatozoide por medio de la migracién electroforética en microgeles
de agarosa que se encuentran en placas portaobjetos, en las cuales los espermatozoides son
depositados y lisados para eliminar proteinas asociadas al ADN y obtener el material genético
de las células individualizadas en forma laxa [8, 57]. La electroforesis se realiza en un medio
neutro o alcalino, lo que permite la migracién de ADN con quiebres de cadena doble o de ca-
dena doble y sencilla, respectivamente, desde el nticleo hacia el énodo; seguido del marcaje de
las placas con un agente intercalante del ADN, generalmente SYBR Green |, y la visualizacién
usando microscopia de fluorescencia. Si la célula ha sido dafiada y su ADN fragmentado se
observa una cola desde el nticleo (“cabeza”) dando la apariencia de un cometa cuya extensién
(tamafio, longitud, densidad) de la cola es proporcional al dafio en la integridad del mismo
[8]. Este ensayo es una prueba econémica, con un bajo coeficiente de variacién intra-ensayo y
ha sido de utilidad en evaluacién del dafio del ADN después de la crioconservacién de mues-
tras de semen, al igual que en la prediccion del desarrollo embrionario después de la fecunda-
cién in vitro y la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides en parejas con infertilidad
inexplicada [8]. Singh y colaboradores, al estudiar la relacién entre la edad, el dafio en el ADN
y los niveles de apoptosis en los espermatozoides humanos, demostraron que al avanzar la
edad se incrementaba el dafio en el ADN de los espermatozoides, pero se observaba menor
porcentaje de espermatozoides apoptéticos [58].

Ensayo TUNEL

El ensayo TUNEL se fundamenta en la cuantificacién de nucleétidos marcados con 2’-des-
oxiuridina, 5'-trifosfato (dUTP), que son incorporados en el extremo 3’-OH en rupturas del
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ADN de una o de doble cadena por actividad de la enzima desoxinucleotidil transferasa ter-
minal (TdT) [8, 59]. Debido a que los espermatozoides no poseen un sistema de reparacién
de su material genético [8], la incorporacién de nucleétidos marcados producto de la accién
enzimadtica es la sefial del grado de fragmentacién del ADN de las células germinales, en don-
de entre mayor es la frecuencia de la sefial fluorescente, mayor es el dafio sobre el ADN. La
cuantificacién de la sefial puede hacerse mediante citometria de flujo o microscopia de fluo-
rescencia, en esta tltima, los espermatozoides con ADN normal tienen tinicamente el fondo
de la tincién fluorescente, mientras que aquellos con ADN fragmentado tienen una fluores-
cencia brillante.

La técnica del TUNEL ha demostrado ser potencialmente ttil como predictor de la tasa de em-
barazo por inseminacién intrauterina, tasa de divisién embrionaria por fertilidad in vitro y la
tasa de fertilizacién por inyeccién intracitoplasmédtica de espermatozoides; ademads, propor-
ciona una explicacion para la pérdida recurrente del embarazo [8]. En un estudio de Sakkas y
colaboradores en el que evaluaron la relacién entre el dafio en el ADN, medida por el ensayo
de TUNEL, y marcadores de apoptosis como Fas, Bcl-x y p53 en espermatozoides humanos de
hombres con pardmetros seminales normales y anormales, encontraron que las muestras de
semen con baja concentracion espermatica y morfologia alterada tenfan una mayor probabili-
dad de presentar una prueba de TUNEL positiva y expresar Fas y p53, asi mismo, proponen
que la presencia de dafio en el ADN implica un proceso de apoptosis que puede estar relacio-
nado con problemas en el proceso de remodelacién nuclear [60].

Ensayo de estructura de
la cromatina espermatica (SCSA)

Este ensayo se basa en la mayor susceptibilidad a la desnaturalizacién dcida inducida in situ
de la cromatina espermdtica anormal, haciendo uso de las propiedades fotoquimicas del
colorante naranja de acridina que emite fluorescencia en dos longitudes de onda diferentes
de acuerdo a si se encuentra intercalado en ADN nativo o de cadena doble (fluorescencia
verde) o en ADN desnaturalizado o de cadena sencilla (fluorescencia roja). Para esto, los
espermatozoides son sometidos a un tratamiento con una solucién detergente dcida, son
coloreados con naranja de acridina y el grado de desnaturalizacién de su ADN es deter-
minado por medicién de la fluorescencia por citometria de flujo, seguido del cédlculo de la
relacién entre la fluorescencia media emitida en rojo respecto a la fluorescencia media total
(roja + verde) [8, 61].

Esta evaluacién ha sido ampliamente usada en estudios como indicador de calidad esperma-
tica asociada principalmente a problemas de fertilidad [9, 40, 47, 61, 62] y ha sido considerado
el mejor ensayo en la prediccién de los distintos resultados de las técnicas de reproduccién
asistida incluyendo las tasas de fertilizacién y de implantacién [8]. A pesar de la relacién
que se ha demostrado con el uso de estas técnicas entre las anormalidades de la cromatina y
el dafio del ADN en el espermatozoide humano con la infertilidad, atin no es claro cémo se
generan las alteraciones. Entre los mecanismos posiblemente relacionados se han propuesto
fundamentalmente cuatro: empaquetamiento defectuoso de la cromatina espermadtica, apop-
tosis, estrés oxidativo y lesiones genéticas [63-65].
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Discusion y conclusiones

Un hecho natural en el proceso de generar conocimiento es la posibilidad de cambio,
especialmente en la concepcién y aplicacién de sistemas diagnoésticos. En infertilidad, un
examen que ha generado controversia a través de los afios es el andlisis seminal. Es inevi-
table que tenga que analizarse el semen como tnico medio de observacién de los esper-
matozoides y que de la descripcién detallada de sus caracteristicas cuali y cuantificables
se estime el potencial fértil de un hombre, sin embargo, es precisamente ahi donde se
genera la controversia, en la necesidad de establecer con claridad limites entre la norma-
lidad y la anormalidad. Esta gran dificultad llevé a la Organizacién Mundial de la Salud
a proponer valores de referencia para el espermograma [1, 66], pero sobre todo a estanda-
rizar la metodologia para su realizacién basado en la observacién directa de las células.
Desde 1970 existia la inquietud de aplicar métodos que disminuyeran la subjetivad de la
observaciéon humana y permitieran obtener una mayor cantidad de informacién de las
células, especialmente desde el punto de vista cuantitativo [67]. Hoy en dia es un hecho
que para determinar la movilidad, la concentracién y la morfologfa se puede cambiar la
observacién directa por el uso de sistemas computarizados de imdgenes [27].

Actualmente, existen diferentes metodologias aplicables al andlisis seminal cuyo uso de-
penderd de los requerimientos y capacidad técnica del analista, asi como de la disponibi-
lidad de equipos y reactivos, sin embargo, la evaluacién manual del espermograma ya no
es la tinica herramienta con la que se cuenta para el andlisis de la célula espermdtica. Su
movilidad puede ser evaluada por técnicas que involucran desde microscopios 6pticos con-
vencionales hasta ldser y equipos de evaluacién computarizada, asi mismo, la viabilidad, la
morfologia y los demds pardmetros tradicionalmente evaluados por la Organizacién Mun-
dial de la Salud, han sido complementados por pardmetros no convencionales como los
descritos en esta revisién, que permiten conocer con mayor detalle la fisiologia espermatica
e interpretar los mecanismos por los cuales el éxito reproductivo se ve afectado.

En el desarrollo del conocimiento de la biologia reproductiva se han estudiado los cam-
bios que sufre el espermatozoide para poder fertilizar y se ha dado inicio a una carrera
por cuantificar esos eventos, inicialmente describiéndolos y sofiando con el establecimien-
to de pardmetros, llegando finalmente al concepto de evaluacién funcional. Para estos
nuevos pardmetros fisiol6gicos el cambio de la observacién directa a la sistematizacién
se dio gracias a técnicas con exactitud estadistica y reproducibilidad para ser aplicada en
andrologia [68, 69]. Sin embargo, no todo estd escrito, cada dia se siguen implementan-
do, mejorando o evaluando metodologias de apoyo al andlisis seminal que nos permiten
un mejor acercamiento al entendimiento de la fisiologia espermadtica; cada uno de estos
avances nos permitird en un futuro diagnosticar y tratar aquellos eventos adversos que
disminuyen el potencial fértil de los individuos. Finalmente se concluye que aunque exis-
te una amplia disponibilidad de metodologfas para el andlisis seminal, éstas deben estar
en constante evaluacién para permitir sobrellevar la bisqueda de los vacios en el conoci-
miento en cuanto a andrologia se refiere y brindar diagnésticos clinicos mads eficaces que
impacten en la salud de los individuos que lo requieren [11].
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