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INTRODUCCIÓN

Gerardo Cerezo Parra

Rocío Núñez Calonge

Mónica Vazquez-Levin

Salud Reproductiva Masculina refiere al estudio del sistema reproductivo masculino, incluyendo

la función sexual y el potencial fértil, y puede verse influenciada por una variedad de factores, que

incluyen la genética, los hábitos de estilo de vida, las exposiciones ambientales y ocupacionales,

así como la edad. La infertilidad y las infecciones de transmisión sexual, así como la andropausia

afectan la salud reproductiva masculina. Además, datos recientes indican que los hombres

infértiles tienen un mayor riesgo de trastornos somáticos, como el cáncer, y mueren más jóvenes

en comparación con hombres fértiles. Asimismo, varios estudios destacan un efecto adverso

significativo de la infertilidad masculina en la salud de la descendencia. Otro aspecto importante en

la salud reproductiva masculina es la anticoncepción.

La evaluación de la salud reproductiva masculina involucra el examen físico y la historia

clínica, pruebas de laboratorio y estudios de imágenes del paciente. Las pruebas de laboratorio

incluyen la evaluación del semen, desde características básicas de los espermatozoides, estudios

bioquímicos de marcadores del plasma seminal y análisis de otros tipos celulares, así como la

detección de anticuerpos antiespermáticos, infecciones bacterianas y virales. Las tecnologías

actuales incluyen en algunos casos, la evaluación del núcleo espermático y parámetros

cinemáticos del espermatozoide. De igual forma, en asociación con los resultados de la evaluación

clínica y de laboratorio, se realizan ensayos de diagnóstico genético y molecular. En el futuro,

estos estudios se incrementarán con la incorporación de herramientas de análisis global al

diagnóstico y seguimiento de los tratamientos, de manera similar a los abordajes utilizados en

otras patologías. La infertilidad masculina puede ser tratada con procedimientos orientados a la

restitución de las funciones del aparato reproductor, así como la aplicación de diversos métodos

para la selección espermática, procedimientos de reproducción médica asistida de baja o alta

complejidad y otros asociados, como la criopreservación y vitrificación espermática. Se encuentran

en desarrollo tecnologías que no solo se centran en mejorar la performance del gameto masculino,

sino además su uso alternativo, por ejemplo, como transportador de drogas.

Mantener una salud reproductiva masculina adecuada es importante para el bienestar

general y específicamente para la función sexual y reproductiva. Los chequeos regulares, las

opciones de estilo de vida saludables y las prácticas sexuales seguras son importantes para

promover una salud reproductiva masculina óptima a lo largo de la vida. Abordar cualquier

problema relacionado con la función sexual, la fertilidad u otros problemas puede ayudar a

identificar y abordar los problemas de salud subyacentes y promover una calidad de vida óptimas.

El libro electrónico Salud Reproductiva Masculina, editado por los Dres. G. Cerezo

Parra, R. Núñez Calonge y M. Vazquez-Levin, es el resultado de los generosos aportes de

expertas y expertos andrólogos de habla hispana, así como de referentes internacionales que

enviaron sus capítulos en inglés y fueron traducidos por los editores para compendiar toda la

información en idioma castellano. El libro comprende un total de 30 capítulos con los aportes de 73

autores. Las temáticas abarcan aspectos importantes de la salud reproductiva masculina, desde

aspectos relevantes al diagnóstico y tratamiento actual de la infertilidad masculina, temáticas de

anticoncepción hormonal y la andropausia hasta temas innovadores como el concepto del uso de

los espermatozoides como micro-robots.

En relación a la infertilidad masculina, el libro incluye varios capítulos que abordan

aspectos clínicos: “Evaluación clínica de la infertilidad masculina”, a cargo de los Dres. C.G.

Salazar López Ortiz, P. Cuapio Padilla y J.C. Salazar Trujillo; “Andrología reproductiva del varón

adolescente”, por el Dr. F. Vásquez Rengifo; “Varicocele: Más allá de un trastorno vascular”, a

cargo de los Dres. R. Lozano Hernández y A. Rasguido y “La Azoospermia: Causas y

tratamientos”, por el Dr. G. Rey Valzacchi.



El libro además compendia capítulos relacionados al espermatozoide y estudios de

laboratorio para el análisis del semen . En particular, incluye un capítulo a cargo de los Dres . R.

Reyes Luna, H.M. Rodríguez Hernández y G. Cerezo Parra titulado "Fisiología del

espermatozoide humano" y otro a cargo del Dr. G. Voulgaridis sobre "Introducción a la

espermatología" . El libro cuenta con un capítulo sobre " El análisis básico del semen", a cargo

de Dres. G. Cerezo Parra , L. M. López Pérez, S.A. González Ortiz, L. Sarabia y H.M. Rodríguez

Hernández. Destacamos además el aporte del Dr. T. Kruger, con su capítulo " El valor de la

morfología espermática en la práctica clínica" y el del Dr. S. Long con el capítulo "Análisis de

células redondas y semen: Importancia y determinación" . A estos materiales se suman los

aportes de los Dres . R. Lozano Hernández y J. Velasco Carrillo sobre el "Impacto de las

infecciones en la fertilidad masculina❞ y el capítulo sobre “ Efectos tóxicos de la exposición a

metales y plaguicidas sobre los espermatozoides , y su repercusión en la fertilidad", a cargo

de los Dres . B. Quintanilla Vega , M. de J. Solís Heredia , A. Larrañaga Parrado y E. Rojas Prado .

Teniendo en cuenta la relevancia que ha tenido el Manual de Evaluación del Semen

Humano, emitido por la Organización Mundial de la Salud desde su primera edición en el año

1980 , y que ha presentado su Sexta Edición en 2021 , es para nosotros un honor contar en este

libro con el aporte del Dr. L. Bjôrndahl , uno de los expertos que desarrolló la última edición , con su

capítulo titulado "Actualización 2021 sobre el examen básico del semen por la OMS y la ISO".

La evaluación del núcleo espermático ha cobrado vital relevancia en este compendio y por

eso contamos con dos capítulos a cargo de la Dra . E. Baldi , experta a cargo de la elaboración del

Manual de la OMS 6ta edición . El primero , junto con las Dras . M. Muratori , S. Marchiani y L.

Tamburrino, es el capítulo titulado "Origen de la fragmentación del ADN espermático : Papel de

la apoptosis , inmadurez y estrés oxidativo", y el segundo , "Fragmentación del ADN

espermático . Fundamentos y metodología diagnóstica para el laboratorio de andrología", a

cargo de los Dres. J. Cicaré , C. Avendaño y M.J. Munuce .

También en este libro destacamos la importancia que se le ha dado a los estudios

genéticos asociados a la infertilidad masculina y es por eso que tenemos el gusto de incluir un

capítulo titulado "Técnicas citogenéticas aplicadas al estudio de la infertilidad masculina" , a

cargo de los Dres . O.A. Urbano , J. Calvo y J. Rueda. Teniendo en cuenta el advenimiento de las

técnicas globales para el estudio de ácidos nucleicos , proteínas , metabolitos y lípidos , así como de

la bioinformática , se encontrará un capítulo sobre "Estudios globales en Andrología: de la

investigación al laboratorio clínico", a cargo de los Dres . M.H. Vazquez-Levin , G.L. Verón , A.A.

Manjon, C. Mariatti y D. Catalano .

Con una visión innovadora sobre el espermatozoide , su rol en la fecundación y sus

propiedades como carrier de drogas para otras patologías, se incluye un capítulo titulado

"Microrrobótica para el movimiento de espermatozoides controlado en forma remota”, a

cargo de la Dra . V. Magdanz .

El manual de la OMS también desarrolla en sus contenidos aspectos a la criopreservación

de semen humano y espermatozoides recuperados de tejidos del tracto y de la vitrificación . Al

respecto , destacamos los aportes de los Dres A. Del Valle y M.H. Bhat, con su capítulo "Banco de

espermatozoides humanos en Canadá" , el capítulo "Vitrificación de espermatozoides

humanos: Efecto de crioprotectores y métodos de enfriamiento en la criopreservación

espermática❞ a cargo de los Dres. M. Wang , E. Isachenko , G. Rahimi , P. Kumar, P. Mallmann y V.

Isachenko, y el capítulo "Criopreservación de espermatozoides testiculares", a cargo de los

Dres . R. Núñez Calonge y P. Caballero Peregrín . Dado que el estudio de la cinemática

espermática sigue siendo de gran valor en el estudio del semen , el libro también incluye un

capítulo titulado "La importancia y las aplicaciones del análisis espermático asistido por

computadora (CASA) en laboratorios de andrología y centros de reproducción asistida” , a

cargo de los Dres. G. van der Horst y L. Maree.

Teniendo en cuenta los informes sobre el efecto deletéreo de la edad y diversos factores

propios o del entorno sobre la salud reproductiva masculina y las evidencias de la caída de la

calidad seminal en las últimas décadas en otras regiones del globo , el libro incluye capítulos en

dichas temáticas , uno titulado "Impacto de la edad , los factores clínicos y socio-ambientales

en la calidad del semen", a cargo de los Dres . G.L. Verón , R. Molina y M.H. Vazquez-Levin , y un

capítulo "Disminución de la calidad del semen en los últimos 30 años” , a cargo de la los Dres .

L.R. Villagrán , N. Barrera , J. Montes y R. Sapiro.

El libro también incluye capítulos sobre los diferentes abordajes actuales para el

tratamiento de la infertilidad masculina: "Perspectiva actual del usodel uso clínico de los



antioxidantes, para el tratamiento de la infertilidad masculina”, a cargo de los Dres. B.J.M.

Mayorga-Torres, M. Jodar, M. Leiva, D. Manau, A. Alcaraz Asencio, F. García, R. Oliva y J.M.

Corral; “La andrología en la era de las técnicas de reproducción asistida: La importancia del

estrés oxidativo y la genética” a cargo del Dr. J. Aitken; “Técnicas de procesamiento del

semen para inseminación”, a cargo de los Dres. R. Núñez Calonge, P. Caballero Peregrín y G.

Cerezo Parra y un capítulo sobre “Técnicas de micromanipulación espermática en el

laboratorio de reproducción asistida”, a cargo de los Dres. S. Fleming y D. Morroll.

El libro cuenta con dos capítulos altamente relevantes en la temática de salud reproductiva

como son la andropausia y la anticoncepción masculina. Al respecto de la primera temática, los

Dres. C. Palma Ceppi, M. Marconi Toro, G.E. Ortiz Lara y S.A. Camarena Romero han aportado el

capítulo “Andropausia”, que aborda una revisión actualizada de los diferentes aspectos del

Síndrome el Hipogonadismo de Inicio Tardío, que incluye datos epidemiológicos, fisiopatológicos y

relacionados con alternativas terapéuticas del mismo. En relación con la segunda temática,

tenemos el honor de contar con la contribución de cargo de los Dres. C. Wang, W. Butt, MD, H.S.

Lee y R. Swerdloff titulado “Anticoncepción hormonal masculina: Una realidad”.

Además de los capítulos que abordan aspectos clínicos y de laboratorio sobre salud

reproductiva masculina, destacamos el aporte del Dr. C. De Jonge con “La iniciativa de Salud

Reproductiva Masculina (MHRI): Historia y misión”. Este capítulo describe el MRHI, sigla de la

Male Reproductive Health Initiative, una colaboración mundial de expertos dedicada al avance de

la ciencia y a la práctica de la medicina reproductiva masculina, que promueve la investigación de

alta calidad tanto en ciencias básicas como clínicas, forjando colaboraciones con sociedades

profesionales para contribuir a la educación e interacción con grupos de apoyo a pacientes y

agencias de financiación.

Estamos orgullosos del material compilado, de acceso libre y gratuito, al que pueden

acceder todos aquellos profesionales en formación y formados de habla hispana. Agradecemos al

Dr. Craig Niederberger, Andrólogo renombrado de gran trayectoria internacional y hasta hace

muy poco Editor en Jefe de la revista Fertility and Sterility, por haber leído el libro y enviado su

comentario. Nuevamente agradecemos a todos y a cada uno de los autores de los capítulos de

este libro que han aportado con su conocimiento a la educación permanente de los Andrólogos de

habla hispana. Esperamos que los contenidos sean de interés para los lectores.

Biol. Gerardo Cerezo Parra, Dra. Rocío Nuñez Calonge y Dra. Mónica Vazquez-Levin

Editores
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Resumen

La intención de este capítulo será otorgar las herramientas básicas que permitan a todo médico de

primer contacto abordar pacientes con infertilidad masculina e identificar sus principales causas, a

fin de canalizar de manera temprana y brindar un correcto tratamiento de las patologías más

comunes.

Introducción

La infertilidad es un problema de salud pública que en los últimos años ha presentado un aumento

en la incidencia y que afecta a 1 de cada 8 parejas, es decir, al 15-20% de las parejas a nivel

mundial. Aproximadamente 1/3 de la infertilidad se atribuye a factores masculinos, 1/3 a femeninos

y 1/3 de las parejas tendrán como diagnóstico infertilidad inexplicable o infertilidad idiopática (1,2)

(Figura 1).

En general, los hombres son tan propensos como las mujeres a ser responsables de la

infertilidad. En todo el mundo es probable que estas cifras se encuentren infravaloradas y México

no es la excepción, ya que no contamos con estudios que valoren la prevalencia de nuestra

población. En la mayoría de los casos, cuando los pacientes acuden a consulta con diagnósticos

de infertilidad, el factor masculino normalmente es el menos estudiado, por lo que este capítulo

tratará de otorgar las herramientas básicas para realizar una correcta historia clínica y anamnesis

integrando diagnósticos certeros que permitan dar un correcto manejo o tratamiento de la

infertilidad masculina.

La infertilidad masculina se puede estudiar bajo distintos rubros evaluando cada uno de

ellos: anatómico, infeccioso, endócrino, genético y funcional, iniciando siempre con una evaluación

masculina detallada a través de una historia clínica, examen físico y análisis seminal para así

poder identificar condiciones reversibles o factores que requieran de tratamientos específicos (3).

Es importante tener en cuenta que en algunos casos se necesitan estudios adicionales al

análisis seminal debido a que el análisis de semen no proporciona información sobre el estado

interno de los espermatozoides, lo que puede ser una fuente de infertilidad inexplicable. Estudios

informan que hasta el 40% de los hombres de parejas con pérdida recurrente del embarazo

presentaban concentración y motilidad normales pero también alteraciones cromosómicas.

Además, la función y el grado de los defectos del ADN espermático son controvertidos, hay



ejemplos en los que incluso con un análisis de semen normal, los hombres pueden tener

espermatozoides con componentes anormales.

El espermatozoide es la célula encargada de llevar y transmitir la información genética del

padre. Además, durante la fecundación aporta al ovocito el centriolo necesario para la división

celular y un factor activador llamado oscilina. Ya que el espermatozoide aporta su genoma

haploide, es importante la integridad de su ácido desoxirribonucleico (ADN) para la descendencia

(4,5).

Figura 1. Diagnósticos y tratamientos. El factor masculino se indica en azul. Está presente en el factor inexplicable. Se

muestran las herramientas de diagnóstico y los tratamientos. TESA (aspiración de esperma testicular), TESE (extracción de

esperma testicular), IIU (inseminación intrauterina), FIV (fertilización in vitro) e ICSI (inyección intracitoplasmática de

espermatozoides). Tomada y modificada de Turner et al, 2020.

Para un estudio adecuado de infertilidad masculina se deben conocer las diferentes opciones en

su evaluación como son a) el análisis de semen, b) pruebas especiales, c) técnicas de

reproducción asistida y d) pruebas genéticas (4).

La historia clínica nos permitirá identificar factores de riesgo desde edad, peso, talla, índice

de masa corporal (IMC) así como antecedentes personales patológicos (antecedente de torsión

testicular, orquitis, epididimitis, trauma) y no patológicos (tabaco, alcohol, drogas, radioterapia,

quimioterapia, anabólicos, función sexual, púbarca, desarrollo sexual, descenso testicular) e

inclusive antecedentes traumáticos o quirúrgicos, todo aquello que puedan poner en riesgo la

fertilidad de la pareja, con el fin de integrar síntomas a través de los signos presentados por los

pacientes.

La exploración física debe de ser sistemática, es decir, debe llevar un orden idealmente de

cabeza a pies, valorando datos clínicos como signos de obesidad, de endocrinopatías (estrías,

acantosis), tamaño de glándula tiroides, presencia o ausencia de ginecomastia, así como genitales

externos y la presencia de testículos en bolsas escrotales, volúmenes testiculares, distribución de

vello, caracteres sexuales secundarios, epidídimo, cordones espermáticos y en su interior los

conductos deferentes, sin olvidar valorar a nuestros pacientes a través de la escala de Tanner.



El pene debe de ser valorado observando pliegues, la presencia o ausencia de curvaturas,

así como descartar presencia de hipospadias o alteraciones anatómicas que dificulten la

eyaculación. Durante la exploración física también se valora la presencia, consistencia y volumen

testicular a través del orquidómetro de Pradder, que mide el largo y ancho testicular mediante la

formula de Lambert, ya que los testículos no presentan una forma esférica sino una forma

elipsoidal.

Lo anterior se mide por medio de la siguiente fórmula: 0,71x (Longitud x Ancho2) o bien

(Longitud x Ancho x Grosor x.5236). Volúmenes menores a 15 ml se consideraran pequeños

(criptorquidia). Independientemente del método de elección debemos de recordar que el estándar

de referencia para medición de volúmenes testiculares continúa siendo el ultrasonido testicular ya

que pose mayor especificidad y sensibilidad que el orquidómetro.

El ultrasonido nos permite valorar de manera sistemática y detallada el resto de los

genitales internos, otorgándonos información valiosa en conjunto con la morfología y las

características ecogénicas del tejido testicular (lesiones difusas, concéntricas, así como hipo

ecoicas o hiperecoicas e inclusive presencia de micro litiasis,hidrocele). Es importante recordar

que al hablar de volúmenes testiculares por ultrasonido el corte de normalidad será por arriba de

los 12 cc (6).

Los cordones espermáticos se deben valorar desde una posición supina y erecta

permitiendo detectar así la presencia o ausencia de varicocele, una de las patologías más

comunes al momento de la exploración física que afecta indiscutiblemente la fertilidad en menor o

mayor grado dependiendo de etapa clínica en la que se encuentre. El varicocele se clasifica

acorde a los hallazgos en la exploración física (realizando maniobra de Valsalva) y visual. Se

clasifica del 0-3 dependiendo de estos hallazgos. Se recomienda realizar ultrasonido testicular con

Doppler para su correcta valoración (2,3) (Tabla 1).

Tabla 1. Grados de varicocele. Se muestra el tipo de varicolece y la opción de palpar o realizar el

ultrasonido.

Grado Palpable Clínica

0 No palpable No visible

ultrasonográfico)

(Hallazgo

1 Palpable (con Valsalva) No Visible

2

3

Palpable con reposo No Visible

Palpable con reposo Visible con reposo

Se recomienda el manejo expectante en aquellos pacientes con varicocele no palpable e indoloro

y el considerar un tratamientos quirúrgicos dependerá de la sintomatología presentada y del grado

clínico que presente el paciente ya que la varicoceletomía tiene una tasa de éxito del 55-70%, por

lo que se concluye que el 40 % restante de pacientes no presentan una mejoría clínica posterior a

la cirugía (8,9).

Otra alteración anatómica es la criptorquidia. Ésta es una alteración congénita frecuente

caracterizada por la ausencia de uno o ambos testículos en la bolsa escrotal. Se encuentra en 5%

de los recién nacidos modificándose esta cifra a 2% ya que en algunos casos hay corrección

espontánea a lo largo de los primeros 3 meses de vida. En 20% de los casos de criptorquidia, los

testículos no se lograrán palpar ya que la localización será a nivel de cavidad abdominal. La causa

de esta patología es multifactorial aunque el factor determinante es una anomalía endocrina, por lo

que se verá afectada la fase de descenso testicular transabominal o inguinal dando como



resultado criptorquidia. Esto resulta secundario a una disfunción en la sensibilidad y producción de

andrógenos esenciales para el descenso testicular en ambas fases.

Análisis de semen

El análisis seminal (OMS 2020) consta de un eyaculado, una mezcla de aportaciones de diferentes

glándulas como la próstata, las vesículas seminales, Cowper y Littre. Se produce a partir de una

suspensión concentrada de espermatozoides almacenada en los epidídimos emparejados,

mezclada y diluida principalmente por el líquido prostático en la uretra y seguido del vaciado de la

secreción de las vesículas seminales. Las fracciones secuenciales no están compuestas por igual.

El eyaculado tiene dos atributos cuantificables principales.

El número de espermatozoides refleja la producción de espermatozoides por los testículos,

la permeabilidad del sistema de conductos postesticulares, la eficacia de las contracciones del

músculo liso en los epidídimos y los conductos deferentes para transportar activamente los

espermatozoides a la uretra, y la eficiencia eréctil de la eyaculación para expulsar un eyaculado

rico en esperma. El volumen de líquido que aportan las distintas glándulas accesorias refleja la

actividad secretora de las glándulas y las siguientes contracciones del músculo liso que vacía cada

glándula. La vitalidad, motilidad y morfología, junto con la composición de los fluidos del

eyaculado, son importantes para la función de los espermatozoides. Existe evidencia de que el

volumen total y el contenido de espermatozoides de los eyaculados varían según las

circunstancias en las que se produce el eyaculado. Los eyaculados producidos por la

masturbación y recolectados en recipientes en una habitación cercana al laboratorio pueden

resultar en un rendimiento menor que los recuperados de condones no espermicidas usados

durante las relaciones sexuales en el hogar. Esta diferencia puede reflejar un nivel y duración

diferente de la excitación sexual, ya que el tiempo dedicado a producir una muestra mediante la

masturbación también influye en el volumen y contenido de la eyaculación.

El análisis del semen es usado para evaluar la capacidad fértil del hombre. La Organización

Mundial de la Salud (OMS) ha establecido una serie de parámetros que relacionan la calidad del

semen con la fertilidad. Las características analizadas son: volumen, pH, número de

espermatozoides por unidad de volumen, motilidad, viabilidad y morfología. En el 2010 se publicó

la información del 5º manual donde se mencionan los parámetros macroscópicos y microscópicos

para poder determinar la calidad seminal de un individuo, indicando en las pruebas macroscópicas

que para una muestra seminal normal el volumen mínimo es de 1.5 mL, licuefacción (liquido

homogéneo) en un rango de 30 a 60 min, viscosidad, color gris opalescente, sin grumos y con un

pH de 7.2 a 7.8. En las pruebas microscópicas se debe tener movilidad espermática ≥ al 40%,

vitalidad ≥ al 58%, concentración ≥ a 15 millones de espermatozoides por mL y morfología normal

≥ al 4%. Actualmente acaba de publicarse la actualización del 2020. En la Tabla 2 se muestran los

valores actuales y anteriores de evaluación seminal (WHO 2020). Se estima que

aproximadamente del 10 al 15% de los varones infértiles presentan parámetros dentro de los

rangos normales (10,11).

Tabla 2. Valores de referencia de los parámetros del semen publicados en manuales consecutivos

de la OMS.

Manual OMS OMS OMS OMS OMS OMS OMS

1980 1987 1992 1999 2010 2020

Versión 1st 2nd 3rd 4th 5th 6th

Característica del

semen

Volumen (ml) ND ≥ 2 ≥ 2 ≥ 2 1.5 1.4



Recuento de 20 - ≥ 20 ≥ 20 ≥ 20 15 16

espermatozoides

(mill)

200

Recuento total de ND ≥ 40 ≥ 40 ≥ 40 39 ≥39

espermatozoi
des

(mill/ml)

Motilidad total (%)
≥ 60 ≥ 50 ≥ 50 ≥ 50 40 42

Motilidad progresiva

(%)

≥ 2
≥ 25 ≥ 20 ≥ 25 32 30

(Grado (Grado (Grado

a) a) a+b)

Vitalidad (%)
ND ≥ 50 ≥ 75 ≥ 75 58 54

Morfología (%)
80.5 ≥ 50

≥ 30$ 149 4 // 4

formas normales

Leucocitos (mill/ml)
< 4.7 < 1.0 < 1.0 < 1.0 < 1.0 < 1.0

Límite de referencia inferior obtenido a partir del valor del percentil quinto . Basado en

criterios de fertilidad; † Grado a, motilidad progresiva rápida (25% ) ; Grado b, motilidad

progresiva lenta / lenta (5-25 ms - 1) ; normal, 50% de motilidad (Grado a + b) dentro de los

60 min de la eyaculación; ‡ Progresión hacia adelante (escala 0-3) ; §Valor arbitrario ; Valor

no definido , pero se sugiere un criterio estricto ; // Criterio estricto (Tygerberg) . OMS:

Organización Mundial de la Salud; ND: no definido . Tomado y modificado de Suresh et al,

2016.

Una vez evaluado el análisis seminal y en base a los parámetros de la OMS, se define las

diferentes alteraciones seminales que puede tener un eyaculado y se da un diagnóstico . Dentro de

las etiologías o alteraciones que pueden encontrarse , mencionamos las siguientes :

Oligozoospermia

La oligospermia puede deberse a varios factores y a menudo es idiopática . Suele asociarse

con otras alteraciones en el análisis de semen como la astenozoospermia o teratozoospermia . Los

pacientes con oligozoospermia deben evaluarse con estudios hormonales para descartar la

presencia de endocrinopatías . Cuando el recuento de espermatozoides desciende a niveles

inferiores a 5 millones requiere evaluación con estudios genéticos , principalmente cariotipo y

microdeleción del cromosoma Y.

Astenozoospermia

La astenozoospermia es un término que se aplica cuando hay una disminución de la

movilidad en los espermatozoides . En este caso , se necesitan estudios de viabilidad espermática

para descartar necrozoospermia . También se debe plantear la sospecha de síndrome de cilios

inmóviles , que debe excluirse mediante una historia (infecciones recurrentes del tracto

respiratorio) , examen físico (situs inversus que denota síndrome de Kartagener en el 50% de los

casos) y microscopía electrónica que muestre la ausencia de los brazos de dineína , por lo que



hay 100% de inmóviles. La baja motilidad de los espermatozoides puede ocurrir como

consecuencia de condiciones asociadas con el estrés oxidativo, como el varicocele y la exposición

al calor o a sustancias químicas. También se reconocen infecciones genitales y más comúnmente,

etiologías idiopáticas.

Teratozoospermia

La importancia clínica, el tratamiento y las implicaciones de la teratozoospermia siguen sin

estar claras. Muchos estudios han explorado la influencia de criterios morfológicos estrictos en la

inseminación intrauterina (IIU), la inseminación in vitro (FIV) y el embarazo con resultados mixtos.

Condiciones como el varicocele, la exposición a fármacos tóxicos, sustancias químicas, calor y

enfermedades están asociadas con una morfología anormal de los espermatozoides.

Azoospermia

El primer paso en la evaluación de un paciente con azoospermia es proceder con un

enfoque de diagnóstico y tratamiento organizado. Es obligatorio un examen físico completo que

enfatice el tamaño testicular y la presencia o ausencia de los conductos deferentes. Los estudios

de laboratorio, niveles séricos de FSH y testosterona, análisis del cariotipo en sangre y las pruebas

de microdeleción de Y y del volumen de semen también son de igual importancia. Un tamaño

testicular adecuado junto con niveles normales de FSH indica la presencia probable de

espermatogénesis normal y sugiere "azoospermia obstructiva". Un testículo de pequeño tamaño,

por otro lado, con altos niveles séricos de FSH sugiere insuficiencia testicular o "azoospermia no

obstructiva" (12,13).

Pruebas complementarias

Dado que la selección natural permite que solo los espermatozoides con ADN intacto fertilicen, las

pruebas de dicha integridad del ADN se han vuelto más relevantes debido al uso cada vez mayor

de técnicas de reproducción asistida (TRA). El daño del ADN de los espermatozoides afecta la

fertilidad y el resultado del embarazo, situaciones que no pueden detectarse mediante análisis de

semen de rutina. Se han desarrollado varias pruebas de fragmentación del ADN durante los

últimos 30 años pero todavía existen muchos desafíos relacionados con la estandarización de

dichas técnicas, además de que muchas de ellas son costosas de realizar. Estas pruebas son:

Ensayo de estructura de cromatina espermática (SCSA)

Utiliza un tinte metacromático que tiene una propiedad fluorescente diferente en presencia

de ADN monocatenario (rojo) o bicatenario (verde). La prueba es fácil y rápida, pero está limitada

por la subjetividad interobservador y el rápido desvanecimiento de la fluorescencia. Mide la

susceptibilidad del ADN del espermatozoide a la rotura y permite el análisis de gran cantidad de

espermatozoides. Sin embargo, proporciona solo el porcentaje de espermatozoides con mayor

susceptibilidad a las roturas del ADN pero no mucha información sobre la cantidad de daño del

ADN en un solo espermatozoide.

Ensayo cometa

Es una electroforesis en gel que se realiza en condiciones neutras o alcalinas. Es posible

analizar muchas células y los porcentajes de roturas de ADN simples y dobles son fácilmente

detectables, pero la configuración de la técnica requiere mucha mano de obra, necesita un

software específico para analizar los resultados y el daño del ADN puede sobreestimarse.



La prueba de dispersión de cromatina espermática (Halo)

La prueba del halo puede detectar fácilmente el número de roturas de ADN de una o dos

hebras de los espermatozoides simples en un gran número de células. Al igual que con el ensayo

de cometa, la configuración no es fácil, se necesita un software dedicado y el daño al ADN se

puede sobreestimar.

Evaluación de especies reactivas de oxígeno (ROS)

Se han detectado ROS en el semen de muchos hombres infértiles con leucocitos

elevados. La prueba es particularmente útil para detectar la presencia de estrés oxidativo debido al

exceso de radicales libres en el semen como causa potencial de infertilidad en los hombres. En

ausencia de un protocolo estándar para evaluar oxidantes seminales, no hay consenso en este

momento con respecto a la inclusión del análisis como parte del diagnóstico de rutina de un varón

infértil. Los siguientes son varios métodos para medir el estrés oxidativo seminal.

Quimioluminiscencia

El ensayo de quimioluminiscencia es el método más común para evaluar la concentración

de ROS en el semen. El luminol es una sonda permeable a la membrana altamente sensible que

reacciona con una variedad de ROS a pH neutro y se puede utilizar para medir la SG tanto

extracelular como intracelular. Las ROS tienen una vida útil muy corta y deben medirse

rápidamente después de la recolección de semen. La reacción produce fotones que se convierten

en señales eléctricas que se miden con un luminómetro. Los datos se expresan como recuentos

por minuto (cpm), o como unidades de luz relativa (RLU), o como milivoltios por segundo (mV s −

1).

Prueba de nitro azul tetrazolio (NBT)

NBT es un compuesto de tetrazolio aromático nitro-sustituido, soluble en agua, amarillo,

que reacciona con los iones superóxido celulares para formar un derivado de formazán. Esto se

puede medir cuantitativamente con un espectrofotómetro. La reducción de NBT es una prueba

fácilmente disponible, fácil de realizar, económica y altamente sensible.

Citometría de flujo

La citometría de flujo distingue los espermatozoides viables y no viables utilizando tintes

específicos como el yoduro de propidio (PI) y Yopro-1. Sin embargo, la técnica implica el uso de

costosos instrumentos de citómetro de flujo, personal capacitado y software para el análisis de

datos.

Determinación de antioxidantes seminales

La medición de los niveles de catalasa, glutatión peroxidasa y superóxido dismutasa

proporciona una evaluación indirecta del nivel de oxidación seminal. Se sabe que estas enzimas

antioxidantes naturales protegen a los espermatozoides contra el daño oxidativo.10

Estudios hormonales



Se solicitarán análisis hormonales únicamente en aquellos pacientes en los cuales se sospeche

patología de base ya que no se recomienda como estudio básico en pacientes masculinos con

infertilidad. Estas patologías pueden ser: disminución de libido, disfunción eréctil, oligozoospermia

y durante el abordaje de azoospermia cuando se sospeche de causa obstructiva, criptorquidia y

atrofia testicular (7).

Se solicitarán niveles hormonales de FSH, LH, Testosterona (total y libre), Estradiol, TSH

y Prolactina. Estos dos últimos en aquellos pacientes con sospecha de patologías como

hiperprolactinemia secundaria a prolactinomas con datos clínicos como diplopía cefalea, tc ya que

se estima que hasta en el 40% de las hiperprolactinemias estarán asociadas a prolactinomas. La

medición testosterona debe de realizarse entre las 8 y 10 am, siempre solicitando fracción libre en

aquellos pacientes en los cuales se sospecha de hipogonadismo. La importancia de medir TSH

radica en que en pacientes con diagnósticos de hipotiroidismo se ha observado una disfunción en

el epidídimo y funcionamiento de células de Sertoli, lo que produce una disminución de niveles de

SHBG, LH y FSH y una disminución en niveles de volumen seminal, movilidad espermática y

volúmenes testiculares (2).

Pacientes en quien se sospeche la presencia de hipogonadismo hipergonadotrópico (FSH

y LH elevadas con testosterona baja) se observará una deficiencia testicular con disminución en la

producción espermática (Sx Klinefelter). En cuanto a pacientes con sospecha de hipogonadismo

hipogonadotrópico (FSH y LH bajas) así como de esteroides sexuales, se debe de descartar

patologías como Síndrome de Kallman, alteraciones ligadas X, tumores.

Cultivos seminales

Otro estudio importante y que se debe tener en cuenta durante el abordaje de pareja infértil es el

uso de cultivos seminales, ya que en pacientes con antecedentes de infecciones en tracto genital o

con hallazgos que sugieran su presencia durante la exploración física o en análisis seminal, se

deberá descartar la presencia de estas. Se ha observado una prevalencia de hasta 20-35 % en

pacientes masculinos estudiados por infertilidad, estas infecciones pueden llegar a presentar

alteraciones en los parámetros seminales así como distintas patologías como prostatitis, uretritis,

orquitis y epididimitis siendo los responsables en la mayoría de los Escherichia coli, Chlamydia

Trachomatis, Ureaplasma realyticum y Neisseria gonorrhoeae. El tratamiento será a base de

antibiótico sugerido por antibiograma así como el uso de antiinflamatorios y analgésicos en

algunos de los casos (2).

Pruebas genéticas

La contribución de la genética al conocimiento de la infertilidad masculina es uno de los temas más

estudiados en medicina reproductiva. Se reconoce claramente la influencia de varias alteraciones

genéticas que se detallan en revisiones excelentes sobre el tema, así como en revisiones

específicas del paciente con azoospermia. Por lo general, los pacientes con afectación en los

cromosomas sexuales, como el síndrome de Klinefelter (47,XXY) y las microdeleciones del

cromosoma Y, son infértiles.

No obstante, el advenimiento de las técnicas de reproducción asistida de alta complejidad

como la fertilización in vitro, la inyección intracitoplasmática de espermatozoides y sobre todo la

combinación de esta última con la recuperación testicular de espermatozoides, ha revolucionado el

tratamiento de la infertilidad masculina y permitido que estos pacientes tengan descendencia

propia. Sin embargo, estos procedimientos implican un riesgo importante de trasmisión de estas

enfermedades a la descendencia, por ejemplo, el paciente con síndrome de Klinefelter tiene un

riesgo teórico de tener 50% de espermatozoides con contenido cromosómico aneuploide (con un

cromosoma de más o de menos) y que al utilizarlos en un procedimiento de reproducción asistida

estos espermatozoides trasmitan la constitución cromosómica anormal (un cromosoma X

adicional) al embrión. En el caso de microdeleción del cromosoma Y, ésta se transferiría al 100%



de los hijos varones, que también serían infértiles. En la Tabla 3 se mencionan las variantes

genéticas asociadas a la infertilidad masculina (14,15).

Tabla 3. Variantes genéticas principales asociadas con infertilidad masculina, metodología para su

diagnóstico e implicaciones de trasmisión.

Variante

genética

Prueba genética

diagnóstica

ImplicacionesFenotipo

genéticas

Síndrome de

Klinefelter

(47,XXY)

Hipogonadismo

hipergonatrópico,

Cariotipo en sangre

periférica, otros

Riesgo de

trasmisión por

azoospermia tejidos, o ambos. ICSI

FISH para

cromosomas sexuales

(descartar mosaicos)

Otras variantes Variable Cariotipo en sangre

cromosómicas:

alteraciones en

(infertilidad,

insuficiencia

periférica, otros

Riesgo de

trasmisión por

tejidos, o ambos

cromosomas

sexuales,

translocaciones

de autosomas

testicular)

técnicas de

reproducción

asistida

Microdeleciones

del cromosoma

Y

AZFa

AZFb, AZFc,

AZFb+c

gr/gr

Principalmente

síndrome de sólo

células de Sertoli.

Oligozoospermia

severa o azoospermia.

¿Oligozoospermia?

¿Oligozoospermia?

Detección de

STSs del Y por

PCR

Detección de

STSs del Y por

PCR

Detección de

STSs del Y por

PCR

Detección de

STSs del Y por

PCR

100% de

trasmisión a

hijos varones

por técnicas de

reproducción

asistida

100% de

trasmisión a

hijos varones

por técnicas de

reproducción

asistida

En teoría 100% a

los hijos

varones,

implicaciones

desconocidas

En teoría 100% ab2/b3, b2/b4

los hijos

varones,

implicaciones

desconocidas



Mutaciones en

el gen

CFTR

Mutaciones en

el receptor

de andrógenos

Mutaciones en

KAL-1,

KAL-2 (FGFR1),

PROK2/

PROK2R, CHD7

Azoospermia

obstructiva

por obstrucción

idiopática epididimal,

o por ausencia

congénita de vasos

deferentes.

Fibrosis quística.

Enfermedad de

Kennedy.

Cuadro de

insensibilidad

a los andrógenos.

Deficiencia aislada de

FSH o LH, retraso o

trastorno del

desarrollo sexual,

insuficiencia testicular.

Búsqueda de

mutaciones

más frecuentes

del gen CFTR.

Secuenciación

completa del

gen CFTR.

Búsqueda de

tamaño del

repetido CAG

en el exón 1.

Secuenciación

del receptor de

andrógenos

Secuenciación

del gen o genes

relacionados

Riesgo de

trasmisión por

técnicas de

reproducción

asistida

Trasmisión

natural.

Riesgo teórico

de transmisión

por técnicas de

reproducción

asistida

Riesgo teórico

de trasmisión

por técnicas de

reproducción

asistida

FGF8

GnRH1/GNRHR,

KiSS1/GPR54,

TAC3/TAC3R

Mutaciones en

FSHB, LHB o sus

receptores

(FSHR, LHCGR)

Deficiencia aislada de

FSH o LH, retraso o

trastorno del

desarrollo sexual,

insuficiencia

testicular

Secuenciación

del gen o genes

relacionados

Riesgo teórico

de trasmisión

por técnicas de

reproducción

asistida

Pruebas genéticas e infertilidad del factor masculino

Se recomienda realizar pruebas genéticas cuando exista una o más de las siguientes condiciones:

1. Azoospermia u oligospermia grave.

2. Testículo de tamaño pequeño o ausencia de conductos deferentes.

3. Varios abortos espontáneos.

También se deben realizar estudios para determinar las posibles alteraciones genéticas por factor

masculino. Éstas son:

Aneuploidía cromosómica en espermatozoides

La aneuploidía es una anomalía en el número de cromosomas y se produce como resultado de

un defecto meiótico durante la espermatogénesis. La hibridación fluorescente in situ proporciona

un método para probar la aneuploidía cromosómica de los espermatozoides. Estas pruebas

detectan anomalías en los cromosomas (p. Ej., microdeleciones, translocaciones del cromosoma Y

o la presencia de mutaciones genéticas específicas, como el gen de la fibrosis quística), que están



asociadas con la obstrucción o la falta de los conductos deferentes. Se recomienda realizar

pruebas para detectar enfermedades genéticas cuando la infertilidad en hombres con < 5%

espermatozoides móviles totales y podría estar relacionada con deleciones de genes, mutaciones

o anomalías cromosómicas.

Anormalidad cromosómica

El cariotipo de algunos hombres infértiles muestra un cromosoma X adicional; por ejemplo, en

lugar del cariotipo 47 XXY, tienen un cariotipo 46 XY. Esta condición se conoce como "síndrome de

Klinefelter" y resulta en infertilidad masculina. Durante una prueba de cariotipo, se pueden

encontrar otras anomalías cromosómicas, especialmente en parejas que tienen varios abortos

espontáneos y / o infertilidad inexplicable.

Microdeleciones del cromosoma Y

Algunos hombres con azoospermia u oligospermia grave tienen deleciones en el cromosoma Y,

conocido como gen DAZ. Su cariotipo es normal (46 XY) pero una evaluación adicional del

cromosoma Y muestra algunas secciones faltantes de este cromosoma Y. La descendencia

masculina también heredará dicha deleción del cromosoma Y.

Mutaciones de gen único / fibrosis quística (FQ)

Aunque la FQ es una afección genética que afecta los pulmones, una forma "variante" de FQ

afecta la fertilidad masculina y se asocia con la ausencia total o parcial de los conductos

deferentes.

Los espermatozoides pueden recuperarse de los testículos en estos hombres mediante

extracción quirúrgica y criopreservarse para ser utilizados posteriormente para FIV o ICSI. Es

importante evaluar a las parejas femeninas en busca de mutaciones de la FQ para evitar un riesgo

significativo de tener un hijo con FQ (10).

Conclusiones

Es importante saber abordar al paciente infértil por factor masculino, conocer inicialmente el

diagnóstico, las posibles alternativas de tratamiento y las pruebas que se puedan aplicar.

Asimismo se debe realizar la exploración física del varón para descartar alguna etiología

previa a los procedimientos de reproducción, posteriormente se debe realizar un análisis seminal

completo en base a la normativa de la OMS y determinar la calidad del mismo. Se sabe que no es

suficiente con el análisis de semen, por lo que se requiere saber el fundamento de aquellas

pruebas complementarias que ayuden en la evaluación del gameto masculino.

Se debe de tomar en consideración además la evaluación integral de la pareja, en base a

los estudios de ambos integrantes, orientar al tipo de técnica de baja o alta complejidad para con

ello aumentar las posibilidades de éxito.
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La reproducción es el proceso por el cual los organismos crean descendientes. Es una

característica común que presentan todos los seres vivientes y es esencial para asegurar la vida de

las especies. En la reproducción humana, dos clases de células sexuales o gametos se encuentran

involucrados, el espermatozoide, que es el gameto masculino y el óvulo, el gameto femenino.

A partir de un grupo de células madre que se renuevan automáticamente, las células

germinales masculinas se desarrollan en los túbulos seminíferos de los testículos a lo largo de la

vida, desde la pubertad hasta la vejez (1). A este proceso se le denomina espermatogénesis, se

inicia a partir de células denominadas espermatogonias, que presentan divisiones celulares y

modificaciones morfológicas para dar lugar a los espermatozoides maduros.

Testículos

Los testículos humanos son dos órganos con forma ovoidea, de superficie lisa, con un diámetro de

2,5 × 4 cm que se encuentran contenidos en una cápsula de tejido conectivo, la túnica albugínea. El

parénquima de los testículos se encuentra dividido en unos 370 lóbulos (Figura 1A), estos consisten

en túbulos seminíferos y tejido intertubular, que contienen grupos de células endocrinas, las células

de Leydig y otras adicionales. Los túbulos seminíferos son asas en espiral (Figura 1B), sus

extremos se abren a los espacios de la rete testis (2). El líquido secretado por los túbulos

seminíferos es conducido de la rete testis al conducto eferente y depositado en el epidídimo.

Estructura de los túbulos seminíferos

Los túbulos seminíferos están constituidos del epitelio germinal y tejido peritubular (lámina propia)

(Figura 1C). El diámetro promedio de los túbulos es de aproximadamente 180 µm, la altura del

epitelio germinal es de 80 µm y el grosor del tejido peritubular es de 8 µm. El epitelio germinal

consiste de células en diferentes estados de desarrollo que se denominan espermatogonias,

espermatocitos primarios, secundarios y espermátides. Estas células se encuentran dentro de

invaginaciones de las células de Sertoli (Figura 2A).



Lóbulo testicular

Retetestis

a)
Túnica albuginea

Lóbulo testicular b) Epididimo

Lamina propia del

túbulo seminifero

Espermtocito

primario

Espermatogonia

Espermatide

inmadura

c) Espermátide

inmadura

Figura 1 (A) Dibujo de una sección transversal de un testículo humano incluido en parafina . (B ) Dibujo semiesquemático del

arreglo de los túbulos seminíferos en el testículo humano y del sistema de ductos en el epidídimo . (C) Dibujo de una sección

transversal de un túbulo seminifero.

Las células de Sertoli están conectadas por uniones estrechas a través de sus membranas

plasmáticas que separan el epitelio germinal en un compartimento basal y adluminal . Las " uniones

estrechas" forman la barrera hemato-testicular de los testículos . Durante la maduración , las células

germinales atraviesan esta barrera y entran al compartimento adluminal donde encuentran

protección de sustancias extrañas . Otras funciones de las células de Sertoli son (3).

1. Sustento y nutrición para las células germinales .

2. Liberación de las espermátides a la luz del túbulo seminífero (espermiación) .

3. Producción de sustancias endocrinas y parácrinas para la regulación de la

espermatogénesis .

4. Secreción de una proteína (ABP) que es necesaria para el mantenimiento de una

concentración adecuada de testosterona en el epitelio seminifero .

5. Interacción endocrina con las Células de Leydig.



Figura 2. Dibujo de una sección del epitelio germinal
en

el túbulo seminífero.

El tejido peritubular (lamina propia de los túbulos seminíferos) consiste en aproximadamente 5

capas de mioblastos entremezclados con tejido conectivo. Los mioblastos provocan contracciones

peristálticas del túbulo seminífero que transportan a los espermatozoides inmóviles al rete testis (4).

El espesor del tejido peritubular es de alrededor de 8 μm.

Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso complejo en donde una población de células germinales

produce espermatozoides. Se inicia en la pubertad después de un largo período de preparación en

el feto y el infante. Se pueden distinguir dos etapas principales: 1) la espermatocitogénesis, que

corresponde a la diferenciación de las espermatogonias hasta las espermátides; esta etapa incluye

varias divisiones mitóticas y las dos divisiones meióticas y 2) la espermiogénesis que se refiere a la

transformación de las espermátides hasta los espermatozoides y no incluye divisiones celulares (5).

1.- En la espermatocitogénesis, las células espermatogénicas más primitivas reciben el

nombre de espermatogonias primitivas o células madre espermatogénicas, las cuales tienen una

dotación cromosómica diploide (2n) y están situadas en la porción más periférica de los túbulos

seminíferos pegadas a su membrana basal, a partir de la pubertad algunas espermatogonias

permanecen en reposo mientras que otras comienzan a proliferar por mitosis (6).

En el ser humano se reconocen tres tipos de espermatogonias; las espermatogonias de tipo

A oscuras (2n), son las más indiferenciadas de las células espermatogénicas, presentan un núcleo

ovoide notablemente basófilo y granular; que se divide por mitosis dando lugar a células de su

mismo tipo y a espermatogonias de tipo A claras (2n). Las espermatogonias de tipo A claras son

muy semejantes a las de tipo A oscuro, excepto que el núcleo es menos basófilo. Estas células al

dividirse por mitosis dan lugar a las espermatogonias de tipo B. Las espermatogonias tipo B

aumentan de tamaño presentan un núcleo esférico con heterocromatina en el margen y rodeando al

nucléolo. Al dividirse por mitosis, las espermatogonias de tipo B dan origen a los espermatocitos

primarios diploides 2n y con formula cromosómica 46XY. Estos espermatocitos primarios son

células más voluminosas y representan la última generación de espermatogonias que se originan

por mitosis (6).

Los espermatocitos primarios experimentan la meiosis en donde se observan cambios en la

configuración de la cromatina en el núcleo después de la última división de la espermatogonia. Los

espermatocitos primarios son las células más grandes del epitelio germinal (Figura 3) (7) y su

meiosis inicia en leptoteno de la profase I en el compartimiento basal del epitelio germinal. Después

de pasar la barrera de las células de Sertoli los espermatocitos alcanzan el compartimiento

adluminal y continúan con cigoteno, paquiteno y diploteno. Durante la profase I se lleva a cabo la

duplicación del ADN, la condensación de los cromosomas, el apareamiento de los cromosomas

homólogos y los entrecruzamientos. Después de la primera división meiótica, las células se

denominan espermatocitos secundarios, estas células ya no experimentan duplicación de ADN y se



dividen rápidamente para formar las espermátides. Las dos divisiones celulares de cada

espermatocito dan como resultado cuatro células haploides denominadas espermátides, estas

células experimentaran un proceso de diferenciación célular denominado espermiogénes, que

termina cuando la célula es liberada del epitelio germinal. En este momento se le denomina

espermatozoide.

En las divisiones celulares, tanto mitosis como meiosis, no se presenta la citocinesis total, lo

que deja puentes citoplasmáticos que forman sincicios, esto permite un desarrollo sincronizado de

las células espermatogénicas, las cuales garantizan una producción constante de espermatozoides

(5). Las conexiones sinciciales son mantenidas a través de las etapas de espermatogonia y

espermátocitos y son disueltas en las etapas avanzadas del desarrollo de las espermátides. En

casos en que la espermatogénesis se encuentra disminuida, las espermatogonias tipo A obscuras

se encuentran ausentes y no se presenta espermatogénesis en el epitelio germinal en donde solo

se observan células de Sertoli.

Figura 3. Imagen tomada de: Cerezo Parra, G. (Eds). (2022). Manual para el Análisis del Semen Humano: Una Guía

Práctica.

Espermiogénesis

Cada una de las espermátidas entran en un proceso de citodiferenciación denominado

espermiogénesis, durante el cual van a sufrir una serie de cambios que los transforma en un

espermatozoide haploide con una morfología característica. Este se lleva a cabo en tres fases:

1) Condensación de la cromatina nuclear en aproximadamente un décimo del volumen de

una espermátide inmadura. Durante esta fase la espermátide sufre una serie de cambios nucleares

que incluyen la condensación de la cromatina y la migración del resto del citoplasma hacia la región

que será en futuro la pieza intermedia y el flagelo. La condensación de la cromatina comienza con

la formación del nucleosoma, que es la base estructural de la cromatina. El nucleosoma comprende

una cadena de DNA que rodea un octámero o núcleo de histonas (H2A, H2B, H3, H4)2 (8). Cada

nucleosoma está conectado por un “linker” (histona H1) al DNA que le da a la cromatina de tipo

somático la apariencia cuendas en un collar (9). Esta organización de la cromatina desaparece y las

histonas son reemplazadas por proteínas de transición que posteriormente serán reemplazadas por

protaminas que son las responsables de la condensación final y la estabilización de la cromatina del



espermatozoide (10). La interacción del DNA con las protaminas es única , involucra el

enrollamiento del DNA espermático en subunidades toroidales, también conocidas como "doughnut

loop". Al final de la espermiogénesis el núcleo del espermatozoide puede estar empaquetado en

50,000 estructuras toroidales ( 11 ) . En esta etapa de condensación los gránulos de cromatina se

transforman en un fino material homogéneo que llena de manera uniforme todo el núcleo

espermático. La remodelación de un núcleo esferoide a uno alargado y aplanado es llevada a cabo

en esta fase y produce espermatozoides característicos de cada especie . Así, la espermátide se

transforma finalmente en un espermatozoide funcionalmente inmaduro que será liberado en el

túbulo seminífero (12).

2) Formación de la vesícula acrosomal a partir del aparato de Golgi y su unión al núcleo en

la parte apical de la célula . En esta fase los gránulos post-acrosómicos que emergen del aparato de

Golgi se fusionan para formar el pro-acrosoma el cual tiene la apariencia de una vesícula que se

coloca sobre la parte anterior o apical del núcleo y que finalmente se transformará en acrosoma

(12 ).

3) Desarrollo de la estructura del flagelo e implantación en el núcleo. Al mismo tiempo que

se forma el pro-acrosoma , se inicia la formación del flagelo en el polo opuesto al de la adhesión de

la vesícula acrosomal . El centríolo proximal se acerca más al núcleo y forma una base para la unión

del flagelo con la cabeza (12).

De esta forma la espermátide desarrolla la configuración que la capacita para dejar el

epitelio germinal y ser liberados a la luz de los túbulos seminíferos durante el proceso denominado

espermiación . Normalmente un número de espermátides presenta malformaciones. Estas

malformaciones pueden afectar solo el acrosoma , el núcleo o el flagelo o puede ser la combinación

de ellas ( 13 ) . Normalmente , un gran número de espermátidas presenta malformaciones que pueden

afectar el acrosoma , el núcleo o el flagelo .
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Figura 4. Imagen tomada de : Cerezo Parra, G. (Eds) . (2022) . Manual para el Análisis del Semen Humano: Una Guía

Práctica. Diferenciación de un espermatozoide sin acrosoma . La condensación nuclear y el desarrollo de las estructuras del

flagelo no se alteran . El acrosoma no establece contacto con el núcleo de la espermátide y permanece en el citoplasma de la

célula de Sertoli .



Espermiación

La liberación de las espermátidas maduras del epitelio germinal al lumen de los túbulos seminíferos

es manejada por las células de Sertoli , como resultado de la cooperación de filamentos

intermediarios y túbulos citoplasmáticos de las mismas células . Las espermátides maduras cerrarán

sus puentes citoplasmáticos se desconectarán del epitelio germinal y se liberarán , en este momento

se les denomina espermatozoides . Al mismo tiempo , pequeñas partes de las espermátides con

gránulos de RNA, algunas mitocondrias , gotas de lípidos y fragmentos de membranas son

liberadas , éstos últimos forman los llamados cuerpos residuales .

Espermatozoide

La forma que adquiere el espermatozoide es adecuada para su transporte hacia el gameto

femenino. Por ello, el núcleo es condensado, cubierto por un acrosoma para el establecimiento del

contacto con el gameto femenino y se encuentra conectado a un flagelo para su movilidad

progresiva .

El espermatozoide es la célula de mamífero más diferenciada , mide 60 µm de largo ; está

formado por la cabeza y el flagelo . El núcleo del espermatozoide abarca casi la totalidad del

volumen de la cabeza , contiene el DNA de la célula y que al combinarse con el del gameto

femenino formará el cigoto . El acrosoma es una vesícula secretora que se encuentra en la parte

apical de la cabeza y que participará en la reacción acrosomal .

La cabeza es aplanada y mide de 4 - 5 µm de largo y 3 µm de ancho; está formada por el

núcleo y el acrosoma . El núcleo del espermatozoide abarca casi la totalidad del volumen de la

cabeza , contiene el DNA de la célula y que al combinarse con el del gameto femenino formará el

cigoto . El acrosoma es una vesícula secretora que se encuentra en la parte apical de la cabeza y

que participará en la reacción acrosomal .

El flagelo tiene tres regiones : cuello , pieza intermedia y pieza principal , el diámetro del

flagelo es de 1 – 2 µm y la longitud total de 60 µm . El cuello es un estrechamiento que sigue a la

cabeza y da origen al flagelo, este es corto y está formado por los centriolos y es el inicio de las

fibras densas que forman el flagelo del espermatozoide . La pieza intermedia se extiende unos 5

μm , es el extremo proximal del flagelo y contiene el axonema y un par central de microtubulos más

nueve periféricos . Externamente a las fibras, se encuentra la envoltura mitocondrial , constituida por

mitocondrias alargadas , de crestas paralelas y matriz moderadamente densa, dispuestas formando

una doble hélice . Hay escaso citoplasma entre la envoltura mitocondrial y la membrana plasmática

que la limita externamente (Figura 5) . La pieza principal sigue a la pieza intermedia y es la parte

más larga del flagelo (~45 μm ) . En ella , la envoltura mitocondrial ha sido sustituida por la envoltura

fibrosa . La configuración de las fibras densas varía de la pieza intermedia a la pieza principal . A

medida que avanzan hacia el extremo caudal del flagelo , las fibras densas son más finas (5) .

La morfología del espermatozoide humano se puede observar en la figura 5 (14) . La

capacidad de moverse progresivamente la adquiere durante su transporte a través de los ductos

epididimales y al mismo tiempo se lleva a cabo la maduración de las membranas celulares . La

movilidad de los espermatozoides depende principalmente del normal desarrollo de la estructura

denominada axonema (por ejemplo , los dobletes de microtúbulos , brazos de la proteína dineina ,

etc) , la presencia de la envoltura de mitocondrias en la pieza media y la implantación del flagelo en

el núcleo por ambos centriolos .
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Una vez formado el espermatozoide en el aparato reproductor, su objetivo principal consiste en

transferir el ADN haploide masculino al ADN femenino en el citoplasma de un ovocito a través de

una serie de eventos que implican su desplazamiento a lo largo del tracto genital femenino y su

capacidad de fecundar al ovocito ( 15) .

Fisiología del sistema reproductor masculino

En el feto masculino , los testículos se desarrollan cerca de los riñones y justo antes del nacimiento

descienden al escroto . La testosterona es producida en los testículos , estimula la producción de

espermatozoides y da las características sexuales secundarias al inicio de la pubertad .

Los testículos presentan dos funciones: 1 ) endocrinas (producción de hormonas sexuales) y

2) génesis y maduración de los gametos masculinos o espermatozoides .

Las hormonas sexuales masculinas desarrollan por primera vez su efecto en la primera

etapa embrionaria para la diferenciación sexual , hacia la séptima semana de gestación se libera

una pequeña cantidad de andrógenos, que inhibe la formación o el desarrollo de ese embrión en un

ser femenino. Si no se produjera esta liberación , aparecería el pseudohermafrodismo, que es un

trastorno en la diferenciación sexual en donde los testículos aparecerán en el abdomen y los

individuos poseen genitales externos femeninos.

La siguiente fase en la producción de hormonas, aparece en la pubertad , desaparece un

freno hipotalámico y empiezan a producirse los ciclos hipotalámicos- hipofisiarios (maduración

sexual ) . En la maduración , aparece la formación del semen por la acción de la hormona folículo

estimulante (FSH ) que actúa sobre las espermatogonias presentes en los túbulos seminíferos ,

encargados de la producción y maduración de los espermatozoides .

La regulación de la función testicular es mediada por el eje hipotálamo-hipófisis -testículo

mediante un mecanismo denominado feed-back. La producción de espermatozoides y la secreción

de testosterona por el testículo son dependientes de la estimulación por las gonadotropinas de la

pituitaria: la FSH y la hormona luteinizante (LH) , que son secretadas en respuesta a la hormona

liberadora de gonadotropinas hipotalámicas (GnRH) . La testosterona (T) , que es esencial para la

iniciación y mantenimiento de la espermatogénesis , es secretada por las células de Leydig adultas

bajo la estimulación de la LH . La testosterona actúa vía receptores de andrógenos (ARS) en las

células de Sertoli , Leydig y peritubulares , en lugar de actuar sobre las células germinales (16).

La FSH actúa vía receptores de superficie acoplados a la proteína G localizados

exclusivamente en las células de Sertoli . La FSH presenta un papel clave en el desarrollo del

testículo inmaduro , particularmente al controlar la proliferación de las células de Sertoli (17) .

Además, la espermatogénesis en humano es cuantitativamente dependiente de FHS. Las

secreciones de FSH son reguladas por una alimentación negativa de la hormona testicular inhibina

B y por testosterona o por el estradiol (18).

Recientemente se ha demostrado que las células de Leydig poseen propiedades

neuroendocrinas además de sus funciones endocrinas . Existe evidencia de que las células de

Leydig expresan serotonina , enzimas que sintetizan catecolamina , diferentes antígenos

característicos de las células nerviosas , también como neurohormonas y sus receptores ,

neuropéptidos, moléculas de adhesión celular, componentes del sistema NO/CGMP, componentes

del sistema renina/angiotensina , proteínas de los neurofilamentos , proteínas de las vesículas

sinápticas y de almacenamiento y numerosos factores de crecimiento y sus receptores . Además ,

las células de Leydig poseen antígenos característicos de las células gliales tales como astrocitos ,

oligodendrocitos y células de Schwan . Todos estos hallazgos caracterizan a las células de Leydig

como células neuroendocrinas post-mitosis , que no se dividen y con propiedades pluripotenciales.

Algunos de los antígenos neuronales (por ejemplo , la sustancia P, NO, péptido natriurético tipo C,

catecolamina, IGF1 , TGF-B , PDGF) están involucrados en los mecanismos de regulación autocrino

y/o paracrino del testículo (19) tales como producción de testosterona , mantenimiento del eje

hipotálamo-hipófisis-gonadal , la comunicación local entre las células somáticas del órgano (Células

de Leydig , células peritubulares , células de Sertoli ) , la regulación del flujo sanguíneo en los vasos

del testículo y la permeabilidad de hormonas y sustancias nutrientes , también como la

contractibilidad de los túbulos seminíferos y de la túnica albugínea . Las células de Leydig ahora son

consideradas una parte del sistema neuroendocrino ( 19 , 20 , 21 ) .

Diferentes aspectos de la organización y función de las células de Leydig como

degeneración, hiperplasia o tumores degenerativos comúnmente aparecen a lo largo de las

alteraciones de la espermatogénesis. El número de células de Leydig no necesariamente



correlacionan con la producción de la hormona. Se ha demostrado por investigaciones

inmunohistoquímicas que en los casos de un incremento en el número de células de Leydig la

producción de testosterona se lleva a cabo en muy pocas de estas células (22).
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Objetivo

Revisar nuestro conocimiento y metodología en el estudio del semen humano con el objetivo de

aumentar la conciencia sobre la salud del hombre a nivel mundial.

El semen es un material que la mitad del mundo produce, la otra mitad usa, pero no sabemos

mucho al respecto. Todos entendemos de qué se trata la Espermatología, a pesar de que algunos

especialistas en Reproducción Humana suelen malinterpretar su relación con la Andrología. Ellos

sólo están interesados en la capacidad de fertilización de los espermatozoides ignorando que el

semen en realidad puede proporcionarnos información sobre el estado de salud del tracto genital

masculino. Los hombres rara vez presentan síntomas cuando su tracto genital no está sano. Es

por esto por lo que el chequeo andrológico preventivo periódico, que necesariamente incluirá un

análisis de semen, es aún más importante para ellos que el Papanicolaou para mujeres. Por lo

tanto, es fundamental darse cuenta de la necesidad de crear, en todo el mundo, una red confiable

de laboratorios de Espermatología especializados que brinden acceso equitativo a la atención

médica de calidad adecuada.

Definiciones

Espermatología es la rama de la Biología que se ocupa del estudio (del griego: -λογία, -

logia, de la raíz λογ-; variante ablativa de λεγ-, λέγειν, hablar; el sustantivo en -λογία denota el

departamento de conocimiento o estudio) del semen (del griego: σπέρμα, spérma, semen; genitivo

σπέρματος, spérmatos, del semen), en todos los niveles de organización desde la célula hasta el

organismo.

Espermatólogo es el científico graduado en Ciencias Biológicas y que se ocupa del estudio

del semen.

Laboratorio de espermatología es un laboratorio dirigido por un científico graduado en

Ciencias Biológicas y que se ocupa del estudio del semen.

Andrología es la rama de la Medicina que se ocupa del estudio del hombre (del griego:

άνδρας, andras, hombre (masculino); genitivo ανδρός, andros, del hombre (masculino)) y es una

subespecialidad clínica (en algunos países una especialización) de Urología.

Concienciación ineficiente sobre la salud masculina

La conciencia ineficiente sobre la Salud del Hombre a nivel mundial expone a hombres, mujeres y

niños a un riesgo significativo de sufrir una situación que amenaza su calidad de vida, lo que

también puede conducir a una condición que amenaza la vida.



Las irregularidades en el ciclo menstrual notifican a una mujer sobre un mal funcionamiento

de sus ovarios. Además, las infecciones genitales suelen ser sintomáticas en las mujeres, que de

todos modos consultan regularmente a su ginecólogo. De hecho, hace varios años que a las

mujeres se les enseña a someterse a un chequeo preventivo que incluye la prueba de

Papanicolaou.

Los hombres apenas pueden percibir una infección de próstata o un mal funcionamiento de

sus testículos. A pesar de la falta de síntomas, a los hombres no se les ha enseñado a consultar a

un urólogo de manera preventiva ya en la adolescencia. Los Sistemas Nacionales de Salud

promueven el chequeo urológico preventivo solo para hombres mayores de 50 años.

Desafortunadamente, a esa edad la cronicidad de una infección urogenital asintomática ha llevado

a daños irreversibles.

Dado que los hombres jóvenes no suelen consultar a un urólogo, cuando se trata de

fertilidad, siempre es la mujer quien debe consultar a su ginecólogo. En ausencia de su urólogo, es

el ginecólogo el que solicita un análisis de semen. Independientemente de que un varicocele, un

tumor testicular o un tracto urogenital puedan afectar o incluso ser la causa de un semen “débil”,

los ginecólogos, ignorando este hecho, utilizan los valores de referencia de la OMS para decidir si

aconsejar la inseminación intrauterina (IIU) o fecundación in vitro (FIV). Como resultado, los

hombres “subfértiles” quedan mal diagnosticados, sin tratamiento y, por lo tanto, su estado de

salud empeora.

Si bien la reproducción en humanos se logra mediante la “colaboración” de ambos sexos,

esta colaboración no se cumple en el campo de la Reproducción Asistida

Los ginecólogos no suelen aconsejar a los hombres subfértiles que deben consultar a un urólogo.

La OMS no es una excepción. Hace dos años, la Asociación Helénica de Espermatología (HAS)

comunicó al Departamento de Salud e Investigación Sexual y Reproductiva (SRH) de la OMS la

publicación de una investigación que trata sobre un análisis de semen que evalúa el tracto genital

masculino y la promoción de un chequeo preventivo de los varones en la adolescencia (1).

Inesperadamente, esa comunicación fue respondida por un ginecólogo, quien también pidió la

opinión de otros dos ginecólogos. Aunque el H.A.S. apoya la cooperación interdisciplinar, sostiene

que los urólogos, no los ginecólogos, son los competentes para tratar cualquier cuestión relativa a

la salud de un hombre, incluida su capacidad fecundante. Las respuestas del departamento de

SSR de la OMS fueron decepcionantes. Se admitió que el departamento de la OMS dedicado a la

Reproducción Humana carece de urólogos. El departamento también sugirió contactar a las

asociaciones ginecológicas IPPF y ESHRE para expertos en temas relacionados con la Salud del

Hombre ignorando que la ESHRE, una organización formada por ginecólogos para los intereses

de los ginecólogos, a pesar de que dice tener un grupo de Andrología (SIGA), está dirigido por

ginecólogos; mientras que la IPPF también es una organización formada por ginecólogos, pero los

ginecólogos de esta última están interesados principalmente en la anticoncepción más que en la

concepción.

El departamento de Salud e Investigación Sexual y Reproductiva de la OMS es en realidad

un departamento de Salud de la Mujer

El departamento de SSR está dividido en siete Unidades técnicas, todas ellas relacionadas con la

Salud de la Mujer. Irónicamente, a pesar de que este departamento afirmó que el título

recientemente atribuido a este departamento refleja con mayor precisión el trabajo que realiza su

personal (https://www.who.int/reproductivehealth/news/msg-from-RHR-HRP/en/), el la biografía del

mismo personal demuestra que todos se enfocan en la salud de la mujer. Incluso los valores de

referencia de la OMS para la evaluación del semen humano se refieren a la capacidad de lograr

un embarazo, en lugar de referirse al estado de salud del aparato reproductor masculino.

Sin duda, el hecho de que la Organización Mundial de la Salud carezca de urólogos,

urólogos-andrólogos y biólogos-espermatólogos es inaceptable. Estos son los científicos

competentes para tratar los temas relacionados con la salud de los hombres, es decir, la salud de

la mitad de la población mundial humana. La necesidad de racionalizar la organización y

funcionalidad del departamento de SSR es por lo tanto obvia y obligatoria. Un departamento

dedicado a la salud sexual y reproductiva deberá brindar servicios iguales a mujeres y hombres.

Estudiará la salud sexual y reproductiva de las mujeres por igual que la salud sexual y

reproductiva de los hombres. Este servicio estará, por tanto, dirigido a partes iguales por



ginecólogos , endocrinólogos ,

espermatólogos y psicólogos .

urólogos-andrólogos , biólogos-embriólogos , biólogos-

Un departamento de Salud Masculina en la organización de la OMS es obligatorio

Como ya se mencionó anteriormente , la falta de educación en el chequeo preventivo del tracto

genital masculino , la falta de síntomas en los hombres y el hecho de que generalmente se

establece que los ginecólogos son competentes y suficientes por sí solos para tratar los problemas

de infertilidad de una pareja , amenaza la salud y la calidad de vida de los hombres . Se hace

entonces evidente que el chequeo preventivo de los hombres ya en la adolescencia despertará la

preocupación pública .

Las decisiones de la OMS son fundamentales para sincronizar las campañas

internacionales y los programas nacionales de salud con este fin . La conciencia centralizada es

fundamental para la planificación estratégica de las directrices internacionalmente aceptadas. En

consecuencia , es obligatoria la provisión de un departamento dedicado a la Salud del Hombre en

la Sede de la OMS. Este servicio estará dirigido por urólogos, urólogos-andrólogos y biólogos-

espermatólogos . Llevará a cabo sus asuntos con independencia del departamento de SSR, ya que

los problemas de salud relacionados con el aparato genital masculino no necesariamente se

refieren a la reproducción .

La mala interpretación y el mal uso de las recomendaciones de la OMS no es culpa de los

médicos

La Organización Mundial de la Salud admite que el análisis de semen siguiendo sus valores de

referencia y las metodologías de la OMS no se utilizará con fines de diagnóstico (2) (3 ) . De hecho,

la explicación de que la OMS que cita en el prefacio de la 4ª edición del manual para la valoración

del semen humano es característica: 'Cabe señalar que no es objeto del manual establecer los

valores seminales mínimos o más bajos compatibles con la consecución de un embarazo, in vivo o

in vitro. ... Los rangos de referencia para el semen humano presentan algunas dificultades

conceptuales. La relación entre la calidad del semen y la fertilidad se complica por muchos otros

factores, incluida la fertilidad femenina . Por lo tanto, los hombres con semen anormal aún pueden

ser fértiles, mientras que los hombres con una calidad de semen mejor que el promedio producen

embarazos a tasas más altas que el promedio. ... . Finalmente, se debe enfatizar que el objetivo

principal de este manual es fomentar el uso de procedimientos estándar para establecer valores

de referencia (anteriormente llamados valores "normales") para el análisis de semen.

La OMS admite también , que a pesar de que los valores de referencia se estimaron a partir

de datos recopilados de diferentes laboratorios , estos laboratorios no seguían las mismas

metodologías para la evaluación de los parámetros seminales. No estaban evaluando los mismos

parámetros , a pesar de que afirmaban que estaban siguiendo las recomendaciones del manual de

la OMS: "La falta de detalle en ediciones anteriores ha significado que algunos laboratorios han

preferido usar métodos descritos en otros lugares, o han desarrollado sus propias versiones de

métodos, sin dejar de afirmar que realizan análisis de semen de acuerdo con el manual de la

OMS" (Organización Mundial de la Salud , 2010 , cap.1 par.1.1 , pag . 1 ) . De hecho, los valores de

referencia de algunos parámetros se estimaron utilizando 400 análisis y algunos otros utilizando

los datos de 1900 análisis . Desde el punto de vista de un estadístico , el proceso antes

mencionado utilizado para la determinación de los valores de referencia hace que estos valores

sean, sin duda , poco fiables . Además, la OMS insta a los laboratorios a determinar sus propios

valores de referencia: “Es preferible que cada laboratorio determine sus propios rangos de

referencia para cada variable" (2).

Los parámetros fisicoquímicos y los tipos de anomalías morfológicas no han despertado

suficientemente la preocupación de los interesados en la capacidad fecundante del semen . Como

resultado , están mal descritos en el manual de la OMS y rara vez se reportan en un análisis de

semen, especialmente cuando este análisis se realiza en un laboratorio no especializado o en una

clínica de FIV. Incluso cuando estos parámetros se evalúan e informan en el análisis de semen , la

mayoría de los expertos no están interesados en su valor diagnóstico . La OMS revela su

subestimación de las características fisicoquímicas , una vez más, en la 6ª edición de su manual . A

pesar de que el equipo editorial acusó la "falta de detalle en manuales anteriores" por la

discordancia entre laboratorios , los autores de la última edición lo volvieron a hacer.

Lamentablemente , el equipo editorial confunde varias veces la viscosidad con la licuefacción y



viceversa (4) . Además, no es de extrañar que el pH seminal , un indicador muy fuerte de

inflamación , esté absolutamente desacreditado . Irónicamente , la presencia de inflamación es

fundamental en el desarrollo de especies reactivas de oxígeno , lo que , por el contrario , atrajo el

interés del último equipo editorial . Dedicaron el tercer y cuarto capítulo a los "exámenes" sin valor

diagnóstico probado . Después de todo , el equipo editorial está interesado en la capacidad de

fertilización de los espermatozoides, no en el estado de salud del tracto genital masculino .

Además , una vez más , la OMS dudas sobre la ortodoxia de los métodos descritos en su

manual: "Los métodos descritos aquí pretenden ser una guía para mejorar la calidad del análisis

del semen y la comparabilidad de los resultados. No necesariamente deben ser tomados como

obligatorios por los organismos de acreditación de laboratorios locales, nacionales o globales" (3).

Aunque la OMS establece claramente las limitaciones de los valores de referencia , estos valores

se utilizan incorrectamente con fines diagnósticos en la práctica clínica (World Health Organization ,

2010, ch.1 par.1.3 , pag.1 ) . Los ginecólogos usan estos valores para decidir si el semen de alguien

es fértil o no . Más preocupante aún es el hecho de que estos valores están siendo mal utilizados

por los urólogos para decidir si un varicocele debe ser operado quirúrgicamente o no.

Como la OMS admite en el citado extracto , los valores de referencia dependen de factores

exógenos , como la ' fecundidad femenina' . Obviamente , los valores de referencia que dependen de

factores exógenos no son apropiados para la evaluación de una condición intrínseca ,

especialmente para la evaluación de la salud de un hombre. Por lo tanto , un análisis de semen se

referirá a factores endógenos . Además, para determinar los intervalos de confianza de los valores

fisiológicos de cada uno de los parámetros seminales , la evaluación se realizará con referencia a

la función fisiológica del aparato genital masculino .

Por último, pero no menos importante , como ya se mencionó, varios estudios verificaron

que los criterios y metodologías de la OMS no se implementan ni desde los laboratorios no

especializados ni desde las clínicas de FIV, a pesar de que afirman realizar análisis de semen

según el manual de la OMS.

Aunque la OMS consciente de la interpretación errónea y el mal uso de sus

recomendaciones antes mencionado , la Organización insiste en editar manuales que traten sobre

la capacidad fecundante del semen y en contratar a ginecólogos que se dicen expertos en

Andrología y Espermatología en la redacción del manual que trata sobre el estudio del semen , un

producto del aparato genital masculino.

El análisis de semen deberá ser realizado únicamente por personas con título en Ciencias

Biológicas y con formación especial en Espermatología

Un estudio reciente , en Grecia, que incluyó 139 análisis de semen de 67 laboratorios , de los

cuales eran 39 de Microbiología , 2 de Biología Molecular, 23 de A.R.T. laboratorios y 3 laboratorios

de Espermatología , mostró que ninguno de los laboratorios de Microbiología sigue las

recomendaciones de la OMS , que los análisis realizados en las clínicas de FIV (laboratorios de

TRA) tienen omisiones importantes y que solo los laboratorios de Espermatología realizan un

análisis de semen según las recomendaciones de la OMS (Voulgaridis , 2018, par.5 , pag . 10-13 y

anexo I , pag . 42-50) . Varios estudios en otros países y más precisamente en Polonia , Reino Unido,

España , Noruega , Alemania , EE . laboratorios especializados es la falta de equipo adecuado y

capacitación , mientras que para las clínicas de FIV es la falta de interés ( 1 , 5 , 6 , 7, 8 , 9) .

Después de todo , dado que la Espermatología es una rama de la Biología , solo una persona

con un título en Ciencias Biológicas y una formación especial en Espermatología es competente

para realizar estudios de investigación en Espermatología y realizar un análisis de semen.

El problema radica en que el análisis de semen siempre se ha considerado como una

prueba de fertilidad

De hecho , los ginecólogos (y, por lo tanto , las clínicas de FIV, que administran) solo están

interesados en si hay suficientes espermatozoides para la inseminación intrauterina , o solo unos

pocos para la fertilización in vitro . Solo están interesadosinteresados en lograr un embarazo

independientemente del hecho de que , el pH alto indica la presencia de una infección del tracto

urogenital . No es el estado de salud de su pareja lo que le interesa al ginecólogo , ni es

competente para tratarlo . Irónicamente , las infecciones del tracto urogenital involucran a ambos

miembros de la pareja y pueden afectar negativamente el resultado del tratamiento de FIV, el

embarazo y el feto . Además, en la 4ª edición del manual para la valoración del semen , laOMS



expresa su preocupación por la creciente incidencia de las patologías del tracto urogenital,

principalmente del tumor testicular. Este es un hallazgo que despierta la preocupación del público.

Todos estamos de acuerdo en que los ginecólogos no son competentes para diagnosticar

un varicocele, un cáncer de próstata, una epididimitis o un tumor testicular. A pesar de que estas

patologías son solo algunas de las tantas que pueden afectar o incluso ser la causa de un semen

“débil”, es comúnmente aceptable que un ginecólogo interprete un análisis de semen para evaluar

la capacidad fecundante del examinado, ignorando su estado general de salud. Por ello, se

aconseja a las parejas que se sometan a una técnica de reproducción médicamente asistida

independientemente de que el varón haya consultado o no previamente a un urólogo. Después de

todo, los valores de referencia de la OMS se definen sobre la base de la potencialidad de lograr un

embarazo.

Además, los ginecólogos que afirman ser expertos en Andrología sostienen que son

competentes para tratar con semen humano. Por lo tanto, no es de extrañar que en el equipo

editorial de los manuales de la OMS haya muchos ginecólogos. Mucho más que los urólogos-

andrólogos y los biólogos-espermatólogos que cualquiera esperaría encontrar en el equipo

editorial de un libro de texto sobre el ciclo menstrual. Recordando las definiciones del primer

párrafo, resulta obvio que el término correcto para un laboratorio que se ocupa del análisis de

semen es el término "laboratorio de espermatología". Por lo tanto, el biólogo-espermatólogo

analiza el semen y el urólogo-andrólogo combina la información proporcionada por el análisis del

semen con otros hallazgos de laboratorio y clínicos, para poder hacer el diagnóstico. Colaboran,

pero provienen de distinguidas escuelas de Ciencias.

El hecho de que los hombres jóvenes no acostumbren a consultar a un urólogo, es la razón

por la cua,l cuando se trata de fertilidad, siempre es la mujer la que consulta a su ginecólogo. En

ausencia de su urólogo, es su ginecólogo para pedir un análisis de semen. Como resultado, esta

prueba se convirtió en la herramienta del ginecólogo en el camino para lograr un embarazo. Dado

que se les permitió tratar la subfertilidad masculina, afirman ser expertos en Andrología. Dado que

administran clínicas de fertilidad, generalmente sin urólogos, se les permitió nombrar como

"laboratorios de andrología" a sus bancos que realizan análisis de semen. Sin embargo, lo anterior

no hace que los ginecólogos sean graduados en Biología.

Indebidamente, la confusión entre estas dos ramas de la ciencia es promovida en el

manual de la OMS, que se refiere al término erróneo “laboratorios de andrología” en lugar del

término correcto “laboratorios de espermatología”.

Un análisis de semen no se trata solo de un "recuento de espermatozoides". Considerando

que el líquido seminal es producido por las glándulas accesorias, se hace evidente que las

características fisicoquímicas no son menos importantes en la evaluación del estado de salud del

aparato genital masculino. Por lo tanto, un análisis de semen es una herramienta esencial para el

urólogo en la evaluación de la salud de los hombres. La OMS. tiene que considerar seriamente la

revisión de la evaluación del semen humano bajo el prisma de la salud genital masculina.

El análisis que sigue las recomendaciones de la OMS para la evaluación de la capacidad

fecundante del semen está comprometiendo la Salud Pública (lo que va en contra de los

principios básicos de la Constitución de la OMS)

A pesar de que la OMS está tratando de estandarizar un conjunto de procedimientos comúnmente

aceptados para la evaluación de la capacidad fecundante del semen, los laboratorios no suelen

seguir las recomendaciones del manual de la OMS. Aunque la OMS ha explicado exhaustivamente

por qué los valores de referencia no deben utilizarse con fines de diagnóstico, los médicos utilizan

estos valores para diagnosticar la infertilidad o decidir operar quirúrgicamente un varicocele. De

hecho, los valores de referencia suelen malinterpretarse como valores fisiológicos del semen. El

hecho de que el análisis de semen se refiera a la fertilidad, hizo que los hombres consultaran a un

ginecólogo por la función de sus testículos. A pesar de que los ginecólogos no son competentes

para diagnosticar, por ejemplo, un tumor testicular, 'tratan' el semen 'débil' mediante fertilización in

vitro sin recomendar al examinado que consulte primero a un urólogo. De esta manera, el

examinado permanece sin tratamiento y su pareja se somete a una fertilización in vitro debido a un

diagnóstico erróneo. Los hechos mencionados son suficientes para sustentar que el análisis que

evalúa la capacidad fecundante del semen puede considerarse racionalmente comprometedor

para la salud de hombres y mujeres.



Hablemos de los espermatozoides... adecuadamente

Las cuestiones antes mencionadas dejan en claro que la ineficiente conciencia sobre la salud de

los hombres se convirtió en la razón por la cual el semen era solo el material que los ginecólogos

usaban para embarazar a sus clientas. También es obvio que necesitamos revisar los criterios

utilizados para la evaluación del semen (humano). Necesitamos hacer que los hombres consulten

a su urólogo de forma preventiva, de forma regular. Los urólogos deben estar capacitados en

Andrología y el análisis del semen debe ser capaz de describir el estado de salud del aparato

genital masculino. Por último, pero no menos importante, un sistema de auditoría eficaz y confiable

deberá garantizar que la evaluación, el análisis, el examen y el procesamiento del semen humano

se realicen de manera imparcial y con competencia, capacidad y adecuación documentadas.

Andro-test: el análisis de semen que evalúa la salud de los hombres

Un análisis de semen que puede decirle a un hombre si su tracto genital está sano se desarrolló

después de ocho años de investigación que incluyó a 1197 examinados. Cada análisis de semen

se realizó utilizando estrictos criterios estandarizados con el fin de minimizar los factores que

pudieran comprometer la fiabilidad de las conclusiones deducidas. El estudio observacional fue

diseñado por bioestadísticos y la valoración de cada muestra de semen fue realizada en un

laboratorio de Espermatología, por biólogos con especial formación en Espermatología, siguiendo

las recomendaciones de los manuales de la OMS (4ª y 5ª edición). El estudio se realizó sobre

datos de muestras que ya habían sido evaluadas, con el fin de evitar la parcialidad del técnico que

evalúa la muestra. Solo se incluyó en el estudio el análisis de la primera visita de cada examinado,

para evitar sesgos por tratamiento incompleto en el siguiente análisis del mismo examinado.

Cada muestra del estudio se había sometido a un examen microbiológico completo que se

realizó desde un laboratorio independiente. El análisis estadístico investigó la relación entre los

parámetros del semen y el estado de salud del aparato genital masculino. Desafortunadamente,

debido a la alta prevalencia de infecciones del tracto urogenital (87,30%) en las muestras

estudiadas, este análisis estadístico no pudo deducir conclusiones significativas sobre otras

patologías del tracto genital masculino. Por lo tanto, los valores fisiológicos determinados se

refieren principalmente a la presencia de infecciones del tracto urogenital. Sin embargo, es

importante señalar que este estudio utilizó únicamente criterios endógenos para la determinación

de los valores fisiológicos de cada parámetro del semen humano.

La determinación de los valores fisiológicos condujo a la descripción de los Criterios de

SpermLab y el análisis de semen para Men's Health. Además, los valores fisiológicos de este

análisis de semen se relacionaron con condiciones patológicas específicas del tracto genital

masculino y los riesgos relativos (odds ratio) para cada parámetro (ver tabla 8.3.2 p.38, Voulgaridis

et al., 2018, https://doi.org/10.30551/ijs. v1i1.1) se determinaron con un grado de significación

muy alto (valor p <0,05). Las características fisicoquímicas y los tipos de anomalías morfológicas

resultaron particularmente importantes en la evaluación del estado de salud del aparato genital

masculino. El nuevo enfoque restableció el reconocimiento que siempre merecieron, pues se

demuestra que están fuertemente relacionados con la presencia de una condición patológica. Se

demostró que la importancia de los parámetros fisicoquímicos del semen es fundamental en el

desarrollo del Autoexamen del Semen y el Chequeo Andrológico Anual. En las conclusiones de la

publicación se describen los factores que limitaron las potencialidades del estudio y el autor alienta

la realización de estudios en individuos con antecedentes andrológicos conocidos, que se espera

perfeccionen los resultados y mejoren nuestro conocimiento en salud masculina.

Un estudio muy reciente (10) demuestra la importancia del análisis de semen siguiendo los

Criterios de SpermLab y del Autoexamen de Semen en el chequeo preventivo de los hombres y el

procedimiento diagnóstico del examen andrológico. En este último estudio se comprueba que en

casi 9 de cada 10 casos (87,68%), si al menos uno de los parámetros seminales está fuera de los

valores fisiológicos, se detecta un microorganismo en la muestra de semen en examen. También

está comprobado que en el 98,76% de las muestras donde se detectó un microorganismo, al

menos uno de los parámetros seminales estuvo fuera de los valores fisiológicos.

Una infección del tracto urogenital en los hombres afecta primero a los parámetros

fisicoquímicos del semen, ya que describen la función de la próstata y los túbulos seminíferos, que

se encuentran en la parte anterior del tracto genital. El estudio que condujo a la descripción de

andro-test confirmó que, en presencia de una infección del tracto urogenital, al menos uno de

estos parámetros del semen está fuera de los valores fisiológicos. Es por esto por lo que cuanto



menos de estos parámetros sean evaluados, menos probable es sospechar la presencia de un

microorganismo en la muestra de semen en examen.

El andro-test permitió el desarrollo del 'Autoexamen del Semen', un método que permite a

cada hombre, sin necesidad de entrenamiento especial o equipo de laboratorio, ni ningún costo,

controlar la salud de su tracto genital regularmente, con comodidad y discreción de su espacio

personal. Con este autoexamen se espera sensibilizar a los hombres de todo el mundo sobre la

importancia del chequeo andrológico preventivo. Para garantizar que este chequeo preventivo se

realizará de forma estandarizada, se le da el nombre de “Chequeo Andrológico Anual”.

El Autoexamen de Semen consiste en la evaluación de cuatro características del semen

que cada hombre puede evaluar en la comodidad de su espacio personal, sin ningún laboratorio o

equipo especializado. Tres de estas características, el volumen, la licuefacción y la viscosidad,

valoran el estado de salud de las glándulas accesorias (principalmente la próstata y los túbulos

seminíferos) y sus valores anormales se relacionan con una infección del tracto genital (odds

ratio=1, 60 y p-valor=0,040). La cuarta característica, el color del semen, evalúa principalmente la

función de los testículos y sus valores anormales están relacionados con una baja población de

espermatozoides en la muestra de semen (odds ratio=24,03 y p-value<0,001). En un primer

momento, se comprobó si el Autoexamen de Semen por sí solo podía predecir la detección de un

microbio en la muestra considerando las tres primeras características. Se observó que en el

88,08% de las muestras en las que al menos una de estas tres características fisicoquímicas del

Autoexamen de Semen estaba fuera de los valores fisiológicos, se detectó un microorganismo

(valor predictivo positivo; abreviado ‘PPV’). También se comprobó si la detección de un

microorganismo en la muestra podía predecir si al menos una de estas características

fisicoquímicas del Autoexamen de Semen se encuentra fuera de los valores fisiológicos.

Se observó que en el 87,66% de las muestras donde se detectó un microorganismo, al

menos una de estas características fisicoquímicas del Autoexamen de Semen estaba fuera de los

valores fisiológicos (test de sensibilidad).

El Autoexamen de Semen puede predecir con precisión tanto una baja población de

espermatozoides (PPV=95,35%) como la presencia de una infección del tracto urogenital

(PPV=88,08%), cuando al menos uno de sus cuatro parámetros está fuera los valores fisiológicos.

Sin embargo, parece que no puede excluir una condición patológica cuando sus cuatro parámetros

están dentro de los valores fisiológicos. Esta observación se debe principalmente a que algunos

de los parámetros fisicoquímicos no están incluidos en este autoexamen por la necesidad de

equipo de laboratorio.

Una infección del tracto urogenital casi siempre (98,76%) afecta al menos uno de los

parámetros seminales del andro-test, que parece estar fuera de los valores fisiológicos.

Inversamente, en casi 9 de cada 10 casos (87,68%), si al menos uno de los parámetros seminales

está fuera de los valores fisiológicos, se detecta un microorganismo en la muestra de semen en

examen.

Revisión de los criterios para la valoración de la morfología de los espermatozoides

En la evaluación de las anomalías morfológicas de los espermatozoides, la mayoría de los

laboratorios especializados utilizan criterios estrictos definidos en función de la capacidad de los

espermatozoides para atravesar el moco cervical. Si bien este pasaje parece ser un criterio lógico

considerando que el análisis de semen es utilizado para describir la capacidad fertilizadora de los

espermatozoides, algunos espermatozoides aún pueden ser capaces de fertilizar, a pesar de que

existe una infección del tracto urogenital, que a su vez puede amenazar la finalización del

embarazo Obviamente, no nos interesa sólo la capacidad fecundante de los espermatozoides.

Estamos interesados en 'llevar un bebé a casa'. Por lo tanto, necesitamos definir nuevos criterios

para la evaluación de la morfología de los espermatozoides en función del estado de salud del

tracto genital masculino.

Esta es también la oportunidad de enmendar algunos términos utilizados incorrectamente

en los criterios anteriores. Por ejemplo, el término "inserción" incorrecta del cuello no es exacto, ya

que el cuello no está realmente "insertado" en la cabeza del espermatozoide. Por el contrario, está

superado por él. Además, el término 'gotas' citoplasmáticas tampoco es exacto, ya que no

describe algo sobre lo que se 'cayó' o de alguna manera se 'agregó' al espermatozoide. Estos

hallazgos son en realidad cantidades de citoplasma que no han sido descartadas por el

espermatozoide durante su maduración en el epidídimo. Por lo tanto, es obvio que el término más



preciso para estos hallazgos es "residuos citoplasmáticos". Además, dado que la forma de

cualquier célula se define a partir de la ultraestructura del citoesqueleto, es racional considerar que

las diversas formas de la cabeza de los espermatozoides observadas están relacionadas con esta

estructura celular (lea p.31, Voulgaridis et al. ., 2018, https://doi.org/10.30551/ijs.v1i1.1).

Además, dado que los espermatozoides completan su maduración en los epidídimos,

cualquier factor que afecte la funcionalidad de estos órganos, puede potencialmente afectar y

definir la morfología del espermatozoide. Esta hipótesis llevó a investigar si las anomalías

morfológicas podrían indicar un mal funcionamiento de los epidídimos. También se pensó en

investigar si las anomalías morfológicas no deberían considerarse como una característica

permanente de los espermatozoides de una persona. Por el contrario, se observó que algunas

anomalías están relacionadas con la presencia de microorganismos específicos y que estas

anomalías desaparecen regularmente después del tratamiento de la infección, con excepción de

algunos casos donde la cronicidad causó daños irreversibles y permanentes del tracto genital

masculino.

El estudio que condujo a la descripción del andro-test investigó la relación entre las

diversas anomalías morfológicas de los espermatozoides y la presencia de una infección del tracto

urogenital. Se comprobó que efectivamente existe una fuerte relación entre la presencia de un

microorganismo y la observación de anomalías morfológicas bien definidas de los

espermatozoides. Sorprendentemente, también se comprobó que algunas anormalidades son

características de la presencia de ciertos microorganismos. También se demostró que esta última

observación es un fuerte indicio de la presencia de cierto microorganismo en la muestra de semen.

También se describió la sensibilidad y especificidad para cada anomalía morfológica (10). Dado el

valor diagnóstico del tipo de anomalías morfológicas, los laboratorios especializados deberán

proporcionar una descripción completa de las anomalías morfológicas en el análisis del semen.

La evaluación de las anomalías morfológicas se realiza en frotis secos de semen. Incluso el

manual de la OMS se refiere a frotis secos. Es cierto que el estudio que condujo a los criterios de

SpermLab se realizó en frotis secos de semen a pesar de que se sostiene que este enfoque es

incorrecto. De hecho, por ejemplo, los valores fisiológicos de las dimensiones de un corazón

humano se definen en base a las observaciones del corazón de individuos vivos. Las dimensiones

del corazón de un cadáver humano difieren significativamente y lo mismo ocurre con las

dimensiones de un corazón humano seco. Si bien todos estamos de acuerdo en que sería un error

utilizar los valores observados en un corazón humano seco para evaluar la funcionalidad del

corazón de un ser humano vivo, en realidad cometemos este error en la evaluación de las

anomalías morfológicas del semen humano. Es por ello que los laboratorios especializados en

Espermatología deben realizar un estudio multicéntrico para la definición de los valores

morfométricos fisiológicos de los espermatozoides humanos mediante la realización de

valoraciones morfológicas en espermatozoides frescos (no secos).

¿Es realmente indispensable un nuevo análisis de semen?

El andro-test es un análisis de semen caracterizado por el hecho de que lo que se evalúa es el

estado de salud general del tracto urogenital masculino y no solo la capacidad de fertilización del

semen. También se caracteriza por un propósito diferente, un objetivo diferente, criterios diferentes

y valores fisiológicos diferentes.

Para distinguir el andro-test de otros análisis de semen, se le da un nombre que no nos

recuerda a la fertilidad. Su nombre se basa en la palabra griega 'άνδρας' (sp. àndras, ing. man) y

describe exactamente lo que hace esta prueba, es decir, el chequeo de un hombre. El término

'andro' ya se usa en la terminología latina como radical o primera síntesis de términos médicos

relacionados con el hombre, p. andrógenos, andrología, etc. El nombre andro-test es recordable y

comunica inmediatamente de qué se trata, incluso a alguien que no habla griego. Nos recuerda

que se trata de un chequeo masculino, mientras que su similitud ortográfica con el conocido

Papanicolaou, incita a un test regular al que todo hombre se acostumbrará a hacerse

periódicamente. Se espera que esta similitud anime a un hombre a visitar a su urólogo

periódicamente de manera similar a lo que ya se le ha enseñado a hacer a una mujer.

Ya se ha comprobado que al menos los laboratorios no especializados no siguen las

recomendaciones de la OMS para el análisis de semen. Para garantizar que la prueba andro se

ejecutará e implementará correctamente, esta prueba ya ha sido patentada y solo se puede

realizar bajo certificación, acreditación y licencia. Se pretende una red de asociaciones nacionales



de Espermatología para auditar el cumplimiento de las directrices de buenas prácticas de los

laboratorios especializados en Espermatología.

Hacer que los hombres se preocupen por su salud

La valoración de las características fisicoquímicas del semen nos aporta información sobre la

función de las glándulas del aparato genital masculino, principalmente de la próstata y de los

túbulos seminíferos, ya que estos dos son los primeros afectados cada vez que se produce una

infección del aparato genital. Algunas de las características fisicoquímicas del semen pueden ser

evaluadas por el propio individuo. De hecho, un volumen de semen de tres días menor que el

volumen de una avellana o mayor que el volumen de una cereza es una fuerte evidencia de

infección que cualquier hombre podría evaluar fácilmente en casa observando la eyaculación en el

condón o incluso más confiablemente con un tapón de orina y una jeringa de 5 ml. Sin embargo,

un volumen fisiológico no excluye una infección. Otros parámetros, como el pH o la morfología,

pueden ser los únicos que se vean afectados, sin embargo, solo un biólogo experto podría

evaluarlos, mientras que también se necesita equipo de laboratorio especializado.

Las irregularidades en el ciclo menstrual notifican a una mujer sobre un mal funcionamiento

de sus ovarios. Sin embargo, los hombres apenas pueden percibir los signos que pueden indicar

un mal funcionamiento de los testículos. Además, a diferencia de las mujeres, los hombres rara

vez perciben los síntomas de una infección de su tracto urogenital. Como resultado, un hombre no

busca asesoramiento a un urólogo. Sin embargo, aunque a cada mujer se le ha enseñado a visitar

regularmente a su ginecólogo desde la adolescencia, nunca se ha aconsejado a los hombres

jóvenes que visiten a un urólogo de manera preventiva, a pesar de la alta prevalencia de ITU en

hombres jóvenes. Por ello, es su ginecólogo el que se ocupa de la astenozoospermia de su pareja,

que casi siempre se salva aplicando una técnica de reproducción asistida (ART.). La baja motilidad

puede indicar una infección, lo que podría influir negativamente en el resultado de la fertilización in

vitro y comprometer la salud de su próstata, cualquiera que sea el resultado de la A.R.T. Por lo

tanto, es obligatorio tratar previamente su tracto urogenital y luego consultar para una técnica de

reproducción asistida, si aún es necesario.

Aunque las infecciones urogenitales suelen presentarse con síntomas en mujeres, las de

Ureaplasmas, Mycoplasmas o Chlamydia suelen ser asintomáticas en ambos sexos. Además,

estas infecciones son las más prevalentes y pueden amenazar seriamente la reproducción

provocando, entre otras, salpingitis, aborto espontáneo, infecciones del sistema nervioso central

del lactante y epididimitis. Estas infecciones difícilmente se detectan a menos que se realicen

costosas pruebas de diagnóstico. Por lo tanto, incluso cuando la detección falla, el tratamiento de

ambos miembros de la pareja debe considerarse ante la presencia de evidencia (11, 12, 13). El

andro-test nos proporciona una fuerte evidencia de tal infección, haciendo de esta prueba una

herramienta valiosa que podría guiar el diagnóstico incluso indirectamente en las parejas

femeninas. Por lo tanto, se espera que el andro-test mejore la calidad de vida tanto en hombres

como en mujeres. En consecuencia, se sugiere razonablemente que es la prueba más adecuada

en un concepto de chequeo preventivo periódico de la salud de un hombre.

Dado que un hombre rara vez percibe los síntomas de una infección de su tracto urogenital,

deberá realizarse un androtest periódicamente y al menos cada vez que su pareja presente

síntomas de una ITU. Además, un hombre podría sospechar directamente una infección de su

tracto urogenital simplemente evaluando por sí mismo algunas de las características

fisicoquímicas de su semen. Para ello se ha definido el autoexamen de semen. Este autoexamen

consiste en tres sencillos pasos que todo hombre puede seguir fácilmente, como se muestra en el

siguiente cuadro:

Autoexamen de semen

Paso uno. Evaluar el volumen de semen: un volumen de semen de tres días más pequeño

que el de una avellana o más grande que el de una cereza es una fuerte evidencia de infección

que cualquier hombre podría evaluar fácilmente en casa observando la eyaculación en el condón o

incluso de forma más fiable con un tapón para orina y una jeringa de 5 ml.

Paso dos. Evaluar el color y la consistencia del semen: el líquido no debe ser transparente,

rojo o marrón y no debe contener geles que se disuelvan más tarde de 30 minutos desde la

eyaculación.



Paso tres. Evaluar la viscosidad del semen: el líquido no debe ser acuoso.

Advertencia. Las declaraciones anteriores consisten solo en indicaciones que inducirán a un

hombre a visitar a un urólogo. La ausencia de estas indicaciones no excluye una condición

patológica. Otros parámetros, como el pH o la morfología, pueden ser los únicos afectados, sin

embargo, solo un biólogo experto puede evaluarlos, siendo necesario un equipo de laboratorio

especializado. Por lo tanto, se recomienda el andro-test periódico.

Es obligatorio que cada sistema nacional de salud sensibilice a los hombres sobre un chequeo

preventivo periódico de su tracto urogenital. Inspirar, crear y potenciar el vínculo entre el hombre y

su urólogo. De manera similar al autoexamen de mamas, a cada hombre se le puede enseñar a

palpar sus testículos y evaluar las características de su semen. Deberá visitar a su urólogo de

forma preventiva y hacerse un andro-test periódicamente.

La conocida prueba de Papanicolaou puede detectar una neoplasia o inflamación solo en la

zona del cuello uterino, mientras que no nos proporciona ningún indicio del patógeno involucrado.

El resultado negativo de un examen microbiológico consecuente en orina, secreciones vaginales o

frotis cervical no puede excluir la presencia de infección.

La medición de los niveles de PSA (antígeno prostático específico) en sangre se implementa

en la evaluación de la glándula prostática. Aunque la prueba de PSA ha sido aprobada para la

detección anual de cáncer de próstata en hombres mayores de 50 años, no es específica para el

cáncer de próstata. Sus niveles pueden estar elevados en una hiperplasia prostática benigna,

mientras que, en una prostatitis, que a menudo ocurre en hombres más jóvenes, sus niveles

pueden ser más altos de lo normal o incluso notablemente bajos, pero no se han determinado los

límites inferiores para el PSA. Sin embargo, debido a la falta de especificidad y la asociación de la

prueba de PSA con el diagnóstico de cáncer, podría no ser el candidato ideal para la detección de

prostatitis en hombres de todas las edades. Recientemente, investigadores australianos se

centraron en la detección de biomarcadores específicos para el cáncer de próstata en el líquido

seminal (14). Esto convierte al semen en un material biológico ideal para el chequeo masculino.

Además, el análisis del semen según los criterios de SPERMLAB (andro-test) nos aporta

mucha más información que la del estado de la próstata. No solo valora el estado de todo el

aparato genital, sino que también nos proporciona las indicaciones del patógeno implicado, hecho

que contribuye esencialmente en la detección del patógeno mediante un examen microbiológico

exhaustivo o incluso su repetición cuando el clínico lo considere oportuno. La detección del

patógeno en un hombre consiste en una fuerte evidencia de que este patógeno también está

presente en su pareja, independientemente del uso de condón, ya que en general no se usa

correctamente y ya que el contacto directo de los genitales no es necesario para estar infectado.

Por ejemplo, es muy común tocar los genitales con la misma mano que se quitó el condón hace un

momento. Sin embargo, el examen microbiológico puede simplemente no detectar el patógeno, a

pesar de que puede estar presente.

En consecuencia, el andro-test es la prueba más adecuada para la evaluación de la salud

del tracto genital de un hombre, mientras que su implementación periódica en el concepto de un

chequeo preventivo periódico de un hombre puede contribuir esencialmente en el diagnóstico y

prevención de condiciones patológicas graves en hombres, mujeres y niños.

Un análisis de semen para la concienciación de los hombres sobre la importancia del

chequeo andrológico preventivo

El andro-test condujo al desarrollo del Autoexamen del Semen, un método que permite a cada

hombre, sin necesidad de capacitación especial, equipo de laboratorio o cualquier costo, verificar

la salud de su tracto genital, regularmente, con comodidad y discreción de su espacio personal.

Este autoexamen pretende sensibilizar a los hombres de todo el mundo sobre la importancia del

chequeo andrológico preventivo. Con el fin de garantizar que este chequeo preventivo se realizará

de forma estandarizada, se le da el nombre de Chequeo Andrológico Anual. En cuanto a la mejora

de los servicios para promover la salud global, se denota la importancia del andro-test en la

práctica clínica y la prevención de cuadros patológicos graves en hombres, mujeres y niños.

Los laboratorios especializados en Espermatología deberán abandonar la investigación de

estandarizar los procedimientos de evaluación de la capacidad fecundante del semen humano y

considerar seriamente investigar la importancia de evaluar los parámetros seminales bajo el



prisma de la salud integral del aparato genital masculino. Los Criterios de SpermLab y la nueva

clasificación de anomalías morfológicas descritas en el estudio de andro-test deben convertirse en

una guía fundamental para futuros estudios.

El andro-test es realizado únicamente por laboratorios especializados en Espermatología

La principal causa de la falta de cumplimiento de las recomendaciones de la OMS para la

evaluación de la capacidad de fertilización del semen es la falta de equipo adecuado y

capacitación de los laboratorios no especializados y la falta de interés de las clínicas de FIV.

Irónicamente, siempre que el análisis de semen se considere una prueba de fertilidad, las clínicas

de FIV se consideran justificadamente como si fueran los expertos. El diagnóstico y tratamiento

correctos dependen de tres condiciones esenciales: a) la correcta instalación del laboratorio, b) la

correcta evaluación de la muestra y c) la competencia del médico. Por lo tanto, para garantizar la

correcta implementación e interpretación de andro-test, esta prueba es realizada únicamente por

técnicos acreditados en laboratorios certificados bajo la condición de que sigan los Criterios de

SpermLab.

Ya hay miles de biólogos con formación especial en la evaluación del semen humano en

todo el mundo. Estos técnicos pueden gestionar ellos mismos un laboratorio especializado en

Espermatología o ser empleados en un laboratorio debidamente equipado. El técnico acreditado

solo tiene que iniciar sesión en una plataforma basada en la nube apropiadamente diseñada,

insertar los resultados del análisis e imprimir el formulario de andro-test en cuya parte inferior se

recomienda al examinado consultar a un urólogo-andrólogo para la interpretación de los

resultados. La plataforma contiene pautas para el andro-test. Los datos de identificación del

examinado no se transmiten a la base de datos. Este proceso permite el Control de Calidad

Externo de cada técnico (y laboratorio) que realiza el andro-test y garantiza que el examinado sea

aconsejado para consultar a un urólogo-andrólogo.

La acreditación de los técnicos y la certificación del laboratorio es competencia de la

Asociación Nacional de Espermatología como miembro de la Asociación Internacional de

Espermatología. El técnico deberá ser graduado en Ciencias Biológicas y capacitado en el análisis

de semen humano para ser miembro de la Asociación Nacional de Espermatología. La pertenencia

a la Asociación nacional garantiza que el técnico respetará y seguirá las directrices de buenas

prácticas y las decisiones de la Asociación Nacional/Internacional de Espermatología.

Una red de Asociaciones nacionales de Espermatología

Como ya se demostró, la implementación correcta de una prueba es fundamental. Ya existe

suficiente experiencia del mal uso de las recomendaciones de la OMS en la realización de un

análisis de semen para la evaluación de la capacidad fecundante y la interpretación errónea de los

resultados. Para evitar confusiones con el análisis de semen para la evaluación de la fertilidad, la

nueva prueba tuvo que recibir un nombre diferente. Para evitar cualquier falta de conformidad ya

observada en todo el mundo para la prueba de fertilidad, este nombre tenía que estar protegido

por derechos de autor y alguien tenía que auditar la correcta aplicación de la prueba. Por lo tanto,

la nueva prueba fue patentada y se le asignó el nombre de andro-test en 2015. Además, esta

prueba se realizará en todo el mundo y la mejor manera de garantizar el correcto desempeño de

esta prueba es crear una red de Asociaciones locales de Espermatología que auditen la

conformidad de los laboratorios y de los técnicos con las normas de buenas prácticas en

Espermatología acordadas internacionalmente. En Grecia, ya hemos constituido la organización

no gubernamental sin ánimo de lucro Hellenic Association of Spermatology (HAS), en 2017, con el

propósito de promover el conocimiento, el control de calidad y las buenas prácticas en el campo

de la Espermatología humana para proteger la salud humana. Los biólogos interesados en el

estudio del semen humano de todo el mundo están invitados a reunirse en Asociaciones

nacionales no gubernamentales de Espermatología sin fines de lucro bajo la coordinación de la

Asociación Internacional de Espermatología. Se espera que el trabajo en red resalte el papel del

biólogo-espermatólogo, fortalezca el reconocimiento de su competencia y cree un nuevo mercado

de laboratorios especializados en Espermatología (dirigidos por biólogos). Considerando la

situación actual descrita en los párrafos anteriores con respecto a la Salud Masculina, se hace

evidente que la necesidad mundial de laboratorios especializados en Salud Masculina es notable.

Referencias



1. Voulgaridis, G.Z. andro-test: the semen analysis for men’s health

checkup following the SpermLab’s Criteria. International Journal of

Spermatology. 2018, Vol. 1, 1, pp. 1-63.

2. World Health Organization. WHO laboratory manual for the examination of

human semen and sperm-cervical mucus interaction, 4th ed. Cambridge :

Cambridge University Press, 1999.

3. World Health Organization. WHO laboratory manual for the examination and

processing of human semen.5th. Geneva : WHO Press, 2010.

4. World Health Organization. WHO laboratory manual for the examination and

processing of human semen.6th edition. Geneva : WHO Press, 2021.

5. Rothmann, S. A. and Reese, A. A. Semen analysis: the test techs love to

hate. Med Lab Obs. 2007.

6. Walczak-Jedrzejowska, R., et al. Semen analysis standardization: is there

any problem in Polish laboratories? . Asian J Androl. 2013.

7. Riddell, D., Pacey, A. and Whittington, K. Lack of compliance by UK

andrology laboratories with World Health Organization

recommendations for sperm morphology assessment. Human

Reproduction. 2005.

8. Cooper, T.G., Hellenkemper, B. and Nieschlag, E. External Quality

Control for Semen Analysis in Germany. J Reproduktionsmed Endokrinol.

2007.

9. Keel, B.A., et al. Lack of standardization in performance of the semen

analysis among laboratories in the United States. Fertil Steril. 2002.

10. Voulgaridis, G.Z. Andro-test & Semen Self-Exam: their importance in

prevention and in the diagnostic process. International Journal of

Spermatology.2020, Vol. 2, 1, pp. 1-19.

11.
Kasper, Dennis L., et al. Harrison's principles of Internal Medicine. 16th ed.

New York : McGraw-Hill Companies, 2005.

12. Lerner, K. L. and Lerner, B. W. World of Microbiology and Immunology. s.l. :

The Gale Group, Inc., 2003.

13. Talaro, Kathleen Park and Talaro, Arthur. Foundations in Microbiology. 4th

ed. s.l. : McGraw-Hill Companies, 2002.

14. Selth, L.A., et al. Human seminal fluid as a source of prostate cancer

specific microRNA biomarkers. Endocr Relat Cancer. Aug 2014, Vol. 21, 4,

pp. L17-21.

Las opiniones expresadas en este documento son de exclusiva responsabilidad del autor y no

necesariamente representan la opinión de los editores.

Traducido, revisado y editado por la Dra. Rocío Núñez Calonge.



EL ANÁLISIS BÁSICO DEL SEMEN

1

Gerardo Cerezo Parra

1, 2

Luna María López Pérez

Sergio Arturo González Ortiz3

Luis Sarabia Villar
4

Hugo Manuel Rodríguez Hernández
5

1Laboratorio de Andrología y Banco de Espermatozoides LÁFER y FERTIMÉXICO, Ciudad de México, México y

Guadalajara, Jalisco, México. 1, 2Universidad Veracruzana, Campus Veracruz, Veracruz. México. 3Facultad de Bioanálisis y

Enfermería. Universidad Veracruzana, Campus Xalapa, Veracruz. México.
4

Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

Santiago, Chile.
5

Centro de Ginecología, Genética y Reproducción Asistida “CGYRA”, Hospital del Pacífico, Acapulco,

Guerrero, México.

Autor corresponsal: Biol. Gerardo Cerezo Parra. Tuxpan 10 Int. 606, Col. Roma Sur, C.P. 06760, Alcaldía Cuauhtémoc,

Ciudad de México, México. Teléfono +52 55 5264 0563. Correo electrónico: gcerezop@gmail.com

Introducción

El análisis básico del semen (ABS) es un estudio sistemático de los diferentes componentes que

forman el eyaculado; es la prueba de laboratorio más útil que nos permite conocer la fisiología

reproductiva masculina. Uno de los principales objetivos para realizar este estudio, es evaluar la

fertilidad del hombre.

El ABS es subjetivo por naturaleza y está sujeto a errores propios de su análisis; de ahí que

lograr una estandarización de este estudio constituye un gran reto, ya que existe variabilidad en

los parámetros del ABS entre diferentes laboratorios. Desde estudios hechos hace más de 75 años

hasta los años recientes, se han venido mostrando diferencias en los métodos de evaluación para

delimitar los valores de hombres fértiles e infértiles, manifestando, incluso hasta la fecha,

problemas de variabilidad entre analistas de diferentes laboratorios (1,2).

Es importante la estandarización del ABS ya que nos permite comparar los resultados de

los diversos laboratorios en diferentes tiempos y para esto es necesario que los métodos sean

robustos y estandarizados. Los resultados obtenidos que utilizan métodos diferentes no pueden

ser comparados (1).

En 1980 la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó el primer manual para el

análisis del semen humano, y posteriormente se han publicado diferentes ediciones en los años,

1987, 1992, 1999, 2010 y 2021. (Figura 1) Estas publicaciones contienen recomendaciones con el

objetivo de lograr una estandarización en el ABS a nivel mundial.
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Figura 1. Publicaciones del manual para el análisis del semen humano de la Organización Mundial de la Salud (OMS) .

Nuevos criterios del manual de la OMS

En el año 2021 y después de 11 años desde su última edición , la OMS publicó la 6ª edición de su

manual para el análisis y procesamiento del semen humano . En este capítulo comentaremos las

actualizaciones del análisis básico del semen de esta última edición . Como todos los estudios del

laboratorio clínico , el ABS debe contar con la fase preexamen, fase examen y fase post examen

para lograr un estudio que garantice la calidad de su análisis .

Colección e instrucciones a los pacientes para la muestra seminal

Es muy importante que los pacientes entiendan las instrucciones , para obtener una muestra

seminal ideal para un ABS confiable . A continuación , se puntualizan estas instrucciones:

a) El paciente debe acudir al laboratorio con las manos y el pene aseados ,

b) Tener de 2 a 7 días de abstinencia sexual o eyaculación ,

c) La colección de la muestra seminal debe ser de preferencia por masturbación ,

d) Utilizar un recipiente de plástico de boca ancha y tapa hermética , de preferencia estéril ,

e) Recolectar la muestra de semen en una habitación privada cercana al laboratorio ,

f) La muestra seminal se debe colectar completamente dentro del recipiente y no se debe perder

ninguna fracción del eyaculado ,

g) Si el paciente no puede colectar la muestra en una habitación privada , puede colectar la

muestra en un lugar cercano al laboratorio, ya sea en su casa o en una habitación de un hotel ,

h) Si el paciente no puede colectar la muestra por masturbación , puede colectar el semen

mediante una relación sexual , siempre y cuando utilice condones especiales ,



i) Informar al paciente que el coitus interruptus no es una medida aceptable de colección de la

muestra de semen , ya que puede perderse la primera fracción del eyaculado y porque las

secreciones vaginales pueden contaminar el semen (3) .

Colección de las muestras seminales

Los recipientes más utilizados son los vasos recolectores de muestras de orina/heces y los

condones especiales (Figura 2) ; éstos siempre deben ser estériles , no tóxicos y estar a

temperatura ambiente , entre 20-37°C, para evitar el choque térmico de los espermatozoides (4 , 5) .

Se debe etiquetar con el nombre del paciente , nombre de la esposa (para la muestra homologa) ,

fecha y hora de recolección , muestra completa o incompleta , días de abstinencia sexual , nombre

del médico y procedimiento a seguir (3).

Male- FactorPak
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Figura 2. Recipientes utilizados para la colección del semen a) Recipiente de plástico estéril de 120 ml . de boca ancha . b)

Condón especial Male-FactorPak de polipropileno , no tóxico para los espermatozoides .

Análisis macroscópico del semen

El semen humano es una mezcla de componentes producidos por las glándulas accesorias del

tracto reproductivo y los espermatozoides (6) .

Coágulo

El componente responsable de la formación espontánea del coágulo seminal que se forma

inmediatamente después de la eyaculación (Figura 3) , es un complejo de proteínas llamadas

semenogelina I (Sg I ) y semenogelina II (Sg II ) , dichos elementos son producidos en la vesícula

seminal y liberados en la última porción del eyaculado para formar parte del plasma seminal total ,

constituyendo del 20% al 40% de las proteínas presentes en el plasma (7) .



Figura 3. Coágulo presente en el semen, previo al proceso de licuefacción.

Licuefacción

Es un proceso de proteólisis catalizado por enzimas hidrolíticas secretadas por la próstata,

epidídimo y el espermatozoide; estas enzimas incluyen al activador de plasminógeno, el antígeno

específico prostático (PSA) así como algunas proteasas, peptidasas y α-amilasas (8).

El tiempo de licuefacción es definido como el tiempo que transcurre en el paso del gel del

eyaculado (masa semisólida o coágulo) hasta volverse un líquido homogéneo (9). La licuefacción

del semen a temperatura ambiente normalmente ocurre entre los 15 y 60 minutos post-

eyaculación; cuando se ha completado este proceso se genera un líquido con textura homogénea,

sin embargo, algunas muestras seminales pueden presentar algunos gránulos gelatinosos que no

parecen tener ningún significado clínico (3).

b)

Es recomendable seguir las siguientes indicaciones:

a) Una vez colectada la muestra de semen, se debe colocar en una incubadora a 37°C.

La muestra de semen debe observarse cada 10 minutos para saber si se licuó

completamente. La mayoría de los eyaculados se licuan dentro de los primeros 30

minutos.

c)

d)

Revisar bien si la muestra contiene coágulos o filamentos.

Cuando la muestra esté completamente licuada se debe anotar el tiempo que tardó en

hacerlo (tiempo de licuefacción).

Para ayudar a que el semen se licúe correctamente se puede utilizar un mezclador orbital durante

los primeros 15 minutos (3). En algunas muestras no sucede la licuefacción completamente

dificultando la evaluación del semen, en estos casos, es necesario utilizar tratamientos para

romper la hiperviscosidad del semen. La OMS recomienda el uso de jeringas, medio fisiológico o

bromelina que es una enzima proteolítica.

Viscosidad

La evaluación de la viscosidad (Figura 4) se realiza de la siguiente manera:

a)

b)

c)

Primeramente, homogenizar la muestra de semen y aspirarla con una pipeta Pasteur o

de plástico, se deja caer y se observa la longitud del filamento.

Se considera viscosidad normal, sí la muestra de semen presenta gotas pequeñas bien

definidas, cayendo libremente con cierta consistencia, ó forma un filamento menor a 2 cm.

Se considera viscosidad anormal, sí la muestra de semen forma un filamento mayor a 2

cm. de longitud.



Figura 4. Viscosidad del semen, a) Normal, b) Anormal.

Apariencia

El color o apariencia normal del semen es gris opalescente homogéneo (Figura 5). Cuando

la concentración de espermatozoides es muy baja, el semen es traslucido, o puede tomar

coloraciones rojas cuando hay presencia de células sanguíneas en el eyaculado (hemospermia).

En algunos casos el semen es de color amarillo, cuando el paciente está tomando vitaminas o

drogas, también puede ser por periodos largos de abstinencia sexual. También el semen puede

tener un color verde claro por procesos infecciosos debido a la presencia de exudados (3).

Figura 5. Semen con apariencia gris opalescente.

Volumen

Desde la edición pasada del manual de la OMS, para la evaluación del volumen del eyaculado

se utiliza una balanza digital (Figura 6) y se realiza de la siguiente manera:

a) Pesar el recipiente con su etiqueta previamente a la obtención de la muestra de semen.

b) Pesar nuevamente el recipiente, una vez que el paciente haya depositado el semen en el

recipiente.



C)

d)

Se resta el valor del peso del recipiente vacío, al peso del recipiente con la muestra de

semen.

Se obtiene la diferencia de peso en gramos (la densidad del semen está entre 1.03 y 1.04

gramos, se asumen que 1 gramo es igual a 1 mililitro) y el volumen se reporta en mililitros

(3).

3030

[ーロー]

UNIT

7961

TARE

a)

303D

UNIT TARE

b)

Figura 6. Evaluación del volumen utilizando una balanza digital , a ) Previo a la colección del semen , b) Posterior a la

colección del semen.

pH

El pH se debe medir inmediatamente después de la licuefacción de la siguiente manera :

a) Homogeneizar la muestra de semen .

b) Colocar una gota de semen en una tira reactiva para pH .

c) Comparar el color de la tira , con el control .

Es importante comentar que , en la última edición del manual de la OMS, no es obligatorio

evaluar el pH del semen .

Motilidad

Homogenización de la muestra

Con una pipeta de plástico , mezclar la muestra de semen muy suavemente , evitando hacer

burbujas .

Preparación de la alícuota

Una vez que se haya homogeneizado la muestra de semen , tomar 2 alícuotas de 10 μl

cada una y cubrir con cubreobjetos de 22 X 22 mm . Realizar 2 evaluaciones a una temperatura de

20 a 37°C.

Elección de los campos microscópicos

Evaluar la motilidad espermática con el objetivo de 40X, también se puede utilizar un ocular

reticulado o elegir los campos a partir de 5 mm del borde del cubreobjetos hacia el interior. Se



deben elegir los campos microscópicos como se muestra en la Figura 7.

>5mm

a) b)

Figura 7. a) Selección sistemática de los campos dentro de la cuadrícula para el conteo de la motilidad . b) Límites de 5 mm

dentro de la alícuota que no se debe utilizar para contar y campos seleccionados para el conteo .

La motilidad espermática se clasifica de acuerdo con las siguientes categorías:

-Motilidad Progresiva rápida ( Espermatozoides con velocidades ≥ 25 µm/s) : Espermatozoides

con movimiento activo; lineal o en círculos grandes , cubriendo una distancia desde el punto de

inicio hasta el punto final , de la mitad de la longitud de su cola , en un segundo.

-Motilidad Progresiva lenta (Espermatozoides con velocidades de 5 a < 25 µm/s) :

Espermatozoides con movimiento activo , lineal o en círculos grandes , cubriendo una distancia

desde el punto de inicio hasta el punto final , de la longitud de su cabeza o menos de la mitad de la

longitud de su cola , en un segundo.

-Motilidad No Progresiva ( Espermatozoides con velocidades < 5 µm/s) : Todos los patrones de

movilidad con ausencia de progresión , por ejemplo: nado en círculos pequeños, la fuerza del

flagelo difícilmente desplaza a la cabeza del espermatozoide o cuando únicamente se observa el

batimiento del flagelo.

-Inmótiles: Espermatozoides sin movimientos progresivos o no progresivos .

Conteo de la motilidad

a) Evaluar diferentes campos (mínimo 5) y contar mínimo 200 espermatozoides por todas las

categorías.

b) Contar primero , en cada campo y en forma simultánea , la categoría de los espermatozoides con

motilidad progresiva rápida (PR) y los de motilidad progresiva lenta (PL) , posteriormente , en el

mismo campo donde se contaron las categorías anteriores y en forma simultánea , contar los

espermatozoides no progresivos (NP) y los Inmóviles (IM ) .

Realizar 2 conteos en 2 alícuotas diferentes . Primero se pone la primera alícuota y se realiza el

conteo , al terminar, se pone la segunda alícuota y se realiza el segundo conteo.

c) Calcular el promedio de los porcentajes y las diferencias de los dos conteos de los grados de

movilidad (PR, PL, NP e IM).

d) Determinar si es aceptable las diferencias de acuerdo con la tabla 1 , la cual señala cual es la

diferencia máxima aceptada que ocurre entre los conteos de una muestra dada en el 95% de los

casos .

e) Si la diferencia entre los dos porcentajes es aceptable , reportar el promedio del porcentaje del

grado de motilidad (PR , PL, NP e IM ) . Si la diferencia es muy alta , repetir nuevas preparaciones de

alícuotas y conteos .



Tabla 1. Diferencia máxima aceptada entre dos porcentajes determinados de conteos por

duplicado de 200 o 400 espermatozoides. Basado en el intervalo de confianza del 95%

aproximadamente. Aplicable para motilidad.

Muestras con bajo número de espermatozoides

En los casos donde el número de espermatozoides por campo es muy bajo (<4

espermatozoides en objetivo 40X), se debe realizar un escaneo de toda la placa para detectar el

mayor número de espermatozoides móviles (Figura 8).



Figura 8. Escaneo de toda la placa (aproximadamente 1200 campos, magnificación de 200X).

Aglutinación Espermática

Cuando se evalúa la motilidad de los espermatozoides (en un objetivo de 40X), también

se debe evaluar la aglutinación y agregación espermática.

La aglutinación espermática es la unión de cabeza-cabeza, cola-cola, pieza intermedia-

cola de 2 o más espermatozoides móviles (3; Figura 9).

La aglutinación se clasifica de la siguiente manera:

-

libres

Grado 1 (Aislado): <10 espermatozoides por aglutinación, muchos espermatozoides

- Grado 2 (Moderado): 10-50 espermatozoides por aglutinación, espermatozoides libres.

- Grado 3 (Grande): aglutinaciones de > 50 espermatozoides, algunos espermatozoides

libres.

- Grado 4 (Grueso): todos los espermatozoides aglutinados y aglutinaciones

interconectadas.

El tipo de unión de los espermatozoides se clasifica de la siguiente manera:

a) Tipo “A”: cabeza-cabeza.

b) Tipo “B”: cola-cola (cabezas son vistas libres y moviendo la aglutinación libremente).

c) Tipo “C”: cola con punta de las colas.

d) Tipo “D”: compuesta (cabeza-cabeza y colas-colas).

e) Tipo “E”: Segmentada (cabezas y colas enredadas).
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Figura 9. Diferentes grados de la aglutinación espermática .

Agregación Espermática

La agregación es la adherencia de un grupo de espermatozoides móviles a otro grupo de

espermatozoides inmóviles , pero también es la adherencia de los espermatozoides móviles a los

filamentos de moco presentes en el semen , así como a otro tipo de células o detritus (3,10; Figura

10).



Figura 10. Espermatozoides agregados y aglutinados: a) agregación a célula epitelial, b) agregación a residuo o detritus, c)

y d) aglutinaciones.

Vitalidad

La vitalidad espermática es la cantidad de espermatozoides vivos en la muestra seminal, la

cual es determinada por la evaluación de la integridad de la membrana y núcleo celular (11).

No se considera necesario evaluar la vitalidad cuando al menos el 40% de los

espermatozoides tienen una motilidad progresiva y no progresiva. Sin embargo, en muestras con

poca motilidad, la técnica de vitalidad es importante para discriminar entre espermatozoides

inmóviles muertos o inmóviles vivos (3).

La técnica más recomendada por el manual de la OMS es la tinción con eosina-nigrosina y a

continuación se describe:

1. Homogeneizar la muestra de semen.

2. Colocar 50 µl de semen y 50 µl de la solución de eosina-nigrosina e

incubar por 30 segundos en un tubo cónico pequeño.

3. Tomar de 12 a 15 µl de la mezcla y hacer un frotis uniforme sobre el

área completa del portaobjetos (excepto en el área de la etiqueta).

4. Evaluar mínimo 200 espermatozoides con el objetivo de 100x.

5. La vitalidad es expresada como el porcentaje de espermatozoides vivos.



a)

b)

Figura 11. Vitalidad espermática (Tinción Eosina -Nigrosina) : a ) Espermatozoide muerto , b) Espermatozoide vivo .

IMPORTANTE: Las cabezas no teñidas de los espermatozoides (blancas) se consideran

"vivas". Las cabezas con tinte rosa , rojo o negro se consideran espermatozoides "muertos"

(Figura 11 ) . Existen espermatozoides vivos que muestran solamente cierto tinte rosa en la

región del cuello , esto se considera una membrana del cuello con fugas , pero no un signo

de muerte celular.Prueba hipo-osmótica para evaluar vitalidad .

La prueba de hinchazón hipo-osmótica (HOS) está basada en el principio de que un

espermatozoide vivo mantiene un gradiente osmótico controlado, que al colocarse en un medio de

baja molaridad generará la entrada de agua adentro de la célula , provocando la hinchazón de

algunas partes del flagelo lo que resulta en el rizado de su cola , mientras que un espermatozoide

muerto , presenta hinchazón incontrolada del flagelo hasta el grado de la ruptura de la membrana ,

resultando en el enderezamiento de la cola (11 ).

Esta técnica se describe a continuación :

1. Colocar 1 ml de solución hipo-osmótica en un tubo y calentar a 37°C

2. Adicionar una alícuota de 50 μl de semen, mezclar suavemente e

incubar a 37°C durante 30 minutos

3. Colocar una alícuota de 10 µl de esta mezcla en un portaobjetos, cubrir

con un cubreobjetos de 22x22 mm y dejar reposar durante 1 minuto

antes de evaluar.

4. Evaluar al menos 200 espermatozoides con el objetivo de 40x, contando

el número de espermatozoide vivos (hinchados) y muertos (colas rectas;

Figura 12)

5. Realizar el procedimiento por duplicado y el resultado se expresa en

porcentaje de vitalidad .



Figura 12. Prueba de HOS, a) Espermatozoide muerto, b-h) Espermatozoides vivos.

Concentración

Para la evaluación de la concentración espermática, la sexta edición del manual de la OMS, así

como en ediciones anteriores, recomienda utilizar la cámara de Neubauer. No recomienda

cámaras de llenado por capilaridad y de poco volumen en las cuales no se realice dilución de la

muestra e inmovilización del espermatozoide (12).

Dependiendo de la dilución y el número de espermatozoides contados, se utilizan

diferentes áreas de la cámara de Neubauer para determinar la concentración de espermatozoides.

En general, la cuadrícula central (C) de la cámara de Neubauer se utiliza para contar los

200 espermatozoides, y las ocho cuadriculas periféricas (P), se utilizarán cuando no se cuenten

200 espermatozoides en la C (Figura 13).

Figura 13. Representación de la cámara de neubauer. a) Cámara de 100 microlitros de profundidad, cuadricula central “C”

y 9 cuadriculas de 100 nanolitros, b) cuadricula central que contiene 25 cuadros de 4 nanolitros cada uno. c) Cada cuadro

de 4 nanolitros contienen 16 cuadros pequeños de 250 picolitros.



A continuación, mostramos los pasos para la evaluación de la concentración

espermática:

Determinación de la Dilución:

1) Homogenizar la muestra de semen para que la toma de la alícuota sea

representativa.

2) Tomar 10 μL de semen y observar en objetivo de 40x o 20x.



3) Calcular la media de los espermatozoides observados en 3 campos vistos

a 40x o 20x

4) De acuerdo al promedio de espermatozoides contados
en

los 3 campos,

se realizará la dilución por duplicado de acuerdo a la tabla 2.

TABLA 2. Determinación de la dilución de acuerdo con el promedio de

espermatozoides observados en los campos microscópicos.

Instrucciones para el llenado en la cámara de Neubauer:

1) Homogenizar las diluciones con un vórtex por 15 segundos.

2) Llenar por capilaridad la cámara Neubauer respectivamente (se

recomienda 10 μl para cada dilución).

3) Colocar la cámara de Neubauer en ambiente húmedo durante 10 a 15

minutos en posición horizontal.

4) Evaluar al menos 200 espermatozoides por duplicado utilizando

objetivos de 20x o 40x.

Procedimiento para el conteo en la cámara Neubauer:

1) Utilizar óptica de contraste de fases con un aumento de 20x o 40x.

Evaluar primero la cuadricula central “C” ubicando el cuadro superior

izquierdo con capacidad de 4 nl.

2) De acuerdo con el número de espermatozoides observados en el

cuadro superior izquierdo de la cuadricula central “C”, se decidirá cuantos

cuadros se analizarán para el conteo, de acuerdo a lo siguiente:

- <10 espermatozoides observados, se contarán 25 cuadros

(cuadricula C),

- 10-40 espermatozoides observados, se contarán 10 cuadros

(cuadricula C).



3)

- >40 espermatozoides observados, se contarán 5 cuadros (cuadricula

C).

El mismo número de cuadros o cuadriculas que se cuente en la

cámara A, se deberá contar en la cámara B.

4) Para bajas concentraciones se debe de contar toda la cámara de

Neubauer (área completa)

Sumatoria y diferencia de los dos conteos:

1) Se deberán comparar los conteos de la cámara A y la cámara B para

contrastar con lo establecido en las tablas de las diferencias máximas

aceptables para dicho procedimiento.

2) Verifique en la tabla 3 (sumatoria y diferencias de los conteos), sí es

aceptable la diferencia entre los dos conteos de las diluciones. Sí es

aceptable, sustituir los valores con la formula correspondiente.

3) La concentración espermática se expresa en millones de

espermatozoides/ml de semen. La cantidad total de espermatozoides en la

muestra de semen se obtiene multiplicando la concentración espermática

por el volumen del eyaculado, y se expresa en millones de

espermatozoides.

IMPORTANTE: El Factor de Corrección (Volumen por duplicado x Factor de

Dilución), es la suma de los dos recuentos de réplicas aceptados se divide por un

factor que está determinado por la dilución y el número de cuadrados (4 nl) o

cuadrículas (100 nl) evaluados en ambas cámaras de recuento (Tabla 4).

TABLA 3. Comparativas de las diferencias maxima de la suma de dos conteos. Si

la diferencia encontrada entre los conteos de réplicas es menor o igual al límite

de diferencia en la columna a la derecha del rango de sumas, puede aceptar las

evaluaciones de réplicas y calcular el resultado final. La tercera columna da una

indicación de la incertidumbre del resultado final basado en el número de

observaciones (número de espermatozoides evaluados).



La fórmula para la obtención de la concentración espermática es: C=N/F donde:

C= Concentración Espermática

N= Sumatoria de los dos conteos de la cámara de Neubauer.

F= Factor de corrección (volumen del área contada por duplicado x factor de

dilución).

Tabla 4. Obtención del factor de corrección.

Fórmula para utilizar con una dilución 1:2 para baja concentración espermática



1) Identificar las áreas contadas de la cámara de Neubauer.

2) Si se contaron 9 cuadriculas de 100 nl (conteo de toda la Cámara), la fórmula a

utilizar es: C= N/900 dónde :

C: Concentración Espermática

N= Sumatoria de los dos conteos de la cámara de Neubauer.

900= Factor de corrección (volumen del área contada por duplicado x factor de

dilución) .

Morfología

La morfología del espermatozoide ha sido considerada uno de los principales predictores de su

capacidad fecundante , pues se ha observado que los gametos con una buena conformación tienen

mejor cinética y mayores posibilidades para unirse a la zona pelúcida de un ovocito homólogo

(13,14) .

Espermatozoide Ideal

La cabeza debe poseer una longitud de 4 a 5 μm , un ancho de 2,5 a 3,5 µm , pudiendo

presentarse pequeñas diferencias según la tinción utilizada . El acrosoma debe verse definido

como una zona clara que comprende al 40 a 70% de la cabeza . No debe observarse anomalías en

el cuello o la cola . Si tiene residuo citoplasmático debe ser menor a 1/3 del tamaño de la cabeza

del espermatozoide.

ESPERMATOZOIDE IDEAL

Figura 14. Forma ideal del espermatozoide (Tinción Papanicolaou) .

(a)

Anormalidades

De acuerdo con las diferencias en tamaño , estructura y forma , las anormalidades se

pueden clasificar en las siguientes cuatro categorías:

- Anormalidades de cabeza : Esta categoría incluye las cabezas piriformes, grandes , pequeñas ,

alargadas (tapering) , amorfas , redondas (pueden no tener acrosoma) , dobles, vacuoladas (más de



2 vacuolas) , acrosoma pequeño (menos del 40% de la superficie de la cabeza) , acrosoma grande

(más del 70% de la superficie de la cabeza).

- Anormalidades de pieza media y cuello : En esta categoría se encuentran los espermatozoides

con mala inserción de la pieza media (la cual forma un ángulo de 90° con el eje de la cabeza) ,

puede estar engrosada , o delgada.

- Anormalidades de cola : El flagelo o cola se puede presentar quebrada , enrollada , irregular o

doble , también se pueden presentar anormalidades combinadas .

- Exceso de residuo citoplasmático: Para ser considerada una anomalía debe tener un tamaño

mayor a 1/3 de la cabeza del espermatozoide y puede verse a nivel de la pieza media o en la cola .

En las Figuras 15-18 se observan las diferentes formas de los espermatozoides .

CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE ESPERMATOZOIDES

CON DEFECTOS DE CABEZA

a) d)

b) e)

c) f)

Figura 15. Espermatozoides con anormalidades en cabeza (Tinción Papanicolaou ) : a) Amorfo, b) Piriforme , c) Cabeza

elongada d) Tapering e) Acrosoma pequeño , f) Superficie irregular.



CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE ESPERMATOZOIDES

CON DEFECTOS DE CABEZA

h) k)

1) 1)

Figura 16. Espermatozoides con anormalidades en cabeza (parte 2 , Tinción Papanicolaou ) : g ) Macrocéfalo, h) Microcéfalo ,

i ) Cabeza redonda , j ) Cabeza de alfiler, k) Doble cabeza , I ) Cabeza vacuolada .



CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE ESPERMATOZOIDES

CON DEFECTOS DE PIEZA MEDIAY RESIDUO CITOPLASMÁTICO

a) b)

c) e)

Figura 17. Espermatozoides con anormalidades de pieza media (Tinción Papanicolaou) : a) Pieza media ancha , b ) Doblada ,

c) Inserción asimétrica , d) Residuo citoplasmático .



CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE ESPERMATOZOIDES

CON DEFECTOS DE FLAGELO

a) c)

b) d)

Figura 18. Espermatozoides con anormalidades en flagelo (Tinción Papanicolaou ) : a ) Doble flagelo , b ) Delgado , c) Corto d)

Enrollado.

Tinciones

Primeramente, se debe de realizar un extendido . Se toma una alícuota de 10 μl

(dependiendo de la concentración ) y debe ser depositada sobre un portaobjetos limpio. Se puede

extender con la ayuda de otro portaobjeto y se debe dejar secar completamente antes de realizar

la fijación y la tinción.

La tinción de Papanicolaou es la más recomendada por el reciente manual de la OMS, sin

embargo, también recomienda procedimientos de cito-coloración más rápidos , de dos o tres

tiempos y otros como la tinción de Shorr. La tabla 5 muestra estas tinciones:

TABLA 5. Métodos de tinción para la evaluación de la morfología espermática .



Evaluación de los extendidos

Evaluar al menos 200 espermatozoides con microscopía clara a 100x, utilizando aceite de

inmersión. (3; Figura 19)



Figura 19. Esquema de la forma como debe realizarse la evaluación, con la finalidad de no hacer conteos repetidos de las

mismas células (usualmente llamada guarda griega).

Con ayuda de un contador de células mecánico se distinguen los espermatozoides normales y

anormales (Figura 20).

Los resultados se deben expresar de la siguiente manera:

-Porcentaje de espermatozoides normales y anormales

-Porcentaje de anomalías de cabeza, pieza media, cola y exceso de residuo citoplasmático.

Evaluar al menos 200 espermatozoides por extendido. Es necesario utilizar contadores mecánicos

que contengan varias teclas, para cada una de las características de morfología a evaluar. Estas

son: “normales”, defecto de cabeza, defecto de pieza media, defecto de flagelo o cola y exceso de

residuo citoplasmático.

Utilizando un contador mecánico, cada vez que se evalúa 1 espermatozoide será contado

como 1 en el recuento total, pero si es 2anormal, se podrán ingresar hasta 4 anomalías al mismo

tiempo (presionando las 4 teclas simultáneamente), mientras que solo se habrá registrado 1

espermatozoide.

Figura 20. Contador de células mecánico; permite el conteo de espermatozoides individuales con sus diferentes

anormalidades.

Índice de teratozoospermia (TZI)

El Índice de Teratozoospermia (TZI, por sus siglas en inglés), consiste en calcular el grado

de deformidad de un determinado espermatozoide anormal, considerando que cada

espermatozoide anormal puede tener defectos en la cabeza, pieza media, cola o exceso de

residuo citoplasmático. Esto deriva en que por cada espermatozoide anormal podemos como

máximo tener cuatro anomalías.

Este índice se calcula como el número total de anomalías dividido por el número de

espermatozoides anormales y puede variar de 1 (que implica que cada espermatozoide

considerado anormal solo presentaba un defecto) a 4 (que implica que cada espermatozoide

considerado anormal presentaba 4 defectos).



Otras células presentes en el semen

En el semen, además de espermatozoides, pueden estar presentes células derivadas del proceso

espermatogénico que se desarrolla en los testículos, y que son precursoras de los

espermatozoides, por ello se conocen como células inmaduras o germinales; entre ellas se

encuentran las espermátidas, espermatocitos y rara vez espermatogonias (Figuras 21 y 22).

También se pueden encontrar leucocitos en el semen, con predominio de neutrófilos (16), sin

embargo, un número excesivo de estas células (superiores a 1 millón/ml) sugiere la existencia de

una infección y pobre calidad del semen (3). Para distinguir a los leucocitos, (principalmente

polimorfonucleares), de las formas inmaduras (espermátidas y espermatocitos), se utiliza la tinción

de Papanicolaou ó Diff-Quick (16).

Las células epiteliales en el semen tienen relación con el funcionamiento e integridad de las

estructuras del aparato reproductor masculino. Las actividades proliferativas y secretoras de las

glándulas explican la presencia de este tipo de células en el semen, sin embargo, tomando en

cuenta los criterios citológicos de los tipos celulares ya mencionados, el exceso de epiteliales en el

líquido seminal refleja una proliferación excesiva o descamación anormal, de las láminas basales

de los endotelios involucrados (17).



OTRAS CÉLULAS PRESENTES EN EL SEMEN

a) b)

d)

f)

Figura 21. Células redondas presentes en el semen : a) Citoplasma b) Célula epitelial , c) Espermatogonia de tipo B , d)

Espermatocito primario e ) Espermatocito secundario, f) Espermátida .



OTRAS CÉLULAS PRESENTES EN EL SEMEN

a) b)
O

Figura 22. a) Macrófago, b) Macrófago fagocitando espermatozoides , c) Monocito , d ) Polimorfonuclear.

Cálculos

La concentración de las células presentes en el semen (diferentes a los espermatozoides) , puede

ser calculada realizando el conteo de los diferentes tipos celulares (inmaduras, epiteliales o

leucocitos) al mismo tiempo en que se realiza la evaluación de la morfología espermática (3)

aplicando la siguiente fórmula :

C = S x N/200

Donde:

C= Concentración de células redondas en millones / ml

S= Concentración de espermatozoides en millones / ml

N= Número de células redondas contadas entre 200 espermatozoides.

Control de calidad en el análisis seminal

El análisis básico de semen es un estudio que por su naturaleza presenta una alta variabilidad en

sus resultados, ya sea dentro del mismo laboratorio o entre diferentes laboratorios que llevan a

cabo este análisis , esto es un problema que acarrea incertidumbre para el médico que trata al

paciente. La amplia variación que presenta el análisis de semen es debida al error humano y a la

falta de estandarización . (18 , 19).

Pese a que dicho estudio es realizado con instrumentos volumétricos exactos , los

parámetros como la movilidad y la morfología espermática revisten una gran subjetividad en sí

mismos y es común encontrar diferencias entre los resultados (20,21 ) . Este problema seguirá



sucediendo si no se cuenta con un apropiado control de calidad que pueda detectar y corregir los

errores que provocan la alta variabilidad dentro y fuera del laboratorio .

Tomando como referencia lo anterior, es necesario que los laboratorios implementen

sistemas de calidad que detecten y corrijan los errores en el análisis de semen , disminuyan los

costos que provoca la no calidad , trayendo consigo la mejora continua al sistema global del

laboratorio .

El control de calidad interno (CCI ) se refiere a todas las actividades de calidad que se

realizan dentro de un laboratorio . Las tres fases del control de calidad interno son : fase

preexamen, fase examen y fase post examen . En dicho control se mide la variabilidad en los

resultados obtenidos , como la diferencia sistemática o aleatoria entre diferentes operarios , siendo

de gran utilidad para detectar la precisión .

La fase preexamen , es el filtro de entrada de la prestación del servicio ; pero que conlleva

diversas actividades específicas como la preparación del paciente basado en indicaciones claras y

precisas, sujetos a evaluación periódica . La fase examen se refiere al análisis de las muestras bajo

estricto control de calidad que incluye la capacitación y actualización del personal operativo , la

calibración de equipos de medición y apoyo , la calidad de los insumos , entre otros . La fase post

examen, valida el resultado obtenido en la fase analítica.

Respecto al control de calidad , la fase analítica cobra mayor relevancia , ya que es la parte

que asegura el análisis de la muestra y para ello , es importante que el operario conozca todos los

aspectos involucrados en el análisis seminal , considerando los factores del medio interno y externo

(Figura 23) . Tómese en cuenta que la calidad del proceso asegura el éxito (22).

Proceso

Análisis de

Muestras biológicas

Preparación
Instrumento Análisis

Instrucciones al

paciente

Insumos (reactivos ,

controles y calibradores)

Temperatura, luz,

humedad, agua, etc.

Aseguramiento

del reporte de

resultados

Capacitación del

Analista

Medio ambiente en

general

Figura 23. Fase examen del control de calidad (Fuente: M.I.C. Sergio A. González Ortiz) .

La evaluación externa de la calidad (EEC) es una parte integral del proceso de control de calidad ,

para lo cual existe un variado número de esquemas formales que permiten llevarlo a cabo ( 19,21 ) .

La EEC es importante para la valoración de los efectos de la estandarización de los

procedimientos , permitiendo que un grupo de laboratorios pueda comparar sus resultados con los

demás.

En resumen, el control de calidad interno en el laboratorio de andrología , sólo se podrá

lograr, si la calidad en cada paso del proceso de recepción , análisis y evaluación de la muestra es

óptima . Aunado a lo anterior, debe tenerse muy claro que el CCI no sustituye al EEC, ambos

controles deben estar vigentes , ya que se logra detectar, entre otros , fallas en equipos , materiales ,

reactivos ; deficiencia de los procedimientos o falta de ellos ; establecimiento de indicadores , así

como de medidas preventivas y correctivas de forma oportuna . De tal forma que el aseguramiento



de la calidad es la base para ofrecer un servicio confiable a los usuarios, principalmente porque el

análisis de semen es excepcionalmente complicado y difícil de estandarizar (3,23 y 24).

Es importante que las muestras de control de calidad se analicen como parte del trabajo de

laboratorio de rutina y no sean tratados de forma especial. Los tipos de material utilizados para

monitorear en persona (refiriéndose a la consistencia en la lectura de una sola persona del mismo

tipo de muestra) y entre técnicos (refiriéndose a la consistencia entre la lectura o interpretación de

dos o más personas de la lectura de la misma muestra) la variación puede adquirirse de fuentes

comerciales o fabricarse en el laboratorio.

La fase post examen, se refiere a la emisión del resultado del análisis básico del semen en

la que es necesario atender y corregir los posibles errores que se presentan, entre ellos:

a) Errores en el cálculo de magnitudes biológicas. Estos errores se generan cuando algunos

valores se calculan a partir de otros, como sucede en el laboratorio clínico al calcular el valor

de la bilirrubina indirecta, la cual es el resultado de restar a la bilirrubina total, el valor de la

bilirrubina directa. Si alguna de las dos magnitudes es incorrecta, evidentemente el resultado

final será incorrecto. De aquí la relevancia de mantener un buen programa de control de

calidad interno en todas sus fases. En la actualidad, los equipos determinan estas diferencias;

pero el análisis básico del semen sigue siendo manual, por lo que debe tenerse cuidado en el

cálculo que corresponda, el cual debe estar libre de errores y en caso de discrepancias o

dudas, repetirlos, especialmente cuando se obtienen resultados muy alejados del intervalo de

referencia.

b)

c)

d
)

Errores en la transcripción del resultado. En el pasado, la mayor parte de los errores se

debía a la transcripción manual de resultados. En la actualidad, el uso de equipos interfazados

ha permitido la disminución de estos errores, considerando que la programación y

configuración de los equipos sea la correcta. No obstante, en el análisis seminal, el

procedimiento continúa siendo manual, por lo que el operario debe tener especial cuidado en

la transcripción de resultados, considerando la existencia de formatos de registro durante el

análisis de las muestras en la fase examen, que le permitan validar la información al final de

todo el proceso.

Errores en la comunicación de valores de alerta. Un valor de alarma es un valor que señala

una condición especial en el paciente que puede poner en riesgo su vida, o no. En el

laboratorio clínico, un valor de alarme puede ser un valor alto de glucosa, de bilirrubinas o de

algún otro componente que ponga en riesgo la vida del paciente y que debe ser comunicado

inmediatamente. En el laboratorio de andrología, es muy poco probable la existencia de

valores de alarma que signifiquen riesgo para el paciente, lo más que puede reportarse

significativamente es un diagnóstico de infertilidad. De forma general, se recomienda registrar

estos valores, los datos del paciente, el operario que proceso la muestra y le fecha de

procesamiento.

Errores en el cumplimiento de los tiempos de respuesta. Cada examen de laboratorio

presenta características únicas, como el tiempo que en debe determinarse algún componente

biológico, desde su recepción en el laboratorio. Por ello, no es de esperarse que se tomen los

tiempos de llegada de las muestras al laboratorio, pues tan sólo para registrar el tiempo de

licuefacción, la muestra de semen debe observarse cada 10 minutos hasta que la muestra

este licuada. El incumplimiento de dichos tiempos de respuesta es una de las causas

principales de errores en el laboratorio de andrología.

Se recomienda que exista un documento con estos datos registrados de manera accesible a

todo el personal del laboratorio clínico, de manera que todo el personal sea consciente de la

necesidad de cumplimiento de estos tiempos de respuesta, de los cuales es recomendable

una revisión periódica, como sucede en el laboratorio de urgencias, dónde el tiempo de

respuesta debe ser prioritario.



e) Errores en la interpretación de resultados. Por lo regular, existen errores en la interpretación

de los resultados que realiza el médico solicitante. En este sentido, es deber del laboratorio

elaborar un informe que facilite la interpretación de los resultados que presenta. Existen

diferentes estrategias para facilitar la interpretación, cómo definir el orden adecuado de

aparición de las magnitudes biológicas, disponer de correctos valores de referencia o valores

discriminantes, comentarios interpretativos en los casos en los que sea necesario como por

ejemplo los análisis genéticos, símbolos al lado de las magnitudes que se encuentren fuera del

intervalo de referencia, etc (25).

Es recomendable que las hojas de reporte y el resto de los formatos, se mantengan en resguardo

en el área de análisis, limpios y libres de borrones, marcas, tachaduras o enmendaduras, con

señalamiento especial aquellos valores que representen un valor anormal o fuera de rango. De

igual forma, los comentarios, sugerencias o recomendaciones son importantes, pues orientan al

operario sobre el desarrollo del procedimiento y manejo de la muestra, debiendo recordar que el

laboratorio de andrología no emite diagnóstico, pues ello compete al médico tratante (26).

Por último, los cambios en las prácticas de control de calidad no siempre son fáciles de

implementar debido a los paradigmas, “así lo hemos hecho siempre” o “lo hacemos a la antigua”.

Estas prácticas perjudican el desarrollo de la prueba y retrasan el procedimiento. En este sentido,

los directores, coordinadores o jefes de laboratorio, así como los gestores de calidad y personal

operativo, debería tomar en consideración toda la información generada en sus áreas de trabajo,

ya que son responsables de la implementación de procedimientos y por consecuencia de planes

de calidad para el mejor desarrollo de las pruebas. No obstante, la mayoría de las veces sólo el

gestor de la calidad conoce las fallas y aunque las dé a conocer, permanece sólo en un sistema de

calidad deficiente sea por la actitud negativa o conformismo del personal del laboratorio (27),

dejando de lado diversas actividades que afectan la calidad del procedimiento, como el registro de

no conformidades (28).

Estandarización del análisis del semen en Latinoamérica

En el 2005 el Biol. Gerardo Cerezo fue profesor del curso: Estandarización del análisis de semen

humano, organizado por la Asociación Mexicana de Andrología (AMA) en la Ciudad de México con

la finalidad de estandarizar los criterios de la OMS. Después del curso que organizó la AMA en

2005, hemos organizado y participado en más de 150 cursos de análisis de semen en México, en

colaboración con asociaciones, colegios, universidades, instituciones de salud, empresas, etc. con

el fin de estandarizar este estudio.

Por otro lado, a finales del 2008, un grupo de especialistas Latinoamericanos del área de

andrología, creamos el Programa Latinoamericano para la Estandarización del Análisis Seminal

(PLEAS). El PLEAS fue conformado por: Luis Sarabia (Chile), Ricardo Gutiérrez (Colombia),

Gerardo Cerezo (México), Roger Iziga-Goicochea (Perú), Ricardo Lozano (Venezuela), Carlos

Ortiz (Nicaragua) y María José Munuce (Argentina).

El PLEAS se presentó durante la XXI reunión bienal de la Asociación Latinoamericana de

Investigadores en Reproducción Humana (ALIRH) llevada a cabo en São Paulo, Brasil, en abril de

2009, en un simposio dedicado al PLEAS, y se acordó iniciar un trabajo amplio y en colaboración

con todos los países latinoamericanos. La estandarización del ABS es una necesidad urgente en

Latinoamérica.

Para ayudar a esta estandarización, es importante comentar que en el 2021 se publicó la

primera norma internacional para el examen básico del semen: ISO23162: 2021, mediante un

grupo de trabajo liderado por el Dr. Lars Björndahl. Esta norma específica los requisitos mínimos

para el equipo y los aspectos críticos de los métodos de prueba para las mejores prácticas en

laboratorios, que realizan exámenes básicos de semen humano recolectado por eyaculación, y

también a la preparación de muestras para el análisis de espermatozoides asistido por

computadora (CASA).

La norma ISO23162:2021 nos ayudará a asegurar resultados confiables y facilitará a los

laboratorios la acreditación para el análisis de semen humano (29).

Conclusiones



A pesar de las nuevas tecnologías en medicina reproductiva, el ABS sigue siendo un estudio

necesario para evaluar la fertilidad del hombre. Establecer los estándares mundiales de este

procedimiento en los laboratorios de andrología, constituye un reto importante, ya que se requiere

realizar análisis que produzcan resultados confiables que sirvan como apoyo en la práctica

médica, proporcionando con ello, una herramienta más para ofrecer a las parejas infértiles que

buscan algún tratamiento.

La reciente publicación del manual de la OMS y la nueva norma ISO, ayudarán a lograr

esta estandarización del ABS en los laboratorios.

Es importante que los laboratorios de Latinoamérica estandaricen este estudio de acuerdo

con los lineamientos mundiales y controles de calidad internos y externos. Sí se siguen estas

directrices, los estudios y datos de nuestras investigaciones, serán importantes y de utilidad clínica

para ser tomados en cuenta en las nuevas publicaciones del manual OMS.
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Cápsula

En 2021 se revisó el manual de la OMS sobre el análisis del semen y se publicó una norma

internacional sobre el examen básico de semen, para mejorar la calidad de las investigaciones

sobre la salud reproductiva masculina.

Resumen

El manual de la OMS sobre el análisis del semen, se ha convertido en una recomendación mundial

para realizar un trabajo adecuado de laboratorio para el análisis del semen. La reciente revisión

del manual de la OMS no ha cambiado los principios generales, pero se han realizado esfuerzos

para facilitar el cumplimiento mejorando las instrucciones. La norma ISO 23162: 2021 es una

adición para facilitar los procedimientos de acreditación de los laboratorios individuales.

Introducción

Una base para la evaluación de la salud reproductiva masculina es el examen del eyaculado. Esto

es esencial no solo cuando la principal preocupación es la infertilidad, sino también en la

investigación de posibles trastornos reproductivos masculinos, como el hipogonadismo. Una

adecuada producción de espermatozoides puede servir como un indicador de la función testicular,

así como un indicador de la restauración de las funciones endocrinas. Este capítulo se centra en

algunas mejoras importantes, de la edición más reciente del manual de la OMS (1) y la publicación

de la primera norma internacional sobre el examen básico del semen (ISO23162: 2021) (2).

El manual de la OMS para el examen del semen es una publicación mundialmente

conocida. Su origen (3) fue una parte importante de los esfuerzos realizados, para desarrollar un

anticonceptivo masculino funcional. Los métodos de laboratorio óptimos para detectar la

disminución y la eliminación de la producción espermática, así como para encontrar evidencias de

restauración, eran una necesidad. A partir de recomendaciones muy breves, el manual se convirtió

en descripciones más elaboradas de procedimientos operativos, y técnicas adicionales

relacionadas con la investigación y la reproducción asistida (RA), en las ediciones posteriores (4-

7). Se ha invertido mucho trabajo para describir la fisiología y fisiopatología subyacentes, y poder

explicar los desafíos muy específicos que se asocian con el examen del eyaculado: ¡un “fluido

corporal” que no existe en el cuerpo! En realidad, el eyaculado se forma durante la eyaculación, y

ni siquiera en la hembra existe una “muestra de semen” bien mezclada similar a la que se analiza

en el laboratorio (8). Incluso se ha demostrado que la influencia de las últimas fracciones del

eyaculado ejerce un efecto negativo sobre la motilidad del espermatozoide, la supervivencia y

protección del contenido de la cromatina (9-11).

El manual de la OMS nunca ha sido una guía clínica. Es un manual de laboratorio que

ofrece recomendaciones sobre los procedimientos, que se espera, proporcionen resultados



precisos, siempre y cuando, el personal del laboratorio esté debidamente entrenado. Los criterios

de la OMS se formulan en un contexto totalmente diferente, y proporcionan asesoramiento clínico

basado en la evidencia para el mejor tratamiento disponible, en diferentes situaciones médicas.

En el mundo de los laboratorios, la acreditación mediante una norma ISO es una forma de

obtener evidencia, de que el laboratorio tiene rutinas y procedimientos aceptables, para entregar

resultados confiables. Una norma general para laboratorios médicos es la ISO15189 (12). Aunque

cubre los principios generales de organización, competencia y documentación, no cubre los

aspectos específicos del examen del semen. Esto último resultó ser un problema en muchos

países: la acreditación específica de acuerdo con el manual de la OMS no era posible, debido a

que las recomendaciones del manual no estaban formuladas como una norma formal. Como

consecuencia de este problema global, se inició un Grupo de Proyecto por parte del Comité

Técnico ISO 212 (Pruebas de laboratorio clínico y sistemas de pruebas de diagnóstico in vitro),

Grupo de Trabajo 1 (Calidad y competencia en el laboratorio médico) con el alcance de

estandarización y orientación en el campo de la medicina de laboratorio.

OMS 2021, la edición revisada (1)

El Comité Editorial estuvo formado por expertos en el campo del semen y la ciencia del

espermatozoide, por invitación de la OMS, y expertos dentro de la OMS. Se formaron grupos de

trabajo más pequeños para escudriñar el texto de la 5ª edición.

En principio, las técnicas descritas en la 5ª edición (7) se basaron en procedimientos

sustentables. Sin embargo, la experiencia de los cursos estandarizados con entrenamiento teórico

y práctico (13-16) mostraron que los procedimientos debían ser revisados, para ser mejor

entendidos y cumplir con las recomendaciones de la OMS. Por lo tanto, la revisión se centró en

describir los pasos prácticos en un orden más lógico, y las explicaciones y comentarios

adicionales, se trasladaron a una subsección especial.

El capítulo sobre control de calidad también se ha revisado con menos atención, para la

mayoría de los lectores, (por fórmulas matemáticas complicadas), y se ha dado más atención a

ejemplos prácticos con cálculos explicados paso a paso.

Motilidad espermática

En ediciones anteriores (5, 6) la evaluación de la motilidad distinguía entre espermatozoides

progresivos rápidos y lentos. Esto fue importante porque se ha demostrado que la ausencia de

espermatozoides rápidos, es un factor negativo muy fuerte para el éxito reproductivo, tanto in vivo

como in vitro (8, 17-28). El motivo principal de la decisión de abandonar la recomendación de

distinguir entre espermatozoides de progresión rápida y lenta, fue la supuesta dificultad de ese

procedimiento en la evaluación manual (29). Sin embargo, existe evidencia de que con la

capacitación adecuada, el personal de laboratorio puede proporcionar resultados con alta precisión

(30, 31). También es fundamental tener en cuenta, que no se trata de determinar la velocidad

exacta de los espermatozoides individuales (como lo pueden hacer los equipos CASA), si no se

trata de reconocer aquellos que se mueven con una velocidad de 25 μm / s o más (o mover

aproximadamente media cola de esperma por segundo).

Morfología de los espermatozoides

Los principales procedimientos para la evaluación de la morfología de los espermatozoides

humanos, siguen siendo de ediciones anteriores. Sin embargo, se ha expresado con más claridad,

que la tinción recomendada es la tinción de Papanicolaou adaptada para espermatozoides. La

razón es que es con esta técnica de tinción, se han evaluado los Criterios Estrictos de Tygerberg,

en relación al éxito reproductivo in vivo e in vitro (32-36). Los criterios estrictos se desarrollaron a

partir de estudios sobre espermatozoides humanos, que habían penetrado el moco cervical, y

además, sobre espermatozoides capaces de unirse a la zona pelúcida humana (34).

Otra ampliación importante de las perspectivas del examen de semen, es que la morfología

no solo debe considerarse como una herramienta de pronóstico para el éxito reproductivo in vivo o

in vitro. La morfología de los espermatozoides puede proporcionar información crucial sobre la

función testicular (espermatogénesis), así como explicar, por ejemplo, las causas de la motilidad

deficiente de los espermatozoides (por ejemplo, trastornos ciliares) o explicar el fracaso de la



fertilización (por ejemplo, defectos de los acrosomas). Además, dado que las anomalías de la

cabeza son un defecto dominante, puede resultar tentador solo informar la morfología de los

espermatozoides, basándose únicamente en la morfología de la cabeza. Para contrarrestar que se

ignoren otros defectos, la recomendación en la nueva edición es aplicar un orden estructurado y

secuencial de evaluación morfológica basado en una técnica publicada por Rothmann y cols. (37).

Para la formación, así como para el control de calidad interno, y el aseguramiento de la calidad

externa, también es necesario que todo el personal esté capacitado y evaluado, para el análisis de

la morfología de los espermatozoides. Esto es necesario incluso para los laboratorios que no

informan el TZI (Índice de Teratozoospermia (32)), ya que la proporción de espermatozoides

"normales" o "ideales" no solo depende de los defectos de la cabeza.

Evaluaciones repetidas

Para la concentración de espermatozoides solo se requiere una dilución, siempre que dicha

dilución se realice estrictamente de acuerdo con las recomendaciones (38). Aun así, es esencial

realizar la evaluación en la cámara de recuento en dos repeticiones y comparar los resultados para

reducir el riesgo de alícuotas no representativas, de la suspensión de espermatozoides diluida.

También para la evaluación de la motilidad, se requiere comparar la evaluación repetida para

obtener resultados precisos.

Con respecto a la evaluación de la morfología y la vitalidad de los espermatozoides en

frotis teñidos, es más importante evaluar en total al menos 200 espermatozoides en un

portaobjetos, que hacer comparaciones de evaluaciones repetidas (39). Por lo tanto, para evitar

una carga de trabajo innecesaria, ya no existe la recomendación de realizar evaluaciones

duplicadas de la morfología y vitalidad de los espermatozoides.

Límites de referencia

Un problema común es un malentendido general de los datos, de la distribución de datos, de una

población de referencia (40). Hasta la 5ª edición, los límites de consenso se publicaron como

orientación, aunque se alentó a cada laboratorio a desarrollar sus propios límites. En la 5ª edición,

se publicó un gran conjunto de datos de hombres en parejas que comenzaron un embarazo dentro

de los 12 meses posteriores al intento (41). Estos datos se procesaron y completaron con otros

datos para la 6ª edición (42).

Un problema fundamental es que a menudo se cree que el percentil 5 de los datos de la

población de referencia, es un límite verdadero y simple, entre hombres fértiles y hombres

infértiles. Pero eso no es verdad.

Primero, la población de referencia es mixta: los hombres en parejas que comienzan un

embarazo dentro de los 12 meses (tiempo hasta el embarazo, TTP, ≤12 meses) segundo, no es un

grupo bien definido. La mayoría de las parejas que dejan de usar anticonceptivos conciben dentro

de los cuatro meses (43). Una publicación reciente (44) muestra que los hombres en parejas que

comienzan un embarazo en unos pocos meses, tienen resultados de análisis de semen mucho

más altos, que el percentil 5 inferior reportado en los manuales de la OMS (1,7). Estas

distribuciones siguen siendo valiosas para comprender mejor los resultados de un paciente, pero

los "límites" no deben considerarse como el punto de corte para la fertilidad; lo que es aún más

importante, el límite no se usa para categorizar a los hombres como fértiles o infértiles, en estudios

que tienen como objetivo definir otros marcadores de infertilidad.

ISO 23162: 2021 (2)

El trabajo en los Comités Técnicos (CT) y Grupos de Trabajo (GT) de ISO se basa en la

participación internacional comenzando con los Grupos de Proyectos (GP) donde los expertos son

nominados por los países participantes en los CT. Luego, las sugerencias de los expertos se

distribuyen en varios pasos a los países miembros, primero en el GT, luego en el CT y finalmente

entre todos los países participantes en la Organización Internacional de Normalización (ISO, por

sus siglas en inglés) con un voto formal de aprobación o desaprobación. Después de cada

votación, los GP reciben comentarios y revisan el proyecto de norma, para finalmente sugerir un

documento para la norma formal, que es votado por todos los países miembros. Si se aprueba, la

norma es publicada por la ISO.



La nueva norma (ISO23162: 2021, (2)) se basa en los mismos principios que el manual de

la OMS (1). El objetivo principal fue proporcionar una herramienta para que los laboratorios

individuales, fueran acreditados de acuerdo con los principios de los procedimientos,

recomendados por el manual de la OMS. La existencia de una norma ISO, significa que cada uno

de los laboratorios no necesitará demostrar que los métodos utilizados son precisos, esto sería

muy complicado y causaría mucho trabajo adicional, si no existiera esta nueva norma ISO.

Conclusiones

El manual de la OMS y la norma ISO concomitantemente, se han desarrollado para facilitar el

trabajo de los laboratorios que realizan análisis de semen, y poder lograr resultados precisos. En el

manual de la OMS se han revisado los procedimientos básicos para aumentar el cumplimiento y la

utilidad clínica. Con la norma ISO se espera facilitar los procedimientos de acreditación.
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Fertilización in vitro (FIV): antecedentes históricos

Con la primera publicación en 1986 sobre el impacto de la morfología de los espermatozoides en

la tasa de fecundación y embarazo en reproducción asistida (Kruger et al., 1986), no se

comprendió cómo esta observación impactaría en la investigación en este campo y en la arena

clínica en las técnicas de reproducción asistida (TRA) en los siguientes 30 años. Inicialmente se

pensó que se había hecho una observación que era exclusiva de Sudáfrica, pero con mi visita

postdoctoral en 1986 a la Escuela de Medicina de Eastern Virginia, Norfolk Virginia, EE. UU., me di

cuenta de que los mismos defectos de morfología de los espermatozoides eran visibles en los

pacientes varones en los EE. UU. En el Instituto Jones, los pacientes a menudo se presentaban

sin fertilización, pero los científicos no reconocieron en ese momento que había un problema en la

morfología de los espermatozoides, en muchos de estos hombres. Estos defectos en los

espermatozoides podrían explicar la falta de fertilización en muchos de los casos. Se les informó

de esta anomalía y esta conciencia condujo a un segundo estudio observacional prospectivo sobre

el impacto de la morfología de los espermatozoides, en la tasa de fertilización y la tasa de

embarazo en su programa de TRA. Los datos se correlacionaron con los de la publicación de

Tygerberg de 1986 en Fertility and Sterility (Kruger et al. 1986) y una segunda publicación siguió

en 1987 con datos obtenidos en el Instituto Jones en Norfolk (Kruger et al., 1987). La información

sobre la morfología de los espermatozoides y su impacto en la tasa de fertilización y la tasa de

embarazo en la FIV también fue compartida por primera vez con la comunidad internacional por el

Dr. Anibal Acosta en la Conferencia Mundial sobre FIV en 1987. Esta conferencia y las

publicaciones en 1986, 1987 y 1988 despertaron un interés renovado en el campo de la infertilidad

masculina en todo el mundo, y especialmente en la morfología de los espermatozoides. Siguieron

numerosas publicaciones sobre este tema y la mayoría confirmó las observaciones iniciales sobre

fertilización y embarazo en fertilización in vitro.

En la primera publicación de 1986 se afirmó que se han descrito diferentes medios para

evaluar las características morfológicas normales. Sin embargo, para responder a la pregunta de si

existe un valor pronóstico en cuanto a fecundación y tasa de gestación en fecundación in vitro,

utilizando este parámetro (utilizando criterios estrictos). (Kruger y col. 1986). La definición

detallada de lo que es una forma normal fue publicada por Menkveld (Menkveld et al., 1990) y

fueron estos principios, esbozados por Menkveld, los que se utilizaron en la publicación de 1986.

Para reiterar la conclusión del estudio de 1986, se afirmó claramente que la morfología de los

espermatozoides es un factor importante para predecir el resultado de la fertilización y el

embarazo. En un modelo de regresión logística también se destacó que el número de ovocitos

también juega un papel importante en el resultado y que el factor masculino no debe considerarse

de forma aislada. Ya en la primera publicación se explicó la importancia de los criterios estrictos y

en qué se diferenciaban de los criterios de la OMS de entonces (OMS 1980). En ese momento se

citó a Menkveld (datos no publicados) diciendo que nuestro laboratorio tiene un alto grado de



exactitud y precisión en la evaluación de la morfología estricta de los espermatozoides. Esto se

publicó más tarde en detalle (Menkveld et al., 1990).

La publicación en 1986 fue el comienzo de un viaje científico que abrió nuevas e interesantes

avenidas en el campo de la infertilidad masculina a nivel nacional e internacional.

Se publicaron varios artículos como resultado de los estudios postdoctorales en el Instituto

Jones en Norfolk Virginia. El primero (Kruger et al. 1987) fue un estudio prospectivo para evaluar el

impacto de la morfología de los espermatozoides en la tasa de fertilización y el resultado del

embarazo en el programa in vitro del Instituto Jones, Norfolk, Virginia, EE. UU. Los hallazgos

mostraron las mismas tendencias que en la primera publicación de 1986 en Ciudad del Cabo.

Patrones de morfología de los espermatozoides

El siguiente paso en la búsqueda por comprender mejor el grupo de baja morfología (<14%) fue

estudiar este grupo con menor potencial de fertilización. En este artículo se estableció claramente,

por primera vez, que 3 patrones morfológicos se utilizarían clínicamente [patrón P, patrón Gy

patrón N] (Kruger et al., 1988). El patrón P, de 0 a 4% de formas normales, es el grupo de patrón

pobre. En este artículo se informó una tasa de fertilización del 7,6% para el grupo de patrón P en

comparación con el 63,9% para el grupo de patrón G (5 a 14% de formas normales). El grupo de

patrón G se definió como aquellos con buen pronóstico. El término patrón N se utilizó para

aquellos con formas normales por encima del 14% de lo normal y en publicaciones anteriores

tenían una tasa de fertilización de más del 80%. Esta publicación y la publicación de 1986 se

convirtieron en una de las publicaciones más citadas en la historia de la fertilidad y la esterilidad

según se informó en 2006 (Yang y Pan 2006). El uso de estos patrones en la práctica clínica siguió

en todo el mundo, con varias publicaciones para probar la validez de los umbrales de morfología

espermática sugeridos.

Acceder a la aceptación de la literatura internacional de las observaciones iniciales y los

informes científicos. Una revisión de la literatura estructurada después de 10 años

Pasaron más de 10 años después de la primera publicación sobre morfología de los

espermatozoides en 1986, con numerosas publicaciones y debates en conferencias

internacionales, para "resolver" el problema predictivo de la morfología de los espermatozoides

para la fertilización in vitro. Un estudiante de doctorado en el Departamento de Medicina

Reproductiva del hospital Tygerberg, el Dr. Kevin Coetzee utilizó una revisión estructurada de la

literatura para estudiar la pregunta, ¿existe un valor predictivo universal de la morfología normal en

la FIV? Estos hallazgos se publicaron en 1998 (Coetzee et al., 1998). En este estudio (metanálisis)

la tasa de fertilización fue del 59,3% (1979/3337; por ovocito) en el grupo de patrón P en

comparación con el 77,6% (10345/13327; por ovocito) en los grupos de patrón G / N. Las tasas

generales de embarazo fueron del 15,2% por ciclo (60/395) (patrón P) y del 26% (355/1368) por

ciclo en los grupos de patrón G / N. De importancia fue el hecho de que el 24% de los pacientes no

tuvieron transferencia en el grupo de patrón P en comparación con el 7,4% en los grupos de

patrón Gy N. Se concluyó que la morfología normal de los espermatozoides evaluada con

precisión, como parte integral del análisis de semen estandarizado, hace que este sea el medio

más rentable de evaluar al hombre con capacidad predictiva, para ayudar al médico y al científico

en la toma de decisiones. En una publicación de 1999, en Human Reproduction Update, se

resumió y explicó con más detalle el papel de la morfología de los espermatozoides en la

fertilización in vitro (Kruger et al., 1999). También hubo una reflexión en este artículo sobre la

correlación de las pruebas funcionales de los espermatozoides, así como la evaluación de los

espermatozoides asistida por computadora con la morfología manual de los espermatozoides.

La capacidad predictiva de la morfología de los espermatozoides y otros parámetros del

semen es un debate en curso. (Ejemplos de artículos que apoyan la morfología de los

espermatozoides como predictor de la fertilización in vitro y las tasas de embarazo (Donnelley ET

et al.) Mientras que otros no encontraron ningún beneficio en absoluto (Van den Hoven et al.)

Explorar la influencia de la morfología de los espermatozoides en la tasa de embarazo por

inseminación intrauterina (IIU)



La IIU es más simple , más barata y más disponible para el público en general como tratamiento

para la infertilidad , ya sea que se use para la infertilidad idiopática o la infertilidad por factor

masculino. La pregunta fue hecha por van Waart (Van Waart et al . , 2001 ): ¿es la morfología de los

espermatozoides un indicador del resultado del embarazo en el grupo de patrón P versus los

patrones G y N en un programa de IIU?.

Después de realizar una cuidadosa revisión estructurada de la literatura , se demostró en un

meta-análisis que hay una mejora significativa en la tasa de embarazo por encima del umbral del

4% para criterios estrictos . Esta fue una publicación importante que mostró por primera vez que las

observaciones realizadas in vitro eran repetibles en la situación in vivo , en este caso los

programas de IIU . La tasa de embarazo en el patrón P frente al patrón G mostró una diferencia del

7% por ciclo en el tratamiento .

Se continuaron los estudios sobre el factor masculino y su impacto en el resultado del

embarazo en un programa de IIU . En un estudio realizado por un médico visitante de Malta , se

sugirió estudiar los factores masculinos y femeninos y el posible efecto sobre el resultado del

embarazo en el programa de IIU en el Hospital Tygerberg (Montanaro et al . , 2001 ) . En este gran

estudio de 522 ciclos de tratamiento se concluyó que el número de folículos era de importancia en

el resultado del embarazo , especialmente en el caso de un factor masculino . En cuanto a la

morfología de los espermatozoides , informamos una tasa de embarazo del 2,6% en el grupo de

patrón P, 11,4% en el grupo de patrón G y 24% en el grupo de patrón N. Otros factores femeninos

que influyeron negativamente en el resultado fueron la endometriosis y la infertilidad por factor

tubario . Por tanto , es importante darse cuenta de que los factores masculinos y femeninos

contribuyen al resultado del embarazo, pero el médico puede influir en el pronóstico aumentando

el número de folículos , especialmente en casos de infertilidad severa por factor masculino.

Todavía hay un debate en curso sobre los hallazgos anteriores donde algunos encuentran

una tasa de embarazo significativamente más baja en el grupo de patrón P vs el grupo del patrón

G (Lemmens L et al . , Patounakis G et al . ) y otros no ven diferencias , ningún impacto de la

morfología del esperma en las tasas de embarazo con IIU (Erdem M et al . , Deveneau NE et al . ) .

Sin embargo, la mayoría recomienda la IIU como primera opción de tratamiento antes de las

modalidades de tratamiento de FIV / ICSI que son de mayor costo . Una explicación de la variación

en los resultados , como se explicó anteriormente , puede deberse a una desviación en la precisión

en la evaluación de la morfología del esperma mediante criterios estrictos . Morbeck y col . ilustró

esta observación en un elegante artículo que estudia 2 épocas . Franken y col . demostró que la

formación en morfología de los espermatozoides y el control de calidad de seguimiento por parte

de un laboratorio de referencia mantendrá una lectura precisa y unos resultados confiables . La

falta de capacitación en el campo es uno de los problemas que conduce a resultados clínicos

inexactos o resultados clínicos diferentes , por ejemplo, en los programas de IIU, como se ilustra

arriba .

Para evaluar elel valor de la selección de espermatozoides para la inyección

intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) : ¿Debería realizarse ICSI en todos los

pacientes de FIV?

Roldan escribió que el uso generalizado de ICSI se basa , en parte , en la creencia de que no es

necesario prestar atención a los aspectos de la función de los espermatozoides porque la

selección de los espermatozoides se vuelve irrelevante si se inyecta un espermatozoide en el

ovocito (Roldan et al . 2006) . Por otro lado , la comprensión de los mecanismos subyacentes de la

función de los espermatozoides durante la fertilización , es importante para obtener resultados

exitosos con ICSI . Esta comprensión puede conducir a una mejora adicional de los resultados de

la fertilización que conducen a una mejor calidad del embrión y, por lo tanto , a mejores tasas de

embarazo. Roldan también sugirió que los espermatozoides que reaccionan con el acrosoma

pueden dar mejores tasas de embarazo cuando se usan para el procedimiento de ICSI . Tengo

conocimiento de los umbrales de semen que ayudarán a seleccionar a los pacientes que

realmente necesitan el procedimiento de ICSI . Existe una tendencia a ofrecer ICSI a todos los

pacientes. Este enfoque va en perjuicio del paciente y, a veces, del médico científico . Es

importante que el médico mantenga su habilidad para hacer un buen diagnóstico clínico y poder

ofrecer soluciones simples para los problemas de infertilidad en muchos casos . Sin una

comprensión del análisis de semen tanto para el científico como para el clínico , esta habilidad se

perderá con claras consecuencias para el paciente y la ciencia reproductiva en su conjunto . Este



fue el trasfondo del artículo escrito, que aborda la cuestión de si se debe ofrecer ICSI a todos los

pacientes (Kruger et al. 2009).

Existen numerosos estudios sobre diferentes métodos de selección y una revisión reciente

resumió los diferentes métodos elegantemente ((Rajasingam S) Para el propósito de este capítulo,

solo se discutirá la unión del ácido hialurónico que también se ocupa de la morfología de los

espermatozoides y la IMSI.

Estudiar el impacto de la selección de espermatozoides en la práctica clínica en ART

Selección de espermatozoides mediante la unión de ácido hialurónico

Se informó que los hombres con baja morfología de los espermatozoides (patrón P) tenían más

anomalías en el ADN y aneuploidía de los espermatozoides que los grupos con patrón G y patrón

N (Lee et al., 1996). Estos grupos de patrón P también tenían peor unión de espermatozoides a la

zona pellucida y capacidad de reacción del acrosoma en comparación con los hombres con

parámetros de semen normales (Oehninger et al., 2000, Bastiaan et al., 2003). Fue este

conocimiento y la experiencia práctica de la baja tasa de fertilización en el grupo de patrón P lo

que despertó el interés en la selección de espermatozoides para ICSI. Se discutió a menudo la

publicación de Menkveld (Menkveld et al., 1999) sobre la selección de las formas normales por la

zona pelucida. Surgió la pregunta, ¿por qué todas estas formas normales perfectas estaban

unidas a la zona pelúcida?

La observación de Huzar (Huzar et al., 2007) de que las formas normales unidas a la zona

eran ricas en ácido hialurónico (AH) y que había menos aneuploidía reportada en las formas

observadas fue de gran interés para la comunidad científica. Estos autores (Huzar et al., 2007)

también han demostrado que los espermatozoides maduros se unen selectivamente a AH en

estado sólido. Estos espermatozoides carecen de retención citoplasmática, histonas persistentes y

fragmentación del ADN con menor frecuencia de aneuploidía cromosómica. Los espermatozoides

de forma ovalada normal también fueron significativamente más ricos en ácido hialorónico en

comparación con las formas amorfas. Un estudio colaborativo seguido iniciado por Huzar. En un

estudio ciego, después de que se realizó la selección con ácido hialorónico de los

espermatozoides en comparación con un grupo de control no seleccionado, se leyó el porcentaje

de formas normales. Esto llevó a la publicación de Prinosilova (Prinosilova et al., 2009). Se

observó que tuvo lugar una mejora significativa en la selección de las formas ideales en el grupo

de ácido hialurónico (prueba) en comparación con el control.

En un metanálisis que comparó la selección de espermatozoides con ácido hialorónico

frente al control de Beck-Fruchter et al., Informaron que la calidad del embrión y la tasa de

implantación fueron superiores en el grupo hilarónico, al incluir todos los artículos disponibles.

Cuando solo se incluyeron estudios prospectivos, la ventaja en la tasa de implantación

desaparece. Para los dos resultados principales (tasa de fertilización y tasa de embarazo clínico) o

para la tasa de nacidos vivos, no observaron ningún beneficio. Se concluyó que no existe una

indicación clara para el uso rutinario de la selección de espermatozoides con ácido hialurónico. Sin

embargo, animaron a que se realicen más investigaciones en este campo. (Beck-Fruchter et al.).

Además, 2772 parejas fueron asignadas al azar para recibir PICSI (n = 1387) o ICSI (n = 1385), se

incluyeron en el análisis primario. El término tasa de nacidos vivos no difirió significativamente

entre los grupos PICSI (27,4%) e ICSI (25,2%). (Miller et al. 2019)

En 2014, Mokanszki et al informaron de una tasa de embarazo significativamente mejorada

en un grupo de control vs PICSI (selección de ácido hialurónico). Este estudio no se incluyó en el

metanálisis discutido anteriormente.

Sin embargo, en mi opinión, el veredicto aún está abierto para la selección de

espermatozoides en casos graves de factor masculino. Basado en el hecho de que los

espermatozoides de forma normal sin vacuolas, tienen menos defectos (estos espermatozoides

carecen de retención citoplasmática, histonas persistentes y fragmentación del ADN con menor

frecuencia de aneuploidía cromosómica), en comparación con los espermatozoides anormales.

Por lo tanto, al menos en el factor masculino severo, la selección de espermatozoides con ácido

hialurónico y una evaluación cuidadosa de los espermatozoides que se inyectarán es obligatoria

para el laboratorio especializado de ICSI. Se necesita más investigación para los casos graves de

factor masculino con respecto a la selección de espermatozoides.



Razones para una cuidadosa evaluación morfológica antes de ICSI

De Vos (De Vos et al. 2003) informó que con una selección cuidadosa de la forma ideal, utilizando

el microscopio invertido, las tasas de preñez se pueden mejorar significativamente. Esta

observación clínica puede posiblemente explicarse por el hecho de que los espermatozoides

anormales, tienen aberraciones cromosómicas estructurales cuatro veces más altas, y otros

problemas según lo informado por Huzar y (por ejemplo, fragmentación anormal del ADN de los

espermatozoides) como se mencionó en la sección anterior. (Lee et al. 1996) (Huzar et al. 2007)

(Garolla et al.)

Selección de espermatozoides utilizando IMSI (Inyección de

seleccionados de morfología intracitoplasmática )

espermatozoides

El trabajo de Bartoov (Bartoov et al. 2001) que trajo el concepto de selección de esperma a un

primer plano. La selección de espermatozoides con gran aumento, seleccionando la forma ideal si

es posible, resolvió las bajas tasas de embarazo en parejas con fracasos repetidos. Este método

se llamó IMSI. Berkovitz (Berkovitz et al. 2001) observó una peor calidad del embrión y tasas de

embarazo más bajas, con tasas de aborto más altas, si no se encontraban espermatozoides

normales para la inyección de espermatozoides.

En un ensayo controlado aleatorizado, Antinori informó una mejora significativa en la tasa

de embarazo en el grupo IMSI frente al grupo ICSI. (Antinori et al., 2008). El Khattabi et al. también

observó una tasa de natalidad significativa más alta en el grupo IMSI frente al grupo ICSI para

pacientes con teratozoospermia. (tasa de natalidad de vida 38% en el grupo IMSI vs 20% en el

grupo ICSI). (El Khattabi et al. 2013). En los últimos años, varios científicos estudiaron un solo

espermatozoide y sus características fisiológicas, y estas observaciones pueden ser la explicación

de un mayor éxito en pacientes con factor masculino grave. Garolla (Garolla et al. 2008) informó

que los espermatozoides ideales tienen menos aneuploidía, menos daño mitocondrial y menos

fragmentación del ADN que los espermatozoides con 1 o más vacuolas. Las observaciones de

Vanderzwalmen y Franco se correlacionan con las de Garolla. (Garolla et al. 2008; Vanderzwalmen

et al., 2008; Franco et al., 2008).

Sin embargo, los estudios que evalúan el uso de IMSI en el campo de la medicina

reproductiva clínica han extraído conclusiones contrastantes. Un metaanálisis de Teixeira et al.

revisó nueve ensayos controlados aleatorios que evaluaron 2.014 parejas, y concluyó que la

evidencia actual no respalda adecuadamente el uso rutinario de IMSI. Debido a que también es un

procedimiento costoso, se necesitan más estudios con tamaños de muestra más grandes para

confirmar su valor antes de recomendarlo.

En 1986 se informó que el porcentaje de formas normales tiene un impacto en las tasas de

fecundación y preñez (Kruger et al. 1986). Inicialmente se observó que la unión de la zona, la

reacción del acrosoma, la entrada de calcio y el ensayo de penetración de los espermatozoides se

vieron afectados en los grupos del patrón P (defectos fisiológicos) (Oehninger et al. 2000,

Oehninger et al. 1994, Franken et al. 1990, Bastiaan y col., 2003). Estos defectos fisiológicos se

informaron en pacientes con anomalías graves en la forma de los espermatozoides (patrón P).

Ahora tenemos nueva evidencia de que un solo espermatozoide morfológico normal es

fisiológicamente más competente. (Garolla et al. 2008). (Menos fragmentación de ADN,

aneuploidía o descondensación de cromatina) Los espermatozoides morfológicamente anormales

o aquellos con al menos una vacuola observada tienen altos niveles de aneuploidía de

espermatozoides, fragmentación anormal de ADN o descondensación de cromatina.

El "efecto paterno tardío" comienza después de la activación genómica del embrión, en la

etapa de 4-8 células. Un efecto tardío deteriorado podría cambiar la capacidad del embrión en

etapa de escisión temprana, para convertirse en blastocitos viables. En consecuencia, se puede

sugerir que la mejora en LBR después de IMSI en comparación con ICSI en presencia de

teratozoospermia severa, se explica por una selección óptima de espermatozoides con una

cantidad mínima de vacuolas, que tienen las mejores posibilidades de producir un blastocisto

viable. Se necesitan más estudios para comprender los mecanismos subyacentes de la formación

de vacuolas y sus consecuencias en el desarrollo del embrión.

A pesar de los mismos resultados clínicos en el metanálisis ICSI vs. IMSI de pacientes con

factor no masculino, se debe preguntar cuáles serán los resultados en pacientes con factor

masculino grave. - Muchos factores afectan el resultado del embarazo. Entonces, basado en el

trabajo inicial de Berkowitz que indica que en los casos graves de factor masculino las tasas de



embarazo son más bajas. Además, de los elegantes artículos de Garolla y vanderzwalmen sobre

patología de los espermatozoides, se puede concluir que existe un lugar para la selección de

espermatozoides basada en la evidencia fisiológica de un solo espermatozoide.

Para realizar la IMSI y la selección de espermatozoides para cada caso de rutina,

definitivamente no hay ninguna indicación. Pero en casos severos de factor masculino y

teratozoospermia severa (morfología de patrón P) (El Khattabi et al. 2013), las observaciones

iniciales de Berkowitz posiblemente sean correctas, y hay un lugar para que IMSI ayude a estas

parejas. Por lo tanto, realizar una selección de espermatozoides con ácido hialorónico seguida de

una evaluación cuidadosa de los espermatozoides (de Vos et al.) es un paso lógico para mejorar el

resultado del embarazo en casos graves de factor masculino y en pacientes con teratozoospermia

grave (patrón P de morfología de los espermatozoides).
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Este capítulo revisará la importancia de las células redondas en la infertilidad masculina.

Resumen

Las células redondas pueden brindarle al médico una comprensión de los posibles factores

contribuyentes que pueden estar relacionados con la infertilidad masculina. Existen múltiples

formas de detectarlas, aunque es necesario formar al servicio que la presta y verificar o validar

adecuadamente la prueba diagnóstica. Se debe tener cuidado para construir un cuadro clínico del

paciente antes de considerar cualquier tratamiento, ya que hay evidencia mínima para demostrar

el uso de antioxidantes para mejorar las tasas de nacidos vivos. El equipo científico que observa la

muestra e interactúa con el paciente masculino es clave para cerrar la brecha entre el paciente y el

médico.

Introducción

El análisis de semen es una herramienta increíblemente útil en las investigaciones de fertilidad y el

manejo de intervenciones de pacientes para ciertas afecciones, como el hipogonadismo

hipogonadotrófico. Sin embargo, a menudo hay una brecha en los resultados y la acción realizada

por el médico. Es probable que esto pueda ser el resultado de una falta de comprensión,

investigación académica o posiblemente una omisión de orientación por parte del servicio de

diagnóstico.

El análisis de semen se ha guiado predominantemente por las publicaciones de diversos

títulos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) en esta área. La publicación más reciente

fue la Sexta edición en el año 2021 (1), que logró un grado de avance con respecto a su

predecesora de 2010 (2). Notablemente, hubo nuevamente el reconocimiento de lo que los

andrólogos denominan "células redondas". Este es un término colectivo utilizado para describir las

células germinales y los leucocitos detectados en el eyaculado (3-4). Se han realizado numerosos

esfuerzos para considerar el impacto de la presencia de estas células, aunque notablemente más

limitado a la categoría de leucocitos. Esto no sorprende, si se tiene en cuenta que su presencia

puede ser indicativa de una respuesta inmunitaria, pero todavía hay una brecha en la comprensión

de lo que significan estas células y cómo el laboratorio de diagnóstico puede ayudar al médico.

Este capítulo intentará abordar la importancia de las celdas redondas y el enfoque que

puede adoptar un servicio de diagnóstico para apoyar al paciente y al médico.

Tipos de células redondas



Es importante separar inicialmente los dos grupos de células redondas en células germinales

inmaduras y leucocitos . La espermatogénesis normal implica el desarrollo de espermatozoides

maduros a partir de una célula germinal primordial , dentro de los túbulos seminíferos de los

testículos . Es importante comprender el proceso de espermatogénesis para apreciar la diferente

presentación de células germinales inmaduras que pueden detectarse en el eyaculado . Los

espermatozoides comienzan su desarrollo inicialmente , a partir de espermatogonias diploides que

experimentan una replicación mitótica para dar lugar a un espermatocito primario. Los que

continúan desarrollándose migran hacia la luz del túbulo seminífero y sufren la meiosis I (que da

lugar a espermatocitos secundarios haploides) y la subsiguiente meiosis II (que da lugar a

espermátides haploides) (5 ) . Siguen la espermiogénesis y la espermiación , que son los pasos

finales en el proceso de mayor desarrollo de los espermatozoides . Durante estos procesos , las

espermátides redondas se diferencian en regiones definidas (cabeza , pieza intermedia y pieza

principal) , se elimina el citoplasma sobrante y se desarrollan importantes aspectos funcionales de

la región del acrosoma (5,6) . Las células en cada etapa de la espermatogénesis tendrán muchas

morfologías celulares similares , pero es importante tener en cuenta que puede haber un alto grado

de pleomorfismo entre ellas , debido a la preparación de los portaobjetos de diagnóstico , la etapa

de desarrollo y otros fenómenos naturales como la degeneración . Para demostrar las diferencias

que a menudo se pueden observar, la Figura 1 muestra dos espermatocitos en la misma

distribución de morfología .

Dos espermatocitos primarios

con claras diferencias

morfológicas

Shjective Magnification 103

Figura 1. Morfología que compara las diferencias entre células germinales inmaduras .

10μm

La otra categoría de células redondas se origina a partir de los leucocitos (glóbulos blancos) . Éstos

se pueden dividir en dos linajes principales : mieloide y linfoide . La línea celular mieloide incluye los

gránulos que contienen leucocitos (neutrófilos , eosinófilos , basófilos y mastocitos) mientras que la

línea celular linfoide contiene células células natural Killer, los linfocitos (T helper, T citotóxicos y

tipo B) y células plasmáticas . Hay etapas de desarrollo para la producción de células sanguíneas

(hematopoyesis) que pueden detectarse fácilmente en preparaciones de frotis de sangre , aunque

es muy poco probable que se detecten en semen . Es importante comprender la inmunología

básica con respecto a los leucocitos , ya que esto puede brindar información útil sobre el paciente

junto con los hallazgos clínicos . La Tabla 1 ofrece un resumen del papel que desempeñan estas

células en una respuesta inmunitaria . Las funciones y la actividad de estas células dependerán del

patógeno invasor (o enfermedad autoinmune ) y pueden ser innatas , en las que existe un amplio

enfoque no específico para la neutralización y eliminación de patógenos, o adaptativas , en las que

el sistema inmunitario activa una respuesta específica al patógeno invasor (7,8) .



Tabla 1. Roles de los leucocitos en la respuesta inmune.

Leucocito

Neutrofilo

Tipo de inmunidad

Innata

Basofilo Innata

Eosinofilo Innata

Mastocito Innata

Linfocito T Adaptiva

Linfocito B Adaptiva

Descripción

La función principal es la fagocitosis y

destrucción de microorganismos.

También tiene una función

inmunomoduladora.

Libera histamina, heparina, serotonina.

Prostaglandinas, leucotrienos y

citoquinas. Puede aumentar la

permeabilidad vascular (causando la

contracción del músculo liso) y promover

la producción de IgE.

laEsta célula es más efectiva para

digestión extracelular de patógenos que

serían demasiado grandes
para

ser

absorbidos.

Célula tisular que reside entre los tejidos

y el medio ambiente. Desempeña
un

papel clave en las reacciones alérgicas y

las infecciones parasitarias. Puede

activarse para iniciar la liberación de

histamina y citocinas, así como la

liberación de mediadores de lípidos.

De manera simplista, reconoce antígenos

en las superficies celulares y los

destruye. Se puede dividir en Th1 y Th2,

dependiendo de su producción de

citoquinas. Modula la respuesta inmune,

específica al antígeno (patógeno).

También ayuda en el reclutamiento de

células T citotóxicas.

Esta célula tiene anticuerpos unidos a la

membrana (inmunoglobulinas) que se

unen al material no propio invasor. Una

vez activado (antígeno unido al epítopo),

se producirá la replicación y la

diferenciación, convirtiendose en células

de memoria y células plasmáticas.



Celula

Plasmática

Adaptiva Una célula productora de anticuerpos,

que es un linfocito B completamente

diferenciado. Los anticuerpos son

importantes ya que se unen a los

patógenos y causarán opsonización y

reducción de la funcionalidad del

patógeno invasor.

¿Qué puede causar “células redondas” en el semen?

Bajo el paraguas de las "células redondas", las células germinales inmaduras parecen contribuir a

la mayoría de las células detectadas, y se estima que el 84 % de las células no espermáticas

pertenecen a esta categoría (9). Existe la sugerencia de que la detección de células germinales

puede deberse a una terminación espermiogénica fallida oa una regeneración activa del epitelio

(4). La regeneración activa puede deberse a ataques transitorios de patógenos, como el virus de

influenza (3). Otra explicación considera que puede haber un aumento en la eliminación de células

germinales con la detención de la maduración testicular (10). La detención de la maduración a

veces se puede diferenciar por el nivel de desarrollo de la línea de células espermáticas, es decir,

la detención de la maduración tardía impide el desarrollo más allá de la etapa espermátida

redonda (10).

Existen otras condiciones clínicas que pueden dar lugar a un aumento de células

germinales/espermatozoides inmaduros que incluyen criptorquidia (testículos no descendidos) y

varicoceles. Existe una gran cantidad de evidencia del impacto de la criptorquidia en la fertilidad,

particularmente cuando hay un retraso en el tratamiento, como con la orquidopexia. Hay algunas

pruebas emergentes de que, en algunos pacientes, el proceso de autofagia (eliminación de células

dañadas) en pacientes con criptorquidia (o pacientes tratados de inicio tardío) conduce a una

población inmadura de espermatozoides (11).

Un varicocele es una dilatación anormal de las venas, particularmente en el plexo

pampiniforme (red venosa que drena la sangre de los testículos). En estos pacientes, la

maduración y función de los espermatozoides parece estar obstaculizada. El mecanismo de acción

exacto de esto todavía está en discusión, aunque se acepta que como mínimo, un aumento en el

flujo sanguíneo y la posterior acumulación alrededor de los testículos conduce a un aumento de la

temperatura intratesticular (12). También hay evidencia de un nivel mayor de estrés oxidativo

(aparte de un aumento en la incidencia de células germinales inmaduras) y leucocitos debido a

una combinación de aumento en la presión hidrostática, formación de toxinas, hipoxia y

autoinmunidad (13). El estrés oxidativo se analiza con más detalle más adelante en este capítulo.

Los leucocitos deben analizarse en términos de su función inmunológica general en el

cuerpo humano para poder comprender la posible causa de su presencia en el semen. La

presencia de leucocitos en semen es clínicamente relevante y posiblemente indicativo de un

proceso inflamatorio, infección genitourinaria (GU) o infección de glándulas accesorias cuando hay

>1,0 x 106 leucocitos por ml (14,15). Cuando las concentraciones de leucocitos superan este nivel,

se denomina leucocitospermia. La respuesta a la infección depende del patógeno invasor y puede

provocar múltiples reacciones del sistema inmunitario. En el caso de una infección bacteriana, se

inician tres respuestas inmunitarias principales: la vía del complemento; iniciación de fagocitos e

inmunidad mediada por células (16). Muchas infecciones bacterianas del tracto urinario (ITU)

inician la infiltración de neutrófilos como defensa de primera línea. Los neutrófilos son células

extremadamente activas que se clasifican como granulocitos y migran al sitio de la infección,

ingiriendo patógenos y apoyando la respuesta inmune más amplia. Los neutrófilos son mucho más

complicados de lo que parecen en la superficie y tienen mecanismos químicos complejos que se

utilizan para atacar a los patógenos fagocitados. Las múltiples funciones de los neutrófilos se

resumen en la Figura 2 (17,18), aunque esto solo toca la superficie de sus acciones.



Actividad Mieloperoxidasas

(MPO). Es importante, dado

que oxida ciertas sustancias

(ej. lones cloro y productos

reactivos)

Utiliza el complejo de

NADPH oxidasa para

responder a "burst"

oxidativo

Contiene gránulos

azurofilicos con un gran

contenido (hidrolasas

ácidas, defensinas,

serprocidinas, elastasa

Figura 2. Acción de los neutrófilos en una respuesta inmune.

Tiempo de circulación

limitada a pocas horasy

migración a tejidos donde

mueren (1-2 días)

La producción resultante de superóxidos es un factor importante que contribuye a las especies

reactivas de oxígeno en el fluido seminal . Otra infección relativamente común es la prostatitis

bacteriana, que puede ser causada por especies de Escherichia coli (E.coli) , Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella, Enterococcus, Enterobacter, Proteus y Serratia (19) . La causa más común

de prostatitis bacteriana es por E.coli (>50 % de todas las causas) (20) y también es uno de los

principales contribuyentes a las infecciones de las glándulas accesorias masculinas (MAGI ) . En

casos de MAGI o infiltración bacteriana , puede dar lugar a complicaciones adicionales , como la

obstrucción , la inflamación de los testículos (orquitis) y problemas de producción de líquido

seminal (21 ) . Esto conducirá a una afluencia de leucocitos que probablemente se infiltrarán en el

tracto urogenital y se detectarán en el semen eyaculado. Esto por sí solo no puede correlacionarse

directamente con la causa de MAGI o infertilidad , pero se estima que hay un 15 % de casos en los

que existe un vínculo conocido (22) . Hay patógenos adicionales que pueden dar lugar a MAGI ,

incluidos Ureaplasma urealyticum, Neisseria gonorrhea y Chlamydia trachomatis (21 ) .

Es importante señalar que en la mayoría de los casos en los que se encuentra

leucocitospermia , no se detecta infección microbiana . Es importante comprender que esto puede

depender en gran medida del mecanismo de prueba aplicado , es decir, las pruebas de PCR

dirigidas serán más beneficiosas que las pruebas microbiológicas generales en la eyaculación .

Las infecciones virales se discuten menos en la investigación , aunque se sabe más sobre

el impacto de estas en la salud general y el impacto que pueden causar los síntomas . La influenza ,

por ejemplo , ha sido investigada exhaustivamente por su impacto en la calidad del semen ,

específicamente debido al hecho de que causa fiebre en muchos pacientes . Existe evidencia que

muestra la presencia de células redondas en el semen luego de una fiebre (23) y vínculos

limitados específicamente con la presencia de leucocitos en el semen humano luego de

infecciones virales generales (24,25) . Las infecciones virales pueden conducir a varias respuestas

inmunitarias , incluida la iniciación de la proteína del complejo principal de histocompatibilidad de

clase I (MHC clase I ) y la destrucción por las células T citotóxicas , reclutamiento de células

asesinas naturales (para cuando los virus evaden la vía del complejo MHC Clase I ) , producción de

interferón , anticuerpos y fagocitosis (26) . Se requiere más investigación en este campo para



comprender la migración de los leucocitos y el impacto en las capas de células germinales

después de las infecciones virales.

Los últimos elementos a considerar son el período de tiempo entre las eyaculaciones de un

paciente y el aumento del consumo de drogas recreativas y de tabaco. Existe alguna evidencia de

que un paciente puede tener una concentración reducida de espermatozoides maduros y una

mayor cantidad de células germinales inmaduras si tiene un trastorno de masturbación compulsiva

(27). Esto debe discutirse con el paciente para determinar si se debe a razones psicológicas o si

hay un malentendido con respecto a los criterios previos al examen. No obstante, esto debe ser

una consideración como fuente de células germinales dentro del líquido seminal. Fumar se ha

asociado con un aumento en el número de leucocitos durante algún tiempo, también hay un

aumento en la posibilidad del uso de otras drogas como el cannabis en la producción de células

redondas (esto requiere más investigación para determinar si esto es significativo).

Detección de células redondas

La evaluación morfológica de las preparaciones teñidas puede ser una herramienta útil en los

recuentos diferenciales de células (4), aunque esto puede tener algunos inconvenientes que deben

sortearse con cuidado. Hay muchas similitudes entre los tipos de células que pueden ser difíciles

de distinguir según la calidad de la preparación, la fijación previa a la tinción, el tipo de tinción, el

protocolo de tinción y el científico que realiza la revisión. El procedimiento de tinción recomendado

según la OMS 2021 (1) es un Papanicolaou modificado (PAP), que se utiliza a menudo en

preparaciones citológicas. Este método reduce el artefacto de fondo y brinda un mayor grado de

reconocimiento de anomalías en los espermatozoides en comparación con otros métodos como el

Romanowsky rápido. Esto incluye la mejora en la detección de anomalías citoplasmáticas sutiles

que a menudo se pueden omitir en la tinción de Romanowsky.

En hematología, el método de elección para frotis de sangre periférica es Romanowsky

debido a la capacidad de la tinción para mostrar detalles, policromasia (múltiples colores) y

mostrar los gránulos de células individuales sin sobretinción (28). Los puentes nucleares son

claramente visibles entre los lóbulos de los neutrófilos con la tinción de Romanoswky, lo que a

menudo puede ser difícil de detectar en los portaobjetos teñidos con PAP. Las características

morfológicas de las células redondas se pueden usar para distinguir entre diferentes tipos de

células (consulte la Tabla 2) (1,4,17,29) aunque, como se indicó anteriormente, esto puede variar

según muchos factores y se debe tener cuidado durante el diagnóstico para diferenciar estos tipos

de células.

Tabla 2. Descripciones morfológicas de los leucocitos y células germinales.

Celula Tamaño (µm) Características

Leucocitos

Neutrófilo 8-15 Generalmente circular, con un

núcleo multilobulado único que

tiene "puentes" delgados entre

cada lóbulo. El número de lóbulos

puede diferir, pero suele estar

entre 3 y 5 µm. Los gránulos en el

citoplasma son azurófilos.



Basófilo 10 - 15

Eosinofilo 10-17

Macrofago 10-30

Linfocito 6-9

El núcleo es bilobulado y contiene

gránulos densos que a menudo se

tiñen de azul. Raramente visto en

sangre periférica y aún más raro en

semen.

Estos contienen un núcleo

segmentado/bilobulado con

gránulos acidófilos (se tiñen más de

rojo/rosado)

Núcleo grande
de

aproximadamente 6 - 12 µm y un

citoplasma que contiene vacuolas y

gránulos. También puede haber

material engullido en el

citoplasma. Gránulos basófilos.

El núcleo es ovalado y, a menudo,

puede ocupar una gran proporción

del espacio citoplasmático. Las

versiones más grandes pueden ser

células plasmáticas (más

citoplasma). No se encuentran

gránulos en estas células.

Células germinales

Spermatogonia 8-10

Espermatocito

Primario

10–20 aprox

Espermatocito

Secundario

10–15 aprox

Citoplasma mínimo y núcleo

redondo. El núcleo tiende a ser de

naturaleza lisa y puede haber 1 o 2

nucléolos presentes. El núcleo tiene

un tamaño aproximado de 8 µm.

Células grandes con núcleo más

grande y a menudo cromatina

densa/moteada. La apariencia de la

cromatina se ve afectada por la

etapa de división meiótica.

Estos son más pequeños que los

espermatocitos primarios (que se

encuentran con menos frecuencia)

y están redondeados con una

tinción a menudo más profunda.
La

cromatina se ve menos moteada

que en los espermatocitos

primarios.



Espermátide Sin tamaño

promedio, pero el

núcleo mide

aproximadamente

5
µm

La morfología es muy variable,

dependiendo de la etapa de

maduración. Cromatina densa (se

ve teñida de oscuro y más pareja).

Puede haber gránulos presentes

pero, más comúnmente, el núcleo

es excéntrico. Puede haber

múltiples núcleos en un área del

citoplasma.

La diferenciación simple utilizando portaobjetos teñidos solo puede ser realizada por científicos

capacitados y competentes después de la validación de los protocolos de tinción. El grado de

capacitación y lo que se clasifica como competencia suficiente puede ser difícil de determinar ya

que no existe un gold standard para usar, por lo tanto, las estimaciones deben limitarse a

categorías amplias en lugar de recuentos diferenciales para tipos de células individuales. Las

imágenes relacionadas con los portaobjetos teñidos están disponibles a través de artículos

publicados (4,29) que se pueden utilizar para apoyar la formación y la identificación.

Las directrices o guías y los artículos se concentran en la detección de células positivas

para peroxidasa para la diferenciación de células redondas (1,22). Si bien esto es vital para la

detección de algunos leucocitos, no detectará células que no contienen peroxidasa, como

linfocitos, monocitos y granulocitos activados (los que han liberado su contenido). También perderá

la identificación de las células germinales, omitiendo la capacidad de detectar el cese de la

espermatogénesis en un nivel particular. Existen múltiples métodos que se pueden usar para

detectar leucocitos en el semen, incluida la inmunocitoquímica (CD45), la positividad de la

peroxidasa y la prueba de elastasa de granulocitos (22). La más utilizada es la prueba de la

peroxidasa, en la que la MPO oxida el 4-cloro-1-naftol (4-CN) en un precipitado, utilizando

peróxido de hidrógeno como oxidante (22). Esto da una mancha azul-púrpura que es más

reconocible como un tono marrón bajo el contraste de fase cuando se usa una contratinción. Hay

otras tinciones de peroxidasa recomendadas, como la prueba de orto-toludina dada en la OMS

2021 (1). Hay kits de prueba que se pueden comprar para respaldar el uso simplificado de la

prueba de peroxidasa, pero aún se deben considerar las limitaciones mencionadas anteriormente

al usar estos reactivos.

Otra prueba (denominada gold standard) es la inmunoquímica, que puede diferenciar entre

las células germinales y todos los tipos de leucocitos. El principio es que todos los leucocitos

expresan el antígeno CD45 que puede detectarse mediante el uso de anticuerpos monocolonales

(1). El procedimiento implica una contratinción (hematoxilina), varias soluciones tampón,

incubación con dos anticuerpos y fijadores antes de que se lleve a cabo la evaluación. Esto no es

factible para los diagnósticos cotidianos, ya que es un proceso extenso, complicado y costoso.

Los últimos tipos de prueba para una breve discusión incluyen la prueba de interleukinas y

la prueba de elastasa. Las interleukinas (IL) son básicamente un grupo de citoquinas que son

producidas por las células del sistema inmunitario (pero también pueden ser producidas por otras

células del cuerpo) para orquestar múltiples respuestas inmunitarias. La presencia de IL puede

sugerir una respuesta inflamatoria que puede ser causada por prostatitis u otras infecciones del

tracto genital masculino. Hay fuentes conocidas y propiedades biológicas de IL que pueden ser

importantes en la comprensión para respaldar el cuadro clínico. Se puede usar un ejemplo de la

producción de IL-8 por macrófagos para inducir el traslado de los neutrófilos al sitio de producción

(un factor quimiotáctico) (30). Es importante comprender que hay una serie de kits comerciales

disponibles para cubrir numerosas LI y estos pueden adaptarse para su uso en semen si se

realizan las validaciones adecuadas.

La elastasa es una enzima liberada por granulocitos como los neutrófilos durante una

respuesta inflamatoria (31). Específicamente, el complejo inhibidor de elastasa-α1-proteasa (Ela/

α1-PI) se sugiere como la proteína que se medirá mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a

enzimas (ELISA) y tiene una fuerte correlación con la actividad de las células polimorfonucleares

(PMN) y la actividad genital. infección del tracto/prostatitis crónica (22, 31). Los límites de

referencia inferiores sugeridos incluyen 230 µg/L y 290 µg/L (22, 31) para corresponder con la



actividad de los leucocitos. Las limitaciones de esta prueba incluyen tiempo y gastos adicionales

(para una prueba ELISA). También es más adecuado para la detección de

infecciones/inflamaciones subclínicas, aunque puede ser una herramienta útil junto con la calidad

del esperma y los hallazgos clínicos.

Impacto de las células redondas en la fertilidad

El estrés oxidativo (OS) es donde el equilibrio entre las especies reactivas de oxígeno (ROS) y la

capacidad fisiológica del cuerpo para eliminarlas/neutralizarlas ha fallado. Las ROS son agentes

oxidantes que contienen electrones desapareados que pueden reaccionar con otros compuestos.

Incluyen radicales libres de anión superóxido, radicales de óxido nítrico y radicales hidroxilo, así

como compuestos no radicales como el peróxido de hidrógeno (32, 33). Las ROS se han asociado

como un factor que contribuye a la infertilidad por factor masculino en aproximadamente un 30 a

80 % de los pacientes (34), aunque estas estimaciones pueden variar mucho entre los estudios.

Los espermatozoides pueden producir ROS y se han asociado con células

anormales/inmaduras con exceso de citoplasma residual y con células germinales inmaduras (32),

aunque se acepta ampliamente que los leucocitos y los espermatozoides anormales son la mayor

fuente de ROS (35). Es probable que las células liberadoras de MPO y otros leucocitos

productores de superóxido sean los principales contribuyentes a la producción excesiva de ROS y

la subsiguiente OS. Estas se conocen como células positivas a la peroxidasa, que a menudo son

el objetivo de las pruebas de laboratorio para detectar leucocitos. El grado de importancia clínica

específicamente relacionado con el número de leucocitos no es fácil de determinar, ya que éste

puede depender de su número, si están activos, el número de espermatozoides presentes en

correlación con el número de leucocitos y la ubicación de la infección (1). Sin embargo, hay

evidencia que correlaciona la presencia de leucocitos con una disminución en la calidad del

semen, daño en el ADN y mala motilidad (1,36).

El equilibrio de ROS es importante ya que en el nivel óptimo puede respaldar la función del

espermatozoide (capacitación y reacción del acrosoma), pero en niveles anormales puede causar

daño en el ADN, reducción de la motilidad del esperma, peroxidación de lípidos y apoptosis (37).

La peroxidación lipídica puede ocurrir debido a que los espermatozoides típicos maduros tienen

una cantidad relativamente pequeña de citoplasma, una gran cantidad de ácidos grasos

poliinsaturados (PUFA) y una baja actividad antioxidante, lo que conduce a una disfunción de la

reacción acrosomal, que se requiere para la fertilización (38). El proceso bioquímico de

peroxidación se basa en el hecho de que los PUFA contienen un doble enlace adyacente a un

grupo metileno, lo que debilita el enlace metileno-carbono-hidrógeno. Esto puede provocar que los

radicales libres ataquen el hidrógeno, dejando un electrón desapareado en el ácido graso que es

susceptible de oxidación (37).

El daño del ADN es un área próxima de la fertilidad y está interrelacionado con ROS, ya

que se sabe que causa modificaciones en las bases de los ácidos nucleicos y altera la integridad

del ADN (39). Las pruebas de daño en el ADN (también conocidas como fragmentación de

espermatozoide) pueden usarse como resultado de la detección de células redondas, pero no

están necesariamente correlacionadas, es decir, la leucocitospermia puede no ser la causa del

daño en el ADN.

En este capítulo se mencionó anteriormente que puede haber implicaciones clínicas

adicionales fuera de la producción de ROS de células redondas que es importante para la

fertilidad, como la obstrucción del conducto eyaculador debido a la infiltración bacteriana. Los

primeros signos de esto pueden detectarse en el plasma seminal a través de la diferenciación de

células redondas para que se puedan llevar a cabo análisis e investigaciones clínicas adicionales.

En este capítulo se han discutido las causas bacterianas de la infección, que pueden afectar

directamente la función de los espermatozoides (40), aumentar la producción de ROS o causar

inflamación. Muchas de estas infecciones pueden ser asintomáticas y pueden volverse más

avanzadas y problemáticas con el tiempo. Cuando se detectan leucocitos en el semen, se estima

que entre el 50 y el 80 % de los casos no se pueden detectar bacterias en el semen mediante

pruebas generales amplias mediante microscopía, cultivo y sensibilidad (MC&S) (41). Los

problemas funcionales directos con la calidad del semen incluyen una motilidad reducida y

posiblemente la morfología, ya que algunos estudios han sugerido mejoras en estos parámetros

después del tratamiento (40).



Información científica sobre los informes de celdas redondas

Es justo afirmar que la identificación de células en la muestra de semen puede conducir a una

comprensión de las infecciones actuales, activas o pasajeras junto con información sobre la

espermatogénesis y, al mismo tiempo, considerar los factores del estilo de vida que pueden afectar

negativamente a la fertilidad (4). Los criterios de preexamen y los datos demográficos básicos se

utilizan generalmente para la aceptación de muestras de semen para la investigación en

diagnósticos de infertilidad. En realidad, esto no logra recopilar suficiente información para

interpretar clínicamente los resultados del análisis de semen o dirigir al médico remitente para el

manejo adecuado. No es recomendable suponer que el remitente es un experto en el campo de la

andrología ya que esto puede provocar un retraso en la investigación, el tratamiento o el manejo

incorrecto de la pareja.

El equipo científico responsable del diagnóstico debe considerar un cuestionario

relativamente detallado junto con la recolección de muestras. Esto se cubrió extensamente en

Long et al., (4) pero debería incluir lo siguiente:

• Requisitos previos al examen de acuerdo con las directrices actuales de la OMS (vital para la

interpretación de todos los parámetros)

• Con qué frecuencia el paciente se masturba o participa en actividades sexuales que resultan en

la eyaculación

• Si ha habido alguna enfermedad en los últimos tres a seis meses (esto podría ser más

específico/extendido según la respuesta), se deben solicitar enfermedades y síntomas febriles.

• Si el paciente ha sido intervenido quirúrgicamente, incluyendo abdomen inferior, región genital y

retroperitoneal

• Si el paciente ha tenido cáncer, el tratamiento del cáncer, incluida la quimioterapia, es posible que

los agentes quimioterapéuticos hayan tenido un impacto. Algunos pacientes también pueden

revelar cánceres específicos masculinos.

• Si el paciente bebe alcohol, fuma tabaco, toma algún tipo de droga recreativa (cannabis,

esteroides, cocaína, etc.).

• Si el paciente toma algún medicamento recetado o no.

La muestra de semen debe analizarse dentro de los 60 minutos posteriores a la producción para

garantizar que se dé el tiempo adecuado para parámetros como la licuefacción, el pH, la

viscosidad, la motilidad y la vitalidad. Esto es vital para garantizar que se proporcionen resultados

precisos al médico que informa. El laboratorio debe asegurarse de que el método elegido de

identificación de células redondas se aplique a la muestra y que el resultado se tenga en cuenta

con la información clínica previa. Es suficiente realizar un diferencial "crudo" teñido donde hay >1,0

millón de células redondas por ml. En este caso, las células redondas se pueden identificar en dos

categorías; células germinales o leucocitos. Una vez hecho esto, una revisión de la información

clínica puede generar una imagen para el científico que debe respaldar el informe final.

A continuación se dan dos ejemplos para demostrar la utilidad de este proceso:

Escenario 1: el paciente tiene una concentración espermática de 0,1 x 10
6

/ml, 10% motilidad

progresiva total y 1% formas normales. Tuvieron una evaluación de vitalidad que indicó un 60% de

espermatozoides vivos. Parecía haber células redondas que se diferenciaron y mostraron >1,0 x

10
6

/ml de leucocitos. Se habían abstenido de tener relaciones sexuales durante 2 días,

recolectaron una muestra completa y la produjeron en el lugar donde se controló la temperatura de

la muestra. La revisión clínica indicó que habían sido investigados por dolor lumbar y dificultad

general/dolor al orinar. Manifestaron que no ha tenido ninguna cirugía, no tiene enfermedades

febriles recientes y no toma medicamentos recetados ni drogas recreativas.

Revisión científica 1: debe haber un informe de los hallazgos, incluida la garantía de que el

médico sepa que se cumplieron los criterios previos al examen. El informe debe mencionar la

diferenciación y afirmar que la mayoría de estas células redondas eran leucocitos. Comentarios

adicionales que deben considerarse, como “la presencia de leucocitos y síntomas de una posible



infección del tracto genital masculino pueden justificar una mayor investigación. Considere

diagnósticos específicos para posibles infecciones según el historial del paciente o considere

MC&S. No es aconsejable tratar a este paciente basándose únicamente en este hallazgo”.

También se debe considerar la posibilidad de repetir el análisis.

Escenario 2: el paciente tiene una concentración de espermatozoides de 17,1 x 10
6

/ml, 34%

motilidad progresiva total y 1% formas normales. Parecía haber células redondas que estaban

diferenciadas y mostraban una población mixta >1,0 x 10
6

/ml de células germinales y leucocitos.

Se habían abstenido de tener relaciones sexuales durante 2 días, recolectaron una muestra

completa y la produjeron en el lugar donde se controló la temperatura de la muestra. Sin

información clínica de apoyo adversa. No uso de drogas recreativas.

Revisión científica 2: debe haber un informe de los hallazgos, incluida la garantía de que el

médico sepa que se cumplieron los criterios previos al examen. El informe debe mencionar la

diferenciación y afirmar que la mayoría de estas células redondas eran células germinales y

leucocitos. Comentarios adicionales que deben tenerse en cuenta, como “no hay información

clínica que respalde este hallazgo. No trate solo con este hallazgo. Considere repetir el análisis de

semen”. El proceso de diagnóstico real diferirá según el entorno de atención médica y los recursos

disponibles, incluidos los marcadores específicos utilizados para respaldar la investigación clínica.

Puede haber un requisito para derivar al paciente a una clínica especializada en salud sexual para

garantizar que cualquier infección contagiosa esté sujeta al rastreo de contactos, o el paciente

puede requerir escaneos de sus glándulas accesorias y próstata. Nunca se debe sugerir un

tratamiento a menos que se identifique la confirmación de una causa o si el médico tiene evidencia

para sugerir que el paciente se beneficiaría del tratamiento. Esto puede respaldar el uso de

tecnología de reproducción asistida (ART) o puede allanar el camino para repetir el análisis en un

momento posterior una vez que se haya completado el tratamiento y se haya completado la

espermatogénesis en aproximadamente 65 a 72 días.
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Cápsula

La fragmentación del ADN espermático es la anomalía del ADN más frecuente presente en la

gameta masculina , mayor en hombres subfértiles , quehombres subfértiles , que puede tener varios factores

desencadenantes que generan el daño a través de diferentes mecanismos.

Introducción

La infertilidad afecta a alrededor del 15 % de las parejas del mundo ( 1 ) y el factor masculino , que

ha aumentado en las últimas décadas , contribuye al 50 % de los casos (2-4) . Actualmente, la

principal herramienta para la evaluación de rutina de la infertilidad masculina se considera el

análisis del semen , que, sin embargo, es poco predictivo del estado de fertilidad , ya que descuida

aspectos muy importantes para una fecundación exitosa , el desarrollo del embrión , la implantación

y los embarazos , como la integridad del ADN espermático (5-9) . Los trastornos del ADN de la

gameta masculina incluyen aberraciones cromosómicas (principalmente deleciones y

aneuploidías) , modificaciones epigenéticas en las colas de las histonas y el ADN , mutaciones ,

oxidación de bases y fragmentación del ADN espermático (SDF) . EI SDF consiste en las roturas de

una o dos cadenas de ADN , y es la anomalía más frecuente en el ADN de los espermatozoides .

Este daño es más frecuente en pacientes subfértiles , y puede afectar a un alto porcentaje de

espermatozoides en un eyaculado ( 10 ) y puede estar solo parcialmente relacionado con la calidad

del semen (11,12).

La demostración de que un espermatozoide con ADN fragmentado puede fecundar al

ovocito ( 13) generó preocupación en la comunidad científica . De hecho, aunque el ovocito tiene la

capacidad de reparar el daño, este mecanismo compensatorio depende en gran medida de la

calidad del ovocito y, por lo tanto , puede fallar y provocar un desarrollo defectuoso del embrión

temprano (14) . Una revisión reciente proporciona evidencia sólida de una asociación negativa

entre el daño en el ADN del esperma y los resultados de la fertilización in vitro y, en particular, con

la tasa de embarazo ( 15) . Además, existe preocupación sobre la posibilidad de que este defecto

pueda generar mutaciones genéticas y epigenéticas en la descendencia que repercutan en su

salud a largo plazo (16).

Dado el creciente uso de las Técnicas de Reproducción Asistida (TRA) y la probabilidad de

que , durante la ICSI , los espermatozoides dañados en el ADN puedan utilizarse para lograr



concepciones humanas, comprender la etiología de este daño y tratar de prevenirlo parece

fundamental . Actualmente , la evaluación de SDF se considera cada vez más como una prueba

eficaz del potencial de fertilidad de los espermatozoides en el asesoramiento de hombres

subfértiles (18) . La última versión del manual de laboratorio de la OMS para el examen y

procesamiento del semen humano indica que , aunque todavía se discute , la prueba de

fragmentación del ADN espermático es uno de los biomarcadores más prometedores en

andrología básica y clínica para agregar al análisis del semen con fines de diagnóstico y para

comprender mejor la función del sistema reproductor masculino ( 19) .

El ADN espermático puede dañarse en los testículos durante la espermatogénesis o a lo

largo del tracto genital masculino y por la acción de una amplia variedad de factores , incluidos los

hábitos relacionados con el estilo de vida , las enfermedades , las drogas, el envejecimiento, las

infecciones y la exposición a contaminantes . En este capítulo , revisaremos la literatura sobre los

factores que inducen SDF y los mecanismos por los cuales estos conducen a la aparición de

rupturas en el ADN espermático . En particular, nos centraremos en las tres causas principales que

se han propuesto para explicar la génesis de SDF: apoptosis abortiva , inmadurez de la cromatina y

estrés oxidativo (Figura 1 ).

SMOKINGAND ALCOHOL UNHEALTHY DIET VARICOCELE AGING TOXICANTS RADIATIONS GENITAL TRACT INFECTIONS

RISK FACTORS

ABORTIVEAPOPTOSIS

DEFECTIVE MATURATION
OXIDATIVE STRESS

TESTIS

IN VITRO

EJACULATE
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Figura 1 : Resumen de los orígenes de la fragmentación del ADN espermático (SDF) . Una amplia variedad de factores ,

incluidos los hábitos relacionados con el estilo de vida , el varicocele , el envejecimiento , la exposición a contaminantes y las

infecciones del tracto genital , pueden provocar la aparición de SDF. Estos factores pueden generar SDF en diferentes

etapas de la espermatogénesis ya sea a lo largo del tracto genital masculino o después de la eyaculación desencadenando

diferentes mecanismos .

Smoking and alcohol : Cigarillo y alcohol ; unhealthy diet: Dieta insana; Varicocele : Varicocele ; Aging : envejecimiento;

Toxicants: Tóxicos ; Radiations : Radiaciones; Genital tract infections: Infecciones del tracto genital ; Abortive Apoptosis :

Apoptosis abortiva ; Defective Maturation : Maduración defectuosa ; Oxidative Stress : Estrés Oxidativo ; Testis : Testículo ;

Epididymis: Epididimo: Ejaculate : Eyaculado ; In vitro : in vitro ; Sperm DNA Fragmentation : Fragmentación del ADN

espermático .

Factores y condiciones que afectan el ADN espermático

El tabaquismo y el consumo de alcohol son hábitos de riesgo potencial para la salud general del

individuo, incluida la salud reproductiva . Diferentes estudios informaron que estos hábitos ,

especialmente si son concomitantes , impactan negativamente en SDF (20,21 ) .

Entre otros factores del estilo de vida que influyen en los niveles de SDF, la nutrición juega

un papel importante . La creciente adopción de dietas poco saludables , opuestas a la dieta

mediterránea, también se refleja en la calidad del esperma (22) . Se ha observado que

complementar la dieta con alimentos ricos en antioxidantes (que contienen vitamina E y ácidos

grasos w-3 y w-6) no solo mejora los parámetros seminales estándar sino que también reduce los

niveles de SDF (23) . Una dieta inadecuada sumada a un estilo de vida más sedentario , favorecen



la aparición de condiciones de sobrepeso o incluso obesidad que actualmente afectan a más de

dos tercios de la población de países desarrollados y en vías de desarrollo. Claramente, los

estudios sobre los efectos de la nutrición y los tipos de alimentos en los niveles de SDF y la

calidad del semen son pocos y necesitan confirmación con cohortes más grandes.

Se ha reporado una asociación positiva entre el IMC y la SDF (24-26), lo que podría

explicarse considerando el aumento de las concentraciones de ácidos grasos en plasma en

personas con sobrepeso. Estos ácidos grasos pueden sufrir oxidación mitocondrial y peroxisomal

produciendo especies reactivas de oxígeno (ROS) que pueden impactar en los espermatozoides

no solo provocando la oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados de la membrana y la pérdida

del potencial de la membrana mitocondrial, sino también la fragmentación del ADN de cadena

simple y doble (27). Sin embargo, un metaanálisis reciente de Sepidarkish y colegas (28) destaca

cómo la asociación entre el IMC y la SDF no es un resultado unánime, ya que también hay

artículos en los que no se encuentra asociación. Entre las posibles causas de tal discrepancia, se

debe considerar la heterogeneidad de los estudios que incluyen diferente población de estudio,

diferentes criterios de elegibilidad, varios sistemas de clasificación del IMC y, sobre todo,

diferentes métodos para evaluar el SDF. Sin embargo, algunos estudios demostraron que,

después de la cirugía bariátrica en pacientes obesos (IMC superior a 30 kg/m2), mejoró la

integridad de la cromatina espermática (29-31). Un estudio reciente informó que, después de la

cirugía, además de una disminución progresiva de SDF, se observó una reducción de la

peroxidación de lípidos espermáticos, lo que sugiere que el estrés oxidativo es un factor crítico que

vincula la obesidad con la mala calidad del semen (32).

En los pacientes afectados por el síndrome metabólico (SMet), la obesidad se asocia con

diabetes, hipertensión y trastornos vasculares. La asociación entre MetS y SDF se ha informado

tanto en modelos animales (33) como en humanos (34-37) donde MetS parece tener un papel

significativo en el desarrollo de SDF, al menos en individuos con sobrepeso.

La evidencia clínica demuestra también una asociación entre el varicocele clínico y la SDF

(38,39). La causa más aceptada de esta asociación es que la hipertermia escrotal, desarrollada a

causa del varicocele, conduce a la generación de ROS en los testículos causando SDF y,

probablemente, perjudicando su desempeño reproductivo (40).

Además de estas, se han estudiado otras patologías por su impacto en la infertilidad

masculina. Muchos estudios informan que los pacientes con cáncer muestran niveles más altos de

daño en el ADN espermático (41-48). En particular, el cáncer de testículo, que probablemente

interfiere con el equilibrio normal del control apoptótico en los testículos, provoca altos niveles de

daño en el ADN del esperma, similares a los observados en pacientes infértiles (49). Además, el

tratamiento con quimioterapia y radioterapia altera la espermatogénesis y la calidad del ADN

espermático, ya que las células premeióticas que se replican son extremadamente sensibles a los

agentes genotóxicos (50), en una medida que depende del tipo y la intensidad de la terapia (51).

El envejecimiento es uno de los factores de mayor riesgo para las enfermedades humanas,

incluida la infertilidad. Grandes estudios informaron los efectos negativos del envejecimiento en

algunos parámetros de semen convencionales (volumen, conteo y motilidad) y en SDF (52-55).

Con el avance de la edad, el estrés oxidativo se acumula; de hecho, en los hombres mayores, las

concentraciones de ROS en el semen son más altas (56) y pueden dañar el ADN espermático.

Una explicación alternativa del aumento de SDF con el envejecimiento es que la

espermatogénesis puede ser menos efectiva en los hombres mayores, lo que resulta en la

liberación en la eyaculación del semen conADN defectuoso (54).

La exposición a altas temperaturas (57) o a químicos como estireno, plomo, cadmio, boro,

bisfenol A, ftalatos (58,59), implica un aumento significativo en los niveles daño en el ADN

espermático. Bosco et al. (60) incluso sugiere el nivel de SDF como un indicador de los impactos

nocivos de la contaminación del aire en la salud individual y la capacidad reproductiva.

Según algunos estudios (61-63), alrededor del 15 % de las causas de infertilidad masculina

se deben a infecciones del tracto genital masculino, a menudo desatendidas por ser asintomáticas

o poco sintomáticas, pero que pueden comprometer la espermatogénesis y las funciones

espermáticas. En particular, se ha demostrado que las infecciones por Micoplasma, Ureaplasma

urealyticum y Chlamydia trachomatis influyen en la integridad del ADN espermático humano

(64,65). A través de un estudio in vitro, demostramos recientemente que la co-incubación de

espermatozoides con Escherichia coli (una de las especies más frecuentes encontradas en el

semen humano (66) condujo a una disminución de la motilidad total y progresiva, una reducción en

la viabilidad de los espermatozoides, indujo estrés oxidativo mitocondrial, activó la vía apoptótica y



desencadenó SDF (67). Cada vez se acumula más evidencia sobre el papel de la disbiosis en la

microbiota del tracto reproductivo en la infertilidad masculina (68), lo que sugiere que este es un

aspecto importante a considerar durante la anamnesis de la pareja infértil para mejorar sus

posibilidades reproductivas.

Otra recomendación importante es evitar períodos de abstinencia prolongados, ya que

están asociados con niveles más altos de daño en el ADN espermático (69,70) e impactan

negativamente en los resultados del TAR (71). Es posible que la acumulación de espermatozoides

en el epidídimo durante mucho tiempo haga que los espermatozoides sean más susceptibles al

estrés oxidativo.

Finalmente, se puede agregar más daño al ADN del esperma al existente durante la

manipulación in vitro para el procedimiento ART. La exposición de los espermatozoides a

temperaturas elevadas, la extracción de plasma seminal, la centrifugación, los procedimientos de

congelación y descongelación pueden inducir estrés oxidativo y, en consecuencia, SDF (72-74).

Todos los factores descritos pueden afectar a los espermatozoides en diferentes etapas y

principalmente a través de tres mecanismos no excluyentes entre sí: inducir la apoptosis, alterar el

proceso de maduración de la cromatina y producir ROS.

Los espermatozoides se desarrollan en los túbulos seminíferos de los testículos a partir de

células madre. Durante el tránsito por el epidídimo, los espermatozoides completan la maduración

de la cromatina y, tras la eyaculación, experimentan una capacitación que consiste en una serie de

modificaciones bioquímicas que conducen a la adquisición de la capacidad de fecundar el ovocito.

La rotura del ADN espermático puede ocurrir durante todos estos pasos críticos. Durante la

espermatogénesis, la apoptosis de las células germinales testiculares ocurre continuamente para

mantener una proporción correcta entre las células germinales y las células de Sertoli y para

eliminar los espermatozoides anormales (75) que están marcados con proteínas Fas y

posteriormente fagocitados y eliminados por las células de Sertoli (76). Sin embargo, este proceso

puede ser defectuoso y dar lugar a la aparición de espermatozoides con claros signos de

apoptosis en el eyaculado (77,78), introdujeron el término "apoptosis abortiva" para definir dicho

fenómeno que representa una de las principales causas de la génesis de SDF. Hace algunos años,

nuestro grupo describió la aparición, particularmente en semen de hombres

oligoastenoteratozoospérmicos y astenospérmicos, de elementos redondos anucleados, que

contenían ADN fragmentado y presentaban una serie de marcadores apoptóticos (Fas, p53, Bcl-X

y actividad caspasa) (79,80) que probablemente se derivan de la apoptosis testicular y sugieren un

deterioro de la eficiencia de la espermatogénesis (81). La presencia de tales cuerpos apoptóticos

en el semen apoya la teoría de la "apoptosis abortiva". Además, mediante una investigación

directa de la concomitancia de la fragmentación del ADN y los signos de apoptosis en los

espermatozoides humanos, nuestro grupo encontró una fuerte asociación de los dos fenómenos

(82). El inicio del programa apoptótico en los testículos puede desencadenarse por estímulos

externos o puede deberse a eventos locales como alteraciones del medio hormonal que modula la

supervivencia celular (83) o un deterioro del proceso de maduración de la cromatina (82).

La madurez de la cromatina es una característica fundamental del espermatozoide para

entregar ADN intacto al ovocito. De hecho, el empaquetamiento anormal de la cromatina está

asociado con una baja tasa de fertilización (84) y mala calidad del embrión (85) y fallas en el

embarazo (86) en los programas de TRA. Para lograr la maduración completa de la cromatina, se

produce una reorganización espectacular en los núcleos de las espermátides, donde la gran

mayoría de las histonas somáticas se sustituyen por protaminas, lo que da lugar a una cromatina

altamente condensada y empaquetada. Para promover el alivio transitorio del estrés torsional del

ADN y así favorecer la sustitución de histonas primero con proteínas de transición y luego con

protaminas, las enzimas topoisomerasas llevan a cabo roturas transitorias de doble cadena

(87,88). Como las espermátidas son haploides, se ha planteado la hipótesis de que se produce un

proceso de reparación de unión de extremos no homólogos (NHEJ) para reparar roturas de doble

cadena en las espermátidas, que sin embargo puede generar un repertorio de alteraciones de

secuencia (89) . Si falla la religadura de las muescas del ADN, la rotura del ADN persiste y se

encuentra en los espermatozoides eyaculados. Apoyando la teoría de la maduración alterada de la

cromatina como una de las causas de la SDF, se encontró una correlación directa entre la SDF y

los marcadores de inmadurez de la cromatina (90,91) y una concomitancia de signos de

inmadurez de la cromatina y presencia de ADN. Nuestro grupo encontró roturas en un alto

porcentaje de espermatozoides (82).



Los espermatozoides con ADN nuclear pobremente protaminado pueden ser enviados a la

apoptosis (ver arriba), o sobrevivir pero más susceptibles al ataque oxidativo (90).

El estrés oxidativo se debe a un desequilibrio entre la producción de ROS y la capacidad

del cuerpo para contrarrestar sus efectos nocivos a través de la neutralización por parte de los

antioxidantes. Una vez que llegan al núcleo del espermatozoide, las ROS conducen a la formación

de aductos de base oxidados que luego son eliminados por la enzima espermática (8-oxoguanina

ADN glicosilasa 1) creando sitios abásicos relativamente inestables, propensos a la fragmentación.

El papel del estrés oxidativo en la génesis de SDF se sustenta en estudios que muestran la

presencia de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8OHdG), un marcador de estrés oxidativo, en aquellos

espermatozoides con ADN fragmentado (90,92). En nuestro estudio también se evaluó la

concomitancia de signos de estrés oxidativo y roturas de ADN en los espermatozoides (82).

Observamos que la aparición de 8-OHdG y malondialdehído, otro sello distintivo del estrés

oxidativo, apenas reflejaba la presencia de roturas de ADN en los espermatozoides. Sin embargo,

al usar una estrategia para enfocarse en la fracción de esperma viable del eyaculado, la frecuencia

de la concomitancia de marcadores de estrés oxidativo y SDF fue mucho mayor, lo que indica

fuertemente que el estrés oxidativo puede generar roturas de ADN principalmente en

espermatozoides viables (82). En base a estos resultados, postulamos que el ataque oxidativo es

el principal mecanismo responsable de la inducción de SDF después de la espermiación y la

eyaculación, así como durante la incubación in vitro (93) o la manipulación de los espermatozoides

(74,94,95).

Otro mecanismo que parece participar en la generación de daño en el ADN espermático y

que recientemente está atrayendo más atención es la metilación del ADN espermático (96). El

proceso de metilación, que puede ocurrir tanto durante la espermatogénesis como durante el

tránsito en el tracto epididimario, puede comprometer la estabilidad del genoma y, por lo tanto,

hacer que el ADN sea más susceptible al daño (97,98). Varios estudios sugieren una correlación

entre los defectos de metilación del ADN y la infertilidad masculina (99) y hallazgos recientes

informan correlaciones positivas significativas entre hipermetilación (96,100) o hipometilación

(101,102) y SDF. Todavía no se sabe si la metilación aberrante del ADN es la causa o el efecto de

SDF (100). Algunos autores argumentan que la metilación del ADN es el mediador de ROS en la

inducción del deterioro del ADN espermático (103) y que la suplementación con antioxidantes en

hombres infértiles puede resultar en mejoras significativas en la metilación del ADN espermático y,

en consecuencia, en la integridad del ADN espermático (104). Ciertamente, se necesitan más

estudios para aclarar el papel de las modificaciones epigenéticas en la infertilidad masculina, pero

este aspecto debe tenerse en cuenta para realizar un diagnóstico cuidadoso del hombre infértil.

Posibles intervenciones para reducir SDF

Los factores inductores de SDF descritos anteriormente y los mecanismos involucrados pueden

representar los puntos de partida para definir tratamientos terapéuticos u otras intervenciones para

reducir o prevenir SDF. Ciertamente, la introducción de cambios en el estilo de vida y una nutrición

especialmente adecuada podría desempeñar un papel en la reducción de SDF, aunque se

necesita más investigación para determinar cómo estos cambios pueden traducirse en mejores

resultados reproductivos. En la actualidad, la suplementación oral con antioxidantes representa la

opción terapéutica más popular basada en las evidencias de una reducción de la incidencia de

SDF después del tratamiento con antioxidantes (105-108). Sin embargo, aunque algunos

resultados son alentadores, una revisión Cochrane reciente informó que excluyendo los estudios

de análisis con alto riesgo de sesgo e incluyendo solo estudios aleatorios y controlados con

placebo, no hay evidencia clara de un aumento de nacidos vivos en hombres subfértiles tratados

con antioxidantes en comparación con los no tratados o con placebo. grupos debido a una alta

heterogeneidad de los estudios (109).

El otro punto en el que se puede considerar una acción para reducir el daño del ADN

espermático es atacar la apoptosis de manera específica del tejido, considerando que la muerte

celular programada tiene un papel omnipresente. En este escenario, se ha estudiado ampliamente

el uso de la hormona estimulante del folículo que tiene efectos antiapoptóticos específicos a nivel

testicular (110). Un metanálisis reciente que incluye seis estudios con 383 hombres con infertilidad

idiopática tratados con FSH (111) reveló una disminución leve pero significativa de SDF después

de tres meses de tratamiento. Sin embargo, en el caso de los tratamientos antioxidantes, la

heterogeneidad de los estudios y la falta de criterios de inclusión claros en la mayoría de ellos no

permite sacar conclusiones claras. Curiosamente, existe evidencia de que la selección de hombres



infértiles para el tratamiento con FSH sobre la base de los polimorfismos del receptor de FSH

puede ser una estrategia prometedora (112) .

Cabe mencionar que estudios clínicos recientes evidenciaron que el uso de

espermatozoides testiculares para ICSI puede representar una opción para hombres con SDF alta

en semen ( 113 ) . Esta estrategia se basa en procedimientos de recuperación de espermatozoides

testiculares y podría proponerse a hombres en los que puede haber un aumento del estrés

oxidativo en el tracto genital masculino . Sin embargo , se debe considerar la posible aparición de

efectos adversos después de la extracción testicular de esperma y las molestias para los

pacientes .

Otras estrategias menos invasivas que se pueden utilizar para seleccionar

espermatozoides con menor SDF antes de proceder con ICSI son : el Magnetic Activated Cell

Sorting (MACS) , basado en la detección de fosfatidilserina ( 114); el uso de gran aumento para

seleccionar los espermatozoides morfológicamente más normales, ya que la presencia de

vacuolas en la región nuclear se ha asociado con una alta SDF (inyección intracitoplasmática de

espermatozoides seleccionados morfológicamente (IMSI ) (115) ; la inyección intracitoplasmática

fisiológica de espermatozoides (PICSI ) ( 116) , basado en la unión de los espermatozoides al ácido

hialurónico; el uso de dispositivos de microfluidos , que permiten la migración de los

espermatozoides a lo largo de los microcanales (117) . Sin embargo, los estudios sobre la eficacia

de estos procedimientos han generado conflictos resultados y, a menudo , estas técnicas dependen

de la disponibilidad de equipos costosos y personal calificado ( 118) .

En conclusión , aunque existe alguna evidencia de tratamientos exitosos para reducir la

fragmentación del ADN espermático , sigue siendo una amenaza para la fertilidad masculina y para

la salud de la descendencia. Se necesita más investigación para tener un panel claro de todos los

mecanismos y vías involucrados en el origen de SDF y así desarrollar agentes terapéuticos más

específicos y mejores intervenciones para los pacientes.
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El ADN del espermatozoide humano

El espermatozoide humano posee un ADN eucariótico altamente condensado y organizado de

forma específica por lo que difiere sustancialmente del de las células somáticas (1,2). Esta

diferencia en la compactación del ADN resulta ser de gran utilidad al reducir el volumen

espermático y facilitar su pasaje a través del tracto genital femenino, manteniendo el genoma

transcripcionalmente inactivo hasta llegar a su objetivo: el citoplasma ovocitario (3).

La cromatina espermática se encuentra fuertemente empaquetada debido a la presencia de

pequeñas proteínas extremadamente básicas denominadas protaminas (4). Durante los últimos

pasos de la espermatogénesis, se remodela y condensa el núcleo de la espermátide, con el

desplazamiento de las histonas somáticas por histonas específicas del testículo, seguido por

proteínas de transición y luego por las protaminas. La maduración de los espermatozoides en el

epidídimo comprende la última fase de organización de la cromatina en donde se generan

entrecruzamientos (S-S) entre las protaminas que participan en la compactación de la cromatina

(5,6).

Etiología de la fragmentación del ADN

El daño al ADN espermático consiste en la fragmentación del mismo por roturas de una o de las dos

hebras de ADN. Dentro de las principales causas podemos mencionar (Figura 1): [1] la apoptosis

durante el proceso de espermatogénesis, [2] las rupturas en el ADN durante la remodelación de la

cromatina en el proceso de espermiogénesis (3) la fragmentación del ADN post-testicular inducida

principalmente por especies reactivas del oxígeno (ROS), incluyendo los radicales hidroxilo, el óxido

nítrico y el anión superóxido (4), el daño inducido por radioterapia y quimioterapia en pacientes

oncológicos (6) o por tóxicos ambientales o hábitos nocivos como el tabaquismo (7).



Figura 1. Posibles lugares donde se genera la fragmentación del ADN espermático durante el tránsito por el tránsito por el

tracto reproductivo masculino y femenino. Adaptado de Sharma y Agarwal, 2011 (2).

Durante la espermatogénesis, un 50% a 60% de todas las células germinales que entran en meiosis

I son inducidas a la apoptosis. Estas células son fagocitadas y eliminadas por las células de Sertoli

asociadas a ellas (8-10). Sin embargo, este mecanismo no siempre opera de manera eficiente y un

porcentaje variable de células germinales defectuosas evaden esta selección y pueden aparecer

más tarde en el semen, aún con la apariencia de un espermatozoide normal (11). Durante el tránsito

por el oviducto los espermatozoides se capacitan, son seleccionados y atraídos por un gradiente de

progesterona liberado por el complejo cúmulo-ovocito (3). Se postula que el oviducto tendría la

capacidad de seleccionar el paso de espermatozoides con ADN intacto reteniendo aquellos

fragmentados (12).

Para que la fecundación sea exitosa, se requieren niveles controlados de ROS necesarios

para que ocurra la capacitación y la hiperactivación espermática. Sin embargo, altos niveles de ROS

se asocian a infertilidad masculina ya que se altera la fluidez de la membrana espermática por

efecto sobre los ácidos grasos poliinsaturados y las funciones mitocondriales. Esto resulta en una

movilidad deteriorada y una disminución de la capacidad fusogénica con el ovocito (13); más aún,

dado que las ROS pueden pasar libremente a través de las membranas atacan el ADN espermático

generando distinto tipo de daño (doble hebra o simple hebra) según la intensidad del ataque

oxidativo (14). Algunos estudios reportaron que los espermatozoides inmaduros producen altos

niveles de ROS y pueden inducir daño sobre otros espermatozoides maduros (15). La presencia de

leucocitos resulta ser un componente habitual dentro de las células presentes en un eyaculado.

Cuando esta cantidad supera el millón/ml estamos en presencia de una leucocitospermia y puede

indicar presencia de una infección o inflamación del tracto genital masculino. La activación de los

leucocitos genera productos oxidantes altamente tóxicos para el ADN del espermatozoide (16-18).

La presencia de espermatozoides inmaduros con exceso de citoplasma residual también se asocia

con actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que conduce a la generación excesiva de NADPH

y, por
lo

tanto, a la sobreproducción de ROS (19).

Durante el procesamiento de muestras por Técnicas de Reproducción Asistida (TRA)

puede ocurrir la generación involuntaria de daño iatrogénico (20). Se ha visto que pacientes

infértiles son más susceptibles a sufrir daño en el ADN durante el proceso de criopreservación (21).

Dentro de las técnicas de selección espermática se sabe que la centrifugación de espermatozoides

inmaduros (que producen altos niveles de ROS) con espermatozoides maduros resulta en la



inducción de fragmentación del ADN (22). Es por esto que se sugiere la utilización de swim up pero

sin centrifugación previa (23). La incubación de espermatozoides in vitro aún bajo condiciones

capacitantes y en presencia de albúmina, puede inducir la generación de ROS con aumento en la

lipoperoxidación y daño al ADN debido al propio metabolismo oxidativo del espermatozoide, sin

estar asociado a ningún proceso necrótico Es importante destacar que aun en condiciones de estrés

oxidatívo inducido (200 µM de H202) (24), los espermatozoides pueden capacitarse (medido a través

de la fosforilación en residuos de tirosina) y sufrir la reacción acrosomal inducida por fluido folicular,

lo que indicaría que, aún presentando altos niveles de fragmentación del ADN, estos

espermatozoides pueden mantener su capacidad fecundante (25). Asimismo, se ha demostrado en

modelos animales, que espermatozoides con ADN fragmentado pueden unirse a la zona pellucida

ovocitaria, penetrarla, decondensarse en el ooplasma y fusionarse con el ADN materno para iniciar

los primeros procesos de clivaje embrionario (26-28). Utilizando TRA, se ha observado que varones

con alto grado de fragmentación de ADN pueden lograr un embarazo (29), pero con menores

chances de sostenerlo debido a la pobre calidad embrionaria (30.32). Si bien, diversos meta-análisis

publicados previamente no demostraban relación entre el aumento en la fragmentación del ADN

espermático y el embarazo clínico (1, 33-36), recientemente se ha observado que el índice de

fragmentación (IF) varía inversamente con la taza de embarazo clínico, independientemente del

TRA utilizado, Fecundación in vitro (FIV) o Inyección citoplasmática de espermatozoide (ICSI)

(24,37), con un aumento en la tasa de abortos espontáneos (24, 38-40).

La necesidad de incluir la integridad del ADN en el estudio de la calidad seminal

La infertilidad afecta a un 15-20% de las parejas y, en aproximadamente la mitad de los casos, es

de origen masculino (41). El análisis básico del semen o espermograma, evalúa concentración

espermática, pH, volumen, movilidad espermática y porcentaje de espermatozoides

morfológicamente normales y vivos. Sin embargo, esta metodología no detecta defectos en el

espermatozoide a nivel genómico o genético y, además, un alto porcentaje de parejas aún

presentando espermogramas considerados normales, no consiguen el embarazo. Esto sugiere la

necesidad de afinar las técnicas de evaluación de la calidad seminal ya que el espermograma

tradicional resulta insuficiente (42). Por el otro lado, espermatozoides considerados

morfológicamente normales por el criterio estricto de evaluación de morfología, pueden presentar su

ADN altamente dañado (32-43. Existe evidencia clínica que indica que los espermatozoides de

hombres infértiles con parámetros espermáticos normales poseen sustancialmente mayor daño al

ADN que los espermatozoides de hombres fértiles (44,45) por lo que se propone a la fragmentación

como un buen predictor para diferenciar ambas poblaciones (46). En la reciente 6ta. edición del

Manual de la Organización Mundial de la Salud para la evaluación y procesamiento del semen

humano (47) se ha incluido al estudio de la fragmentación dentro del ítem de pruebas extendidas,

siendo que ediciones anteriores solo se proponía para uso en investigación. Esto demuestra que

existe hoy día suficiente evidencia científica y consenso clínico para incluir esta evaluación dentro

del estudio completo del varón que presenta no sólo trastornos reproductivos sino también aquel

paciente que cursa desórdenes metabólicos, enfermedades uro u oncológicas. Se sugiere su

evaluación en las siguientes situaciones (48):

a) fallas repetidas en TRA o mala calidad embrionaria

b) infertilidad idiopática

c) alteración severa de los parámetros seminales básicos (concentración, movilidad y morfología)

d) parejas que han sufrido abortos a repetición

e) varicocele

f) enfermedades cónicas

g) infecciones de las glándulas accesorias

h) edad paterna avanzada (>45 años)



i) estilo de vida (tabaquismo , drogas) , obesidad ,

j) factores ocupacionales y ambientales

k) pacientes oncológicos que realizaron tratamientos de quimio o radioterapia.

Con el desarrollo de la FIV y del ICSI se han logrado grandes avances en los TRA. Sin embargo ,

estas prácticas requieren una selección previa de espermatozoides en las muestras de semen.

Este proceso de selección se basa generalmente en la movilidad y morfología del espermatozoide ,

sin tener en cuenta la integridad del genoma ( 13,49) , lo cual ha hecho que el estudio de la

fragmentación tome relevancia principalmente en pacientes que serán tratados con TRA. Existen

distintas técnicas de selección de espermatozoides de mejor calidad entre ellas las más difundidas

son los gradientes de densidad y el swim up (47) . Mientras que algunos trabajos proponen que

ambas metodología disminuyen el IF (50) , otros autores presentan resultados opuestos donde ven

aumentado el IF post-tratamiento (51 ) . Nosotros observamos una disminución significativa en los

valores medios del IF, utilizando tanto gradientes de densidad como swim up. Sin embargo

debemos destacar que existe una susceptibilidad individual frente a la técnica de selección por lo

cual proponemos realizar el estudio de la fragmentación pre y post-selección en un ciclo previo al

TRA para así poder organizar mejor la conducta terapéutica (25) .

Se ha propuesto que valores aumentados de fragmentación de ADN disminuyen

marcadamente las chances de embarazo , tanto en concepción natural (44,52) como en TRA (53-

55) . Por lo tanto , la evaluación de la fragmentación del ADN espermático tiene un alto valor

predictivo tanto para el resultado de la concepción natural como en TRA. En casos de pacientes

con altos niveles de fragmentación y con fallas repetidas en TRA, se han propuesto diferentes

estrategias , que aún resultan experimentales, tales como la separación de espermatozoides

dañados por columnas de anexina V (MACS) y la recuperación de espermatozoides intactos por

nado en placas de microfluídica , entre otras (56) . El uso de columnas de anexina V ha sido incluía

en la última edición del Manual OMS (47) dentro del capítulo de pruebas de selección debido a su

amplia difusión en la clínica (57) , si bien se cuestionan aún posibles efectos no deseados durante la

exposición al campo magnético por lo que su uso permanece como experimental .

Técnicas para evaluar la fragmentación del ADN espermático

Se ha generado un gran debate respecto del modo en que las distintas técnicas evalúan la

fragmentación del ADN , pudiendo ser de manera directa o indirecta . Los métodos directos , en

donde se marcan directamente las roturas tanto de cadena sencilla como de cadena doble , miden el

daño "real" del ADN , mientras los indirectos se basan en que las roturas del ADN incrementan la

susceptibilidad a la desnaturalización , al iniciarse ésta a partir de los extremos libres . Es debido a

esto que los métodos indirectos evalúan la distinta capacidad o predisposición de la cromatina para

desnaturalizarse frente a determinados tratamientos . Se dice que estas técnicas miden el daño

"potencial" del ADN , mientras que los métodos directos miden el daño " real" (58) .

Métodos directos

Marcado de extremos libres por dUTP (TUNEL): Añade nucleótidos marcados con fluorosforo, de

manera templado-independiente , en los extremos de las roturas existentes del ADN mediante la

reacción catalizada por una transferasa terminal . Puede detectar tanto roturas de doble como de

simple cadena. La proporción de ADN dañado puede ser medida tanto por microscopía de

fluorescencia como por citometría de flujo (59) .

Ensayo del COMETA: Se somete a los espermatozoides ( incluidos en un microgel de agarosa) a

una solución que remueve puentes disulfuro y proteínas , y posteriormente a una electroforesis .

Así el ADN fragmentado , tanto de cadena doble como sencilla, avanza por acción del campo

eléctrico generando una imagen similar a la cola de un cometa , mientras que si el ADN está

intacto y súper enrollado , no se formara el "cometa" (60) . La tinción se realiza con bromuro de

etidio , y la evaluación de los cometas puede efectuarse visualmente mediante microscopía de

fluorescencia (61 ) o con ayuda de un programa informático (62,63) .



· Ensayo de traducción in situ de extremos libres (ISNT): Incorpora dUTP (desoxiuridín trifosfato)

biotinilado, de manera templado-dependiente, a roturas en el ADN simple hebra con la ADN

polimerasa I (64). La exactitud de la ADN polimerasa es elevada, por lo que los dUTP son

eficientemente incorporados a los fragmentos de ADN. Así, el ensayo es capaz de identificar

varios niveles de daño en el ADN (de pobre a elevado). Sin embargo, al incorporar dUTP de

manera templado-dependiente, sólo puede utilizarse para detectar fragmentos de ADN de

cadena sencilla, lo que lo vuelve una técnica con menor relevancia biológica (22).

Métodos indirectos

· Ensayo de la estructura de la cromatina espermática (SCSA): Luego de la desnaturalización del

ADN con una solución ácida (el ADN fragmentado es más susceptible a ser desnaturalizado), se

procede a la tinción con naranja de acridina. El ADN desnaturalizado (fragmentado) se encuentra

como simple hebra y posee fluorescencia roja, mientras que el que permanece como doble hebra

(ADN intacto) presenta fluorescencia verde (65). La detección se realiza por citometría de flujo

que permite medir una gran cantidad de espermatozoides por muestra lo que la hace altamente

reproducible (66). Es el único que tiene valores de referencia obtenidos a partir de un meta-

análisis en donde se establece que cuando el IF > 30 % se reducen las chances de embarazo in

vivo, por Inseminación intrauterina o Fertilización in vitro/ ICSI (67).

· Test de dispersión de la cromatina espermática (SCD): consiste en el tratamiento de los

espermatozoides con una solución desnaturalizante (ácida), la cual produce ADN simple hebra

(ADNss) a partir del extremo de un fragmento de ADN roto. Si el ADN no está fragmentado,

permanecerá como doble hebra (ADNds) aún después del tratamiento con solución ácida. Luego

de una solución de lisis, se evalúa la dispersión del ADN en halos en un gel de agarosa (68,69).

Metodologías y su aplicación en el laboratorio clínico

Para que un método pueda ser aplicado en el laboratorio clínico debe cumplir varios requerimientos.

Dentro de ellos; debe ser un método accesible (evaluando costo/ beneficio), rápido, reproducible, de

fácil aprendizaje y que tenga valores de referencia validados.

Dentro de las metodologías que se han propuesto para la evaluación de la fragmentación del

ADN espermático las técnicas del SCD y TUNEL son las más popularizadas para el diagnóstico

clínico, debido a la accesibilidad y/o a la disponibilidad de equipos comerciales para realizar las

técnicas, ambas han sido validadas en comparación con otros métodos y resultan tener buena

especificidad y sensibilidad para discriminar entre varones fértiles e infértiles (70). Haremos un

breve resumen de ambas metodologías:

Test de dispersión de la cromatina espermática (SCD)

El ADN se encuentra organizado en bucles anclados a la matriz nuclear. Dichos bucles se

compactan por la acción de las protaminas intercaladas, las cuales estabilizan rígidamente la

estructura a través de la formación de puentes S-S entre ellas (58). La técnica SCD consiste en el

tratamiento de los espermatozoides con una solución desnaturalizante (ácida), la cual produce ADN

simple hebra (ADNss) a partir del extremo de un fragmento de ADN roto. Si el ADN no está

fragmentado, permanecerá como doble hebra (ADNds) aún después del tratamiento con solución

ácida. Posteriormente, los espermatozoides son tratados con una solución de lisis (con agentes

reductores y detergentes) que rompe los enlaces S-S y remueve las proteínas del núcleo

permitiendo la descondensación del ADNds y el desenrollamiento de los bucles empaquetados en la

matriz nuclear provocando halos de dispersión. Sin embargo, el ADNss interactúa con la cabeza del

espermatozoide de manera tal que la remoción de las proteínas nucleares no provoca la dispersión

del ADN. De esta manera, luego de la tinción, los espermatozoides con ADN intacto presentan halos

de dispersión (patrón “halo grande” y “halo medio”), mientras que aquellos con ADN fragmentado no

lo hacen (patrón “halo pequeño”, “sin halo” y “degradado”) (69, 71, 72) (Figura 2).



Figura 2. Fotomicrografía representativa de la técnica SCD. Obtenidas en microscopio óptico Mikoba con Cámara HD 6.0 a

10x.

Ventajas de la técnica:

No requiere de instrumental costoso más que un baño termostatizado, una

estufa de cultivo y un microscopio óptico.

Es una metodología de fácil implementación por lo que puede solicitarse de

rutina junto
al

espermograma.

Las placas una vez teñidas pueden guardarse y leerse luego.

Se pueden guardar a -20°C las muestras ya sea el semen o suspensión de

espermatozoides, permitiendo ahorrar reactivos.

Existen en el mercado varias marcas comerciales pero también se pueden

preparar
los reactivos (in home).

La posibilidad de discriminar el daño extremo (degradados), es una clara e

importante ventaja de la técnica SCD, especialmente en pacientes que

presentan varicocele.

Existen programas que permiten automatizar las lecturas de los halos, si bien

hoy día aún se encuentra en desarrollo (73).

La técnica SCD ha sido validada de diferentes modos: de manera directa mediante comparación

con otras técnicas (ISNT, TUNEL y DBD-FISH) aplicadas al mismo espermatozoide (in situ) (71), de

manera indirecta mediante comparación con otras técnicas (TUNELY SCSA) usando alícuotas de la

misma muestra (69-71, 74) y, finalmente, usando agentes que inducen fragmentación del ADN

(H2O2, nitroprusiato de sodio o DNasa I) (71).

Nuestro laboratorio ha observado que el tratamiento oxidante (>100 µM de H2O2) aumenta

el índice de fragmentación de forma dosis-dependiente sin afectar la viabilidad ni la motilidad

espermática (Figura 3) (1). De esta manera, la utilización de un tratamiento oxidante permite

introducir un control positivo de fragmentación para la puesta a punto de la técnica.



Figura
3.

Efecto del H2 sobre el índice de fragmentación del ADN espermático. Realizado con la técnica SCD luego de

haber incubado los espermatozoides mótiles durante
30

minutos a las distintas concentraciones de H2O2. Los

resultados se expresan como media ± SEM, *p < 0.001 respecto del control (1).

O2

● Preparación de reactivos y materiales

Preparación de portaobjetos de agarosa 0,65% p/v

- Disolver 0,65 g de agarosa estándar en 100 ml de agua desionizada.

- Calentar hasta ebullición (la agarosa debe estar completamente disuelta).

- Colocar los portaobjetos horizontalmente sobre una superficie que soporte altas temperaturas y

cubrirlos con agarosa.

Nota: Previamente identificar el lado del portaobjetos que contiene la agarosa porque, una vez

deshidratada, ésta ya no se ve.

- Llevar los portaobjetos a una estufa precalentada a 80°C hasta que la agarosa ya no sea visible.

- Dejar enfriar y guardar en cajas a temperatura ambiente (se puede usar esferas de silica gel para

proteger de la humedad).

Nota: La agarosa puede guardarse en un frasco cerrado en heladera y, cuando se desea hacer más

portaobjetos, se funde en microondas.

Preparación de eppendorfs de agarosa bajo peso molecular (LMP)

- Disolver 0,1 g de agarosa de bajo punto de fusión en 10 ml de agua destilada (1 % p/v).

- Calentar hasta ebullición (la agarosa debe estar completamente disuelta).

- Distribuir 70 µl en el fondo de tubos eppendorfs de 1 ml.

- Dejar enfriar y almacenar en heladera.

Preparación de la solución de lisis (trabajar preferentemente en cabina extractora o espacio bien

ventilado).

Composición: 2,5M NaCl; 0,2M TRIS base; 0,2M DTT; 1% v/v Triton X-100; pH 7,5 ± 0,2.



Para preparar 100 ml de solución de lisis, disolver en agua destilada:

- 14,61 g NaCl

- 2,42 g TRIS base

- 3,085 g ditiotreitol (DTT)

- 1 ml Triton X-100 (Nota: añadir en último para evitar hacer espuma)

- Medir pH y ajustarlo a 7,5 ± 0,2 con HCl

Nota: Esta solución puede alicuotarse en tubos y freezarse (-20 °C). De esta manera se evita la

formación de precipitado (lo que indicaría que debe volver a prepararse).

● Protocolo SCD

- Atemperar la solución de lisis

- Fundir un eppendorf con 70 µl de agarosa LMP (baño caliente durante 2 min)

- Atemperar el eppendorf a 37°C por 5 min

- Añadir 30µl de muestra (ajustar previamente a 5-10 mill de espermatozoides/ml en buffer fosfato

(PBS)) en el eppendorf (homogeneizar evitando hacer burbujas). La concentración final de agarosa

LMP será de 0,7% p/v.

- Depositar 18-20 µl en el portaobjetos con agarosa y colocar un cubreobjetos de 20 x 20 mm (Nota:

si el líquido no se esparce hasta el borde del cubre, presionar gentilmente con el tip).

Nota: Estos últimos 2 pasos se deben realizar rápidamente para que la agarosa no solidifique antes

de agregar el cubre.

- Colocar en heladera (4°C) durante 8 min.

- Preparar solución ácida 0,08N HCl (Nota: no puede almacenarse, se prepara en el momento), 80

µl HCl puro en 10 ml de H20 destilada.

- Remover el cubreobjetos: con un portaobjetos empujar desde uno de los bordes del cubre hasta

sentir que se libera (Nota: si está muy pegado, esperar a que el portaobjetos tome temperatura

ambiente). Luego remover el cubreobjetos suavemente y chequear la presencia de los

espermatozoides adheridos al portaobjeto con microscopio a 40x.

A partir de aquí, de ser posible trabajar en cabina extractora, sino ventilar bien.

- Incubar con solución ácida por 8 min: colocar el portaobjetos horizontalmente cubrirlo

completamente con la solución. Escurrir el portaobjetos cuidadosamente (Nota: puede utilizarse una

hoja de papel tissue para remover el exceso de líquido).

- Incubar con solución de lisis por 25 min. Escurrir el portaobjetos cuidadosamente.

- Incubar con agua destilada por 5 min. Escurrir el portaobjetos cuidadosamente.

- Realizar una deshidratación secuencial, incubando durante 2 min en alcohol 70%, 90% y 100%

respectivamente.

- Dejar secar a temperatura ambiente.

Nota: En este punto se pueden guardar en heladera para ser teñido luego.

- Teñir durante 15 min con solución Wright:PBS a partes iguales. Nota: previo a su uso, se debe

filtrar con papel filtro y embudo la solución de Wright para evitar la formación de precipitados (esto

debe hacerse en fresco cada vez que se tiña). Durante la tinción, se debe mantener en agitación

para facilitar su penetración en la agarosa (Nota: puede realizarse soplando con una pera de goma

de tesiómetro).

- Aclarar con agua de grifo.

- Teñir por 10 min con solución Wright pura (mantener en agitación).



- Aclarar con agua de grifo

- Dejar secar al aire.

Una vez teñidos, los portaobjetos pueden guardarse en heladera o a temperatura ambiente.

Cada laboratorio tiene que ajustar sus tiempos de tinción ya que el poder colorante del Wright

decae con el tiempo y la luz lo perjudica. También puede realizarse la tinción en un solo paso de

Wright 100 % durante 10 min con agitación.

● Observación en microscopio de campo claro

Al menos 400 espermatozoides se analizan en microscopio óptico a 100x con aceite de

inmersión y se clasifican según el diámetro menor del núcleo y el diámetro del halo en los siguientes

patrones de fragmentación (Figura 4):

Figura 4. Fotomicrografías representativas de los espermatozoides correspondientes a los distintos patrones de clasificación

observados en la técnica SCD. Obtenidas en microscopio óptico Mikoba con Cámara HD 6.0 a 100x. Se pueden apreciar los

distintos patrones de clasificación: a) Halo grande, b) Halo medio, c) Halo pequeño, d) Sin halo y e) Degradado. Las células

que no presentan cola (f) no deben ser contadas.

Espermatozoides con ADN no fragmentado

a) Halo grande: diámetro del halo ≥ diámetro menor del núcleo.

b) Halo medio: 1/3 diámetro menor del núcleo < diámetro del halo < diámetro menor del núcleo.

Espermatozoides con ADN fragmentado

c) Halo pequeño: diámetro del halo ≤ 1/3 diámetro menor del núcleo.

d) Sin halo: solo se observa el núcleo.

e) Degradados: representan el mayor nivel de degradación de ADN y nuclear y compromete

también a la matriz nuclear.



El IF se calcula como: % halo chico + % sin halo + % degradado.

Solo se debe registrar espermatozoides con cola ya que las células de la progenie también generan

halos de dispersión. Se analizaron 200 espermatozoides por duplicado a 100x y, para aceptar los

replicados, se calcula la máxima diferencia aceptable según el intervalo de confianza centrado en

95% como propone OMS, 2021, para lecturas porcentuales.

Interpretación clínica: Si bien no existen valores de referencia específicos para este test, en

líneas generales se utilizan los siguientes valores propuestos por la mayoría de los equipos

comerciales: IF <15 % normal, IF: 15 a 29% moderado, IF> 30% severo.

Test de TUNEL (Terminal deoxynucleotide transferase-mediated dUTP Nick-End Labeling)

El principio está basado en la adición de precursores de ADN marcados (dUTP:desoxyuridena

tripfosfato) a las roturas simples o dobles de ADN por medio de una reacción catalizada

enzimáticamente usando la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Ésta, incorpora

dUTP marcados a los extremos 3´-OH terminales del ADN, que aumenta con el número de roturas

(75). Es un ensayo sencillo y no requiere de sofisticación. Ha demostrado tener una baja

variabilidad inter e intra observador hace que sea uno de los métodos de elección en la práctica

clínica (76). La evaluación se puede realizar tanto por microscopía óptica como por citometría de

flujo.

Esta metodología permite determinar la cantidad de espermatozoides con ADN fragmentado

(fluorescentes) de los no fragmentados (no fluorescentes) (Figura 5). Otra de las grandes ventajas

es que se pueden utilizar diferentes tipos de espermatozoides provenientes de testículo, epidídimo,

semen o seleccionados por técnicas de selección espermática.

Figura 5. Técnica de TUNEL. Observación simultánea en contraste de fase y fluorescencia obtenidas con microscopio de

fluorescencia Nikon (Eclipse E600). Se observa un espermatozoide fluorescente (fragmentado) en cada fotomicrografía.

Obtenidas en microscopio de epifluorescencia a 100x.

Brevemente, la técnica consta de diferentes pasos: 1) fijación celular, 2) permeabilización, 3)

incubación con los dUTP marcados y la enzima 4) observación microscópica o por citometría de

flujo. El uso de diferentes concentraciones del fijador o tiempos de incubación (77) así como el

empleo de distintos fluoróforos unidos a los dUTPs, pueden afectar los resultados (78). Por lo cual

la técnica requiere de una minuciosa estandarización del protocolo a emplear.

Un beneficio que tiene la técnica de TUNEL evaluada por microscopía es que permite la

evaluación simultanea de la morfología de los espermatozoides, lo cual puede ayudar a predecir el

éxito del embarazo (32, 43, 79). Si bien hemos observado una asociación entre la presencia de

fragmentación del ADN y las alteraciones morfológicas (principalmente con formas anómalas o

vacuolados), no podemos descartar que algunos espermatozoides morfológicamente normales se

encuentre fragmentados (32), (43). La evaluación del TUNEL utilizando citometría de flujo permite

evaluar una mayor cantidad de espermatozoides, sin embargo los valores que se observan pueden



ser superiores a los reportados por microscopía de fluorescencia (80) . Posiblemente esto pueda

deberse a que al evaluar mayor cantidad de espermatozoides , se cometen menos errores en el

conteo; o al recuento de cabezas solas sin cola , lo cual no tendría sentido clínico .

Esta técnica utiliza control positivo y negativo para asegurar la correcta realización del

método. El control positivo , consiste en los mismos espermatozoides evaluados tratados

previamente con DNasa I , la que induce roturas del ADN en el 100% de los espermatozoides

(Figura 6). Mientras que el control negativo , consiste en los mismos espermatozoides tratados de la

misma forma pero la incubación con dUTP marcados no cuenta con la enzima transferasa , en este

caso ningún espermatozoide debe resultar marcado (fluorescente) . Si en el control positivo , se

encuentran espermatozoides no fluorescentes o en el control negativo hay células fluorescentes , el

ensayo debe ser descartado y vuelto a realizar.

A

B

C

D

E

F

G

Figura 6. Técnica de TUNEL. Microfotografías obtenidas con microscopio de fluorescencia Nikon (Eclipse E600) ,

representativa de la evaluación simultanea de morfología (contraste de fase : izquierda) , fragmentación de ADN

(fluorescencia: centro) y combinación de contraste de fase y fluorescencia (derecha) . Diferencies morfologías espermáticas

presentando TUNEL positivo . A: Piriforme; B: Normal ; C: Vacuolado; D : Pequeño; E: Elongado; F: Redondo; G: Amorfo.

Obtenidas en microscopio de epifluorescencia a 100x.

Ventajas:

No requiere de instrumental altamente costoso para un laboratorio más

que un microscopio de fluorescencia o citómetro de flujo, estufa de

cultivo, etc.

Es una metodología de fácil implementación y gran reproducibilidad si

se respetan los protocolos establecidos.

Las muestras una vez fijadas, se pueden guardar a 4ºC por un período de

tiempo no mayor a 7 días para maximizar reactivos.



Existen en el mercado varias marcas comerciales para la realización del

ensayo.

La posibilidad de diferenciar patrones de fragmentación lo hace una

herramienta sumamente importante en el momento de predecir

embarazo en técnicas de reproducción asistida (79).

Metodología para la realización del Test de TUNEL

Existen en el mercado kits comerciales para la evaluación de la fragmentación de ADN en células

somáticas que han sido adaptados para la evaluación en espermatozoides. Aquí, realizamos un

pequeño resumen de los pasos más importantes:

1- Tipo de muestra: puede ser semen entero, el cual debe ser lavado con PBS para separar el

plasma seminal de las células; espermatozoides seleccionados por el método de selección

que utilice la clínica, espermatozoides de testículo y epidídimos que deben ser lavados

previamente con PBS.

2- Fijación: se puede realizar con paraformaldehído a una concentración final de 2% durante no

más de 45 minutos a temperatura ambiente o formaldehido a una concentración final de 2

% durante no más de 30 minutos a temperatura ambiente.

3- Permeabilización: incubación por 10 minutos con Tritoón X-100 al 0,1% diluido en 0,1 % de

citrato de sodio concentración final.

4- Incubación con el mix de reacción: el mix de reacción conteniendo 0,5 IU/mL de

deoxynucleotidil transferesa terminal proveniente de timo de ternero se incubará con los

espermatozoides por una hora a 37ºC en oscuridad y con 100% de humedad para evitar la

evaporación.

Es importante resaltar que en cada uno de los pasos debe ser intensamente lavado para evitar

cualquier tipo de interferencia. Las muestras deben ser procesadas en suspensión y no secas en un

portaobjeto ya que esto último podría impedir el correcto ingreso de los nucleótidos. Pueden ser

incubadas en tubos si se va a realizar por citometría de flujo o en microgotas sobre portaobjetos si

se va a realizar por microscopía. Pero nunca esas gotas deben secarse en el trascurrir de la

metodología. El secado de las gotas sobre el portaobjetos, puede impedir el ingreso correcto de los

nucleótidos.

Espermatozoides fragmentados muestran un claro patrón de intensa fluorescencia en la

cabeza de la célula, mientras que los espermatozoides no fragmentados no muestran fluorescencia

(Figura 6 y 7). Se analizan al menos 200 espermatozoides por duplicado a 100x y, para aceptar los

replicados, se calcula la máxima diferencia aceptable según el intervalo de confianza centrado en

95% como propone OMS 2021.
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Figura 7. Fotomicrografías obtenidas con microscopio de fluorescencia Nikon (Eclipse E600) , representativa de los

espermatozoides correspondientes a un control positivo por la técnica de TUNEL . Se observa que el 100% de los

espermatozoides presentan fluorescencia . Obtenidas en microscopio de epifluorescencia a 100x.

Interpretación clínica : Los valores de referencia variarán dependiendo del tipo de muestra que se

evalúe y los protocolos realizados . Estos valores varían entre 12% a 36%. Cada Laboratorio debe

establecer sus propios valores, de acuerdo a los protocolos implementados . En nuestra experiencia

consideramos patológicos valores superiores a 12% en muestras que han sido seleccionadas , 20%

para el semen entero y 18% de los espermatozoides morfológicamente normales (79 , 80).
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Cápsula

Las infecciones trasmitidas por las vías sexual y no sexual pueden alterar el tracto genital y la calidad seminal, los agentes

causales pueden ser hongos, virus y parásitos.

Introducción

La infertilidad masculina es un problema de salud de causas múltiples y complejas, donde las infecciones del tracto genitourinario

han sido el foco de interés en la medicina reproductiva. Diferentes especies bacterianas detectadas en el semen de hombres

infértiles a menudo se adquieren por transmisión sexual mientras que otras adquieren por contaminación, infección sistémica o

incremento de la microbiota habitual (Qing et al., 2017; Alekwe et al., 2013).

Las infecciones genitales a menudo son asintomáticas, pasan desapercibidas y tienden a complicarse con el trascurso del

tiempo (Villanueva et al., 2003). Estas se inician en la uretra casi siempre y se propagan con el transcurso del tiempo, alcanzan

el testículo afectando la espermatogénesis, llegan a las glándulas accesorias y las inflaman o pueden afectar las vías seminíferas

causando obstrucción (La Vignera et al., 2011; Abd-Allah et al., 2009).

La prostatitis es la infección glandular más conocida, la cual se caracteriza por descenso de los niveles de ácido cítrico y

aumento de la actividad de la elastasa leucocitaria (Zdrodowska et al., 2008). En la prostatitis crónica es frecuente encontrar

oligoastenoteratozoospermia (Fu et al., 2014); mientras que en la infección epididimaria hay astenozoospermia con descenso de

la ☐-glucosidasa neutra (Cooper et al., 1999, 1990). La infección de las vesículas seminales produce a menudo hiperviscosidad

del semen, descenso del volumen seminal, con disminución de la fructosa y la movilidad espermática (Lozano, 2018).

Las infecciones uretrales pueden alcanzar una o más de una glándula accesoria, epidídimo y vesículas seminales pueden

infectarse unilateral o bilateralmente. En casos de prostatitis (P) y prostato-vesiculitis (PV) es frecuente hallar declive de la

calidad espermática (Vicari et al., 2006), y más en los casos de prostato-vesículo-epididimitis (PVE) bilateral (Vignera et al.,

2011).

El impacto de las infecciones en el tracto masculino involucra numerosos factores complejos donde participan citocinas

proinflamatorias, especies reactivas de oxígeno (ERO); se altera la función de las glándulas accesorias, aumentan los leucocitos,

se inducen respuestas inmunes celulares y humorales y hasta posibles cambios epigenéticos se generan entre otros (Schuppe et

al., 2017). La presencia de leucocitos seminales guarda excelente relación con el daño del ADN espermático (Moubasher et al.,

2018), en muchas infecciones están por debajo de 10
6

/mL (Lozano et al., 2012; WHO, 2010; Gdoura et al., 2007) y no tienen

asociación directa con la concentración bacteriana en semen (Rodin et al., 2003). No hay suficientes evidencias para concluir si

la combinación de antibióticos y antioxidantes representan el tratamiento ideal para la leucocitospermia, por lo que se necesitan

estudios más detallados sobre el valor de corte y sus métodos de medición (Jung et al., 2016).

El tejido infectado se altera por la liberación de radicales libres y citocinas pro-inflamatorias asociadas principalmente a la

infiltración de los leucocitos. En un proceso de inflamación/infección del tracto masculino se liberan radicales libres y una amplia

variedad de citocinas. Un estudio previo atribuyó importancia a la IL-6 seminal como marcador importante de inflamación del

tracto genital (Azenabor et al., 2015). Posteriormente se atribuyó a la IL-8 el papel de marcador predictivo y confiable de

prostatitis y leucocitospermia. También en casos de inflamación de epidídimos y vesículas seminales, pero no de testículo (Wahid

et al., 2017). Los mecanismos citados ayudan a explicar la viscosidad, las agregaciones, las aglutinaciones, el volumen seminal,

la presencia de sangre (hemospermia) y los marcadores de las glándulas accesorias en conjunto (Lozano, 2018). La positividad

al cultivo microbiológico de semen demostraría la participación de bacterias y hongos, pero existe la probabilidad de que los

cambios seminales sin bacterias pueden deberse a virus o parásitos (Pacheco et al., 2020).

En la primera parte de este capítulo se describen los cambios seminales asociados a las infecciones genitales más

comunes. Posteriormente se señalan los cambios seminales que han sido señalados en infecciones seminales causadas por

bacterias contaminantes entéricas, por aumento de la microbiota como son las especies de Staphylococcus coagulasa negativa

(SCN) y por infecciones sistémicas causadas por virus, parásitos y hongos.

Microorganismos comunes e impacto en la calidad seminal



Las tasas de incidencia y prevalencia de las infecciones de trasmisión sexual (ITS) son generalmente altas en las poblaciones

urbanas y rurales. Las complicaciones en la mujer repercuten negativamente en la fertilidad, en el embarazo poniendo en riesgo

la salud y la vida del feto entre otras complicaciones. En hombres infertilidad, estenosis uretrales; artritis secundaria y

enfermedad del sistema nervioso central secundaria (Aral et al., 2006). Los cambios seminales ante la presencia de Neisseria

gonorrhoeae, Treponema pallidum sub sp. pallidum, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis y

Ureaplasma urealyticum, se han descrito como las bacterias más comunes en la infección seminal cuyos aspectos relevantes se

destacan a continuación.

Neisseria gonorrhoeae

Las secuelas a largo plazo de la infección gonocócica no tratada pueden ser graves incluyendo epidídimo-orquitis,

síndrome oculo-uretro-sinovial (artritis reactiva), infección gonocócica diseminada e infertilidad (Pogany et al., 2015).

En el tracto urogenital los gonococos liberan factores solubles que interactúan con los espermatozoides, mediante unos pilis de

diferentes tamaños se adhieren a las colas de los espermatozoides y causan enrollamiento del flagelo con astenozoospermia

(Gomez et al., 1979), también descienden la integridad del ADN (Borovkova et al., 2011) y la viabilidad espermática (Puerta y

Cardona, 2016).

Treponema pallidum subsp. pallidum

Entre las lesiones de infección treponémica se destacan lesiones genitales y secuelas sistémicas como endarteritis

obliterante crónica e inflamación intersticial. Las lesiones gomosas típicas de esta infección se pueden presentar en varios

tejidos, incluyendo el testículo (Brookings et al., 2013). Se conoce que en la sífilis congénita se forman testículos fibróticos

pequeños (Gimenes et al., 2014). Los primeros estudios de microscopía electrónica realizados en testículos de conejo

inoculados con esta bacteria demostraron que colonizaban el espacio intersticial en los fibroblastos y en las células de Leydig;

mientras que a nivel del epitelio tubular se observaba en los espermatocitos (Sykes y Miller, 1971). Se conoce que la sífilis

genera inflamación y puede causar obstrucción del epidídimo (Fode et al., 2016). La presencia del germen en el semen o líquido

prostático es inusual. El semen actúa más como un vector de transmisión que como reservorio. En sujetos infectados con T.

pallidum subsp. pallidum se observa reducción de la concentración y de la movilidad espermática (Godornes et al., 2019), como

también del volumen seminal (Adekunle et al., 2011). En la Tabla 1 se resumen los cambios seminales encontrados en

infecciones seminales por N. gonorrhoeae y T. pallidum subsp. pallidum.

Tabla 1. Cambios seminales citados en infecciones seminales por Neisseria gonorrhoeae y Treponema pallidum subsp. pallidum.

Pocas evidencias.

Microorganismo
↓Volumen ↓Movilidad ↓Concentración ↓Integridad ↓

Viabilidad

Neisseria gonorrhoeae ---

Gomez et

al., 1979;

Borovkova

et al.,

2011

Adekunle Gordones
T. pallidum subsp.

pallidum

---

et al.,

2011

et al.,

2019

Gordonesal., 2019 et
--- ---

del ADN

Borovkova

et al., 2011

Puerta y

Cardona,

2016

Chlamydia trachomatis

Se ha considerado a C. trachomatis el microorganismo más común en ITS, alcanzando hasta en un 38,6% en hombres

de parejas infértiles (Vigil et al., 2002). Los anticuerpos anti-Chlamydia trachomatis isotipo IgA se han asociado con una

respuesta inflamatoria del tracto genital masculino (Ochsendorf et al., 1999). La primera respuesta inmune a la infección es local,

secretan citocinas y quimiocinas proinflamatorias como el interferón gamma. Las células inmunes también trabajan para iniciar y

potenciar la inflamación crónica a través de la producción de ERO y la liberación de moléculas con propiedades degradantes que

incluyen defensinas, elastasa, colagenasa, catequinas y lisozima. Esta inflamación a largo plazo puede conducir a la

proliferación celular (un posible precursor del cáncer), a la remodelación de los tejidos y a la cicatrización, además de estar

relacionada con la aparición de respuestas autoinmunes en individuos genéticamente dispuestos (Redgrove y McLaughlin,

2014).

El síndrome de dolor pélvico crónico es el síndrome de prostatitis más común y constituye el 90-95% de los casos. Los

pacientes con síndrome de dolor pélvico crónico no tienen evidencia de infección del tracto urinario, por lo que es una

enfermedad común de etiología poco clara. Se han realizado varios estudios que destacan la prevalencia de la infección por C.

trachomatis en pacientes con prostatitis (Redgrove y McLaughlin, 2014). Títulos altos de anticuerpos séricos en hombres

infértiles se relacionan con baja movilidad, baja concentración espermática, teratozoospermia y leucocitospermia (Idahl et al.,

2007). Se sugiere que para la detección de Ac en semen se evalúe el isotipo IgA (Lozano et al., 2009).

Los cambios espermáticos asociados a la presencia de C. trachomatis son controversiales según lo indican algunos

estudios (Tabla 2).

Tabla 2. Cambios espermáticos asociados a Chlamydia trachomatis.

Parámetro seminal Reducción Sin cambios



Volumen

Concentración y

movilidad

espermática

Westrom, 1990

Idahl et al., 2007

Diquelou et al., 1989

Wolff et al., 1991

Witkin et al., 1995

Cengiz et al., 1997

Integridad

membrana

de Hosseinzadeh et al., 2001

Hosseinzadeh et al., 2003

Aumento

Hosseinzadeh et al., 2003

Ochsendorf et al.,

1999

Gregoriou et al,

1989

Egger et al.,1996

Soffer et al., 1990

Ochsendorf et al.,

1999

Sin cambios

Hosseinzadeh et al., 2004

Leucocitos Kokab et al., 2010

Gdoura et al. 2007

Eggert et al., 2011

Lozano et al., 2012

Solomon y Henkel, 2017

Micoplasmas

Al mencionar Micoplasmas genitales nos referimos a la familia Mycoplasmataceae, en su mayoría especies colonizantes del

tracto genital masculino. Desde el punto de vista filogenético Ureaplasma spp. tiene dos especies: U. parvum y U. urealyticum

(Kong et al., 1999), a menudo citados de manera indistinta, pero es U. urealyticum el agente etiológico de infertilidad y no U.

parvum (Huang et al., 2015).

M. fermentans, M. penetrans, M. spermatophilum, M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum y U. parvum han sido estudiadas,

pero M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum son las especies que han guardado relación con los cambios espermáticos

(López y Guerra, 2008).

Mycoplasma hominis

Fue el primer micoplasma aislado y se ha considerado agente causal de la uretritis no gonocócica (UNG) en hombres

(Keane et al., 1997). La presencia de M. hominis en muestras seminales se ha asociado con menor concentración espermática,

bajas formas normales (Gdoura et al., 2007) y plegamiento de los flagelos (Díaz y Flores, 2013). La adherencia e internalización

de M. hominis se inicia por unión a los sulfoglicolípidos en la membrana espermática, llegando hasta el espacio citosólico en la

cabeza y en la pieza intermedia del espermatozoide. El efecto metabólico tóxico de esta bacteria afecta la funcionalidad

espermática (Díaz y Flores, 2013). M. hominis se une a un grupo de glucosulfolípidos de membrana que se son proteínas de

choque térmico de 70KDa y liberan ERO, los cuales disminuyen la fluidez de la membrana (Rottem y Naot, 1998), reducen la

movilidad espermática y generan capacitación espermática prematura (Naaby y Herr, 2010; Potts et al., 2000).

Mycoplasma genitalium

M. genitalium puede unirse en la pieza intermedia de los espermatozoides, por lo que podría ser transportado hacia la

pareja sexual causando enfermedades genitales y/o infertilidad (Svenstrup et al., 2003). La incubación in vitro de esta bacteria

con espermatozoides móviles produce aglutinación e inmovilización. La unión de M. genitalium en la pieza intermedia de los

espermatozoides a través de su ampolla puede formar vesículas en el cuello del espermatozoide (Svenstrup et al., 2003).

Ureaplasma urealyticum

U. urealyticum es considerado el responsable en un 25% de la uretritis no gonocóccica (UNG) en el hombre y por lo

general su infección es asintomática (Shimada et al., 2014; Horner, 2007). El mecanismo de patogenicidad de U. urealyticum se

desconoce; aunque se ha propuesto que mediante la adhesina-4 U. urealyticum se unen a los residuos de ácido siálico de los

epitelios y mediante la ureasa genera liberación de amonio (Ma y Xu, 2004) el cual disminuye la actividad ATPasa y la movilidad

del espermatozoide (Zhao et al., 2016). La bacteria se une a los sulfogalactosilglicerolípidos (SFGGL) de membrana en la

cabeza de los espermatozoides (Wu et al., 2004). Los SFGGL son los lípidos más abundantes de la membrana espermática que

se expresan desde la etapa de espermatocito primario y son desulfatados por la enzima arilsulfatasa que es propia del

microorganismo (Díaz y Flores, 2013). En hombres infértiles con cultivos positivos para U. urealyticum se ha encontrado

reducción del zinc prostático (Brunner et al., 1983), aumento de la viscosidad seminal y reacción acrosómica prematura (Lozano

et al., 2016).

Si observamos los análisis de semen en base al volumen, concentración, movilidad y leucocitos existe una alta

probabilidad de que las infecciones causadas por estos gérmenes pasen desapercibidas. Cuando se comparan los cambios

seminales en hombres infértiles con (1) C. trachomatis (2) M. hominis y U urealyticum y (3) Otras bacterias: Staphylococcus

ssp., Streptococcus spp., E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., N. gonorrhoeae y otras especies de microbiota se perciben

diferencias en otras características, dicha comparación se hizo en base a dos estudios (Tabla 3).

Tabla 3. Características seminales y marcadores químicos en hombres infértiles sin infección y positivos para C. trachomatis,

otros patógenos y dos especies de Mycoplasma. Concentración: espermatozoides/eyaculado; Movilidad: móviles progresivos



b

(%): Leucocitos : millones/mL; AGN : Alfaglucosidasa neutra . Fuente : a Lozano et al. , 2016. Ostaszewska et al . ,2007.

Parámetros

Sin

infección

C. M. hominis Otros

trachomatis U. urealyticum patógenos

Volumen No cambia No cambia No cambia No cambia

Concentración No cambia No cambia No cambia No cambia

Formas

No cambia No cambia

normales

No cambia No cambia

Movilidad
No cambia No cambia No cambia No cambia

Leucocitos No cambia
111a

No cambia No cambia

Fructosa No cambia
a

↓ a
No cambia

Ac. cítrico No cambia No cambia No cambia

AGN No cambia
↓↓ a

a
No cambia

PH No cambia ↑↑↑a No cambia No cambia

Otras bacterias que afectan la calidad seminal

El semen humano se forma por fluido del testículo , del epidídimo y de las glándulas accesorias que son zonas libres de

microorganismos . El producto final pasa por la vía uretral durante la eyaculación donde puede arrastrarse la microbiota

uretral (Mandar 2013 ; Ndovi et al. , 2007) por lo que la presencia de estos microorganismos en bajas concentraciones no

debe tener relevancia , especialmente si el semen está inalterado . Pero ¿qué pasa si esta microbiota está elevada?

Microbiota aumentada

La uretra masculina tiene una microbiota variada fundamentalmente integrada por Corynebacterium spp . , S. aureus, SCN ,

Streptococcus spp. , Streptococcus grupo Viridans , Streptococcus agalactiae y Enterobacter spp. (Wilson , 2009) entre otras .

El incremento de esa microbiota sobre las 1.000 unidades formadoras de colonia (UFC)/mL en semen se conoce como

bacteriospermia, la cual se han asociado con alteraciones en los parámetros seminales ( Pergialiotis et al. , 2018) .

La etiología de la bacteriospermia se atribuye a cambios subyacentes del sistema inmunitario del huésped que

cambian la dinámica de la microbiota , por lo general aumentándola . El incremento de esta microbiota se ha asociado con

prostatitis (Mandar et al. , 2017 ; Liu et al. , 2014).

Sería extraño ver un cultivo seminal con alguna especie de Corynebacterium. Diferentes especies de esta se

han detectado en altas concentraciones en el semen de hombres infértiles con prostatitis (Mashaly et al . 2015) y aunque

algunas especies bacterianas tienen la capacidad de producir biofilm , no hay evidencias que sustenten que existan

alteraciones seminales o que el potencial de fertilidad del espermatozoide se encuentre afectado (Turk et al. 2014).

En un segundo grupo de especies tenemos Staphylococcus aureus, es más conocido como un patógeno de las

infecciones hospitalarias y de la comunidad que por causar lesiones en el tracto genital . Aunque es una bacteria infrecuente

en el semen , se ha observado que puede inmovilizar y aglutinar los espermatozoides, reduce la movilidad y las formas

normales de los espermatozoides . Su presencia puede ser un factor negativo adicional que empeora la calidad del semen y

no se descarta de ser causa de infertilidad masculina (Esmailkhani et al. , 2018 ; Kaur y Prabha , 2012 ) . Algunas especies de

SCN evitan la colonización de bacterias nocivas como S. aureus. El impacto de S. epidermidis en la calidad seminal existe

por su capacidad de producir una variedad de factores de adherencia , toxinas , hemolisina , leucocidinas y enterotoxinas ,

polímeros superficiales protectores , exoenzimas , agentes citolíticos y biopelículas que inhiben los principales mecanismos

de defensa del hospedero. Los cambios seminales más relevantes en las infecciones seminales causadas por SCN está el

incremento de las células redondas en semen y el aumento de las cabezas espermáticas pequeñas redondeadas (Lozano

et al. 2018) . Otro estudio confirmó que SCN inoculados en los testículos de roedores generaban desprendimiento del

epitelio seminífero y en los espermatozoides se observaba compactación de las cabezas , con tamaño pequeño y menor

volumen acrosomal , dicha celularidad correspondían a células germinales desprendidas (Lozano et al . , 2018 ) .

En las especies de cocos grampositivos se ha observado que Enterococcus faecalis reduce la movilidad

espermática , probablemente por la liberación de la hemolisina, un conocido factor de virulencia que altera la membrana a

nivel de la cabeza , el cuello y la pieza media del espermatozoide (Moretti et al. 2009; Mehta et al. 2002 ; ) . Se considera que

las otras especies de cocos grampositivos como los estreptococos no se relacionan con la calidad espermática . Solo los

factores solubles liberados por S. agalactiae generan peroxidación lipídica en la membrana espermática y reducen la

movilidad in vitro (Zuleta et al. , 2019) , pero faltan evidencias que demuestren el efecto negativo de esta variedad de

bacterias en el semen .



Bacilos gram negativos

La presencia de bacterias entéricas en semen puede adquirirse por contaminación o por infección. Independientemente de la

orientación sexual de hombre, las relaciones sexuales anales frecuentes sin protección traen como consecuencia UNG

donde las bacterias entéricas son causa importante (Coull et al., 2008). Escherichia coli se ha asociado con prostatitis y

epidídimo-orquitis, y puede alterar la movilidad espermática porque se adhiere a la membrana plasmática y lisa la célula

(Diemer et al., 1996). E. coli genera inversión de la fosfatidilserina en la superficie externa iniciando el mecanismo de

apoptosis celular (La Vignera et al., 2012; Prabha et al., 2010). Entre otras, Pseudomonas aeruginosa, no fermentadora de la

glucosa, se ha asociado con epididimitis y prostatitis (Alam et al., 2015; Lipsky et al., 2010; Pellati et al., 2008) así como

otras enterobacterias como Morganella morganii y Klebsiella pneumoniae han sido citadas en otras alteraciones seminales

que se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Relación de bacteriospermia con cambios espermáticos.

Bacteria

Aglutinación

Alteración seminal

Staphylococcus aureus

Staphylococcus

coagulasa negativa

Teratoasteozoospermia

Teratozoospermia

(cabezas compactadas y

bajo volumen acrosomal)

Aumento de células redondas

Referencia

Kaur y Prabha, 2013, 2012;

Esmailkhani et al., 2018

Lozano et al. 2018, 2017

Enterococcus faecalis

Teratoastenozoospermia

Oligoteratozoospermia

Mehta et al., 2002;

Alekwe et al., 2013;

Baja integridad de membrana Moretti et al., 2009

Streptococcus agalactiae Astenozoospermia Zuleta et al., 2019

Streptococcus spp.

grupo Viridans

Escherichia coli

Teratozoospermia

Aglutinación espermática

Infección de glándulas accesorias

Paulson y Leto, 1985

Kaur y Prabha, 2013;

Golshani et al., 2006

Morganella morganii Oligoteratozoospermia

Apoptosis y necrosis espermática

Astenozoospermia

Klebsiellapneumoniae
Necrozoospermia

Color amarillo del semen

Moretti et al., 2009

Zuleta et al., 2019

Virus en el semen

Los virus de transmisión sexual representan un papel especial en diversas infecciones complicadas, asintomáticas y de difícil

tratamiento, también pueden ser almacenados, transportados y transmitidos por contacto sexual a la pareja y a sus

descendientes (Zea et al., 2010). Recientemente, los informes que muestran su presencia en semen han llamado la atención de

especialistas en enfermedades infecciosas, y en la salud pública debido a que antes se desconocía que se transmitían

sexualmente (Feldmann, 2018). Por eso es importante considerar que el semen humano es un medio de diseminación de la

infección viral (Richens, 2004).

La presencia de virus en semen puede proceder de una infección sistémica o de trasmisión sexual. En esta última el

semen humano ofrece condiciones óptimas para la supervivencia de muchos virus (Shim, 2011). Aunque los estudios in vitro han

ayudado a conocer los mecanismos de trasmisión viral local o sistémica viral, el impacto de los virus en los sistemas depende de:

i) el contexto tisular que a su vez está influenciado por las barreras físicas tales como las interfaces fluido-tejido (linfa / ganglio

linfático, sangre / bazo), ii) las poblaciones celulares locales, iii) la migración celular restringida espacialmente y iv) la interacción

célula-célula (Sewald et al., 2016).

Podemos citar la prevalencia de algunos virus que han sido identificados en semen durante la manifestación de cuadros

clínicos sistémicos, tenemos virus de papiloma humano 4,5%; citomegalovirus 8,7%; los herpes simple tipos 1 y 2 3,7%; el

herpes virus 63,7% y el virus de Epstein Barr 0,4%. (Du Plessis et al., 2014). Pueden existir muchos más virus en semen, pero

mencionamos los que han sido asociados con cambios en los parámetros seminales.

VPH es la infección sexualmente transmitida más común que existe. En este orden se destaca que la prevalencia de la infección

por VPH es de 2-31% en la población masculina general y de 10-35,7% en la infertilidad idiopática. Se han tipificado y



secuenciado más de 150 genotipos en la mujer, de los cuales 12 son de alto riesgo de diferentes neoplasias en la mujer (16, 18,

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) (Gheit, 2019; Cid et al., 2012). En el hombre la presencia de VPH se ha asociado con la

formación de anticuerpos antiespermáticos y baja movilidad espermática, pero los mecanismos moleculares que subyacen al

deterioro de la movilidad necesitan estudios adicionales (Foresta et al., 2015, 2011).

Citomegalovirus (CMV), virus de Epstein Barr (EBV) y Herpes virus (HV)

CMV es responsable de infecciones fetales y neonatales importantes como también en el tracto genital. En este último caso la

infección es adquirida por la vía sexual (Rodríguez y Santana, 2008), causando cambios seminales como hemospermia,

azoospermia, oligozoospermia y disfunción epididimaria (Plessis et al., 2014; Naumenk et al., 2014; Du Kimura et al., 1993).

También in vitro se ha demostrado que el plasma seminal infectado por CMV produce dos tipos de fibrillas conocidas como SEVI

y SEM. La primera es la glicoproteína 1 potenciadora de la infección viral y la segunda es una fibrilla amiloide derivada de las

semenogelinas, ambas propician la infección y la proliferación viral. Estas fibrillas favorecen la proliferación del CMV y del virus

de inmunodeficiencia humana (VIH-1)(Qiyi et al., 2013) y del Ebola (Bart et al., 2018).

El virus Epstein Barr (VEB) es bien conocido por el cuadro de mononucleosis infecciosa que se manifiestan por fiebre, garganta

irritada, fatiga y adenomegalia. En el semen no tiene asociación con cambios en sus parámetros. No obstante, el plasma seminal

favorece su replicación del VEB y su expresión temprana en el cuello uterino y, por lo tanto, podría tener relevancia en la etiología

del cáncer en esa zona (Ito et al., 1984).

Herpes presente en el semen sustenta la posible vía transmisión sexual. Como se mencionó previamente, cambios en la calidad

seminal han sido observados en algunas infecciones virales sistémicas, incluyendo el virus del herpes (HV). Son pocas las

evidencias que vinculen la presencia del herpes virus en semen con algún otro trastorno reproductivo (Kaspersen y Hollsberg,

2013); sin embargo, dos isotipos de HV se unen a sitios específicos de los glicosaminoglicanos en la superficie del

espermatozoide, sus cápsides estimulan la expresión de syndecan-1 en la región ecuatorial de la cabeza, lo cual sugiere realizar

estudios posteriores para demostrar si tienen impacto en este aspecto (Foresta et al., 2011).

Virus de hepatitis B y hepatitis C

Sabemos que las infecciones virales como las hepatitis son potencialmente peligrosas y en su mayoría se trasmiten a

través de líquidos biológicos (Sewald et al., 2016; Denic et al., 2012). Nos referimos en este caso a los estudios en el virus de la

hepatitis B (VHB) y al virus de la hepatitis C (VHC).

VHB genera cambios seminales como descenso en la concentración, la movilidad, la morfología y la viabilidad

espermática (Zhou et al., 2011; Lorusso et al., 2010). Kang et al. (2012) demostraron que la incubación de espermatozoides

humanos con la proteína S del VHB aumentaba el estrés oxidativo, había pérdida del potencial de la membrana mitocondrial, se

activaban las caspasas y se fragmentaba el ADN como mecanismo apoptótico. Zhou et al. (2011) encontraron resultados muy

pobres en los procedimientos de inyección intracitoplasmática del espermatozoide o ICSI (intracytoplasmic sperm injection) y en

la embrio-transferencia en sujetos antígeno de superficie positivo HBsAg (+), y obviamente en reproducción asistida representa

un riesgo notable para el bebé como para las parejas implicadas.

VHC no genera cambios directos en los parámetros seminales, pero al ser comparados con los de hombres infértiles sin

infección muestran reducción en la concentración, en la movilidad y en las formas normales, con incremento en la fragmentación

de ADN espermático y en la apoptosis. En estos sujetos se han encontrado más anormalidades en la cromatina y mayor diploidía

espermática. También en el plasma seminal la concentración de especies reactivas de oxígeno es tres veces mayor a la de los

hombres sin infección (La Vignera et al., 2012; Durazzo et al., 2006).

Virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ha sido muy estudiado desde hace cuatro décadas, especialmente en los

mecanismos de transmisión y sus complicaciones atribuidas al desbalance inmunológico. En sujetos con el síndrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) la testosterona sérica se encuentra baja, y en el semen se detecta a menudo

leucocitospermia, piospermia, astenozoospermia y teratozoospermia (Dondero et al., 1996). Cuando estos hombres seropositivos

son controlados hasta recuperar el aumento de los linfocitos sanguíneos CD4+, en ellos mejora la movilidad espermática y se

reducen las anomalías morfológicas. Se piensa que el déficit de testosterona es el principal responsable de la maduración

defectuosa espermática durante el tránsito en el epidídimo (Dondero et al., 1996).

Zika es un virus que ha llamado la atención en la comunidad médica. Si bien las manifestaciones clínicas de la infección

en casos de adultos no son graves ni tiene altas tasas de mortalidad, la infección puede tener un impacto en el desarrollo fetal y

conducir a una anormalidad severa en el desarrollo neurológico (Noorbakhsh et al., 2019). La probabilidad de que enfermedades

virales tan complejas como el Zika (ZIKV) puedan ser asintomáticas en algunos individuos dificulta en dar una cifra precisa de su

prevalencia, ni se sabe si la prevalencia varía entre poblaciones (Haby et al., 2018). ZIKV in vitro altera los túbulos seminíferos

del ratón después del aclaramiento de la viremia, afecta a la barrera hemato-testicular donde la secreción de citocinas se eleva

significativamente. ZIKV al igual que otros estudios in vitro la presencia de virus intratesticulares como el dengue aumentan la

expresión de interferón alfa (IFN-α), de moléculas de adhesión celular vascular 1 (VCAM-1) y de moléculas de adhesión

intracelular 1 (ICAM-1). En estos casos los mediadores inflamatorios derivados de macrófagos infectados con ZIKV conducen a

la degradación de la proteína ZO-1 en las uniones estrechas que existen entre las células de Sertoli, se debilitan y aumenta la

permeabilidad de la barrera. Aunque se desconoce con precisión los tipos de células que favorecen la infección del ZIKV en los

testículos humanos, los estudios in vitro han ayudado a interpretar algunos de estos posibles mecanismos (Siemann et al., 2017).

Paramixovirus es el microorganismo causante de la parotiditis en la etapa prepuberal. Es conocido por generar orquitis

urliana o atrofia testicular, siendo esta última condición factor predisponente de cáncer (Galazka et al., 1999). Durante el cuadro

infeccioso local hay edema intersticial, infiltración linfocítica y hialinización de los túbulos seminíferos, pudiendo avanzar hasta

fibrosis (Cotran et al., 1974). En adultos o adolescentes durante la etapa post infecciosa se observa detención de la

espermatogénesis en el 50% de los casos (Bartak, 1986). Shulman et al., (1992) observaron que se producían anticuerpos

antiespermáticos después de la infección, porque había alteraciones en la barrera hematotesticular. La oligoastenospermia y la

azoospermia aparecieron después de la recuperación de la infección, no fue notable la reducción del volumen testicular en todos

los casos. En casos como estos la opción terapéutica para alcanzar la concepción es la extracción de espermatozoides

testiculares con ICSI, en lugar de estimular el restablecimiento de la espermatogénesis que tiende a ser poco exitoso en un

testículo fibrótico (Ling et al., 1999).



COVID-19 es el virus de mayor interés en la actualidad, agente causal de una las pandemias más complejas en los

últimos tiempos. Sus estudios se enfocan fundamentalmente en los órganos respiratorios y digestivos (Abobaker et al., 2020). Se

ha encontrado que ACE2 es un receptor para la entrada en las células diana por el SARS-CoV-2, se expresa abundantemente en

los testículos, incluidas las células espermatogonias, de Leydig y de Sertoli. Se observó aumento de la hormona luteinizante (LH)

con aumento de la relación de testosterona/hormona luteinizante (T/LH) y descenso de la relación FSH/LH. El nivel de proteína C

reactiva (PCR) se asoció con la relación T/LH sérica. Esta es la primera evidencia directa sobre la influencia de la condición

médica de COVID-19 en las hormonas sexuales masculinas, alertando más atención a la evaluación de la función gonadal entre

los pacientes recuperados de la infección por SARS-CoV-2, especialmente en los hombres en edad reproductiva (Ling et al.,

2020). Como otras enfermedades febriles se ha demostrado que la fiebre puede disminuir temporalmente la espermatogénesis

y queda por dilucidar si COVID-19 sigue este modelo. En virtud de que el 80% o más de los infectados son asintomáticos, las

implicaciones reproductivas son difíciles de aclarar (Eisenberg, 2020).

En la Tabla 5 se muestran los cambios clínicos y las alteraciones seminales más frecuentemente en diferentes

enfermedades virales y resume los cambios seminales observados en los casos citados y en otras infecciones virales de

trasmisión sexual.

Tabla 5. Virus, afecciones del tracto genital masculino y cambios seminales. VIH: Virus de inmunodeficiencia humana; VPH:

Virus del papiloma humano; ZIKV: virus del Zika;VHB: Virus de hepatitis B; VHC: Virus de hepatitis C; CMV: Citomegalovirus;

VHS: Virus herpes simple; Paramixovirus: PMV; *Evidencias en animales de experimentación.

Virus Impacto clínico

VIH Hipoandrogenemia

Alteración seminal

Hipospermia

Astenozoospermia

Teratozoospermia

Oligozoospermia

Leucocitospermia

Referencia

Waters et al., 2007

Garolla et al., 2013

Du Plessis et al.,

2014

Ying et al., 1997

Gómez et al., 2005
Verrugas

en el pene

VPH Balanopostitis

Oligozoospermia

Astenozoospermia

Cáncer de pene y anal

Zea et al., 2010

Capra et al., 2019

Bajovolumen testicular

Baja expresión de los genes
Freour et al., 2016

ZIKV* relacionados con Oligozoospermia Dubaut et al., 2017

esteroidogénesis testicular Uraki et al., 2017

Se integra al ADN

espermático. Hipospermia

Infecta la línea germinal

VHB Induce aberraciones

cromosómicas que

Oligozoospermia

Astenozoospermia

Azoospermia

Karamolahi et al.,

2019

Zhou et al., 2011

conducen a defectos

VEB

VHC

CMV

hereditarios

Disminuye la respuestalos Linfocitos Ty B de

Descenso de Inhibina B

Descenso de testosterona

libre

Inflamación crónica del

tracto urogenital

No hay cambios evidentes

Oligozoospermia

Oligoastenozoospermia

Hemospermia

Azoospermia

Oligozoospermia

Descenso ☐-glucosidasa

neutra

Ito et al., 1984

Durazzo et al., 2006

La Vignera et al.,

2012

Karamolahi et al.,

2019

Koment y Poor,

1983

Kimura et al., 1993

Du Plessis et al.,

2014

Naumenk et al., 2014

VHS

1 y 2

Epididimitis

Prostatitis

Oligozospermia

Astenozoospermia

Descenso ☐-glucosidasa

neutra
y ácido cítrico

Du Plessis et al.,

2014



PMV

Cáncer testicular

Atrofia testicular

Azoospermia

Oligoastenozoospermia

Anticuerpos anti-

espermáticos

Baja esteroidogénesis

Cotran et al., 1974

Dejucq y Jégou,

2001

Berhrman et al.,

2004

Lin et al., 1999

Galazka et al., 1999

Parásitos en semen

Los parásitos que se han visto involucrados en la falla reproductiva han sido estudiados especialmente en la mujer. Hasta

un 35% de afección tubo-ovárica y cambios post-inflamatorios en oviducto y peritoneo circundante son inducidos por

enfermedades infecciosas (Tsevat et al., 2017). La salpingitis granulomatosa ha sido asociada con infecciones bacterianas y

parasitarias donde la oclusión tubárica es común (Patil, 2009; Abraham et al., 1982). A continuación, se describen las tres

parasitosis más comunes y se hace referencia a otras parasitosis que también impactan la calidad del semen.

1. Tricomoniasis. Los efectos de T. vaginalis son más conocidos en mujeres por causar inflamación, infección vaginal y parto

pre-término en mujeres embarazadas. En los hombres genera uretritis con descenso de la calidad espermática, especialmente

reduce la movilidad y las formas normales (Shiadeh et al., 2016; Du Plessis et al. 2014).

2. Esquisostomiasis. Otra especie de parásito eventual no menos importante es Schistosoma haematobium, que genera

hemospermia, apoptosis espermática y reduce el volumen seminal (Blanchard 2004). Aunque pocas evidencias sustentan el

efecto de las especies de esquistosoma en el tracto reproductor masculino, se ha demostrado la presencia de sus huevos en

semen de un azoospérmico (Tayra et al., 2010).

3. Toxoplasmosis. Toxoplasma gondii en la mujer se ha asociado con abortos, endometritis y otras alteraciones, mientras que

en el hombre con disminución de la concentración y la movilidad espermática (Terpsidis et al., 2009). Durante la fase aguda de la

infección en ratones se observó que la concentración, la movilidad espermática y las formas normales se reducían, mientras

aumentaban las formas anormales como flagelos doblados, con gota citoplasmática y cabezas amorfas (pérdida de forma de

gancho, acéfalos y bicéfalos) (Terpsidis et al., 2009).

4. Otras parasitosis menos frecuentes como Trypanosoma cruzy, Trypanosoma brucei spp., Plasmodium spp. y Leishmania

spp. han sido asociadas con cambios seminales en humanos y en animales, los cuales se resumen en la Tabla 6 junto a los

cambios asociados a las infecciones por las especies ya descritas.

Tabla 6. Parásitos asociados a alteraciones de los parámetros seminales en hombres y en animales. UNG: uretritis no

gonocócica. Estudios en aratas, bperros y c

carneros.

Parásito Impacto clínico

Trichomonas

vaginalis

Uretritis, prostatitis,

epididimitis

Alteración seminal

Oligoastenozoospermia

Teratozoospermia

Necrozoospermia

Hiperiscosidad seminal

Aglutinación

Referencia

Schwebke y

Hook 2003

Shiadeh et

al., 2016

Toxoplasma

gondii

Trypanosoma

cruzi

Anticuerpos

antiespermáticos

UNG

Hipotiroidismoa

Descenso de:

Testosterona, peso

testicular, capacidad

antioxidante del semena

Disminución del libido

Degeneración testicular

Hipoespermatogénesis

Daños en lámina propia

de los túbulos

seminíferosb

Oligoastenozoospermiaa

Astenozoospermia

Teratozoospermiapor

Flagelos enrollados

Con gota citoplasmática.

Defectos en cabezas

(acéfalos, bicéfalos).

Oligozoospermia

Astenozoospermiab

Terpsidis et

al., 2009

Dalimi y

Abdoli, 2013

Shiadeh et

al., 2016

Rodriguez et

al., 2014



Trypanosoma

brucei spp.

Plasmodium

spp.

Hipopituitarismo

Desciende:

Diámetro de túbulos

seminíferos

Grosor de la membrana

basal

Volumen testicularc

Deterioro de las células

de Leydig

Desciende la

testosterona

Aumenta el cortisol

Descenso de:

Número de células

espermatogénicas

Vitalidad espermáticac

Oligozoospermia

Azoospermia)

Necrozoospermia)

Wada et al.,

2016

Shiadeh et

al., 2016

amiloidosis y

En hombres:

Leishmania

spp.

degeneración testicular

Epididimitis

Prostatitis

Azoospermia

Hemospermia

Astenozoospermia

Teratozoospermia

(cabezas desprendidas)

Shiadeh et

al.. 2016

Schistosoma

haematobium

Inflamación en las

vesículas seminales y

próstata

Corachan et

Hemospermia

Hipospermia

Necrozoospermia

al., 1994

Blanchard et

al., 2004

Hongos en semen

Las infecciones fúngicas de los genitales masculinos más frecuentes son balanitis, pitiriasis versicolor y la tiña genital

(Aridogan et al., 2011). La mayoría de las uretritis, las balanopostitis y las prostatitis micóticas se deben principalmente a

infecciones por Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp. y Coccidioides spp. (Araiza et al., 2011; Aridogan et al., 2011;

López et al., 2005; Wise et al., 1999).

Se sabe que las enfermedades fúngicas invasivas son más frecuentes en los pacientes críticos e inmunodeficientes (Wise

et al., 1999) y se ha incrementado la aparición de nuevas formas clínicas de micosis en localizaciones no habituales como la

próstata y el epidídimo (Weidner et al., 1977; López et al., 2005). Un estudio in vitro demostró que en el semen de hombres

normozoospérmicos con suspensiones de Candida albicans mostraba reducción de la movilidad y se formaban aglutinaciones

espermáticas (Burrello et al., 2004). C. albicans puede alterar los parámetros seminales porque genera disminución en la

movilidad espermática y aumenta la fragmentación del ADN (Tian et al., 2007). En otros casos se ha reportado que infecciones

por Cryptococcus neoformans y Blastomyces spp. pueden alcanzar al testículo y la próstata tal como se señala en la Tabla 7

donde se resumen los hallazgos más importantes de este tipo de infecciones.

Tabla 7. Hongos relacionados con afecciones del tracto genital masculino y con la función espermática.

Hongos Impacto clínico Alteración seminal Referencia

Astenozoospermia

Balanitis,

Descenso de:

Vitalidad Tian et al., 2007

Candida
Balanopostitis

albicans Orquitis.

Potencial de la membrana

mitocondrial

Burrello et al., 2009

Rennemeier et al.,

Prostatitis
Aumenta: 2009

Apoptosis espermática Castrillón, 2018

Condensación de la

cromatina

Staib et al., 1989

Oligozoospermia

Prostatitis
Cryptococcus

neoformans

Astenozoospermia

Criptocococispene de

Hipospermia

Teratozoospermia

James y Lomax,

1991

Calista y Grosso

2008,

Mayayo y

Fernandez 2014

Siddiqui et al., 2005



Blastomyces

spp.

Prostatitis y

Epididimitis

En hombres:

Seo et al., 1997

Thayikkannu et al.,

Hemospermia 2015

Discusión

Los cambios seminales señalados permiten explicar otras causas de infección genital, los cuales al ser claramente identificadas

podrían ser solucionados oportunamente.

A la larga lista de factores etiológicos de la astenozoospermia podemos anexar las infecciones no bacterianas causadas por T.

vaginalis, T. gondii, T. cruzy, Leishmania spp., VIH, VHB y VHC.

Entre las causas infecciosas no bacterianas de la hemospermia tenemos a Leishmania spp., S. haematobium, CMV y

otras condiciones de inmunosupresión que predisponen la propagación de la infección hasta las glándulas anexas (Moretti et al.,

2009; Blanchard, 2004; Koment y Poor, 1983). La hipospermia es otro cambio seminal frecuente que ha tenido numerosas

causas, bien sea no infecciosas (periodos de abstinencia corto, recolección incompleta y otras complicaciones de salud) (Roberts

y Jarvi, 2009), como causas infecciosas no bacterianas asociadas a S. haematobium, VIH y VHB.

La bacteriospermia sin alteraciones seminales requeriría la repetición de un nuevo estudio con condiciones de asepsia

previa. Si se descarta la bacteriospermia en un segundo análisis, pudo haber un cultivo falso positivo por contaminación o

colonización (Moretti et al., 2009).

El tratamiento antibacteriano ha permitido normalizar los marcadores de las glándulas accesorias y la calidad espermática

en casos de infección seminal. Aunque el plasma seminal no contiene factores absolutamente esenciales para la fecundación,

estos influyen negativamente en la fisiología espermática en casos de infección de las glándulas accesorias (Lozano y Vivas,

2011).

La resistencia a los antibióticos se ha vuelto tema de discusión importante en los últimos años, particularmente cuando

la causa es incremento de la microbiota residente del tracto genital (Machen et al., 2018). Adicionalmente, en la infección genital

los antimicrobianos han tenido limitada eficacia porque se trata de compartimientos anatómicos con barreras que pueden limitar

su alcance, por el encapsulamiento de algunas bacterias al glicocálix de la matríz extracelular en las glándulas, o probablemente

por los cambios de pH local en las vesículas seminales (alcalino) o en la próstata (ácido) (Lozano y Vivas, 2011).

La infección viral adquirida por la vía sexual es a menudo asintomática y se sugiere evaluar en la anamnesis si el paciente

viajó a zonas endémicas (Brooks et al., 2016; Freour et al., 2016). Aunque se han señalado diferentes cambios seminales en las

infecciones virales, es recomendable esperar si la espermatogénesis se restablece de manera espontánea espontáneamente

antes de elegir algún tratamiento (Carlsen et al., 2003).

Los cuadros febriles son respuestas fisiológicas y conductuales evolucionadas del huésped para eliminar una infección.

En lugar de incurrir en los costos de desplegar estas respuestas evolucionadas a las infecciones, el cuerpo opta por tolerar una

infección como una alternativa a tratar de controlar o eliminar el patógeno infeccioso (Boots y Bowers, 2004) por lo que la

oligozoospermia y la astenozoospermia pueden ser temporales.

Por último, la presencia de levaduras en semen tiende a observarse con mayor frecuencia en hombres

inmunocomprometidos con oligozoospermia severa. Debido a que las células germinales maduras tienen un efecto

paracrinoinmunomodulador dentro del testículo que producen citocinas protectoras. El descenso de la concentración espermática

no sería necesariamente consecuencia de una infección bacteriana o micótica sino más bien una causa (Vivas et al., 2007).

Conclusión

Es posible reducir el rango de infertilidad idiopática al indagar los agentes infecciosos que incluyan otras bacterias infrecuentes,

los hongos, los virus o los parásitos mencionados.

Para ampliar el estudio del hombre infértil es necesaria la combinación eficiente de la información de los parámetros

seminales y los atributos de la integridad genómica del espermatozoide. Se necesitan estudios dirigidos a gran escala para

estandarizar las variables que determinan los rasgos específicos y los valores de referencia que ayudarían a optimizar el

diagnóstico, el tratamiento y la prevención de infecciones genitales.
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Resumen

Comprender la importancia y la aplicación del análisis espermático asistido por computadora

(CASA), en el examen de rutina de la calidad de los espermatozoides y la evaluación del potencial

de fertilidad en el laboratorio de andrología.

Contenido

1. Introducción a los métodos tradicionales y mejorados de evaluación del semen.

2. Una breve historia de CASA y la necesidad de una cuantificación objetiva de las características

del semen.

3. Principios básicos de CASA y componentes de hardware esenciales requeridos.

4. Metodología CASA para evaluar los parámetros básicos del semen, incluida la concentración,

motilidad y morfología del espermatozoide. Aparte de una mejor cuantificación (especialmente la

motilidad y la morfología de los espermatozoides), ¿qué aporta la evaluación de las

subpoblaciones al análisis de semen? ¿Es útil?.

5. La CASA moderna también mide aspectos adicionales del esperma / semen, como la vitalidad,

la fragmentación del ADN, la integridad acrosomal y el recuento de leucocitos.

6. Función de los espermatozoides evaluados por CASA, incluida la penetración de la mucosa

espermática, la hiperactivación y la reacción acrosomal, para evaluar la fertilidad potencial de los

espermatozoides humanos.

7. Uso de CASA en el laboratorio de andrología moderno, perspectivas futuras y conclusiones.

Introducción a los métodos tradicionales y mejorados del análisis del semen

En la mayoría de los laboratorios de Andrología / Embriología a nivel mundial, el análisis de semen

se basa principalmente en las directrices de la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la

Sociedad Europea de Reproducción Humana y Embriología (ESHRE). Entre 1980 y 2021, se

publicaron seis manuales de la OMS y el título actual es “Manual de laboratorio de la OMS para el



examen y procesamiento del semen humano” (1). Además, ESHRE ha desarrollado un sistema de

acreditación que se basa en gran medida en las directrices de la OMS. La Tabla 1 describe la

historia de los manuales que muestra cómo se han ajustado los valores de referencia de corte

para algunos parámetros de semen / esperma, durante las últimas cuatro décadas. La Tabla 2

muestra los límites / rangos de semen o parámetros de esperma más recientes de los resultados

del examen de semen, en parejas que comienzan un embarazo dentro de un año de relaciones

sexuales sin protección y conducen a una concepción natural (1).

La sexta edición del manual de la OMS (OMS 6) hace hincapié en que todos los aspectos

de la eyaculación y la eyaculación en sí, deben evaluarse mediante procedimientos debidamente

estandarizados para que los resultados proporcionen información confiable (1). El nuevo manual

parece ser una mejora considerable con respecto a la quinta edición, (2) y ha abandonado

secciones redundantes como las interacciones de las zonas espermáticas con el moco cervical. En

cambio, se ha centrado más en las pruebas funcionales de los espermatozoides, incluida la

fragmentación del ADN, las especies reactivas de oxígeno (ROS) y la reacción acrosomal. Si bien

es refrescante que se hayan ampliado algunas secciones, por ejemplo, el uso del análisis

espermático asistido por computadora (CASA) con fines de investigación, esta técnica de análisis

aún no ha recibido el reconocimiento que merece como extremadamente útil en el análisis de

semen de rutina en el laboratorio de Andrología. De alguna manera parece contradictorio que, a

pesar de la implementación del control de calidad, los métodos manuales subjetivos como en la

OMS se consideren más preferibles y aceptables que la metodología claramente más cuantitativa

y objetiva de CASA. Hay un número creciente de artículos (3, 4) que han demostrado que CASA

es más consistente con coeficientes de variación considerablemente más pequeños, en

comparación con los métodos de análisis manual.

En las secciones siguientes se mostrará que la tecnología CASA ha mejorado mucho

durante la última década, y ahora mide la mayoría de los parámetros que se evalúan manualmente

de acuerdo con la OMS.

Tabla 1: Valores de corte de referencia para las características seminales según los diferentes

manuales de la OMS.

WHO WHO WHO WHO WHO WHO
Semen parameter

1980 1987 1992 1999 20101 2021

Volume (mL) ND ≥2 ≥2 ≥2 1.5 1.4

Sperm concentration

20-200 ≥20 ≥20 ≥20 15

(x106/mL)

16

Total sperm number

ND ≥40 ≥40 ≥40 39 39

(x106)

Total motility (%) ≥60 ≥50 ≥50 ≥50 40 42

Progressive motility
≥25 ≥25

≥23 ≥25
(%)2

(grade
32

(a+b)

(grade 30

a) a)

Vitality (%) ND ≥50 ≥75 ≥75 58 54

Normal morphology
80.5

(%)

≥50 ≥304
(14)5 46 46

1

Lower reference limits generated from the lower fifth centile value



2

Grade a = rapid progressive motility (> 25 µm/s), Grade b = slow/sluggish progressive motility (5-

25 µm/s)

3 Forward progression (scale 0-3)

4 Arbitrary value

5

Value not defined but strict criterion is suggested

6 Strict (Tygerberg) criterion

ND = not defined

Tabla 2.- Distribución de los resultados del análisis de semen de varones con parejas que

consiguieron una gestación dentro de un año de relaciones sexuales sin protección (tabla

adoptada del manual de la OMS de 2021).

Semen

parameter
Centiles

(95%

2.5th 5th CI) 10th 25th 50th 75th 90th 95th 97.5th

(1.3-

Volume (mL) 1.0 1.4 1.5) 1.8 2.3 3.0 4.2 5.5 6.2 6.9

Sperm

concentration

(x106/mL) 11 16 (15-18) 22 36 66 110 166 208 254

Total sperm

number (x106) 29 39 (35-40) 58 108 210 363 561 701 865

Total motility

(%)
35 42 (40-43) 47 55 64 73 83 90 92

Progressive

motility (%) 24 30 (29-31) 36 45 55 63 71 77 81

Non-progressive

motility (%) 1 1 (1-1) 2 4 8 15 26 32 38

Immotile sperm

(%)
15 20 (19-20) 23 30 37 45 53 58 65

Vitality (%)Normal

morphology (%)

45 54 (50-56) 60 69 78 88 95 97 98

(3.9-

3 4 4.0) 5 8 14 23 32 39 45

Una breve historia de CASA y la necesidad de una cuantificación objetiva de las

características del semen

Las investigaciones sobre el análisis de los espermatozoides en forma automatizada comenzaron

hace cinco décadas y al principio solo se centraron en el seguimiento del movimiento de los

espermatozoides. La década de 1970 estuvo marcada por la investigación realizada por el grupo

del profesor George David en París y el grupo del Dr. Hector Dott en Cambridge (Reino Unido) (5),



que desarrollaron , entre otros , la cine- micrografía para cuantificar la motilidad de los

espermatozoides . Los doctores David Katz y James Overstreet ampliaron este trabajo sobre

microcinematografía de espermatozoides , que posteriormente fue seguido por van der Horst y

Samuels ( 1984) (6) y Samuels y van der Horst ( 1986) (7) . A esto le siguieron los primeros

resultados de CASA independientes publicados por Katz y col . ( 1989) (8) , Davis y col . ( 1995) (9) y

Mortimer, (1997) ( 10) . En estas investigaciones se intentó principalmente cuantificar la motilidad de

los espermatozoides (porcentaje de motilidad y motilidad progresiva) y específicamente cinemática

como la velocidad de nado de los espermatozoides (incluyendo VCL = velocidad curvilínea; VAP =

velocidad de trayectoria promedio; LIN = linealidad y ALH = amplitud del desplazamiento lateral de

la cabeza).

Estos estudios básicos ayudaron a proporcionar una base científica para el desarrollo de

sistemas CASA en relación con la concentración , la motilidad y el análisis de la morfología de los

espermatozoides durante la década de 1990. En las siguientes dos décadas, se lograron grandes

avances en la mejora de estos aspectos , particularmente en relación con desarrollos significativos

en el desarrollo de hardware y software de computadoras , así como en inteligencia artificial . En

consecuencia, CASA se ha ampliado para incluir aspectos de la funcionalidad de los

espermatozoides , como la penetración espermática en moco cervical , hiperactivación , vitalidad ,

fragmentación del ADN y la reacción acrosomal . Los tres atributos más importantes relacionados

con estos desarrollos en CASA son la velocidad de análisis , la cuantificación de los parámetros

espermáticos básicos y la medición de muchos parámetros que no son posibles de analizar

manualmente.

Los cinco niveles de automatización en la práctica médica deben comprenderse y pueden

aplicarse a la cuantificación objetiva de la calidad del semen (11 ) . A continuación se muestran

ejemplos relacionados con el semen / análisis de espermatozoides .

•

Análisis humano o manual solo cuando un técnico o un andrólogo hace

un juicio sobre el porcentaje de motilidad en una muestra mediante

simple observación microscópica y utilizando, por ejemplo, las pautas

WHO 5 / 6. Se ha demostrado que esto es subjetivo y, por tanto, muy

variable .

Modo de sombra donde los videos de datos y / o motilidad (* .avi / mp4)

o las imágenes de morfología se guardan en una base de datos para

volver a verificar y controlar la calidad . Sin embargo, la llamada a

juicio para la calificación de la motilidad, por ejemplo, aún reside en el

técnico. Dado que más de una persona puede acceder a los distintos

videos / imágenes, el resultado puede ser menos variable pero aún

subjetivo.

La asistencia de inteligencia artificial en el contexto de los

espermatozoides, se refiere a lo que pueden hacer la mayoría de los

sistemas CASA actuales. En este caso, las características de los

espermatozoides, como la concentración, motilidad y morfología

espermática, son analizadas por la computadora, pero se necesita una

persona calificada para revisar y corregir los resultados y tomar una

decisión final. Los pasos cruciales que miden las características de los

espermatozoides se realizan de manera objetiva sin interferencias, pero

aún pueden ser propensos a errores humanos finales en términos de

corrección e interpretación.

La automatización parcial es una forma aún más avanzada de

inteligencia artificial (IA) en la que el análisis se realiza

automáticamente como se indicó anteriormente, pero el sistema ahora

puede generar un diagnóstico, como se puede encontrar en algunos

sistemas CASA modernos como el Sperm Class Analyzer (Microptic SL) . Sin

embargo, los resultados deben ser revisados por un experto y pueden



•

modificarse en un informe final . A pesar de algunas de las deficiencias,

estos sistemas proporcionan una base sólida con menos variación, más

precisión y mejores resultados que los tres primeros niveles .

Automatización completa. En este caso, el análisis e interpretación de la

IA se realiza en su totalidad por la computadora sin interferencia

humana, modificación o interpretación. Solo un sistema en el campo de

la espermatología se acerca a esto, pero aún tiene elementos humanos y

ese es el SCAScope de Microptic. En este caso, un técnico carga las

muestras y "se aleja " y regresa 15 minutos más tarde para encontrar un

análisis, un informe y una interpretación completos. Sin embargo,

incluso en este caso, el resultado final puede revisarse y ajustarse .

¿Cuáles son las ventajas y desventajas de los sistemas CASA? A pesar de algunas deficiencias ,

los sistemas CASA con tecnología de IA de vanguardia , son precisos, fáciles de usar y siempre es

posible validar la exactitud de los resultados mediante controles de calidad externos e internos.

CASA también es considerablemente más rápido que los métodos manuales y puede generar

resultados cuantitativos y principalmente objetivos . CASA produce una gran cantidad de

parámetros que son importantes para comprender mejor la funcionalidad de los espermatozoides y

muchos de estos parámetros no se pueden evaluar manualmente . Las desventajas de los

sistemas CASA se asocian principalmente con detectar correctamente solo espermatozoides y que

el operador no observa los protocolos e introduce variables y consecuentemente elementos de

subjetividad . Una persona que no tiene experiencia con el análisis manual generalmente será

inexperta con el análisis CASA. El hecho de que CASA esté en gran parte automatizada no

significa que aspectos como la correcta configuración óptica , el control de la temperatura y el

manejo del semen, se observen y realicen adecuadamente.

Hay una serie de sistemas CASA de buena reputación que se utilizan actualmente y cada

vez más en el entorno clínico , vistos en varios artículos que muestran el análisis manual con más

subjetividad y variabilidad . Por otra parte , la evaluación cuantitativa de la funcionalidad de los

espermatozoides ahora es posible utilizando CASA.

Principios básicos de CASAy componentes de hardware esenciales requeridos

La base del análisis de imágenes de objetos en movimiento (motilidad de los espermatozoides) , es

que la cabeza de los espermatozoides debe reconocerse contra un fondo contrastante. En

consecuencia , se puede seguir la cabeza de los espermatozoides y esto se denomina seguimiento

del centroide. La Figura 1 es una representación esquemática del seguimiento del centroide de la

cabeza del espermatozoide cada 50 de segundo.

= =

Figura 1 : Análisis del centroide utilizando la cabeza del espermatozoide como punto de referencia para el seguimiento

(ilustración con permiso de Microptic SL, Barcelona , España) . Rojo espermatozoides progresivos rápidos ; Azul

espermatozoides lentos/no progresivos , Amarillo = espermatozoides inmóviles .



El seguimiento basado en centroides da como resultado varios parámetros cinemáticos que

pueden cuantificarse (Figura 2) y usarse como puntos de corte , para expresar aspectos como el

porcentaje de motilidad progresiva e incluso la hiperactivación (se discutirá en las secciones 4 y 6).

Se pueden utilizar tres tipos de microscopía para el seguimiento de los espermatozoides , estas

son: contraste de fase positivo , contraste de fase negativo y microscopía de fluorescencia .

Average
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Curvilinear
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Figura 2: Los puntos negros se refieren al seguimiento del centroide de la cabeza cada 50 parte de segundo . Las cinéticas

que se pueden determinar y derivar: VCL, VSL, VAP, ALH y MAD, así como tres derivadas, a saber, LIN , STR, WOB

(consulte también la Tabla 3) . VCL = velocidad curvilínea , VSL = velocidad en línea recta , VAP = velocidad de trayectoria

promedio , ALH = amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza , MAD = desplazamiento angular medio, LIN = linealidad ,

STR = rectitud , WOB = oscilación .

La mayoría de los sistemas CASA utilizan microscopía de contraste de fase negativa para el

seguimiento de los espermatozoides , donde la cabeza de los espermatozoides aparece blanca

sobre un fondo negro ; sin embargo , esta configuración se utiliza principalmente para los

espermatozoides de animales . El semen humano contiene muchas partículas de diferentes formas

y tamaños , y algunas de estas partículas , tienen el mismo tamaño que la cabeza del

espermatozoide . En consecuencia , muchas de estas partículas se reconocen como

"espermatozoides inmóviles" , ya que son estacionarias . Además , simultáneamente con la medición

de la motilidad de los espermatozoides , se determina la concentración de espermatozoides, ya

que se supone que el número de espermatozoides que nadan fuera del campo es equivalente a

los espermatozoides que nadan en el campo de visión . Entonces es concebible que si algunas de

las partículas (principalmente de origen prostático) en el semen se consideran " espermatozoides " ,

la medición de la concentración de espermatozoides y el porcentaje de motilidad de los

espermatozoides se calcularán de manera inexacta . Por lo tanto , la microscopía de contraste de

fase positiva debe usarse preferiblemente para el análisis de la motilidad del semen humano y la

concentración de espermatozoides, ya que la mayoría de las partículas aparecen como imágenes

grises o negras en el fondo , mientras que las cabezas de los espermatozoides son

predominantemente blancas y los filtros del software solo detectarán los espermatozoides con

cabezas blancas . Los sistemas CASA modernos, como los de Hamilton Thorne (Beverley, MA, EE.

UU. y el Sperm Class Analyzer (Microtic SL, Barcelona , España) , utilizan filtros inteligentes (modo

blanco y negro avanzado) y controlan la presencia de la cola del espermatozoide , para eliminar

partículas en el plasma seminal que se pudiesen detectar como espermatozoides (5,12).

La microscopía de fluorescencia es costosa , pero si los espermatozoides se tiñen con

Hoechst (H33258, tiñe el material nuclear) y se emplea un filtro de fluorescencia DAPI , solo las

cabezas de los espermatozoides emitirán fluorescencia y, en consecuencia, se puede realizar un

seguimiento de alta precisión utilizando el modo de seguimiento de fluorescencia en la

configuración del software . Esto es particularmente útil para las llamadas muestras de "semen

sucio" que contienen muchas mucosas , partículas y bacterias.



También se han desarrollado módulos CASA con bibliotecas para la cuantificación de la

morfología , vitalidad , la fragmentación del ADN , la integridad / reacción acrosomal de los

espermatozoides y el conteo de leucocitos (Figura 3) . Para cada uno de estos aspectos , se

utilizan tinciones apropiadas que teñirán partes individuales de los espermatozoides de manera

diferente . Por ejemplo, SpermBlue , utilizado para la evaluación de la morfología , tiñe el acrosoma ,

la cabeza , la pieza intermedia y la cola del esperma en diferentes tonos de azul . Posteriormente ,

se han desarrollado bibliotecas de software de morfología espermática que limitan las diferentes

partes de los espermatozoides para el análisis automatizado (Figura 4) . De manera similar, se han

determinado los umbrales de los componentes de los espermatozoides teñidos y los puntos de

corte específicos para varios aspectos estructurales y funcionales de los espermatozoides (véanse

las secciones 5 y 6) .

SCA

mot mrf dna vit acr leu

Figura 3: Ejemplos de diferentes módulos CASA de un sistema como el Sperm Class Analyzer para motilidad , morfología ,

fragmentación (ADN) , vitalidad , acrosoma y recuento de leucocitos (ilustración con autorización de Microptic SL, Barcelona ,

España) .

Figura 4: Umbral de software para el análisis de la morfología de los espermatozoides que indica el acrosoma (amarillo) , la

cabeza (azul) , la pieza intermedia y la cola (verde) . Espermatozoides individuales teñidos con SpermBlue mostrados en el

lado izquierdo y su imagen analizada en el lado derecho inmediato .

La Figura 5 indica una configuración de sistema CASA convencional . Se requiere un microscopio

de contraste de fase positivo de buena calidad con objetivos de 10x, 20x , 40x y 60x y una platina

termica que pueda controlar la temperatura de los portaobjetos de vidrio, como Leja 20 µm de

profundidad , a 37 °C. Para la detección de espermatozoides se requiere una cámara digital en

color como Basler aCA 1300 - 200 uc con una frecuencia de cuadros de al menos 50 cuadros por



segundo (fps). El software se instala en una computadora con al menos una CPU Intel (R) Core

(TM ) i5-6200U a 2.30 GHz y preferiblemente 8 RAM , una unidad SSD y puertos USB3 para la

cámara digital .

B

A

C

D

Figura 5: Configuración del sistema CASA convencional con un microscopio de contraste de fase totalmente equipado . A)

Cámara digital (Basler ace acA 1300-200uc color USB 3.0) , B) Platina calentada , C) Microscopio Nikon Eclipse 50i , D)

Computadora con software SCA® para análisis CASA (ilustración con autorización de Janice Murray, 2021 ) .

La Figura 6 muestra la configuración de hardware típica para un laboratorio de rutina , así como

para fines de investigación . Esencialmente , se requieren los mismos componentes básicos que se

muestran en la Figura 5 para el análisis CASA convencional . Además, un sistema motorizado

hace posible un análisis automatizado más completo , por ejemplo , la evaluación de la morfología

de los espermatozoides durante la noche . Se requiere microscopía de fluorescencia para análisis

avanzados como la reacción acrosomal (PNA- FITC) , la fragmentación del ADN y el seguimiento de

espermatozoides de muestras muy sucias en modo de fluorescencia .

Figura 6: Configuración del sistema CASA similar a la Fig . 5 , pero con etapa motorizada completamente automatizada y

epifluorescencia para el seguimiento de esperma de muestras sucias, reacción del acrosoma y detección de fragmentación

de fluorescencia . También se muestra una balanza (extremo izquierdo) para determinar el peso del volumen de semen

(ilustración con permiso de Microptic SL , Barcelona , España).

La Figura 7 presenta el primer desarrollo totalmente automatizado en CASA, el SCA SCOPE , que

requiere una mínima preparación y capacitación en análisis de semen del personal técnico y

puede analizar la motilidad , morfología , vitalidad , fragmentación del ADN y conteo de leucocitos



(inflamación) en un período corto de tiempo , sin la presencia de una persona y proporciona un

informe detallado . La ventaja de esta tecnología es que está totalmente automatizada , utiliza

metodología cuantitativa y proporciona un análisis objetivo sin sesgos por parte de un técnico .

MICROPTIC

SCASCOPE

D HIDROPTIC

SCASCOPE

Figura 7: EI SCA SCOPE es el primer sistema CASA totalmente automatizado que analiza la motilidad , la morfología , la

vitalidad , el recuento de leucocitos y el pH de los espermatozoides de una muestra en 15 minutos (ilustración con

autorización de Microptic SL, Barcelona , España) .

Metodología CASA para evaluar parámetros seminales básicos

Un seminograma generalmente incluye la evaluación tanto de las características físicas del semen

(color, volumen , pH , viscosidad y licuefacción) como de otras características del espermatozoide

(concentración , motilidad y morfología) . CASA y sus metodologías relacionadas (consumibles y

microscopía) se pueden utilizar para evaluar varios parámetros básicos del semen, como la

viscosidad y los parámetros del espermatozoide .

Viscosidad del semen

Además del método manual para determinar la viscosidad ( 1,2) , este parámetro del semen

también se puede medir como la cantidad de segundos que se tarda en llenar una cámara de

recuento cargada con capilares ( utilizada para la evaluación de la concentración y la motilidad de

los espermatozoides, ver más abajo) . La técnica requiere cargar una alícuota de semen (3 μl) en

un portaobjetos Leja de cuatro cámaras y 20 μm de profundidad precalentado (37°C) y registrar el

tiempo de llenado (13) . La viscosidad en centipoise (cP) se puede determinar posteriormente

mediante la siguiente ecuación:

y = 0,34x + 1,34

donde y = viscosidad en cP y x = tiempo de llenado en segundos (13) .

Una muestra con viscosidad normal tendrá un tiempo de llenado mucho más rápido (por ejemplo ,

10 segundos y 4,7 cP) en comparación con una muestra hiperviscosa (por ejemplo, 22 segundos y

8,8 CP). La hiperviscosidad del semen probablemente se debe a una disfunción de las glándulas

sexuales accesorias masculinas (14 ) y se asocia con una mala calidad del semen , motilidad de los

espermatozoides y bajos resultados con la FIV (15,16) .

Concentración de espermatozoides



CASA permite determinar la cantidad de espermatozoides presentes en una muestra de semen o

preparación de esperma junto con la motilidad de los espermatozoides una vez que se ha cargado

la cámara de conteo. Dependiendo del método preferido, se pueden utilizar cámaras de conteo por

desplazamiento de gotas reutilizables (p. Ej., Makler y Neubauer) o cámaras de conteo cargadas

por capilares desechables (p. Ej., Leja y CellVision) para medir la concentración de

espermatozoides.

Debido a la naturaleza inherente del semen humano que tiene una variación considerable

en términos de viscosidad, presencia de células no espermáticas y detritos, agregaciones de

espermatozoides y morfología heterogénea, los sistemas de análisis de imágenes están sujetos a

errores en la discriminación entre espermatozoides o espermatozoides individuales y materia no

espermática. (3,5). Como se mencionó en la Sección 3, es fundamental que el software CASA

deba detectar correctamente las cabezas de los espermatozoides para poder determinar con

precisión la concentración de espermatozoides (Fig. 8). Si se incluye materia no espermática en el

análisis automatizado, resultará en una sobreestimación de la concentración de espermatozoides y

una subestimación de la motilidad de los espermatozoides.

= =

Figura 8: Análisis de motilidad espermática CASA a 50 fotogramas por segundo utilizando el software Sperm Class

Analyzer. El campo analizado ilustra la correcta detección y seguimiento de espermatozoides individuales en una muestra

de semen o preparación de esperma. La caracterización de las subpoblaciones de motilidad incluye: pistas rojas = esperma

de natación rápida; pistas verdes espermatozoides de natación media; pistas azules espermatozoides que nadan

lentamente; y círculos amarillos = esperma inmóvil. También se indican en rectángulos azules los espermatozoides que

pasan la prueba de penetración de la mucosa espermática y en círculos turquesas los espermatozoides que poseen

características de motilidad hiperactivada.

Las muestras de semen con una concentración de esperma extremadamente alta deben diluirse

con plasma seminal del mismo donante / paciente (1) para permitir que CASA detecte todos los

espermatozoides. El semen con alta viscosidad se puede lavar (centrifugar durante 10 min a 350

g) con un medio de lavado / tampón de esperma adecuado (por ejemplo, ALLGrad Wash o

PureSperm) y re suspender nuevamente para eliminar los componentes del líquido seminal.

Al ingresar el volumen original de la muestra de semen, el software de CASA también

informará automáticamente sobre el número total de espermatozoides en el eyaculado (recuento

de espermatozoides). Este valor es importante para los cálculos posteriores del número /

porcentaje de espermatozoides en un eyaculado que presentan características específicas

relacionadas con la fertilidad potencial, p. Ej. motilidad progresiva, hiperactivación y morfología

normal.

Motilidad de los espermatozoides



Se determinan varios porcentajes habituales de motilidad de los espermatozoides con análisis de

semen tanto manuales como automatizados (por ejemplo , motilidad total , progresivos rápidos ,

progresivos lentos , no progresivos e inmóviles) , como recomienda la OMS ( 1 ) . Además , CASA

puede evaluar las características del movimiento de los espermatozoides que son prácticamente

imposibles con el análisis manual , mediante la medición de subpoblaciones de motilidad

específicas y parámetros cinemáticos (consulte la Tabla 3 para conocer los parámetros de

motilidad de CASA) . Por ejemplo , CASA usa valores de corte para parámetros cinemáticos

específicos (Tabla 3) para evaluar la proporción de espermatozoides en la eyaculación o fracción

de espermatozoides , que tienen propiedades de penetración en el moco cervical e hiperactivación

(Fig . 8) .

Tabla 3: Movilidad espermática y parámetros espermáticos analizados mediante CASA.

Motility

Percentages

Total motility

Progressive motility

Rapid progressive (Type a*)

Slow progressive (Type b*)

Non-progressive (Type c*)

Immotile (Type d*)

Rapid* (R)

Morphology

Morphology

Normal (%)

Abnormal (%)

Head defects (%)

Midpiece defects (%)

Tail defects (%)

Cytoplasmic droplets (%)

Acrosome coverage (%)

Teratozoospermia index (TZI)Medium* (M)

Multiple anomalies index

Slow# (S) (MAI)

Sperm mucous penetration (SMP) Sperm deformity index (SDI)

Hyperactivation (HA) Morphometry

Kinematics Head length (um)

Head width (um)

VSL (um/s)

LIN (%)

VCL (um/s)

VAP (um/s) Head area (um²)

Head perimeter (um)

Head ellipticity

STR (%) Head elongation

WOB (%) Head roughness

ALH (μm)

BCF (Hz)

Head regularity

Midpiece width (um)



Cut-offs

R: VCL>89 µm/s

M: 89<VCL>60 µm/s

S: 60<VCL>23 µm/s

SMP: VAP>25 µm/s, STR>80%,

ALH>2.5(5)”

HA: VCL>150 µm/s, LIN<50%,

ALH>3.5(7)”

* According to WHO4 (WHO, 1999)

#

Sperm swimming speed according to CASA sort function, as recommended in RFD, 2018

“ Cut-off values as recommended in MOF (2017), ALH values given are for Sperm Class Analyzer,

ALH values in brackets are for other CASA systems using the full VCL wave to calculate ALH

VCL = curvilinear velocity, VAP = average path velocity, VSL = straight-line velocity, LIN = linearity,

STR = straightness, WOB = wobble, ALH = amplitude of lateral head displacement, BCF = beat

cross frequency

Una vez que se han determinado los porcentajes de motilidad de los espermatozoides, se

comparan con los valores de referencia de la OMS para cada clase (Tabla 2), con el fin de

predecir un diagnóstico de la calidad de los espermatozoides (p. Ej., Astenozoospermia), a

menudo en combinación con la evaluación de la concentración y morfología de los

espermatozoides (p. Ej. oligoastenozoospermia). La notificación de la motilidad especialmente

progresiva es importante, ya que este parámetro de motilidad está relacionado con las tasas de

fecundación y embarazo (17,18). Además, los parámetros de velocidad de los espermatozoides

(VCL, VAP y VSL) han demostrado ser predictores de embarazo por IIU e ICSI (19,20).

La precisión de la motilidad de los espermatozoides evaluados con CASA, depende de la

concentración de esperma del semen o de la preparación de los espermatozoides cargados en la

cámara, así como de la profundidad de la cámara. Se ha recomendado ampliamente que la

concentración de espermatozoides debe estar entre 2x106 / ml y 50x106 / ml (21) para evitar

colisiones entre espermatozoides cercanos, agitación de espermatozoides inmóviles o demasiada

superposición de trayectorias de movimiento de los espermatozoides (1) lo que podría resultar en

registrar tracks incorrectas de espermatozoides. Una profundidad de la cámara de 20 µm, es

adecuada para adaptarse al patrón helicoidal en el que los espermatozoides nadan en medios

fisiológicos, y el movimiento hiperactivo que generan los espermatozoides en los medios de

capacitación (22,23). Los tracks de al menos 200 espermatozoides móviles deben analizarse por

muestra utilizando un objetivo de contraste de fase positivo 10x, un filtro verde y una platina

térmica del microscopio. Si es posible, se deben analizar al menos 400 espermatozoides móviles,

para evaluar de manera confiable las diversas clases de movimiento de los espermatozoides (1).

Morfología de los espermatozoides

El análisis de morfología espermática asistido por computadora (CASMA) utiliza algoritmos para

evaluar varios parámetros de morfometría de espermatozoides (Tabla 3) y, posteriormente, detecta

anomalías similares en los componentes de los espermatozoides según lo recomendado por la

OMS (1) para el análisis manual (24). La medición de las características morfométricas detalladas

de los espermatozoides no solo es vital para la determinación objetiva, reproducible y rápida de las

formas normales frente a las anormales, sino que tiene aplicaciones directas en toxicología (25) y



se ha demostrado que tiene correlaciones con la motilidad progresiva (26). Para asegurar la

precisión y repetibilidad de CASMA, se debe tener cuidado con los pasos básicos de preparación

de portaobjetos, seleccionar tinciones que no afecten las dimensiones de los espermatozoides y

utilizar las configuraciones correctas de hardware y software (27).

En general, se pueden utilizar preparaciones tanto en fresco como espermatozoides

teñidos, para evaluar la morfología de los espermatozoides con CASMA. El número de

espermatozoides en el portaobjetos debe ser adecuado para tener una muestra representativa de

la muestra de semen, o de la preparación de espermatozoides, pero una concentración demasiado

alta de espermatozoides, hará que las colas de los espermatozoides se superpongan y podría

resultar en una detección incorrecta, o ausencia de detección de los espermatozoides individuales

por el software. Debido a que varios fijadores y tinciones disponibles comercialmente, contienen

diferentes productos químicos que pueden influir en la morfometría de la cabeza del esperma (28),

las especificaciónes de la tinción espermática utilizada es importante para ayudar a proporcionar

una captura, un umbral y una medición precisos de todos los componentes del esperma (Figura 9)

por CASMA. Preferiblemente, se debe seleccionar un fijador y un colorante que solo fijen los

espermatozoides en el portaobjetos (evitando las partículas teñidas de fondo adyacentes o

superpuestas con los espermatozoides), que sea isotónico o isosmótico al semen recién

eyaculado o espermatozoides expuestos a un medio fisiológico, y que no causen encogimiento o

hinchazón de cualquier componente del esperma (27,29). La morfología de los espermatozoides

de al menos 200 espermatozoides debe analizarse por muestra (en diferentes partes del

portaobjetos), utilizando un objetivo de inmersión en aceite de 60x o 100x y óptica de campo claro

(1).

Figura 9: Análisis de morfología CASA utilizando el software Sperm Class Analyzer y tinción SpermBlue. El campo

analizado ilustra el umbral preciso de cada componente del esperma contra un fondo limpio/claro. La clasificación de la

morfología de los espermatozoides incluye: bloques verdes = morfología espermática normal y espermatozoides anormales

en bloques rojos (ilustración con permiso de Microptic SL, Barcelona, España).

Además de informar sobre el porcentaje de morfología normal de los espermatozoides, y las

anomalías de los espermatozoides (cabeza, cola, pieza intermedia y gotitas citoplasmáticas), los

sistemas CASA modernos determinan índices de múltiples defectos en los espermatozoides. Los

tres índices más comúnmente calculados incluyen el índice de teratozoospermia (TZI), el índice de

anomalías múltiples (MAI) y el índice de deformidad espermática (SDI) (1). Dado que estos índices

combinan más de una anomalía por espermatozoide de diferentes formas, es una expresión más

poderosa de la anomalía espermática. Por ejemplo, cuando dos pacientes tienen un 6% de

espermatozoides normales pero uno de ellos tiene un TZI mucho más alto que el otro (por

ejemplo, 2.9 frente a 1.7), es probable que el paciente con un TZI más alto esté en mayor

desventaja en términos de su potencial de fertilidad. (27).



Subpoblaciones de espermatozoides

Los eyaculados humanos contienen diversas subpoblaciones de espermatozoides con marcadas

diferencias en sus características funcionales, estructurales y bioquímicas (véanse las

subpoblaciones indicadas en la Fig. 8) (30,31). Estas subpoblaciones deben evaluarse en lugar de

depender simplemente de los valores medios de todo el eyaculado, lo que simplifica demasiado el

análisis y, a menudo, no es un reflejo fiel del potencial de fertilidad masculino (CASA RFD). Por

ejemplo, la evaluación de la motilidad progresiva rápida y la capacidad de penetración espermática

en el moco cervical, pueden ayudar al andrólogo a determinar si un eyaculado contiene

espermatozoides funcionales suficientes para alcanzar, y fertilizar potencialmente el ovocito (5,17),

así como el nivel de TRA que podría necesitar una pareja infértil (32).

Si bien algunas subpoblaciones de motilidad de los espermatozoides (por ejemplo,

velocidad de nado de los espermatozoides, hiperactivación y penetración espermática en moco

cervical) ya están incorporadas en los sistemas CASA, se pueden evaluar otras subpoblaciones de

motilidad y morfología agregando manualmente ciertos valores de corte de los parámetros de los

espermatozoides en una función de "clasificación" (Tabla 3). El software CASA determinará

automáticamente qué porcentaje de la población de espermatozoides evaluados presenta tales

características (33). Si bien los CASMA se basan en valores de corte mínimos y máximos para las

mediciones de la cabeza, la pieza media y la cola del espermatozoide, así como la cobertura del

acrosoma, se pueden evaluar características morfológicas de interés adicionales de los

espermatozoides mediante el establecimiento de cortes mediante el análisis de la curva de

características operativas del receptor (ROC por sus siglas en inglés) o Intervalos de confianza del

90-95% (5,34,35).

Características adicionales de los espermatozoides evaluadas por CASA

Además de la morfología y morfometría de los espermatozoides, los sistemas CASA modernos

son capaces de evaluar varias otras características de los espermatozoides que son esenciales

para la evaluación de la calidad del semen / espermatozoides humanos, incluida la vitalidad, la

fragmentación del ADN, la integridad acrosomal y el conteo de leucocitos. Estos ensayos

adicionales son especialmente útiles para dilucidar las anomalías estructurales de los

espermatozoides que son el resultado de la producción de espermatozoides (durante la

espermatogénesis y, más específicamente, la espermiogénesis), así como el transporte y

almacenamiento de los espermatozoides (a través del tracto reproductor masculino).

Vitalidad

La vitalidad de los espermatozoides mide básicamente la integridad de la membrana de los

espermatozoides, y esta evaluación, es especialmente importante si se encuentra que la motilidad

total de los espermatozoides es inferior al 40% (1). Con los porcentajes de motilidad bajos

registrados, es necesario determinar si la gran parte de los espermatozoides inmóviles están

muertos (p. Ej., Debido a una patología del epidídimo) o simplemente no son móviles debido a

defectos estructurales (p. Ej., Anomalías flagelares).

Dos métodos de rutina empleados para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos

son la prueba supravital y la prueba de hinchazón hipoosmótica. Con la prueba supravital, se

utiliza un método de tinción basado en eosina-nigrosina para identificar espermatozoides con

membranas celulares comprometidas. Los espermatozoides muertos permitirán que entre el

colorante de eosina y se tiña de rosa, mientras que la nigrosina se utiliza como tinción de fondo

para proporcionar suficiente contraste, e identificar los espermatozoides blancos no teñidos que

están vivos (Fig. 10A). Dado que los espermatozoides actúan como osmómetros, se hincharán

cuando se coloquen en un medio hipotónico (36) si todavía tiene la membrana plasmática intacta.

Se puede preparar una solución de hinchamiento por separado para realizar la prueba de

hinchamiento hipoosmótico (1) o se puede utilizar una tinción hipotónica utilizada para la exclusión

del tinte (por ejemplo, BrightVit) (Figura 10A).

Actualmente, la mayoría de los sistemas CASA solo pueden evaluar el porcentaje de

espermatozoides vivos / muertos después de preparar espermatozoides teñidos con eosina-

nigrosina. Al realizar una evaluación manual, se recomienda un objetivo de inmersión en aceite de

100x y una óptica de campo claro (1), mientras que un objetivo de 20x o 40x se puede utilizar para

el análisis automático. Se debe analizar la vitalidad espermática de al menos 200 espermatozoides



por muestra (en diferentes partes del portaobjetos) y posteriormente se calculará el porcentaje de

espermatozoides vivos . Es importante señalar que el porcentaje de espermatozoides vivos , debe

ser igual o superior, al porcentaje de motilidad total ; de lo contrario , existe una discrepancia con la

evaluación de uno de estos dos parámetros .

A B C

D E F

Figura 10: Parámetros espermáticos adicionales evaluados mediante CASA (software SCA) . A) Evaluación de la vitalidad

mediante tinción BrightVit (eosina-nigrosina) : bloque verde = cabeza blanca de espermatozoides vivos y bloque rojo =

cabeza rosada de espermatozoides muertos . Hay que tener en cuenta que las colas de los espermatozoides vivos están

hinchadas (hinchazón hipoosmótica ) y los espermatozoides muertos tienen colas rectas . B) Evaluación de la fragmentación

del ADN mediante la técnica Halosperm : espermatozoides oscuros pequeños en rojo = fragmentados y espermatozoides

grandes en amarillo = no fragmentados . C) Valoración de la cromatina espermática mediante tinción con azul de toluidina :

células oscuras (flechas) = cromatina menos compacta y células claras = espermatozoides con cromatina normal . D)

Evaluación del estado del acrosoma mediante FITC-PNA y tinción de Hoechst: bloque verde espermatozoides con

acrosoma intacto (fluorescencia verde brillante) y bloque rojo = espermatozoides sin acrosoma (solo ver azul Hoechst) . E)

La presencia de leucocitos se indica mediante la detección de células/granulocitos positivos para peroxidasa (véanse las

células teñidas de marrón rodeadas de bloques azules) . F) patrón típico de natación en estrella de un espermatozoide

hiperactivado: línea roja VCL; línea verde = VAP. (ilustraciones en By E con permiso de Microptic SL, Barcelona ,

España) .

=

=

Fragmentación del ADN

Existen numerosos ensayos de la fragmentación del ADN espermático (SDFpor sus siglas en

inglés) , algunos de los cuales miden directa o indirectamente las roturas de la cadena de ADN ,

mientras que otros están asociados con la madurez o compactación del ADN (reemplazo de

histonas por protaminas durante la espermatogénesis) (33) . Muchos de estos ensayos requieren

un equipo sofisticado para preparar y medir el nivel de SDF y algunos son bastante costosos de

realizar (no se recomiendan para análisis de semen de rutina ) . Sin embargo , hay algunos de estos

ensayos que requieren un protocolo de tinción bastante simple y solo microscopía de campo claro

o de fluorescencia para la evaluación . Dos ensayos que se han incorporado a CASAson la prueba

de dispersión de cromatina de esperma (SCD) , también conocida como prueba de Halo , y la

prueba de azul de toluidina (TB) (37,38) . Para la prueba SCD / Halo, el software CASA detecta la

presencia (sin rotura sustancial del ADN) o la ausencia (ADN fragmentado) de un halo alrededor



de la cabeza del esperma (Fig. 10B). Para la prueba de TB, la presencia de células oscuras

(células metacromáticas / teñidas de púrpura) son indicativas de unión a residuos de fosfato de

ADN (cromatina menos compacta) y su densidad óptica específica puede detectarse mediante el

software CASA (Fig. 10C).

Debido al hecho de que diferentes ensayos de SDF miden diferentes aspectos de la

fragmentación del ADN o las anomalías de la cromatina, los puntos de corte para cada ensayo

(para identificar hombres con niveles de SDF demasiados altos) deben especificarse e

incorporarse en el software CASA. Por ejemplo, un nivel de SDF del 30% medido con la prueba de

SCD (y muchos otros ensayos de SDF) se considera alto y, mientras que los niveles de alrededor

del 45% de células oscuras de TB son altamente predictivos de infertilidad (38). Los niveles altos

de SDF se asocian con un desarrollo embrionario comprometido y tasas de fertilización más bajas

en TRA (39). Cabe señalar que los resultados de la prueba de TB se correlacionan bien con los

otros ensayos de SDF (40). El SDF de al menos 200-300 espermatozoides debe analizarse por

muestra (dependiendo de la prueba específica) utilizando un objetivo de inmersión en aceite de

100x y una óptica de campo claro. Posteriormente se calculará el porcentaje de espermatozoides

con ADN fragmentado (prueba SCD) o cromatina dañada (prueba TB).

Integridad del acrosoma

La integridad de su estructura acrosómica es crucial para que los espermatozoides experimenten

la reacción acrosomal y penetren las capas que rodean al ovocito antes de la fertilización. Si una

muestra de semen contiene un alto porcentaje de espermatozoides sin un acrosoma intacto, esto

podría ser indicativo de un problema con la formación del acrosoma durante la espermatogénesis,

o la pérdida prematura del acrosoma antes de la eyaculación. La evaluación de la reacción

acrosomal se cubre en la Sección 6.3.

La evaluación del acrosoma por CASA hace uso de la unión de lectinas marcadas con

fluorescencia, como Arachis hypogaea (lectina de maní, FITC-PNA), a la membrana acrosomal

externa de los espermatozoides (41). Usando esta lectina y microscopía de fluorescencia con un

filtro FITC, los acrosomas aparecen de color verde brillante (Fig. 10D) y pueden detectarse con el

software CASA. Sin embargo, los espermatozoides sin acrosomas son invisibles, pero deben

contarse para calcular el porcentaje de espermatozoides con acrosomas intactos. Por lo tanto, se

debe usar una contratinción como Hoechst en combinación con un filtro Triband, para visualizar

tanto la fluorescencia verde (acrosomas intactos) como la fluorescencia azul de las cabezas de los

espermatozoides (acrosomas reaccionados). Los acrosomas de al menos 200 espermatozoides

deben analizarse por muestra, utilizando un objetivo de inmersión en aceite de 40x o 100x.

Recuento de leucocitos

Aunque la aparición de leucocitos en un eyaculado es normal, la presencia de más de 1 x 10
6

leucocitos / ml en el eyaculado se define como leucocitospermia (2) y es una indicación de

infección en el tracto urogenital masculino. Numerosos estudios indican que la leucocitospermia

contribuye de manera significativa a la infertilidad masculina, ya que esta afección conduce a una

disminución de la motilidad de los espermatozoides, a un aumento del daño en el ADN de los

espermatozoides y anomalías en la morfología de los espermatozoides (42).

Los granulocitos positivos a peroxidasa, que se originan principalmente en la próstata y las

vesículas seminales, son la forma predominante de leucocitos en el semen y, por lo tanto, se

puede emplear una tinción citoquímica que mida la actividad de la peroxidasa para detectar y

calcular el recuento de leucocitos en un eyaculado. Las células positivas a la peroxidasa se tiñen

de marrón y pueden detectarse mediante CASA, mientras que las células negativas a la

peroxidasa no se tiñen (Fig. 10E). Las células redondas deben capturarse a lo largo de cuatro

transectos en un portaobjetos utilizando un objetivo de 40x y una óptica de campo claro. El

software CASA reconocerá la presencia de actividad de peroxidasa en las células redondas

(cuando estén presentes) e informará el número de células positivas a peroxidasa por ml de

eyaculado.

Evaluación de la funcionalidad de los espermatozoides por CASA



Aunque un análisis de semen de rutina sigue siendo la piedra angular de una evaluación de la

infertilidad, simplemente actúa como una herramienta para cuantificar la calidad del semen y no

puede predecir la fertilidad per se ni proporcionar a los hombres una vía de fertilidad óptima

(33,43). Se ha destacado la necesidad de pruebas funcionales de los espermatozoides más

amplias, (44,45) para dilucidar los factores desconocidos que afectan la fertilidad masculina, y

proporcionar tratamientos para la infertilidad, más individualizados, para los pacientes (43, 46). Los

sistemas CASA modernos incluyen la evaluación de los aspectos funcionales de los

espermatozoides relacionados con el tracto reproductivo femenino, como la penetración

espermática en moco cervical, la hiperactivación y la reacción acrosomal.

Penetración espermática en moco cervical

Aunque el cuello uterino es una de las primeras barreras que deben superar los espermatozoides

eyaculados, la prueba de penetración espermática en moco cervical ya no se utiliza en la práctica

clínica y, por lo tanto, se eliminó de la sexta edición del manual de la OMS. Se ha propuesto una

técnica alternativa mediante la cual se identifica una subpoblación de espermatozoides con

características específicas de nado que les permite penetrar a través del plasma seminal (47). En

este caso, el plasma seminal es un sustituto del moco cervical y tiene la ventaja de que tiene

propiedades de viscosidad similares a las del moco cervical. Este método también tiene sentido

fisiológico porque una vez que los espermatozoides están en el tracto reproductivo femenino,

tienen que nadar fuera de su propio plasma seminal y, por lo tanto, son desafiados por la

viscosidad del plasma (33).

Para que el software CASA identifique la subpoblación de espermatozoides en una

muestra de semen o preparación de esperma, que pueda superar los desafíos del plasma seminal

(puede penetrar el moco), se utilizan valores de corte específicos para tres parámetros

cinemáticos (Tabla 3). Si aún no forman parte de los algoritmos utilizados para clasificar los

espermatozoides analizados, estos valores de corte para VAP, STR y ALH a menudo se pueden

ingresar manualmente en una función de "clasificación" disponible como parte del software CASA.

La penetración espermática en moco cervical se mide como parte de un análisis de motilidad

CASA de rutina (consulte la Sección 4.3, Figura del análisis de motilidad que muestra los

espermatozoides en caja de SMP) y se informa como el número de espermatozoides en el

eyaculado / preparación que pasan los criterios especificados. El número ideal de

espermatozoides que tienen capacidad de penetración espermática en moco cervical debe ser > 5

x 106 espermatozoides / eyaculado.

Hiperactivación

La capacitación de los espermatozoides implica una serie de cambios bioquímicos y moleculares

en la membrana plasmática de los espermatozoides, y el entorno intracelular que provocan una

hiperactivación y seguidos por la reacción acrosomal. La hiperactivación de los espermatozoides

se asocia con varias señales de Ca2+ y se caracteriza por un cambio de comportamiento en la

forma de onda flagelar, que a menudo resulta en un patrón de nado en estrella (Fig. 10F). El

patrón de nado vigoroso puede ayudar a los espermatozoides a migrar a través del entorno

viscoelástico del tracto reproductor femenino, a desprenderse del epitelio oviductal y permitir la

penetración de las capas del ovocito (48,49). Se ha confirmado la importancia de la evaluación de

la hiperactivación de los espermatozoides y su relación con la fertilidad (5).

La hiperactivación puede inducirse in vitro incubando espermatozoides en condiciones de

capacitación, con o sin el uso de sustancias químicas específicas (por ejemplo, cafeína o

progesterona) para estimular un aumento de los niveles intracelulares de Ca2 + (34). Ciertos

sistemas CASA están programados para medir rutinariamente la hiperactivación de los

espermatozoides (Fig. 8) mediante el uso de puntos de corte específicos para VCL, LIN y ALH (o

puede ingresarse en una función de "clasificación") (Tabla 3). Un parámetro alternativo para la

magnitud de la amplitud del batido del flagelo durante la hiperactivación, que es independiente de

ALH, es la medición de la dimensión fractal (D fractal) (5). En un informe de CASA, la



hiperactivación de los espermatozoides se expresa como el porcentaje de espermatozoides en el

semen o en una preparación de esperma que posee características de hiperactivación . Se ha

demostrado que las muestras de semen con al menos un 20% de hiperactivación se relacionan

con espermatozoides de alta calidad con potencial de éxito de la fertilización (50,51 ) .

Reacción acrosomal

La reacción acrosomal (RA) y la hiperactivación están estrechamente relacionadas debido a que

ambos parámetros funcionales de los espermatozoides , requieren un aumento de los niveles

intracelulares de Ca 2+ (34) . Además de evaluar la integridad del acrosoma (ver Sección 5.3) ,

también es importante evaluar si los espermatozoides capacitados tienen la competencia para

realizar la RA. Se ha demostrado que el porcentaje de espermatozoides que sufren reacción

acrosomal en el semen o en una preparación espermática , después de la inducción con un

estímulo , se correlacionan significativamente con tasas de fertilización (52).

Dos sustancias químicas comunes utilizadas para la inducción de la RA incluyen 1-10

μmol / L ionoforo de Ca 2+ (A23187) o 2-10 μg / ml de progesterona (1,34) , conocida como la

reacción acrosomal después de la provocación con ionóforo / progesterona (ARIC o ARPC por sus

siglas en inglés) . Después de seguir el procedimiento recomendado para la preparación y

visualización de los espermatozoides que reaccionaron con el acrosoma (Sección 5.3) ( 1 ) , la

puntuación de ARIC debe incluir la puntuación tanto del porcentaje de prueba RA menos el

porcentaje de control RA. La diferencia normal es del 15% RA y los valores por debajo del 10%

son anormales, mientras que los valores entre el 10-15% sugieren infertilidad o función

espermática comprometida (2).

Uso de CASA en el laboratorio de andrología moderno : perspectivas futuras y conclusión

Los laboratorios de andrología y los centros de reproducción asistida en todo el mundo , ya utilizan

ampliamente una amplia gama de sistemas CASA, y una revisión reciente de 2021 mostró una

gran promesa usando CASA en el área clínica (53) . Los artículos más importantes muestran una

buena concordancia entre la motilidad y la concentración de espermatozoides de CASA y el

análisis manual de la OMS . En general , la implementación de CASA con fines clínicos y de

investigación ha aumentado drásticamente en los últimos diez años (34) y la tendencia parece

continuar, como se refleja en las ventas de los sistemas CASA. También hay una mejora continua

tanto en la tecnología informática como en el desarrollo de software con énfasis en la inteligencia

artificial .

EI SCA SCOPE (Microptic SL, Barcelona , España) como se ha discutido anteriormente , ya

proporciona un prototipo para el futuro como un dispositivo médico CASA casi completamente

automatizado . Actualmente , este dispositivo puede realizar un análisis completo , en quince

minutos, de la concentración de espermatozoides , la motilidad de los espermatozoides, la

morfología , la vitalidad , la fragmentación y el conteo de leucocitos de acuerdo con las normas de la

sexta edición del manual de la OMS y sin interferencia humana (Figura 11 ) . Es concebible que los

sistemas más tradicionales como se indicó anteriormente , así como los sistemas más avanzados ,

como el SCA SCOPE, se utilizarán cada vez más en el entorno clínico . Es muy posible que en los

próximos cinco años , los dispositivos médicos CASA completamente automatizados , se utilicen de

forma rutinaria en los laboratorios de Andrología y los centros de reproducción asistida , y sean

equivalentes a los sistemas que realizan análisis hematológicos completos completamente

automatizados , que incluyen recuentos diferenciales complejos de glóbulos blancos .



Figura 11: Comparación detallada en el tiempo, del análisis manual de semen en comparación con el SCA SCOPE

completamente automatizado (ilustración con permiso de Microptic SL, Barcelona, España).

Además, los dispositivos de telefonía celular se han desarrollado para la detección del semen y

para uso privado, y se basan en el software CASA tradicional que se puede descargar desde "la

nube" (Figura 12). Las empresas que comercializan estos dispositivos también intentan relacionar

los parámetros del semen con la salud general como un paso más progresivo.

Figura 12: Los teléfonos celulares con un accesorio simple para un soporte para análisis de semen (izquierda) ahora se

pueden usar para analizar muestras de semen utilizando el software CASA tradicional (derecha) (ilustración con permiso de

Microptic SL, Barcelona, España).

¿Qué depara el futuro? Cabe destacar dos novedades. El análisis de flagelos ahora se puede

realizar casi de forma rutinaria a 169 fps utilizando el software de seguimiento de flagelos y

espermatozoides (FAST) desarrollado por la Universidad de Birmingham y es muy posible que

algunos de los parámetros flagelares recientemente documentados se relacionen con la

funcionalidad de los espermatozoides y el éxito de la fertilización (54). La Figura 13 es un ejemplo

de dicho análisis y, en este caso, muestra la imagen de la onda flagelar de espermatozoides

humanos hiperactivos.
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Figura 13: Análisis flagelar de un espermatozoide humano . El video se capturó a 169 fps y posteriormente se analizó un

archivo * .avi mediante FAST. FAST calcula tanto los parámetros CASA tradicionales como toda una gama de nuevos

parámetros flagelares .

En segundo lugar, los dispositivos de microscopía holográfica sin lentes , ya se han probado para

determinar su capacidad para evaluar la motilidad de los espermatozoides, sobre la base de

pequeñas diferencias de voltaje ( Fig . 14) . La ventaja de estos sistemas es que se trata de un

equipo económico que puede caber en el bolsillo de una chaqueta . Además, el principio de

holografía de la cámara CMOS combinado con la iluminación LED azul y roja desde dos ángulos ,

puede producir imágenes de seguimiento en 3D (55) . Sin embargo , estos sistemas aún necesitan

recorrer un largo camino en verificaciones , dejando solo el análisis de la morfología ,

fragmentación , vitalidad y otros parámetros de los espermatozoides .

Figura 14: Un microscopio holográfico en chip rentable compuesto por un sensor de imagen CMOS y un LED filtrado por

un agujero de alfiler.

Mensaje para llevar a casa: Actualmente, los sistemas CASA de buena reputación están llenando

el mercado, y ciertamente pueden usarse clínicamente con confianza, a pesar del cierto

escepticismo, siempre y cuando se tomen todas las medidas para la estandarización en términos

de manejo del semen, siguiendo los protocolos correctos, controles de calidad semanales e

interpretación.
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Cápsula

Descripción de los estudios citogenéticos que actualmente se recomienda realizar al varón infértil

en la práctica clínica habitual .

Introducción : Genética e infertilidad masculina

Miles de genes están implicados en la espermatogénesis , el desarrollo testicular y la regulación

endocrina de la función testicular. La contribución genética a la infertilidad masculina es , por tanto ,

considerable, y la investigación básica de los últimos años ha descubierto una serie de genes que

potencialmente podrían utilizarse en la práctica clínica . La investigación se ha visto impulsada por

las nuevas tecnologías de análisis genético como los estudios de asociación de todo el genoma

(GWAS; del inglés , genome-wide association study) y la secuenciación del exoma y búsqueda de

mutaciones en genes candidatos . Sin embargo , a pesar de los grandes avances que ha

experimentado la genética clínica en estos últimos años, los análisis genéticos que se

recomiendan actualmente en consultas de reproducción , son todavía relativamente pocos( 1 ) (2 )

(Tabla 1 ) y las principales causas conocidas de esterilidad en el varón son alteraciones

citogenéticas.

Utilizando estas pocas pruebas, se identifican anomalías genéticas en el 10-15% de las

formas más graves de infertilidad masculina (azoospermia) , estando la prevalencia de alteraciones

genéticas inversamente relacionada con la concentración de espermatozoides(3) .

Actualmente , se desconoce la causa de la infertilidad de una gran proporción de pacientes

que acuden a consultas de reproducción (30%-60%) . Una correcta aplicación de las pruebas

genéticas disponibles en las diferentes formas de infertilidad masculina aumentará la probabilidad

de llegar a un diagnóstico . El diagnóstico genético tiene un papel importante en la decisión clínica

(elección del tratamiento , pronóstico) , permite un adecuado asesoramiento genético , además de

ser importante para la salud reproductiva de los pacientes y para la evaluación de riesgos para la

descendencia. El presente tema se centrará en revisar los estudios citogenéticos que actualmente

se recomiendan en el estudio del varón infértil y la tecnología que se emplea en dichos estudios.

Tabla 1. Pruebas citogenéticas recomendadas en el estudio del varón infértil .



PRUEBA

GENÉTICA

Cariotipo

Microdeleciones

del cromosoma

Y (AZFa, by c)

INDICACIÓN RECOMENDACIÓN

Infertilidad de origen idiopático

Hijo previo con alteración

cromosómica

✓ Abortos de repetición

✓ Historia familiar de retraso

mental/malformaciones

ICSI + PGT-A/PGT-SR

➤ Donación de gametos

Si gestación natural ,

diagnóstico prenatal

✓ Varón: hipogonadismo ,

ginecomastia, criptorquidia,

hipospadia,

oligozoospermia/azoospermia no

obstructiva

✓ Todos los pacientes antes de un

ciclo de reproducción asistida

Azoospermia

idiopática/Oligozoospermia <5M/ml

Alteración cromosómica

TESE-ICSI en pacientes

con microdeleciones en AZFC

(50-60% de recuperación de

espermatozoides)

TESE-ICSI en pacientes

con microdeleciones AZFb

con marcador SY1192 positivo

Resto de

microdeleciones, donación de

gametos

ICSI + PGT-AFISH

espermatozoides constitucional

✓

Oligozoospermia/teratozoospermia

✓ Aborto de repetición

Fallo de implantación

✓ Gestación previa con

cromosomopatía y cariotipos normales

en progenitores

✓ Como factor pronóstico previo a

FIV-ICSI

Causas citogenéticas de infertilidad masculina

Las alteraciones citogenéticas que causan infertilidad masculina pueden ser constitucionales ,

como las alteraciones cromosómicas o las variaciones de número de copias (CNVs; del inglés ,

copy number variations) , o alteraciones de la meiosis , limitadas a la línea germinal , que originan

espermatozoides aneuploides.

Alteraciones del cariotipo

El 15% de los varones con azoospermia no obstructiva y el 5% de los que tienen

oligozoospermia severa son portadores de anomalías cromosómicas, siendo la más frecuente la

trisomía 47 ,XXY (síndrome de Klinefelter) en varones azoospérmicos y las anomalías estructurales

en los oligozoospérmicos (4)(5) . A pesar de que las alteraciones cromosómicas son más frecuentes

en varones con bajo recuento espermático, razón por la que las sociedades científicas

recomiendan realizar el estudio de cariotipo a varones con claros signos clínicos de insuficiencia

testicular primaria ( 1 )(2 ) , también los pacientes con oligozoospermia moderada o incluso

normozoospermia pueden ser portadores de anomalías cromosómicas . Por ello , el estudio de

cariotipo se debe recomendar a todos los varones que van a someterse a un ciclo de reproducción

asistida (6)(7) .



Las anomalías cromosómicas pueden ser numéricas, cuando se ve alterado el número de

cromosomas, o estructurales, cuando se altera su estructura, y pueden implicar a los cromosomas

sexuales o a los autosomas. Ambas pueden afectar a todas las células del individuo o ser en

mosaico, cuando son originadas por una no disyunción en una división postcigótica temprana, con

dos o más complementos cromosómicos diferentes.

Las alteraciones estructurales pueden ser equilibradas (sin ganancia ni pérdida de material

cromosómico) o desequilibradas (con ganancia o pérdida de material cromosómico).

Todas estas alteraciones se diagnostican mediante el estudio del cariotipo en sangre

periférica (Fig. 1), que se describe más adelante (apartado 3.1), que permite la detección de

mosaicos y de alteraciones tanto equilibradas como desequilibradas, con una resolución de hasta

8 Mb (Fig. 2). El estudio mediante array de hibridación genómica comparada (CGH-array; del

inglés, comparative genomic hybridization) nos permite la detección de CNVs con una resolución

de hasta 100 Kb, pero no permite la detección de alteraciones equilibradas ni de mosaicos

inferiores al 30%, por lo que no resulta útil para la detección de las alteraciones que más

frecuentemente se relacionan con infertilidad en el varón.

Figura 1. Cariotipo de un varón cromosómicamente normal, con fórmula cromosómica 46,XY, teñido con bandas G y con

una resolución aproximada de 550 bandas.

Aneuploidías de los cromosomas sexuales

Las aneuploidías se definen por un número anormal de cromosomas con respecto al estado

euploide (46,XY o 46,XX). Las aneuploidías más frecuentes detectadas en los varones infértiles

implican a los cromosomas sexuales, como el síndrome de Klinefelter (al menos un cromosoma X

adicional), la trisomía 47,XYY, el síndrome masculino 46,XX o síndrome De la Chapelle y la

disgenesia gonadal mixta (45,X/46,XY).

El síndrome de Klinefelter está presente en 1/600 varones en población general.

Representa la anomalía del cariotipo más frecuente en varones infértiles, con una prevalencia del

10-12% en varones con azoospermia no obstructiva, y del 0,5-1,0% en varones con

oligozoospermia severa. La característica genética es el cromosoma X adicional:

aproximadamente el 80%-90% de los pacientes con síndrome de Klinefelter tienen un cariotipo

47,XXY, mientras que el 10%-20% restante incluye mosaicismos de dos líneas genéticas

diferentes, como 47,XXY/46,XY. El síndrome de Klinefelter se debe a la no disyunción de los

cromosomas X durante la meiosis I o II materna, y menos frecuentemente (3%) a la no disyunción

durante la embriogénesis temprana en el óvulo fecundado.



Α B C

D

13

1

14

6

15

E

21

11

1

F

3
0
0
0

16

12

Figura 2. Ejemplos de alteraciones cromosómicas equilibradas . (A) Translocación robertsoniana en la que se fusionan los

brazos largos de los cromosomas 13 y 14 , 45 ,XX, der(13 ; 14) (q10 ;q10) . ( B) Translocación robertsoniana en la que se

fusionan los brazos largos de los cromosomas 15 y 21 , 45 ,XX, der( 15 ; 21 ) (q10 ;q10) . (C) Translocación recíproca entre los

brazos largos de los cromosomas 1 y 16 , 46 ,XY, t ( 1 ; 16) (q21 ; q11.2) . (D) Translocación reciproca entre el brazo largo del

cromosoma 1 y el brazo corto del cromosoma 9 , 46 ,XX, t ( 1 ; 9 )(q42 ; p13 ) . ( E) Inversión paracéntrica en el brazo largo del

cromosoma 11 , 46 ,XX, inv(11 )(q13.2q25) . (F) Inversión pericéntrica en el cromosoma 12 , 46 ,XY, inv( 12)(p11.2q14) . Se

marcan con flechas los puntos de ruptura en los reordenamientos .

Fenotípicamente , los pacientes con síndrome de Klinefelter muestran una variabilidad sustancial

en la expresión y la gravedad . En el testículo se produce hialinización de todos o la mayor parte de

los tubos seminíferos , lo que origina azoospermia (90% de los pacientes) , criptozoospermia u

oligozoospermia severa . Se suele asociar hipoandrogenismo . La posibilidad de recuperar esperma

mediante la extracción testicular de esperma (TESE; del inglés , testicular sperm extraction) es

bastante buena (45-50%)(8). Dada la alta incidencia de alteraciones cromosómicas presente en

los espermatozoides de varones con síndrome de Klinefelter(9) se recomienda estudio genético

preimplantacional de aneuploidías (PGT-A; del inglés , preimplantation genetic testing for

aneuploidy) en estos casos . Por otro lado , el diagnóstico temprano de estos varones es importante

para poder realizar criopreservación del eyaculado o de espermatozoides testiculares , pues la

hialinización testicular es progresiva .

El cariotipo 47 ,XYY es la segunda aneuploidía más frecuente de los cromosomas sexuales

en varones infértiles , con una incidencia del 0,1 % . Esta alteración se origina por una no disyunción

en la meiosis II durante la espermatogénesis (85%)o por un error postcigótico (15%).

El diagnóstico de esta alteración es frecuentemente un hallazgo casual dado que estos

pacientes son fenotípicamente normales . La fertilidad es variable , con recuentos de

espermatozoides que van desde la azoospermia hasta la normozoospermia, y los niveles de

testosterona son generalmente normales . Aunque algunos estudios por hibridación in situ

fluorescente (FISH ; del inglés, fluorescence in situ hybridization) mostraron un aumento de

aneuploidías en espermatozoides , no se ha documentado un mayor riesgo de aneuploidías en la

descendencia.

El síndrome de varón XX, también conocido como síndrome de De la Chapelle , es una

alteración de la diferenciación sexual que afecta a 1 /20.000 varones . El fenotipo más frecuente es

el de un varón normal , con testículos pequeños , pero también puede presentarse como un varón

con genitales ambiguos e incluso feminización . De forma constante , cursa con atrofia testicular y

azoospermia con infertilidad ; en ocasiones, asocia ginecomastia , obesidad o fallo de descenso

testicular (se asemejan a los pacientes Klinefelter) . La posibilidad de recuperación de

espermatozoides mediante TESE es prácticamente nula , por lo que no se recomienda ( 10) .

Los varones con disgenesia gonadal mixta 45 , X/46 ,XY pueden presentar al nacer genitales

ambiguos o desarrollarse como varones fenotípicamente normales, con insuficiencia gonadal y/o



baja estatura. El fenotipo es variable y las gónadas pueden desarrollarse en forma de testículos o

vetas indiferenciadas y pueden estar localizadas en el escroto, intraabdominales o a lo largo de la

vía de descenso en el canal inguinal. Los individuos con testículos escrotales bilaterales suelen

presentarse como varones de baja estatura y con insuficiencia gonadal, azoospermia y muy pocas

posibilidades de recuperar espermatozoides por TESE(11). Aproximadamente la mitad de ellos

tienen hipogonadismo primario con necesidad de sustitución de testosterona. Este síndrome

puede presentar también malformaciones cardíacas y renales, gonadoblastoma y tumores de

células germinales.

Alteraciones estructurales del cromosoma Y

Las alteraciones estructurales del cromosoma Y, como deleciones, anillos, isocromosomas,

inversiones y translocaciones, también se encuentran entre las causas de infertilidad en el varón.

Entre ellas, las alteraciones más frecuentes son las translocaciones entre el cromosoma Y y los

cromosomas autosómicos. La frecuencia de las alteraciones del cromosoma Y en la población

general es del 0,02%, pero la frecuencia aumenta al 0,3% en pacientes azoospérmicos y

oligoozoospérmicos graves. Las deleciones de regiones del cromosoma Y que contienen genes

necesarios para la espermatogénesis pueden ser detectadas mediante el cariotipo cuando se

incluye la mayor parte del brazo largo (Yq), o pueden ser microdeleciones solo visibles con

técnicas moleculares, y que son la causa de hasta el 10% de los casos de azoospermia no

obstructiva. Estos casos de microdeleciones en el cromosoma Y se expondrán más adelante

(apartado 2.2).

Alteraciones estructurales de los autosomas

Las alteraciones estructurales autosómicas detectadas mediante el estudio del cariotipo incluyen

tanto alteraciones equilibradas como desequilibradas, como translocaciones, inversiones, anillos,

isocromosomas, deleciones o duplicaciones parciales (siempre que sean mayores de 8 Mb).

Las alteraciones estructurales de los autosomas más frecuentes son las translocaciones

recíprocas (intercambio de fragmentos cromosómicos entre dos o más cromosomas) y las

robertsonianas (fusión de los brazos largos de dos cromosomas acrocéntricos con pérdida de los

brazos cortos), que son 10 veces más frecuentes en varones infértiles(3)(6). La translocaciones

robertsonianas tienen una incidencia de 0,9% en varones infértiles(7).

Los varones portadores de translocaciones recíprocas o robertsonianas son

fenotípicamente normales, pero tienen una mayor tasa de espermatozoides con alteraciones

cromosómicas desequilibradas y aneuploidías de otros cromosomas no implicados en el

reordenamiento, debidas a errores meióticos (lo que se denomina efecto intercromosómico). Por

ello, todos los varones portadores de cualquier alteración cromosómica tienen que recibir

asesoramiento genético y se les debe recomendar la selección embrionaria mediante estudio

genético preimplantacional de reordenamientos estructurales (PGT-SR; del inglés, preimplantation

genetic testing for structural chromosomal rearrangements).

Microdeleciones del cromosoma Y

La incidencia de microdeleciones en las regiones de azoospermia situadas en el brazo largo del

cromosoma Y (AZF; del inglés, azoospermia factors) es de 1:4000 en población general, y están

presentes en un 5-10% de pacientes con oligozoospermia severa y en un 10-15% de pacientes

con azoospermia no obstructiva idiopática(12). La mayoría de las deleciones son de novo y es

probable que surjan durante la meiosis de los gametos del padre del paciente. Se han descrito tres

regiones, AZFa, b y c, localizadas de la región proximal a la distal de Yq. Las seis formas clásicas

de deleciones de AZF y su correspondiente fenotipo, en orden de gravedad decreciente incluyen:

AZFabc (síndrome de sólo células de Sertoli), AZFa (síndrome de sólo células de Sertoli), AZFbc

(síndrome de sólo células de Sertoli/detención de la maduración), AZFb (detención de la

maduración), AZFc (que va de la oligozoospermia grave a azoospermia), y AZFc parcial (desde la

espermatogénesis normal hasta la azoospermia)(13).

La microdeleción más frecuente afecta a la región AZFc (alrededor del 80% de las

deleciones). Los pacientes portadores de esta deleción, pueden presentar diferentes grados de

alteraciones espermatogénicas, pero, hasta el 70% presentan espermatozoides en el eyaculado,

normalmente menos de 2 millones de espermatozoides por mililitro. En los pacientes con

azoospermia y deleciones de AZFc, mediante TESE pueden recuperarse espermatozoides del

testículo en 50%-60% de los casos(14). Las microdeleciones en AZFc se asocian a mosaicismo de



cromosomas sexuales (45,X/46,XY), por lo que se recomienda el estudio de cariotipo a todos los

pacientes portadores de deleciones AZFc, ya que el mosaicismo se considera un predictor

negativo del éxito de la recuperación de esperma y se asocia a un mayor riesgo de tener hijos con

monosomía X y mayor tasa de abortos(15). La disminución en la producción de espermatozoides

es progresiva en pacientes portadores de deleciones AZFc, por lo que se debe recomendar la

criopreservación.

Las deleciones completas de AZFa son infrecuentes (3%). Tienen el peor pronóstico, con

azoospermia en todos los pacientes. La histología demuestra típicamente el síndrome de sólo

células de Sertoli, con prácticamente ninguna posibilidad de encontrar espermatozoides mediante

TESE.

Las deleciones de AZFb representan el 15% de las microdeleciones Yq. Las deleciones

completas AZFb dan lugar a azoospermia y al síndrome de sólo células de Sertoli o detención

temprana de la maduración de la espermatogénesis. Los pacientes portadores de la deleción AZFb

pero que mantienen el marcador distal sY1192, presentan una espermatogénesis residual y una

maduración completa. Por ello, desde el punto de vista clínico, se recomienda estudiar este

marcador en pacientes portadores de la deleción AZFb, ya que, si está presente, se puede intentar

la obtención de espermatozoides mediante TESE(14).

La deleción AZFbc, que combina estas dos regiones solapantes, constituye el 13% de las

microdeleciones Yq. En estos casos no se recomienda intentar la obtención espermática mediante

TESE.

En conclusión, el cribado de microdeleciones AZF no sólo es útil para el diagnóstico, sino

que también es importante para el pronóstico del TESE. Las sociedades científicas recomiendan

realizar el cribado de microdeleciones AZF a todos los pacientes con oligozoospermia severa (<5

millones) o azoospermia. Este estudio de microdeleciones del cromosoma Y se realiza mediante

técnicas moleculares de forma estandarizada, según las directrices de la EAA/EMQN(16).

A los pacientes que puedan tener descendencia con gametos propios se les debe

proporcionar asesoramiento genético e informarles de que todos sus hijos varones heredarán la

deleción y, por tanto, presentarán azoospermia/oligozoospermia.

Variaciones submicroscópicas de número de copia

La aparición de nuevas herramientas de diagnóstico genético, como los CGH-array y la

secuenciación del exoma, ha permitido la identificación de CNVs (deleciones y duplicaciones

submicroscópicas) causantes de infertilidad masculina, tanto en los cromosomas sexuales como

en los autosomas.

Se han descrito deleciones en la citobanda 9p24.3, que contiene el gen DMRT1, esencial

para la diferenciación de las células tanto germinales como somáticas del testículo, en pacientes

con disgenesia gonadal(17) y azoospermia no obstructiva(18). Estas deleciones presentan una

penetrancia incompleta, ya que también se han detectado en varones con espermatogénesis

normal, por lo que no está claro si estas deleciones en heterocigosis son suficientes para causar el

fallo en la espermatogénesis o la disgenesia gonadal.

Otra CNV que se ha asociado a infertilidad masculina es la duplicación 19p13.3, presente

solo en pacientes con síndrome de sólo células de Sertoli o con oligozoospermia severa, pero no

en población control(19), pero son necesarios más estudios para considerar esta duplicación como

un marcador de esterilidad masculina.

En cuanto a los cromosomas sexuales, se han identificado tres CNVs en el brazo largo del

cromosoma X: CNV64 (Xq27.3), CNV67 (Xq28) y CNV69 (Xq28)(20) asociadas a infertilidad

masculina en población caucásica. Sin embargo, estudios realizados en población china, no han

encontrado relación entre estas CNVs y la infertilidad masculina(21).

En el cromosoma Y se ha identificado una deleción diferente a las deleciones clásicas,

descritas anteriormente, la deleción gr/gr, localizada en la región AZFc, que elimina dos de las

cuatro copias del gen DAZ. Esta deleción aumenta 2-4 veces el riesgo de oligozoospermia y está

presente en el 3-4% de varones con oligozoospermia (frente al 0,4-1,4% en varones con

normozoospermia). Esta deleción, igual que las anteriormente mencionadas en el cromsoma X, se

relacionan con infertilidad en población caucásica pero no en población china ni japonesa.

Por todo ello, actualmente no se recomienda el estudio rutinario de CNVs en pacientes

infértiles.

Alteraciones de la meiosis

La aneuploidía embrionaria es la causa más frecuente de los fallos de la fecundación in vitro (FIV);

ello puede ser debido a alteraciones de la meiosis (ovogénesis y espermatogénesis) o bien a



errores en la mitosis de las primeras divisiones tras formarse el cigoto. Las alteraciones meióticas

se producen por fallos en los controles moleculares del ciclo celular. El nivel de alteración meiótica

es diferente según el sexo, como consecuencia de las diferencias biológicas del proceso: en la

ovogénesis, todos los ovocitos primarios están presentes en el nacimiento, detenidos en la primera

división meiótica (donde se mantienen durante años), mientras que los espermatozoides son

células “jóvenes” durante toda la vida, puesto que la espermatogénesis es continua a partir de la

pubertad y el proceso de meiosis tiene una duración de unos dos meses.

Es bien conocido el efecto de la edad de la mujer (y, por tanto, de sus ovocitos) sobre la

reserva ovárica y la calidad ovocitaria. A los 38 años, más de la mitad de los ovocitos presentan

aneuploidías para los cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22(22), lo que permite suponer que la tasa de

aneuploidías de todos los cromosomas en los ovocitos es considerablemente superior a las cifras

indicadas y, a partir de los 35 años, el número de ovocitos euploides es escaso. Por motivos

evidentes, no es posible el estudio de la ploidía en los ovocitos a emplear en una técnica de FIV.

En cuanto a los espermatozoides, conocemos que cifras de aneuploidía por debajo del 7%

no tienen efecto sobre la fertilidad y se consideran cifras “normales” de errores meióticos(23).

Desde 1995, cuando se publicó el primer artículo sobre la estructura cromosómica de los

espermatozoides(24), un importante número de estudios han puesto de manifiesto que en la

población infértil hay un número significativo de pacientes, incluso con normoozoospermia, que

tienen anomalías cromosómicas espermáticas y éstas se pueden estudiar mediante hibridación in

situ con sondas fluorescentes (FISH)(25,26) (Fig. 3 y 4). Un aumento en el porcentaje de

aneuploidías espermáticas se relaciona directamente con un mayor riesgo de anomalías

cromosómicas en el embrión y, por consiguiente, con disminución en las tasas de implantación y

gestación, e incremento de las tasas de aborto. Por ello, el estudio mediante FISH en

espermatozoides es una herramienta de valor pronóstico para evaluar las posibilidades

reproductivas en parejas infértiles(26,27).

Figura. 3. Representación esquemática de diferentes dotaciones cromosómicas presentes en espermatozoides teñidos

mediante la técnica FISH.

Por vez primera, la reciente edición del Manual de Laboratorio de la OMS para el estudio de

semen, cita entre las técnicas especiales de estudio, la FISH de espermatozoides para conocer la

frecuencia de anomalías cromosómicas(28), indicando que el resultado se debe expresar como

porcentaje de espermatozoides con disomía o diploidía.

La tecnología de FISH de espermatozoides, cuyo procedimiento se detalla más adelante

(apartado 3.2), es relativamente sencilla pero laboriosa, que precisa de experiencia en el análisis

cromosómico interfásico, la aplicación de criterios de valoración estrictos y el empleo de una

población control propia de cada laboratorio a partir de individuos con fertilidad probada. A este

respecto, el Manual de la OMS cita dos estudios que pudieran servir de referencia para los

estudios controles(28).



Entre los varones infértiles , podemos distinguir dos grupos , aquellos que muestran un

cariotipo alterado y los que presentan cariotipo normal .
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Figura. 4. Espermatozoides teñidos mediante la técnica FISH . Se ha utilizado una contratinción de DAPI que delimita el

núcleo . (A) Espermatozoides con un cromosoma X (sonda verde) y un cromosoma Y (sonda roja) . ( B) Espermatozoide con

un cromosoma 13 (sonda verde) y un cromosoma 21 (sonda roja) . (C) Espermatozoide con una disomía X/Y y un

cromosoma 18 (sonda aqua) . ( D) Espermatozoide con una diploidía 18/X/Y. (E ) Espermatozoide con una disomía Y y un

cromosoma 18. (F) Espermatozoide con una disomía 18 y un cromosoma Y.

FISH de espermatozoides en varones con cariotipo alterado

Los varones que presenta alteraciones numéricas en su cariotipo (47 ,XYY, 47,XYY) y, sobre todo ,

estructurales equilibradas (translocaciones recíprocas , translocaciones robertsonianas,

inversiones) van a tener: 1 ) meiosis alterada , con bloqueo meiótico , que ocasionará recuento

espermático bajo; 2 ) espermatozoides desequilibrados por alteraciones en el proceso de

segregación ; y 3) espermatozoides aneuploides por efecto intercromosómico(29,30) . En los

varones con translocaciones no es necesario realizar estudio de segregación puesto que

conocemos , por la bibliografía , que el 40-60% estarán alterados . Respecto a las inversiones , si

éstas afectan a más del 40% de la longitud del cromosoma , también van a presentar alteraciones

espermáticas , por lo que tampoco es necesario el estudio de segregación en estos casos , pues

asumimos que va a estar alterado . Respecto al efecto intercromosómico , el 40-50% de los

pacientes con translocaciones e inversiones cromosómicas grandes , van a tener un efecto

intercromosómico positivo que afecta , casi exclusivamente a los cromosomas sexuales(30) , que

serían los que hay que estudiar. Una FISH de espermatozoides en estos pacientes permite

identificar individuos en riesgo.

Por tanto, en individuos con translocaciones , e inversiones cromosómicas mayores del 40%, debe

aconsejarse la realización de selección embrionaria mediante PGT-SR y realizar FISH de

espermatozoides para los cromosomas X , Y, 21 para comprobar el efecto intercromosómico . Si éste

es positivo , realizar, además de PGT-SR, PGT-A.

FISH en espermatozoides en varones con cariotipo normal

Es un hecho conocido la existencia de un número elevado de individuos infértiles con cariotipo

normal y espermatozoides aneuploides(25) . La causa es la presencia de mutaciones en genes

implicados en la meiosis (mecanismos de sinapsis , recombinación , reparación y segregación) , que

pueden originar un bloqueo meiótico , con bajo recuento espermático y/o incremento en el

porcentaje de alteraciones cromosómicas en los espermatozoides .

Respecto a los cromosomas a estudiar, no es factible , por el alto coste , el estudio de todos

los cromosomas. En todo caso, hay que poner de manifiesto , que en las más de 50 publicaciones

que existen al respecto desde 1995, en la mayoría de ellas hay alteraciones del par XY que no se



acompañan de incrementos significativos de autosomas, excepto el cromosoma 21, por lo que es

suficiente estudiar los cromosomas X, Y, 21(31).

La mayoría de incrementos reportados en la literatura, son bajos o moderados

(0,23%-14%), con una media de 1,41%. Por tanto, aunque sean cifras bajas, indican una

alteración de la espermatogénesis y riesgo incrementado de tener embriones aneuploides. La

interpretación del estudio debe ser cualitativa.

Las indicaciones para realizar FISH de espermatozoides en individuos infértiles con cariotipo

normal son las siguientes: oligozoospermia, teratozoospermia, falllo de implantación, aborto de

repetición, gestación anterior con cromosomopatía y cariotipos de ambos progenitores normales, y

se puede considerar realizarlo previo a ICSI por su utilidad como pronóstico. Los cromosomas a

estudiar son X, Y, 21, lo que nos permitirá identificar individuos en riesgo y se debe aconsejar la

realización de selección embrionaria mediante PGT-A en ciclos en los que se utilicen gametos de

estos varones (Tabla 1).

Técnicas citogenéticas empleadas en el diagnóstico del varón infértil

Cariotipo en sangre periférica

El estudio de cariotipo se lleva a cabo en nuestro laboratorio mediante un protocolo estándar de

obtención de prometafases y tinción de bandas G, que se describe a continuación. Cada

laboratorio debe estandarizar los tiempos para optimizar el resultado, ya que las condiciones

ambientales influyen enormemente en la calidad de las extensiones.

Cultivo celular:

Es necesario trabajar en todo momento en condiciones de esterilidad (cabina de flujo laminar

vertical). Antes de empezar, se debe esterilizar la superficie encendiendo la luz UV durante un

mínimo de 15 minutos y todo el material que se introduzca en la cabina debe ser estéril. La

muestra de partida es sangre periférica en heparina de litio. Añadimos 0,5 ml de sangre en un tubo

con 5 ml de medio de cultivo para linfocitos (Chromosome P, Euroclone). Se agita con vórtex y se

incuba durante 72h en una estufa a 37ºC y 5% de CO2.

El día anterior al sacrificio (12-16h) se añade 0,1 ml de Synchroset solución A (Euroclone) y

el día del sacrificio, 4h antes, se añade 0,1 ml de la solución B. La sincronización del ciclo celular

de los linfocitos nos permite obtener un gran número de prometafases y una alta resolución de

bandas (superior a 550 bandas).

Parada de la división celular:

Se añade al cultivo 0,1 ml de Colcemid (10 ☐g/ml en PBS, Euroclone), un antimitótico que

despolimeriza los microtúbulos del huso mitótico, deteniendo la división celular. Se deja actuar el

Colcemid durante 1h a 37ºC.

Sacrificio celular:

Se centrifuga el cultivo durante 6 min a 1500rpm. Tras el cultivo celular, las células son sometidas

a un choque hipotónico con cloruro potásico (KCl 0,56%) durante 15 min a 37ºC. Se recomienda

que la solución hipotónica esté previamente calentada a 37°C. Es importante resuspender el pellet

celular antes de añadir el KCl, que en un inicio se añadirá gota a gota. Este paso nos permite que

los linfocitos aumenten su volumen para que posteriormente se lisen con mayor facilidad.

A continuación, se lleva a cabo la fijación con solución de carnoy (3 metanol:1 ácido acético

glacial). Para ello, se realizan tres ciclos de centrifugación (6 min a 1500rpm), retirada del

sobrenadante, adición del carnoy y resuspensión del pellet. Los lavados con solución de carnoy

lisan los hematíes y permiten la rotura de la membrana plasmática durante la extensión.

Extensión, envejecimiento y tinción de bandas G:

Las extensiones deben realizarse con una dilución ajustada y condiciones de humedad y

temperatura adecuadas (20-21ºC, 40-50% HR) para conseguir que los cromosomas queden

separados y sin restos citoplasmáticos. Si los cromosomas están excesivamente juntos y con

restos de citoplasma, la extensión se puede realizar cerca de un baño de agua a 37ºC, para

aumentar la humedad.

El envejecimiento (paso necesario para obtener las bandas cromosómicas) se puede

realizar dejando las extensiones durante 24-48h en una estufa a 37ºC o durante 30min a 100ºC.



Para la tinción de las bandas G , se deshidratan las extensiones en una serie de etanol (50-

70-100%, 2 min en cada uno) . Se realiza un tratamiento con tripsina (solución B en DBPS, diluida

0,05% en buffer GURR) durante un tiempo variable (previamente hay que ajustarlo , ya que puede

variar entre 30-60seg ) , se lava con buffer GURR y se tiñe con una solución de Leishman (se

prepara una solución madre en etanol 100% , al 0,15% y posteriormente , se diluye 1 Leishman :3

buffer GURR) durante 2 min . Se lava en buffer GURR.

Se estudian 20 promefases con un objetivo de inmersión 100X.

FISH en espermatozoides

Esta técnica utiliza sondas comerciales marcadas con fluorescencia (AneuVysion Multicolor DNA

Probe Kit, CEP 18/X/Y / LSI 13/21 , Vysis) , que hibridan con regiones específicas de 5 cromosomas

(13, 18, 21 , X e Y) con el fin de poder contar los cromosomas de un número de espermatozoides

suficiente para poder detectar alteraciones en la meiosis (diploidías o disomías) . Previamente ,

cada laboratorio debe calcular los porcentajes de diploidías y disomías en una población de

varones con fertilidad probada para poder utilizarlos como valores de normalidad , por encima de

los cuales , se considerará que la meiosis está alterada .

Lavado y fijación de la muestra :

Tiene como función el lavado de los espermatozoides y la preservación del ADN . Se parte de 1ml

de semen , que se lava con PBS mediante 3 ciclos de centrifugación (5 min a 1500rpm ) ,

eliminación del pellet y resuspensión en PBS. Posteriormente , se resuspende el pellet con solución

de carnoy frío. Se extiende la suspensión sobre dos portaobjetos , a uno de ellos se le añadirá las

sondas que hibridarán con los cromosomas 13 y 21 (específicas de locus) , y al otro , las sondas 18,

X eY (centroméricas) , hasta alcanzar la concentración deseada , observando con un microscopio

de contraste de fases .

Pretratamiento :

Tiene como función aumentar la accesibilidad de la sonda al ADN de la muestra . Dado que el ADN

de los espermatozoides está muy condensado (ha sustituido las histonas por protaminas) se debe

realizar un tratamiento con DTT (Ditiotreitol ) , un reactivo que reduce los grupos disulfuro de las

protaminas , lo que descondensa la cromatina: sumergimos los portaobjetos en una jarra coplin con

2XSSC durante 5min . Posteriormente se deshidratan en una serie de etanol (50-70-100%, 1min en

cada jarra) . Se dejan secar los portaobjetos y se sumergen en una solución de DTT (DTT 5 mM

/Triton X- 100 al 1 % ) durante 10min (este tiempo se debe ajustar en cada laboratorio , pudiendo

variar entre 8-15min ) . Se vuelve a repetir los pasos de 2xSSC y etanol .

Codesnaturalización:

La desnaturalización es la separación de las cadenas de la doble hélice del ADN , tanto de la sonda

como de los espermatozoides , para permitir la hibridación de la muestra con la sonda

complementaria . Para ello , añadimos 10□ l de sonda encima de la muestra y cubrimos con un

cubreobjetos de 18x18 . Sometemos la muestra y la sonda a una temperatura elevada de 74°C

durante 4min.

Hibridación:

Es el proceso por el cual el ADN de la sonda se une con el ADN de la muestra por

complementariedad de secuencia . Esto se consigue a una temperatura de 37°C durante toda la

noche. Los portaobjetos se introducen en una cámara húmeda (caja con papel mojado) para que

la sonda no se seque durante la noche .

Lavados post-hibridación :

Se realizan para eliminar el exceso de sonda que no ha hibridado, con soluciones salinas en

condiciones astringentes y detergente (NP40) . Sumergimos el portaobjetos durante 2min en una

jarra coplin con 0,4xSSC-NP40 a 72° , seguido de 30seg en la solución 2xSSC-NP40 a

temperatura ambiente. Dejamos secar en oscuridad .

Contratinción :

Permite visualizar la cromatina y así poder ver dónde se localizan las señales de hibridación . Para

ello se utiliza DAPI , un fluorocromo que se une al ADN . Aplicamos 10l de DAPI y cubrimos con

un cubreobjetos de 24x40mm . Dejamos a -20°C durante 30min . Se guarda en oscuridad y en frío

hasta su estudio .

Se estudian al menos 2000 espermatozoides con un objetivo de inmersión 100X.
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Resumen

En las últimas cinco décadas, la congelación de espermatozoides ha contribuido a preservar la

fertilidad para hombres expuestos a tratamientos de cáncer y, a la vez, ha servido como una

alternativa reproductiva para parejas e individuos. El aumento en la demanda de semen de

donante ha llevado al establecimiento de procedimientos y sistemas de monitoreo para asegurar le

eficiencia de su uso y mitigar riesgos de transmisión de enfermedades infecciosas o genéticas. En

este capítulo se describirá el procesamiento de semen de donantes de acuerdo a la regulación y

reglamento canadiense. Este reglamento conocido como Health Canada Directive: Technical

Requirements for Conducting the Suitability Assessment of Sperm and Ova Donors (Feb. 04, 2020)

se ha iniciado para regular el procesamiento y uso de semen y ovocitos de donante. “The Safety

Regulations” o Medidas de Seguridad están enfocadas a que se esclarezca el rol que juegan las

provincias y territorios en el monitoreo del uso de esperma de donante en Canadá. Esta Directiva

establece los requerimientos técnicos mínimos para determinar la evaluación de idoneidad

incluyendo las pruebas de laboratorio, evaluación psicológica y examen físico. ReproMed Ltd. se

estableció como el primer Banco de Semen comercial en Canadá en 1989. El éxito de un Banco

de Semen está directamente relacionado con sus políticas, procedimientos entrenamiento del

personal, así como el siempre estar en la vanguardia en calidad de equipo y establecimiento. El

Banco de Semen actual tiene que estar preparado para servir las necesidades de pacientes sin

importar el estado civil ni orientación sexual. En este capítulo también haremos alusión a los

procesos y procedimientos para la obtención, procesamiento, almacenamiento y distribución de

semen de donante en Canadá y particularmente de nuestro establecimiento.

Historia de los Bancos de Semen

El proceso de criopreservación de semen humano fue reportado por primera vez por el Dr. J.K

Sherman, quien introdujo el concepto de congelamiento lento en el año 1953. Sherman reportó el

primer embarazo como resultado del uso de semen humano congelado y descongelado (1). Este

reporte promovió la idea de establecer bancos de semen congelado. Tanto en Canadá como en

EE.UU. los bancos en semen se localizaron principalmente en centros universitarios a través de

los 1950’s y 1960’s. Para el año 1973 existían 16 bancos de semen incluyendo tres de carácter

comercial. Estos establecimientos surgieron con el interés de proveer congelación de semen para

individuos que estaban llevando acabo la vasectomía y en menor proporción para uso de semen

congelado de donante para inseminación heteróloga (2).

Tanto en Canadá, como en el resto del mundo se seguía utilizando semen fresco de

donantes para inseminación heteróloga hasta mediados de los 1980’s. La epidemia de SIDA en los



1980’s tuvo en impacto importante para demonstrar los beneficios de congelación de semen y en

el surgimiento de Bancos de Semen. El congelar el semen permitirá que el donante de semen

demostrara negatividad a seroconversión después de 180 días después la congelación. Las

autoridades sanitarias en Canadá y Health Canada, CDC, FDA en USA, como las organizaciones

profesionales (ASRM, CFAS) empezaron a dictar recomendaciones para regular más

estrictamente los estudios realizados a los donantes. También establecieron la necesidad de

mantener semen congelado por un periodo de 180 días de cuarentena, y no poder ser liberado

para su uso hasta completar estudios subsecuentes en el donante al término de los 180 días.

Las primeras iniciativas para regular inseminación de donante y Bancos de Semen en

Canadá comenzaron en 1993 cuando la Royal Commission on New Reproductive Technologies

utilizo el documento publicado por la Canadian Fertility and Andrology Society, Directive Technical

Requirements for Therapeutic Donor Insemination. Esta regulación se puso en vigor en el año

1996. Es interesante que la mayoría de los Bancos de Semen existentes decidieron cerrar

operaciones y otros fueron clausurados después de una inspección. Desde entonces, nuestro

establecimiento es el único que continua con el reclutamiento y procesamiento de donantes

canadienses.

Bancos de Semen en Canadá

Health Canada modificó aún más los requerimientos en el año 2000 (3). En 2004 entró en vigor la

ley, Assisted Human Reproduction Act (4), que ahora gobierna todos los aspectos de reproducción

asistida en Canadá. Esta ley está enmarcada en el contexto de leyes existentes y aspectos

regulatorios. En el año 2016 se definió la regulación en relación a la seguridad del uso de ovocitos

y semen de donante, reembolso y administración de la ley. Todas las secciones entraron en vigor

en Febrero 4, 2020 (5) y otras en Junio 9, 2020.

Prácticas alrededor del mundo

En diferentes países alrededor del mundo existen guías, estándares y a veces leyes que han sido

creada para efectos de controlar algunos aspectos del proceso de donación. Esto incluye el

número de niños por donante, la protección o no de anonimidad, así como lo permitido para el

reembolso del donante. Estas prácticas, además de proteger al donante, también sirven para

proteger al destinatario y asimismo al niño. A continuación, se muestra una tabla de diferentes

países y sus prácticas aplicables (Tabla 1).

Tabla 1. Prácticas en todo el mundo con respecto a la donación de espermatozoides.

*La fuente de esta información está disponible en las páginas web de sus gobiernos.



Pais

Pago

Donante

Recipientes

Número de Niños Anonimidad

Permitidos

Australia No

Reembolso

5-10 familias No Todos

Bulgaria 5 niños Si Todos

de gastos

Reembolso

Canadá 25 niños /800,000 Si Todos

de gastos

200-500

Dinamarca 12 niños Varia Todos

DDK

Francia No Datos 10 niños Si No Datos

Parejas casadas

Alemania Varia 15 niños No

heterosexuales

Reembolso

Holanda 25 niños No Todos

de gastos

Reembolso

Nueva Zelanda 10 familias No Todos

de gastos

Reembolso

UK No10 familias Todos

Estados Unidos

de gastos

Pago sin

limites

25 nacimientos/ 850,000 Varia Todos

Indicaciones para Crio Preservación de Semen

Además de las restricciones regulatorias , cada vez es más difícil encontrar donantes con

parámentos espermáticos óptimos . Existe preocupación por el efecto de edad avanzada en la

fertilidad del hombre (6,7) , resultando en un aumento las pérdidas de embarazo , así como otras

complicaciones (8,9) . Muchos factores como exposición a tóxicos , alcohol , tabaco tienen un efecto

en el aumento de mutaciones de novo (10,11 ) . Muchos estudios han demostrado el impacto que

tiene la edad mayor de 40 años en algunos parámetros de valoración espermáticos

(oligozoospermia , astenozoospermia , teratozoospermia) ( 10,12,13 ) . Es cada vez más claro que en

todo el mundo hay un impacto significativo en fertilidad resultando en una disminución del

potencial de fecundabilidad , un incremento en el tiempo esperado para concepción y un aumento

en el riesgo de abortar.

En la actualidad los métodos usados para crio preservación son:

• Congelamiento lento (14)

Congelamiento rápido (15)

Vitrificación (16)

La vitrificación es un método que si bien podría ser de beneficio en situaciones muy especiales , no

resulta práctico para la eficiencia y efectividad de criopreservación en un Banco de Semen.

Propósitos de congelación de semen

1. Auto Conservación

2. Semen de donante



Autoconversación

Los espermatozoides pueden ser congelados en situaciones diversas

Individuos antes de la vasectomía (2)

Hombres que recibirán quimioterapia, terapia de radiación o cirugía por

cáncer que pone en peligro su fertilidad o se asocia con dificultades de

eyaculación (17,18)

Hombres con oligozoospermia (19)

Hombres que anticipan una reasignación de género (20)

Hombres que permanecerán ausentes (militar)

Hombres que anticipen dificultad de proveer una muestra de semen el día

del procedimiento de inseminación intrauterina o fecundación in vitro (21)

Hombres que desean conservar espermatozoides antes de pasar los 40 años

de edad.

Semen de Donante

Hay circunstancias por lo que se requiere del uso de semen de donante (22):

La pareja no es capaz de producir espermatozoides

Se trata de prevenir la transmisión vertical de enfermedad infecciosa o

genética

Alternativa reproductiva para mujeres solteras o del mismo sexo

Tipos de donantes de espermatozoides:

Donantes Regulares

Donantes Directos (conocidos)

Donantes regulares

Pueden subdividirse en:

1. Donantes Anónimos: Una condición para su participación es que su identidad se

mantenga secreta tanto para la destinataria como para el niño producto de la donación.

2. Donante de Identidad Abierta: Estos donantes están dispuestos a compartir

información que los identifique o iniciar contacto con la destinataria y/o los niños.

Los donantes no conocidos llenan una aplicación en nuestra página web. Las aplicaciones son

revisadas por el Director del Laboratorio y solo aquellos individuos que llenan los requisitos se les

darán una oportunidad para una entrevista en persona y se les realiza un espermograma. En esta

entrevista preliminar el donante llena un extenso cuestionario diseñado por el establecimiento.

Este cuestionario tiene como propósito el identificar conductas de riesgo para enfermedades de

transmisión sexual y se destaca también una revisión de la historia médico-genética. Se enfatiza la

información médico-genética de tres generaciones. Los documentos llenados por el donante son

revisados por el Director Médico y, en base a esta información, se lleva a cabo un examen físico

completo y enfocado con la información obtenida en la historia clínica.

Donantes Directos

También definidos como “donantes conocidos” son referidos al Banco de Semen por los

destinatarios. Los destinatarios están interesados en que las muestras espermáticas de estos

donantes sean procesadas de acuerdo a las regulaciones existentes para su uso. El donante

directo será sometido a un proceso de valoración semejante al del donante no conocido. Los

especímenes del donante directo podrán ser usados por la destinataria aún y cuando la valoración



no conforme con la regulación establecido para los donantes no conocidos . Esto permite que estos

donantes pueden participar de la donación aunque exista un factor de riesgo . Los donantes

directos no requieren el período de cuarentena de 180 días (como mínimo ) . Estas medidas

permiten una mayor flexibilidad para la selección de un potencial donante . En estos casos, el

médico tratante y responsable de la inseminación deberá documentar que ha informado a la

destinataria de los factores de riesgo encontrados, y se requiere de obtener un consentimiento

informado y firmado por la destinataria .

Procedimiento para Evaluación de Donantes en Nuestro Establecimiento

Los donantes potenciales llenan una solicitud , que es revisada por el Director del Laboratorio. Si

es adecuada, se le ofrece una cita en el laboratorio para conducir una entrevista y obtener una

muestra de semen .

1. Análisis de Semen:

Los criterios para juzgar la normalidad de una muestra de semen varían entre laboratorios . No hay

estándares aceptados globalmente , pero en general el criterio mínimo de calidad será de acuerdo

con el WHO manual (2021 ) (23):

a) Estudio macroscópico evaluando detalles :

Licuefacción, Apariencia, Olor, Viscosidad, Volumen ypH.

b) Estudio Microscópico

Un estudio detallado elaborado en un microscópico de contraste de fase para evaluar lo siguiente :

Motilidad espermática, motilidad progresiva, concentración, anticuerpos antiespermáticos (MAR

test), morfología estricta y fragmentación del ADN y cuenta leucocitaria.

El índice de sobrevida después de la congelación deberá ser de más de 50% de la motilidad

inicial .

Los siguientes son los parámetros de semen mínimos recomendados para los donantes de

nuestro establecimiento (Tabla 2).

Tabla 2. Parámetros de semen recomendados para donantes de ReproMed Ltd.

Volumen

Motilidad Total

Motilidad Progresiva

Concentración espermática

Morfologia normal (Criterio estricto)

Crio supervivencia

Fragmentación del ADN

>2 ml

>50%

>40%

>50 x 10 espermatozoides motiles/ ml

Rango normal 4%

>50% de la motilidad inicial

< 20% espermatozoides fragmentados

2. Examen Físico

Los donantes son sometidos a un examen médico completo incluyendo una evaluación de las

áreas genitales se asegurará la ausencia de deshecho uretral , condilomas y ulceras genitales . El

examen físico se repite cada seis meses .



3. Pruebas de Donantes

En nuestros establecimientos, los donantes son sujetos a una valoración que incluyen estudios de

sangre, orina que son repetidos a intervalos de 180 días (Tabla 3).

Tabla 3. Pruebas a realizar y frecuencia de las pruebas.

Los especímenes serán liberados para su uso en donación, si el donante ha probado ser negativo

después del periodo establecido de 180 días (cuarentena). La regulación canadiense requiere que

cada eyaculado obtenido sea negativo para clamidia y gonorrea. La metodología utilizada por el

laboratorio que practica estas pruebas deberá tener certificados actualizados expedidos por el

Departamento de Salud (Health Canada).



4. Estudios Genéticos

El donante debe llenar un cuestionario extenso, incluyendo información médico/genética de tres

generaciones. Este documento es revisado por el Director. En presencia de dudas, un genetista

revisa la información y entrevista al donante para el esclarecimiento.

Si el donante se determina que es portador de una condición genética y particularmente

autosómica dominante o relacionado a cromosomas sexuales, el donante será rechazado para su

participación.

Como parte de la evaluación genética se lleva a cabo un cariotipo. La presencia de

alteraciones cromosómicas invalidará su participación como donante.

En los últimos años, hemos introducido en la evaluación del donante el análisis de

mutaciones genéticas. Actualmente se utiliza un panel que analiza la presencia de 302 mutaciones

genéticas deferentes.

Actualmente recomendamos que las destinatarias de inseminación de donante consideren

realizar un estudio extenso de mutaciones genéticas. Conociendo de antemano la existencia de

ciertas mutaciones, sobretodo de genes recesivos, permitirá enfocarse en donantes que no

compartan mutaciones similares. En nuestra población de donantes hemos encontrado hasta en

60% de donantes portadores de por lo menos una mutación.

En relación a la recomendación de llevar a cabo la evaluación de mutaciones genéticas, el

American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) y el American College of Medical

Genetics (ACMG) (Committee Opinion No. 690-691, 2017) (24) han especificado las mutaciones

relevantes para su estudio.

El uso de PGT-M, o estudio genético de preimplantación ha permitido continuar con el uso

de un donante, aún y cuando se hubiera demostrado que se comparten mutaciones genéticas.

Esto es más usado en el caso de donante directo (conocido). Esto permite la selección de un

embrión portador o no afectado para su transferencia.

5. Evaluación Psicológica/Psicométrica

El establecimiento deberá contar con personal especializado que complete una evaluación

psicológica y psicométrica del donante.

6. Otras

Para asegurar la veracidad de la información proveída por el donante requerimos la obtención de

expedientes de los médicos que han consultado anteriormente al donante. Asimismo, obtenemos

copias de identificaciones oficiales como pasaportes, licencia de conducir. También se realizará un

sondeo de antecedentes criminales y de policía. Finalmente se obtendrán copias de documentos

originales en relación a certificado de educación superior y empleo.

Mantenimiento de los Tanques de Almacenamiento

La selección y el cuidado de los tanques de criopreservación es un aspecto crítico del Banco de

Semen. Estos tanques juegan un papel muy importante para mantener la temperatura crítica de

-196°C. Además de los requerimientos mínimos, los laboratorios desarrollan procedimientos y

prácticas en el manejo del monitoreo de los tanques de congelación (24-26). Recientemente la

Canadian Fertility and Andrology Society (CFAS) actualizado un documento, antes publicado

(CFAS-Guidance-Document-on-Cryo-Storage-June-2018.pdf) (CFAS, 2021) (27). La American

Society for Reproductive Medicine (ASRM 2020) (28), recientemente actualizado también los

estándares sugeridos para el mantenimiento de los tanques de almacenamiento. Los

requerimientos para laboratorios acreditados incluyen:

Revisión manual frecuente de los tanques



Instalación de sistemas de monitoreo electrónico continuo y conectado a

sistema de alarma controlado a distancia

Tener siempre nitrógeno líquido disponible extra

•
Equipo adecuado de protección

•

•

Buena ventilación

Apropiado entrenamiento del personal

Documentación de procedimientos de emergencia

Sensores audibles de oxigeno

Conclusión

Avances importantes en esta área de reproducción asistida , han permitido que parejas con

infertilidad hayan logrado consumar su sueño de extender sus familias . Esto también ha servido

para dar oportunidad a mujeres solteras , así como mujeres en relaciones del mismo sexo . Este

desarrollo científico ha contribuido a aumentar la eficiencia de inseminación de donante. No es

raro en la actualidad que FIV se sugiera a un paciente después de 3-4 inseminaciones. Esto

resulta en un menor número de especímenes de donante requeridos por embarazo.

Health Canada trabajó en conjunto con todas las partes interesadas para desarrollar un

proceso regulatorio que permita menos riesgos e incremente la eficiencia en el uso de semen de

donante en reproducción asistida . El propósito de estas medidas legislativas y regulatorias es para

proteger los derechos del donante , las destinatarias y los proveedores de salud . Contribuyendo

además para prevenir la transmisión de enfermedades infecciosas o genéticas a las destinatarias

o niños producto de la donación .
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Cápsula

Este capítulo describe los principales métodos de procesamiento del semen para inseminación

intrauterina, describiendo sus ventajas e inconvenientes.

Introducción

La inseminación intrauterina (IIU) es la primera técnica de elección en reproducción asistida para

parejas con infertilidad inexplicada o factor masculino leve (1,2). Desde su introducción, se han

desarrollado métodos de preparación de semen cada vez más sofisticados con el fin de aislar

espermatozoides funcionalmente competentes.

Los requerimientos básicos de estas técnicas, sin embargo, han permanecido igual,

incluyendo coste-efectividad, simplicidad del procedimiento, eliminación de especies reactivas de

oxígeno (ROS) causantes de pérdida de función espermática, recuperación de tantos

espermatozoides móviles competentes como sea posible, mínimo daño a los mismos, y aumento

de la tasa de gestación. También existe el consenso de que en la inseminación intrauterina es

necesario quitar los componentes del plasma seminal, puesto que utilizar el semen neto puede

ocasionar contracciones uterinas, enfermedad inflamatoria pélvica, endometritis, cervicitis o

vaginitis, así como un aumento de la posibilidad de aborto (3,4).

Existen pocas guías internacionales que describan el proceso de procesamiento del semen

desde la eyaculación a la inseminación. Sólo la OMS en su manual de laboratorio (5), describe los

métodos principales, aunque de forma bastante concisa (6). Sin embargo, muchas publicaciones

enfocan la IIU en las distintas variables que influyen en los resultados: tiempo de abstinencia

sexual, método de recogida del eyaculado, intervalo de tiempo entre la obtención de la muestra, la

preparación de esta y la inseminación, temperatura, etc.

Otros trabajos se centran en los resultados de IIU en función del número de

espermatozoides recuperados. Algunas publicaciones sugieren una asociación entre la

probabilidad de concepción después de IIU y el número total de espermatozoides inseminados y

han definido un valor de corte más allá del cual los embarazos alcanzan una meseta (7,8). No

obstante, los niveles de corte encontrados en estos estudios difieren sustancialmente desde uno a

cinco millones de espermatozoides móviles, lo cual hace que estos resultados no sean útiles en la

práctica clínica. En publicaciones más recientes, como la de Findeklee y col en 2020 (9), no se ha

encontrado una relación entre el número de espermatozoides móviles y la tasa de gestación.



Este capítulo se enfocará en los principales métodos de procesamiento del semen para

inseminación intrauterina , describiendo sus ventajas e inconvenientes .

Principios generales

Con el fin de que los espermatozoides sean funcionales , deben separarse lo más pronto posible

del plasma seminal . La exposición prolongada de los mismos con los fluidos seminales hace que

descienda considerablemente la motilidad y vitalidad ( 10) . Hay que tener en cuenta que nos

referimos al comportamiento del espermatozoide " in vitro" , de manera que la acción del plasma

seminal difiere de la que se le confiere en el entorno fisiológico .

Los principales pasos que hay que realizar en cualquier técnica de preparación de semen para

inseminación son :

1. Separar los espermatozoides de otros tipos celulares y restos de

contaminación, sobre todo de los leucocitos .

2. Quitar las prostaglandinas del plasma seminal

3. Reducir el volumen de la muestra final a menos de 0,5 ml .

El procesamiento del eyaculado para eliminar el plasma seminal de forma rápida y efectivamente

es esencial , tanto en pruebas de laboratorios para comprobar la capacidad fecundante de los

espermatozoides, como en Inseminación Intrauterina y Fecundación In Vitro ( 11 ) .

Con frecuencia se utiliza el término de " espermatozoides capacitados" al referirnos a

espermatozoides sin plasma seminal e incubados con medio de cultivo , esto es , imitando las

condiciones de capacitación "in vivo". Sería más correcto referirnos a selección espermática o

recuperación de espermatozoides móviles (R.E.M. ) , ya que la capacitación espermática es un

complejo proceso en el cual tienen lugar una serie de modificaciones en el espermatozoide, no

siempre discernibles . Las condiciones empleadas " in vitro" tratan de imitar las fisiológicas con la

eliminación del plasma seminal , y la suspensión de espermatozoides en medios que permitan la

supervivencia y capacitación , pero , realmente , no podemos asegurar que la población de

espermatozoides seleccionada se encuentre capacitada y sea capaz de fecundar un ovocito.

Existen actualmente numerosas técnicas de recuperación espermática . El llamado "lavado"

de los espermatozoides (del inglés sperm wash) por centrifugación - sedimentación- y posterior

suspensión - incubación en medio de cultivo , es probablemente el método más rápido y eficaz , pero

solo puede utilizarse en muestras absolutamente normales . Cualquier anomalía espermática

(oligo , asteno o teratozoospermia hace recomendable utilizar los métodos más ampliamente

utilizados: el "swim - up" y la centrifugación en gradientes de densidad .

En cualquier caso, después de la licuefación del eyaculado, es necesario separar los

espermatozoides del plasma seminal , como se ha comentado anteriormente , para prevenir

contracciones uterinas y la formación de ROS . Aunque ninguna de las técnicas actuales consigue

todas las condiciones ideales , se siguen usando en función de la calidad del eyaculado, y

comparando con la muestra inicial , el uso de las técnicas de separación , mejoran

significativamente los parámetros espermáticos .

Selección espermática y condiciones del análisis

Para cualquiera de los métodos de selección espermática para IIU , el medio de cultivo sugerido es

una solución salina con un tampón apropiado para las condiciones ambientales en las que se

procesarán las muestras seminales suplementada con proteínas , empleándose en general la

albúmina como suplemento proteico . Es necesario que la albúmina utilizada para suplementar los

medios esté altamente purificada y libre de contaminación viral , bacteriana y de priones . Para ello ,

existen en el mercado medios de cultivo y albúmina elaborados específicamente para

reproducción asistida .

La temperatura es otro factor importante para tener en cuenta en la valoración de la

motilidad espermática . La mayoría de los trabajos refieren la utilización de los 37°C como

temperatura óptima para la interpretación de los parámetros cinéticos , y todos ellos coinciden en

que pequeñas variaciones de temperatura , inciden en cambios de motilidad . En un trabajo de



Chan y col (12) se comprueba que el pretratamiento de espermatozoides a 40ºC incurre en una

mayor proporción de población de gametos hiperactivados y una mejoría en las características de

motilidad en general.

Si el incubador contiene solo aire y la temperatura es de 37°C, el medio debe tamponarse

con Hepes o un tampón similar, y las tapas de los tubos deben cerrarse herméticamente. Si la

atmósfera del incubador es de 5% (v/v) de CO2 en aire y la temperatura de 37ºC, entonces el

medio se tampona con bicarbonato de sodio o un tampón similar a una concentración específica, y

las tapas de los tubos deben estar sueltas para permitir el intercambio de gases. De esta forma, el

pH del medio es compatible con la supervivencia espermática.

Los espermatozoides procesados "in vitro" en condiciones de capacitación pueden, no

obstante, evidenciar signos de su estado fisiológico. Los cambios en la motilidad espermática y la

adquisición de la capacidad de sufrir la reacción acrosómica son aspectos críticos de la

capacitación. Observando a distintos momentos de incubación la motilidad espermática

comprobamos que existen diferentes patrones de movimiento para algunos espermatozoides que

no se observan en el eyaculado con el plasma seminal y que, además, estos varían a lo largo del

tiempo. Los espermatozoides "in vitro" pueden sufrir un cambio en la motilidad flagelar que se

expresa desde un movimiento lineal y progresivo otro con menor linealidad y mayor

desplazamiento lateral de la cabeza, característico de la motilidad hiperactivada (HA).

Técnicas principales de selección espermática

Como se ha comentado anteriormente, son el swim-up y la centrifugación en gradientes de

densidad.

Swim-up

Fue la primera técnica de preparación espermática para IUI, descrita por Mahadevan en

1981 (13). Se basa en la motilidad inicial de los espermatozoides que nadan desde el sedimento,

una vez centrifugado el eyaculado, hasta el medio de cultivo.

Es la técnica de elección en el caso de muestras seminales en fresco, no excesivamente

filantes o viscosas y/o que no presenten abundante celularidad.

MÉTODO DE PREPARACIÓN (5)

a) Mezclar bien la muestra de semen.

b) Colocar la muestra de semen en un tubo de centrífuga cónico estéril de 15 ml y situar

suavemente el mismo volumen de medio por encima. Alternativamente, pipetear el semen con

cuidado debajo de del medio de cultivo.

c) Inclinar el tubo en un ángulo de aproximadamente 45° para aumentar el área de superficie del

semen con la interfase del medio de cultivo e incubar durante 1 hora a 37 °C.

d) Devolver suavemente el tubo a la posición vertical y retirar el 1 ml superior de medio. Esto

contendrá espermatozoides altamente móviles.

e) Diluir la muestra recogida con 1,5–2,0 ml de medio.

f) Centrifugar a 300–500 g durante 5 minutos y desechar el sobrenadante.

g) Resuspender el sedimento espermático en 0,5 ml de medio para la evaluación de

concentración, motilidad total y motilidad progresiva (Figura 1).
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Figura 1. Método de procesamiento del semen para Inseminación intrauterina con la técnica del swim-up.
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Centrifugación en gradientes de densidad

La centrifugación en gradiente de densidad se inició con el uso de Percoll™ . En 1996 , sin

embargo, el Percoll ™ se retiró del mercado clínico , ya que se afirmó que la sílice recubierta de

polivinilpirrolidona (PVP) en Percoll™ contenía endotoxinas ( 14) . Desde entonces , se introdujeron

varios productos sin endotoxinas con partículas de sílice recubiertas de silano . En primera

instancia, la investigación se concentró en comparar estos nuevos productos con Percoll ™ y se

encontraron resultados contradictorios con respecto a la motilidad y la tasa de recuperación del

esperma ( 15-17) . A pesar de estos desacuerdos, los productos recubiertos de silano son ahora

ampliamente utilizados (18).

Es la técnica de elección en el caso de muestras de semen congeladas , con mucha filancia o

viscosidad , o con abundancia de restos celulares.

Los espermatozoides móviles se separan del plasma seminal en base a la diferencia de

gravedad entre cada una de las fases del gradiente , y entre los espermatozoides y otras células

del semen. Las soluciones de gradientes de densidad están formadas por una suspensión de

partículas de sílice de unos 15-30 nm de diámetro . Están recubiertas de PVP por la toxicidad de la

sílice . Diluyendo la solución madre en medio de cultivo se obtienen soluciones de diferente

densidad (gravedad específica ) . Se preparan gradientes discontinuos de densidad (generalmente

de 45 y 90%). En el mercado existen diferentes clases: Puresperm (Nidacon) , Ixaprep (Medi- Cult) ,

Isolate (Irvine) , entre otros .

El gradiente al 90% está formado por 9 ml de solución de gradiente y 1 ml de medio de

cultivo y el gradiente de 45% se forma con 4,5 ml de solución de gradiente y 5,5 ml de medio de

cultivo.

MÉTODO DE PREPARACIÓN

a) En un tubo cónico se añaden 1,5 ml de gradiente al 90% y 1,5 ml de gradiente al 45% (el

gradiente de mayor densidad irá siempre debajo) , observándose claramente las 2 fracciones .

b) Posteriormente se añade la muestra de semen (máximo 3 ml de muestra por gradiente) ,

observándose ahora 3 fracciones bien diferenciadas .

c) Se centrifuga 30 minutos a 300 g

d)A continuación , se retiran las dos primeras fracciones y las dos bandas con una pipeta bulbo por

una pared del tubo ; posteriormente y con rapidez se retira el pellet formado con una pipeta

Pasteur. Todo el material que se utilice para obtener muestras que posteriormente serán utilizadas

en un tratamiento debe ser estéril .



El sedimento contiene los espermatozoides funcionalmente normales. Los espermatozoides

inmóviles, leucocitos y otras células permanecen en la interface entre las fracciones de 45 y 90%.

e) El sedimento recuperado se pasa a otro tubo Falcon, se añaden entre 0,5 y 1,0 ml de medio de

cultivo y se centrífuga 10 minutos a 300 g ó 5 min a 500 g.

f) Se retira el sobrenadante formado y se añaden 0,3-0,4ml de medio de cultivo en el que se

resuspenderá el sedimento espermático.

g) Se mantiene en estufa con altmósfera de aire y 5 % de CO2 a 37ºC, durante 45 minutos y se

determina la concentración y motilidad de la suspensión espermática (Figuras 2 y 3).

Figura 2. Técnica de procesamiento de semen para inseminación intrauterina por el método de centrifugación en

gradientes de densidad.

Figura 3. Imagen de una muestra de semen preparada con el método de centrifugación en gradientes de densidad. a)

Antes de la centrifugación, y b) posterior a la centrifugación, donde podemos observar la formación del pellet.

Comparación de Swim-up y Centrifugación en gradientes de densidad para IIU



En un estudio realizado comparando ambos métodos , el método de centrifugación en gradientes

de densidad resultó ser más eficaz en la recuperación porcentual de la concentración de

espermatozoides móviles en comparación con el método de swim-up. Sin embargo, la fecundidad

se mantuvo igual en ambos grupos . y el éxito dependió en gran medida de la edad de la mujer

pareja , duración de la infertilidad , indicación de IIU , número de ciclos de tratamiento y tipo de

infertilidad (19).

La revisión sistemática por Cochrane (20) en 2019 , analizó cinco trabajos que comparaban

dos o tres técnicas entre sí. Se puede sospechar la heterogeneidad con respecto a las

indicaciones incluidas , ya que varían ampliamente entre los cinco estudios o no se describieron

con claridad . La revisión no encontró diferencias significativas en las tasas de embarazo entre las

técnicas de preparación de semen: técnica de swim-up versus técnica de centrifugación en

gradientes de densidad (OR = 1,57 , IC del 95%: 0,74-3,32) ; swim-up versus "lavado" (Dilución y

Centrifugación) (OR = 0,41 , IC del 95%: 0,41-1,10) o técnica de centrifugación en gradiente de

densidad frente a swim-up y “lavado” (OR = 1,76 , 95% CI : 0,71-5,44 ) . Los autores concluyen que

la muy baja calidad de la evidencia disponible significa que no es posible tener certeza acerca de

la efectividad relativa de las diferentes técnicas de preparación : swim-up versus centrifugación en

gradientes de densidad versus técnica de “lavado" ( Dulución y centrifugación ) . Ningún estudio

informó sobre las tasas de nacidos vivos . No existe seguridad sobre una diferencia en las tasas de

embarazo clínico , las tasas de embarazo en curso, las tasas de embarazo múltiple o el aborto

espontáneo y las tasas por pareja entre las tres técnicas de preparación de espermatozoides . Se

justifican ensayos aleatorizados adicionales que informen datos de nacidos vivos.

Recientemente , Raad y col (21 ) , compararon el efecto del semen swim-up (S-SU) , pellet

swim-up (P-SU), gradiente de densidad (DG) y DG seguido de SU (DG / SU) sobre la motilidad ,

morfología , fragmentación del ADN , reacción acrosómica , especies reactivas de oxígeno (ROS) y

la actividad mitocondrial , concluyendo que S-SU fue más eficaz que DG en la selección de

mejores espermatozoides en términos de integridad del ADN , niveles de ROS, estado del

acrosoma y actividad mitocondrial .

Métodos de selección espermática y fragmentación de ADN

La técnica de preparación de los espermatozoides para IIU también puede suponer un riesgo de

daño espermático y puede influir en la tasa de fragmentación del ADN y el resultado de la IIU (22) .

En un estudio de Younglai y col (23) , no se encontró que la centrifugación tenga un efecto

significativo sobre la fragmentación del ADN de los espermatozoides . Volpes (24 ) concluyó que la

técnica de swim-up se asociaba con las tasas de fragmentación de ADN más bajas en

comparación con la centrifugación en gradiente de densidad en ciclos de FIV / ICSI . En casos de

teratozoospermia , aunque ambos métodos mejoraron los resultados , el método de centrifugación

en gradientes de densidad fue superior al swim-up a la hora de obtener un mayor número de

espermatozoides morfológicamente normales (22) .

La mayoría de los trabajos en los que se analiza la fragmentación de ADN asociada a las

técnicas de selección de espermatozoides para IUI , se ha estudiado únicamente fragmentación de

cadena sencilla . Enciso y col (25) , sin embargo , realizaron un estudio en el que comparaban las

tasas de fragmentación de cadena doble y cadena sencilla antes y después de la recuperación

espermática con swim-up y centrifugación en gradientes de densidad . Los resultados de este

estudio indicaron que swim-up y centrifugación en gradientes de densidad son igualmente

eficientes en la eliminación de espermatozoides que contienen daño de ADN de doble cadena y

espermatozoides con ADN altamente dañado (degradado) , que se caracteriza por la presencia de

roturas de ADN de cadena simple y doble . Sin embargo, la técnica de centrifugación en gradientes

de densidad es más eficiente en la selección de espermatozoides que están libres de daño en el

ADN de una sola hebra .

Estos resultados coinciden con trabajos más recientes en los que se compararon los

valores basales antes de procesar las muestras de semen con los obtenidos después de swim-up,

concluyendo que el swim-up es un método idóneo para recuperar poblaciones espermáticas con

menor índice de fragmentación (26) .

Por otra parte , a la hora de establecer el índice de fragmentación , en la mayoría de los

casos se ha realizado desde el punto de vista estático . Sin embargo , es importante resaltar que la



fragmentación de ADN aumenta con el tiempo, tanto en el semen en fresco como después de su

procesamiento para IIU (27) . Es , por tanto , de vital importancia que las muestras de semen , una

vez procesadas , se utilicen para inseminación lo antes posible .

En un estudio reciente realizado por Zarchi (28) comparando la vitalidad espermática a

temperatura ambiente y 37°C después de procesar las muestras por centrifugación en gradientes

de densidad , comprueban que no hay diferencias en los distintos parámetros analizados ,

incluyendo la fragmentación de ADN , pero sí la hay a partir de 2 horas de incubación . Estos

autores insisten en la necesidad de utilizar las muestras de semen lo más rápidamente posible tras

el procesamiento de estas .

Separación de espermatozoides móviles sin centrifugación

Aunque muchos trabajos demuestran que las técnicas de swim-up y centrifugación en gradientes

de densidad , las más utilizadas para recuperación espermática en IIU , no producen un aumento de

fragmentación de ADN , desde hace tiempo se conoce que la centrifugación es dañina para los

espermatozoides (29).

Con el fin de prevenir el daño inducido por centrifugación en los espermatozoides , se ha

intentado desarrollar dispositivos sin centrifugación para aislar los espermatozoides (30-32).

Según la motilidad y con la ayuda de la gravedad , los espermatozoides pueden sedimentar en el

fondo de un tubo sin centrifugación . Por lo tanto, se espera que la migración-sedimentación (MS)

de los espermatozoides evite los efectos deletéreos de la centrifugación . Kiratli y col (33)

demostraron una mejora de la motilidad en la fracción de espermatozoides extraída mediante el

uso de la técnica de MS en comparación con otros métodos convencionales . Más recientemente ,

Meitei y col en 2021 (34) compararon el uso del método de migración sedimentación frente a

técnicas convencionales de selección espermática con centrifugación (gradientes de densidad y

swim-up), estudiando características funcionales espermáticas como la integridad mitocondrial ,

fosforilación de la tirosina , reacción acrosómica y ultraestructura . Estos autores concluyeron que el

método de MS es eficiente en la selección espermática para IIU , obteniéndose una mejor

población espermática y siendo un método más fácil para usar en las unidades de reproducción

asistida e incluso en las consultas médicas .

Gode y colaboradores (35) , compararon los resultados en términos de tasa de gestación

utilizando la centrifugación en gradientes de densidad y el chip de microfluidos para la selección

espermática en IIU . Un total de 265 pacientes fueron incluidos en el estudio . Se usó el chip de

microfluidos para selección espermática y el método de centrifugación en gradientes de densidad

para preparar el semen en 133 y 132 pacientes, respectivamente . La motilidad total de

espermatozoides fue menor en el grupo de selección espermática por microfluidos (35,96 ± 37,69

vs. 70,66 ± 61,65 ) . Después de la preparación del semen la motilidad espermática fue mayor en el

grupo del microfluido (96,34 ± 7,29 vs. 84,42 ± 10,87) . Las tasas de gestación fueron de 18,04 %

en el grupo del microfluido y de 15,15 % en el grupo de gradiente de densidad . Las odds ratio

ajustadas para la gestación clínica en el grupo del microfluido comparado con el grupo de

gradientes de densidad fue 3,49 (intervalo de confianza 95% 1,12-10,89) . Los autores concluyen

que el método de selección espermática por microfluidos aumenta la tasa de gestación clínica

comparado con el de gradientes de densidad en ciclos de IIU .

Jafek y col (36) , han desarrollado recientemente un instrumento que puede realizar una

preparación de semen automatizada para IIU . El instrumento toma como entrada una muestra de

semen diluido y produce una muestra preparada lista para la inseminación . Los autores comparan

los resultados del dispositivo con el método de gradientes de densidad , procesando alícuotas de

0,5 ml de muestras de pacientes en cada tratamiento . En 5 min de tiempo de operación , el

instrumento recupera un promedio del 86% de todos los espermatozoides y el 82% de los

espermatozoides progresivamente móviles de la muestra original , mientras elimina los glóbulos

blancos , reemplazando el plasma seminal . En 25 min de tiempo de operación , la centrifugación en

gradiente de densidad recupera un promedio del 33% de todos los espermatozoides y el 41% de

espermatozoides progresivamente móviles.



Conclusiones

- Es imprescindible retirar el plasma seminal del eyaculado para poder utilizarlo en

inseminación intrauterina.

- Las técnicas más utilizadas son el swim-up y la centrifugación en gradientes de densidad. La

utilización de una u otra dependerá de la calidad inicial del eyaculado. En casos de

muestras con mucha filancia o con gran celularidad es preferible emplear la centrifugación

en gradientes de densidad.

- Tras la recuperación espermática con cualquiera de las técnicas es necesario que no

transcurra más de una hora para la inseminación.

- Cualquiera de los métodos de recuperación espermática obtiene poblaciones de

espermatozoides con menor índice de fragmentación de ADN que en las muestras en

fresco.

- Se están diseñando sistemas automáticos de selección espermática a partir de semen para

inseminación, con buenos resultados de recuperación, que podrán sustituir a estas

técnicas en un futuro cercano.
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Cápsula

Las técnicas de micromanipulación de espermatozoides se componen predominantemente de

inyección intracitoplasmática de espermatozoides, inyección intracitoplasmática de

espermatozoides seleccionados morfológicamente e inyección fisiológica de espermatozoides

intracitoplasmáticos. Se revisan estas técnicas y su uso clínico.

Descripción general

La micromanipulación de espermatozoides es esencialmente una manipulación manual de los

espermatozoides con gran aumento utilizando microherramientas. En el laboratorio de

reproducción asistida se ha aplicado a diversas técnicas (tabla 1) entre las que se encuentran la

transferencia de espermatozoides por microinseminación (MIST) o inseminación subzonal (SUZI),

la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), el examen de morfología de organelos

de espermatozoides móviles (MSOME) para inyección intracitoplasmática de espermatozoides

morfológicamente seleccionados (IMSI) e ICSI fisiológica (PICSI). Además de la ICSI con

espermatozoides maduros, también se han utilizado la inyección de espermátidas elongadas

(ELSI), la inyección de espermátidas redondas (ROSI) y la inyección de espermatocitos

secundarios (SESI) para aliviar la infertilidad masculina grave (Tabla 1).

Tabla 1. Chronological development of sperm micromanipulation techniques in the human.

Citation

Laws-King et al, 1987 (1)

Lanzendorf et al, 1988 (2)

Technique

MIST

ICSI

ELSI Fishel et al, 1995 (3)

ROSI Tesarik et al, 1995 (4)

SESI Sofikitis et al, 1998 (5)

MSOME/IMSI Bartoov et al, 2001 (6)

PICSI Parmegiani et al, 2010 (7)



También hay varias modificaciones de la técnica ICSI, incluyendo láser-ICSI y piezo-ICSI, siendo

esta última una técnica particularmente popular en Japón. Dado que la micromanipulación de

espermatozoides depende en gran medida del operador y requiere algo de tiempo, existe interés

en desarrollar técnicas más avanzadas para la micromanipulación de espermatozoides, como ICSI

robótico e ICSI con micropipetas fotónicas. Sin embargo, estas técnicas avanzadas requieren un

mayor desarrollo antes de su introducción en la práctica clínica. Por lo tanto, esta revisión se

limitará solo a aquellas técnicas que actualmente se utilizan de forma rutinaria dentro del

laboratorio de reproducción asistida.

Inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI)

Introducción

La técnica ICSI evolucionó a partir de intentos anteriores para resolver la infertilidad por factor

masculino grave utilizando MIST/SUZI (1,8). Al igual que con la fertilización in vitro (FIV) de rutina,

SUZI fue un compromiso entre inyectar una cantidad suficiente de espermatozoides en el espacio

perivitelino para lograr la fertilización y evitar la polispermia, por lo que el siguiente paso lógico fue

perfeccionar una técnica que requería la inyección de un solo espermatozoide. directamente en el

ooplasma del ovocito (2,9). Poco después, se informó del primer nacido vivo y la ICSI se anunció

como un hito en el tratamiento de la infertilidad por factor masculino grave utilizando

espermatozoides eyaculados o testiculares (10,11). Desde entonces, ICSI se ha aplicado cada vez

más a las indicaciones de factor no masculino y ahora es la técnica de inseminación predominante

utilizada en reproducción asistida (12-14).

Técnica

La aplicación exitosa de la técnica ICSI depende de la apreciación de la necesidad de imitar

algunas de las etapas del proceso de fertilización in vivo (15). Para poder replicar fielmente esos

procesos, es necesario contar con una plataforma de micromanipulación que incorpore un

dispositivo antivibración, un microscopio invertido, micromanipuladores y microinyectores (16). En

este sentido, las características clave de un equipo de alta calidad incluyen la instalación y el

ajuste de la microherramienta que se puede realizar "sobre la marcha" (es decir, la posición de la

punta de la micropipeta permanece constante durante el ajuste del ángulo del portaherramientas),

control fino de manipuladores e inyectores, y mantenimiento preciso de la temperatura.

(https://www.youtube.com/watch?v=e_ukn4PwDro).

La preparación del semen antes de la micromanipulación es obligatoria, ya que selecciona

una población de espermatozoides móviles con morfología normal y propiedades funcionales y

genéticas intactas, incluido un daño mínimo en el ADN (17). Dado que no parece haber ninguna

diferencia a este respecto entre la centrifugación en gradiente de densidad (DGC) y la

centrifugación por inmersión (18), la elección de la técnica de preparación de esperma tiende a

estar determinada por la calidad de la muestra de semen, ya que es posible una mayor

recuperación de esperma con DGC. Se recomienda preparar una placa ICSI al menos 30 minutos

antes de su uso para que haya tiempo suficiente para que alcance los 37 °C en una incubadora sin

gas. En esta placa se colocan microgotas de medio tamponado HEPES y/o MOPS suplementado

con albúmina de suero humano (HSA) para ovocitos, equilibrio de las micropipetas y para una

muestra de espermatozoides preparados, más una gota alargada de polivinilpirrolidona al 10%

(PVP) para facilitar su ubicación con gran aumento, todas las gotas están completamente

recubiertas de aceite mineral (Figura 1).



Figura 1. Algunos diseños de las placas de ICSI tradicionales.

A diferencia del bicarbonato, HEPES y MOPS son tampones zwitteriónicos, por lo que no

dependen de un equilibrio con CO2 para mantener su rango de tampón de pH, lo que permite

realizar ICSI fuera de un entorno de gas controlado. Sin embargo, si el practicante de ICSI desea

evitar cambiar entre medios tamponados con bicarbonato y zwitterion, mientras mantiene el pH

fisiológico, es posible realizar ICSI utilizando un medio tamponado con bicarbonato dentro de un

gabinete biológico provisto de suministro de gas (Figura 2).

Figura 2. Cabina biológica con almohadilla antivibración integrada y suministro de gas externo opcional (foto cortesía de

Dieter Regel en Tek-Event).

Para un rango completo de manipulación, es importante colocar todas las microgotas hacia el

centro y alejadas de la periferia de la placa ICSI para evitar que las micropipetas se ensucien en el

lado elevado de la placa. Durante la fecundación, el plasmalema y el oolema del espermatozoide

se fusionan y todo el espermatozoide es engullido por el ovocito (19). Esto permite la provisión de

los siguientes componentes espermáticos que son esenciales para la fertilización y la

embriogénesis (20): ADN paterno que contribuye al genoma cigótico; el centriolo proximal del

espermatozoide que participa en la formación del huso mitótico; y factores activadores de ovocitos

citosólicos de esperma.

Para imitar este proceso in vitro, el plasmalema espermático debe romperse antes de su

aspiración en la pipeta de inyección y el oolema debe romperse antes de depositar el

espermatozoide en el ooplasma (21). Para lograr esto, los ángulos de los portaherramientas deben

ajustarse con precisión de modo que la punta de la micropipeta de inyección se convierta en el



primer punto de contacto con el fondo de la placa ICSI , de modo que los espermatozoides puedan

manipularse y aspirarse de manera eficiente , y la micropipeta de sujeción debe estar virtualmente

paralelo con el fondo del plato para que los ovocitos puedan orientarse y aspirarse eficientemente

(Figura 3) . El ajuste fino de la pipeta de inyección generalmente se realiza después del equilibrio

con los medios, verificando que su punta se flexione cuando se mueve de un lado a otro cuando

está en contacto con la superficie de la placa ICSI . Si el ángulo de la pipeta de inyección es

demasiado pequeño , primero entrará en contacto con el plato más atrás , levantando efectivamente

la punta de la micropipeta de la superficie del plato a medida que se baja , lo que dificultará la

manipulación y aspiración de los espermatozoides . En este caso, es necesario aumentar el

ángulo, pero es importante evitar un ángulo demasiado pronunciado , ya que esto puede crear un

efecto de corte cuando la pipeta de inyección penetra en el ovocito durante la ICSI , lo que puede

provocar la degeneración del ovocito .

3-5°

145-

150%
5-8°

Figura 3. Ángulos recomendados de la micropipeta de holding (a la izquierda) y de inyección (a la derecha) .

Antes de la ICSI , el cebado inicial o el equilibrio con el medio de cultivo evita que los gametos

entren en contacto accidentalmente con el aire o el aceite más arriba en las micropipetas . Sin

embargo, se recomienda la aspiración de PVP después del cebado con medio de cultivo para

facilitar el control durante la aspiración e inyección de espermatozoides. La PVP es una solución

de polímero sintético viscoso relativamente inerte que , por lo tanto , ralentiza la progresión del

esperma, pero el ovocito no puede descomponerlo y puede ser perjudicial para las membranas

espermáticas (22) . Su uso puede evitarse realizando ICSI usando solo medio de cultivo (23,24) ,

aunque es técnicamente más exigente , especialmente para los novatos . Una alternativa fisiológica

a la PVP para la ICSI es el hialuronato (25,26) , que es un glicosaminoglicano , también

denominado ácido hialurónico, que se produce de forma natural en el complejo ovocito-cúmulo

(27,28). SpermSlowTM (CooperSurgical , Måløv, Dinamarca) , una solución de hialuronato disponible

comercialmente se ha diseñado específicamente para la manipulación y selección de

espermatozoides.

La técnica ICSI es más eficaz si la motilidad y la concentración de la preparación de

esperma permiten la carga directa de la microgota de PVP o SpermSlow™ dentro de la placa ICSI .

Por lo general , se agregan 1-5 μL de preparación de esperma al centro de la microgota usando

una punta de pipeta estéril no tóxica , a una concentración de esperma (p . ej . , 10°/mL en una

proporción de 1 :5 v:v) que permite facilidad de ubicación de los espermatozoides pero evita el

hacinamiento. La ubicación y manipulación de los espermatozoides se logra más fácilmente

utilizando la lente del objetivo de 20x (es decir, un aumento de 100-200x, dependiendo del

aumento del ocular) . Los espermatozoides que parecen más móviles y morfológicamente normales

deben seleccionarse para ICSI , ya que estos parámetros se han correlacionado con la integridad

del ADN espermático y la normalidad genética (29,30) .

El aspecto más importante de la micromanipulación de espermatozoides para ICSI es la

ruptura efectiva de la membrana espermática , ya que se sabe que esto es fundamental para la

activación y fertilización exitosas del ovocito (31-33) . El enfoque más fácil para esto es aspirar el

espermatozoide elegido y realinearlo , expulsándolo en el fondo de la placa ICSI para que quede

en ángulo recto con la pipeta de microinyección . Luego, la pipeta de inyección se puede arrastrar

rápidamente a través de la mitad de la cola del espermatozoide , lejos de la pieza intermedia para

evitar dañar el centriolo proximal , que el ovocito necesita para formar el huso mitótico bipolar (34).

De hecho, si la cabeza del espermatozoide se disocia de la cola del espermatozoide durante la



manipulación, no se debe inyectar la cabeza del espermatozoide sola en el ovocito, ya que se

sabe que esto provoca una embriogénesis deficiente (35). La ruptura exitosa de la membrana

espermática se confirma por la pérdida de la motilidad de los espermatozoides y una cola en forma

de V permanente. Los láseres de diodo sin contacto se han utilizado como medios más elaborados

para la ruptura del plasmalema espermático (36,37), pero se desconoce si existen riesgos

asociados con este enfoque, ya que el calor generado puede ser perjudicial para la función

espermática. Una vez que se ha logrado la ruptura de la membrana espermática, el

espermatozoide se puede aspirar primero en la punta de la pipeta de inyección y estabilizar la

posición del espermatozoide dentro de la micropipeta antes de la inyección del ovocito.

Inmediatamente antes de la inyección de ovocitos, se debe impulsar suavemente el

espermatozoide hacia la punta de la pipeta de inyección para minimizar el volumen de ooplasma

aspirado posteriormente para lograr la ruptura del oolema, ya que esto se ha correlacionado

inversamente con el resultado clínico después de la ICSI (38). Además, aunque el uso de PVP

para ICSI no se ha asociado con ningún resultado adverso, parece prudente minimizar el volumen

inyectado en el ovocito a <5 µl. También es aconsejable minimizar el riesgo de dañar el huso

meiótico durante la ICSI eligiendo un sitio bien alejado del primer cuerpo polar (PBI), donde es

más probable que se encuentre el huso meiótico, aunque la evidencia que sugiere que colocar el

PBI a las 6 o a las 12 en punto hace alguna diferencia es controvertida (39-42).

Uso clínico

Los datos mundiales más recientes sugieren que la ICSI se utiliza en el 69,3 % de todos los ciclos

de FIV/ICSI (13), con las tasas de uso más bajas en Asia y las tasas más altas en América Latina y

Oriente Medio; de hecho, algunos países de África, Europa y Oriente Medio informaron ciclos ICSI

del 100 % (14). Sin embargo, las tasas globales de parto autólogo fresco por transferencia de

embriones para FIV e ICSI fueron del 25,7 % y el 24,7 %, respectivamente (13).

En pacientes que presentaban infertilidad por factor masculino grave (oligozoospermia,

astenozoospermia y teratozoospermia), los primeros informes demostraron claramente que la ICSI

producía tasas altas de fertilización e implantación en comparación con la FIV (43,44). Además, en

la infertilidad limítrofe o moderada por factor masculino, la ICSI todavía parecía otorgar tasas de

fertilización más altas y minimizar el fracaso de la fertilización (45-47). Del mismo modo, en la

infertilidad inexplicada, existen pruebas que demuestran que la ICSI produce tasas de fertilización

fallida más bajas que la FIV (48-50). Como era de esperar, la ICSI también es beneficiosa después

de una fertilización previa fallida o deficiente con FIV (51). Por otro lado, en la infertilidad sin factor

masculino, la ICSI parece no ofrecer ningún beneficio sobre la FIV en las tasas de fertilización o de

nacidos vivos (52-56). Además, no hay diferencia en el porcentaje de embriones euploides

generados por ICSI y FIV en parejas de factores no masculinos (57,58).

En comparación con la ICSI, las pacientes que responden mal a la estimulación ovárica no

parecen correr un mayor riesgo de resultados clínicos deficientes después de la FIV (59-61).

Incluso en mujeres de edad materna avanzada, donde el número y la calidad de los ovocitos

podrían plantear un problema, no parece haber diferencia en los resultados clínicos entre la FIV y

la ICSI (62-65). De hecho, un gran estudio reciente informó una mayor tasa de nacidos vivos

después de la FIV en parejas sin factores masculinos con edad materna avanzada (>35 años),

aunque no se observaron diferencias significativas en otros resultados clínicos entre la FIV y la

ICSI (66). Sin embargo, en mujeres con síndrome de ovario poliquístico o endometriosis, hay

alguna evidencia que sugiere que la ICSI proporciona tasas de fertilización significativamente más

altas y reduce la incidencia de fracaso de la fertilización (67,68).

En resumen

El desarrollo de la técnica ICSI supuso un cambio radical en el alivio de la infertilidad por factor

masculino grave y se ha convertido en el medio más común de inseminación en el laboratorio de

reproducción asistida. La disponibilidad de equipos de micromanipulación de buena calidad y

operadores de ICSI altamente calificados es esencial. En este sentido, la manipulación adecuada

de los espermatozoides es fundamental para la aplicación exitosa de ICSI ya que la fertilización

depende de la activación del ovocito por los factores activadores del ovocito citosólicos presentes

en el citosol de los espermatozoides. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la ICSI no está

indicada para todas las etiologías de infertilidad y, de hecho, la FIV puede ser un medio de



inseminación más apropiado para la infertilidad sin factor masculino en la mayoría de los casos

(12,69).

Inyección intracitoplasmática de espermatozoides morfológicamente seleccionados (IMSI)

Introducción

La selección natural de los espermatozoides se produce in vivo en varias uniones, como el cuello

uterino, la unión útero-tubárica y, en última instancia, en la interfaz presentada por el complejo

cúmulo-ovocitos. La FIV de rutina se beneficia de este último aspecto de la selección de

espermatozoides in vitro, pero ICSI lo evita por completo. Esto es problemático ya que el

practicante de ICSI selecciona los espermatozoides solo en función de la motilidad y la morfología,

sin tener idea de si los espermatozoides seleccionados poseen ADN intacto o, de hecho, son

genéticamente normales. Los métodos estándar e incluso más sofisticados de preparación de

espermatozoides pueden reducir el porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado (70),

pero ninguno puede generar una población pura de espermatozoides sin daños en el ADN.

Desafortunadamente, cualquier espermatozoide que contenga ADN fragmentado seleccionado

involuntariamente para ICSI puede inducir daños en el ADN dentro de un ovocito fertilizado con

éxito (71). De mayor importancia es el impacto que dicho daño en el ADN del esperma puede tener

sobre la viabilidad del embrión, el mantenimiento del embarazo y la salud a largo plazo de

cualquier recién nacido (71-73). Para identificar mejor los espermatozoides euploides con ADN

intacto, se han desarrollado técnicas no invasivas que incluyen MSOME y PICSI (6,7).

La razón fisiológica de MSOME es que la ultramorfología de los espermatozoides puede

estar correlacionada con la espermatogénesis y la madurez de los espermatozoides. Se pueden

observar varias estructuras espermáticas con gran aumento para revelar cualquier anomalía (tabla

2), en particular dentro del acrosoma y el núcleo (74,75). Esto generalmente se logra mediante la

combinación de microscopía de contraste de interferencia diferencial (DIC) con lentes de objetivo

de alta potencia y aumento digital de la imagen resultante. Sin embargo, debido a la falta de

ensayos controlados aleatorios (ECA) con el poder estadístico adecuado, no hay consenso con

respecto a las indicaciones claras para la IMSI. Además, la base teórica de MSOME se complica

por la apariencia fisiológica normal de las vacuolas durante la espermatogénesis, la capacitación y

la reacción del acrosoma (76,77). Tal confusión y falta de pruebas científicas sólidas en beneficio

de IMSI ha llevado a algunos a cuestionar su validez en la práctica clínica (78). Posteriormente, la

clasificación de las vacuolas de la cabeza de los espermatozoides se revisó de acuerdo con su

correlación con la integridad genómica, siendo más relevante su ubicación y profundidad dentro

del núcleo que su tamaño o número (79).

La aplicación de la técnica IMSI requiere un sistema IMSI que comprende un microscopio

invertido equipado con DIC, lentes de objetivo de aceite de 60x o 100x con una apertura numérica

alta (NA), una plataforma de micromanipulación y un sistema de imágenes de video digital

apropiado con software de análisis de imágenes (Figura 4).

Tabla 2. Anomalías ultraestructurales para selección vía MSOME (74).

Selection criteria

Acrosoma

Lámina post acrosomal

Cuello

Abnormality

Ausente

Parcialmente ausente

Vesiculado

Ausente

Vesiculada

Abaxial

Desordenado

Gota citoplásmica



Mitocondria

Pieza principal del flagelo

Forma del núcleo

Contenido de cromatina

Ausente

Parcialmente ausente

Desorganizada

Ausente

Enrollado

Roto

Multiple

Corto

Oval pequeño

Oval grande

Estrecho (<2.9µm anchura)

Ancho (>3.7µm anchura)

Corto (<4.2µm longitud)

Desordenado regionalmente

Area vacuolar >4% del area nuclear

total

Al combinar la ampliación del microscopio con la del chip de la cámara (dispositivo acoplado por

carga; CCD), la dimensión diagonal del monitor y la ampliación de la imagen del software digital,

es posible ampliar un espermatozoide móvil 6000-7000x (80,81) . Para lograr una buena

resolución con ese aumento, la NA de la lente del objetivo debe ser alta y, dado que las burbujas

dentro de las placas ICSI de plástico pueden interferir con la resolución óptica, se recomienda

utilizar placas de Petri con fondo de vidrio (p. ej., Willco wells BV, Amsterdam, Países Bajos). El

aumento de un sistema IMSI determinado puede comprobarse utilizando un micrómetro objetivo

de 0,01 mm y calibrarse superponiendo un contorno de celuloide con el aumento validado de un

espermatozoide que se sabe que es normal sobre el monitor. Algunos sistemas incorporan

software específico de IMSI que permite la calibración e identificación automatizadas de

espermatozoides normales (p. ej., IMSI Strict™ Leica).



integra a

Figura 4. Estación de trabajo de IMSI .

La preparación de esperma y placa para IMSI es la misma que se emplea para ICSI , se agrega

una muestra de la preparación de esperma final a una microgota de PVP o SpermSlow™ cubierta

con aceite mineral para lograr una concentración de esperma dentro del rango , 1-5 x 106/ml . La

creación manual de pequeños canales que emanan de la microgota SpermSlow™ o PVP puede

servir para atrapar espermatozoides móviles , lo que permite MSOME dentro de la placa IMSI (6) .

Alternativamente , la aspiración de espermatozoides en una pipeta de inyección puede facilitar la

MSOME, ya que proporciona un mayor control de la motilidad de los espermatozoides y permite

ver ambos lados de la cabeza del espermatozoide . Realizar MSOME a temperatura ambiente

ayuda a reducir la motilidad de los espermatozoides y se ha sugerido que esto también evita la

formación de vacuolas espermáticas que puede ocurrir después de una micromanipulación

prolongada a temperaturas más altas (82) . Los espermatozoides pueden considerarse normales

siempre que cumplan los siguientes criterios MSOME (74) :

1. Las dimensiones de la cabeza , el cuello y la cola están dentro del

normal generalmente aceptado (83) .

rango

2. El núcleo aparece liso y simétricamente ovalado, que contiene

cromatina homogénea desprovista de invaginaciones o extrusiones.

Cualquier vacuola no debe ocupar más del 3% del área del núcleo .

3. El acrosoma y la lámina post-acrosomal son visibles sin vesículas

presentes.

4. El cuello no posee gotitas citoplasmáticas.

5. La pieza intermedia contiene mitocondrias completamente formadas y

bien organizadas.

6. El flagelo está desprovisto de anomalías.



Se ha sugerido un sistema de puntuación de la normalidad de la cabeza del espermatozoide

mediante el cual se otorga un punto por las dimensiones normales de la cabeza del

espermatozoide, un punto por la ausencia de vacuolas nucleares, que no sean una sola vacuola

pequeña, y un punto por una base normal en la cabeza del espermatozoide (84) . Con este

sistema de puntuación, una puntuación MSOME de 4 a 6 representa una buena calidad del

esperma utilizando la siguiente fórmula:

(2 x puntaje de cabeza) + (3 x puntaje de vacuola) + puntaje base.

Muchos profesionales de MSOME han propuesto y adoptado otros grados de espermatozoides

ultramorfológicos, en función del número y tamaño de las vacuolas nucleares presentes (Tabla 3).

Tabla 3. Sperm nuclear vacuole classification for selection via MSOME (85).

Grado de ultramorfología

espermática

Número y tamaño de vacuolas

I

II

III

IV

Ausencia de vacuolas

≤2 pequeñas vacuolas

>2 pequeñas vacuolas o ≥1 grandes

vacuolas

Grandes vacuolas + otra anomalía

morfológica

Después de MSOME, los espermatozoides designados como normales pueden usarse para IMSI

inmediatamente dentro de una placa con fondo de vidrio, siempre que se mantenga a 370 °C y no

a temperatura ambiente, o después de transferirlos a una microgota de SpermSlow™ o PVP

recubierta con aceite mineral dentro de un recipiente de plástico. Aunque algunos microscopios

invertidos están equipados con condensadores que permiten cambiar rápidamente entre DIC a

gran aumento y microscopía de contraste en relieve a menor aumento (15), IMSI, sin embargo,

tarda el doble de tiempo que ICSI (86).

Uso clínico

Los ECA iniciales de IMSI arrojaron resultados variados, uno demostró mayores tasas de

implantación y embarazo clínico y el otro no encontró diferencias significativas en el resultado

clínico entre ICSI e IMSI en pacientes no seleccionados (86,87). Metanálisis posteriores mostraron

que IMSI aumentó las tasas de embarazo clínico, aunque la calidad de algunos de los datos se vio

socavada por el bajo número de pacientes heterogéneos (78,81). Por otro lado, un gran ECA

multicéntrico no logró mostrar ningún beneficio de la IMSI, independientemente de la madurez

nuclear del esperma y el grado de fragmentación del ADN espermático (88). Sin embargo, un

metaanálisis de IMSI en pacientes seleccionadas con fallas previas de implantación informó un

aumento significativo en las tasas de implantación y embarazo clínico y una reducción en la tasa

de aborto espontáneo (89). No obstante, las revisiones sistemáticas Cochrane han concluido que

sigue existiendo incertidumbre sobre cualquier beneficio de la IMSI en las tasas de embarazo

clínico, nacidos vivos y abortos espontáneos (90,91).

En resumen

De forma aislada, la técnica ICSI carece de la metodología necesaria para identificar y seleccionar

espermatozoides libres de daños en el ADN y errores genéticos. Por el contrario, IMSI es una

técnica que combina MSOME con ICSI, lo que teóricamente aumenta la probabilidad de inyectar



ADN intacto , espermatozoides genéticamente normales . Sin embargo , la base teórica de MSOME

se complica por la aparición de vacuolas durante los procesos fisiológicos normales , como la

capacitación y la reacción del acrosoma . Además, la evidencia publicada sobre el beneficio

percibido de IMSI es controvertida . Por lo tanto , todavía se requieren ECA multicéntricos grandes

bien diseñados de IMSI antes de que pueda considerarse una práctica clínica habitual .

Selección de espermatozoides mediante unión al hialuronato: ICSI fisiológico mediante

PICSIⓇ y SpermSlow™

Introducción

En la práctica habitual de ICSI , los espermatozoides se seleccionan visualmente para la inyección

en función de su motilidad (principalmente como marcador de viabilidad celular) y morfología . Sin

embargo, este enfoque no refleja la integridad genómica del esperma y la contribución paterna al

cigoto . Se sabe, por ejemplo, que los espermatozoides morfológicamente normales de hombres

con oligoastenoteratozoospermia tienen un riesgo elevado de aneuploidía (92) . Para abordar esto ,

se han explorado técnicas adicionales para deseleccionar espermatozoides de baja calidad y

maximizar la posibilidad de elegir un espermatozoide genéticamente sano , incluyendo IMSI (93) y

enlace de hialuronato (7).

El hialuronato es un componente importante del cúmulo oóforo , así como del moco cervical

y el líquido folicular (94) y los espermatozoides maduros transportan receptores de hialuronato (95)

mientras que los espermatozoides inmaduros no se unen. Los espermatozoides maduros exhiben

una alta integridad de la cadena de ADN (96) , una frecuencia normal de aneuploidías

cromosómicas y proporcionan una contribución paterna al cigoto comparable a la de los

espermatozoides seleccionados por la zona pelúcida durante la fertilización natural (97) . Es

importante destacar que se observa una incidencia reducida de fragmentación del ADN en los

espermatozoides que se unen al hialuronato en comparación con el semen puro o preparado

(7,98) . Esto es de particular importancia dada la posible asociación entre la fragmentación del ADN

espermático y el deterioro del éxito reproductivo , especialmente debido a la pérdida temprana del

embarazo (99-101 ) .

La falta de fiabilidad de la selección basada en la motilidad y la morfología , además de la

supuesta ventaja de anular la selección de espermatozoides dañados en el ADN , sugiere que

debería haber beneficios clínicos al usar la unión de hialuronato como un procedimiento de

detección adicional . Esto se puede lograr utilizando uno de dos métodos: la placa PICSIⓇ, en la

que se secan puntos de hialuronato en la superficie interna de una placa de cultivo , y

SpermSlow™ , que tiene una alta concentración de hialuronato en solución .

Técnicas

Dispositivo de selección de esperma PICSI®

El dispositivo de selección de esperma PICSI® (CooperSurgical Fertility Solutions , Måløv,

Dinamarca) es una placa de cultivo de poliestireno con tres puntos de hialuronano seco en la

superficie interna , indicados por puntas de flecha grabadas en la superficie exterior inferior de la

placa (Figura 5).

PICS/

Figura 5. La placa PICSI muestra las puntas de flecha que indican la ubicación de los puntos de hialuronato .



El uso del dispositivo requiere que los puntos de hialuronato se rehidraten utilizando un medio de

mantenimiento apropiado (normalmente tamponado con HEPES/MOPS) que contenga al menos 5

mg/ml de albúmina sérica humana . A continuación , la placa se inunda con aceite y se incuba

mientras se llenan los puntos de hialuronato . Luego se pueden agregar espermatozoides

preparados en el borde de la gota rehidratante . La unión de esperma se puede ver en cinco

minutos en muchos casos , aunque algunos puntos pueden tardar hasta 30 minutos (ver

Instrucciones de uso en https://fertility.coopersurgical.com/dishes/picsi-dish-for-sperm-selection/) .

Se recomienda que los espermatozoides se agreguen en un volumen de medio igual o

mayor que el que se usó para hidratar la gota para asegurar una rápida mezcla y entrega al punto

de hialuronato . Sin embargo , puede ser ventajoso en la mayoría de los casos agregar los

espermatozoides en la punta de las gotitas alargadas que cubren el punto de hialuronato de

manera que los espermatozoides móviles deban migrar a través de la gotita mediana para

alcanzar el punto de hialuronato . Esto imita el enfoque que se usa a menudo con PVP y actúa

como un mecanismo de selección secundario y controla la velocidad a la que se unen los

espermatozoides; esta es una consideración importante ya que la superpoblación del punto puede

dificultar la selección y el manejo de los espermatozoides individuales . Además , el volumen de

suspensión de espermatozoides que se agrega a cada gota se puede variar, de modo que se

produzcan cantidades diferentes de espermatozoides ; esto permite que los espermatozoides se

recuperen primero de la gota con la mayor cantidad de espermatozoides agregados, luego pasar a

la segunda más y finalmente la gota con la menor cantidad de espermatozoides . De esta manera ,

los espermatozoides se pueden recolectar durante un período de tiempo prolongado antes de que

el micropunto se congestione . Esto sese demuestra en el video del fabricante en

https://www.youtube.com/watch?v=bzF4rv-bDWQ (también disponible en la página web del

producto en https://fertility.coopersurgical.com/dishes/picsi-dish-for-sperm-selection/) .

Las instrucciones de uso indican que se puede lograr una unión óptima cuando la placa

PICSI® se prepara y se usa a temperaturas inferiores a 30 °C, ya que la velocidad del esperma

puede superar la fuerza de unión a temperaturas más altas . En el entorno clínico, sin embargo , los

laboratorios configurarán las etapas calentadas de los sistemas de micromanipulación para

mantener los platos a 37°C; en este escenario, la unión podría reducirse , pero el fabricante afirma

que la placa PICSIⓇ normalmente alcanzará los 33 °C cuando esté en una pletina calefactada

pero que "a 33 °C o incluso a 37 °C, muchos espermatozoides unidos permanecerán disponibles

para la selección" .

En la práctica , la recolección de los espermatozoides unidos a hialuronato se realiza

fácilmente colocando la punta de la micropipeta ICSI junto a los espermatozoides unidos y

succionando suavemente el líquido en la pipeta , atrayendo el espermatozoide . Los

espermatozoides para inyección también deben evaluarse sobre la base de la morfología antes de

que se rompa la membrana de la cola , como en la ICSI de rutina .

SpermSlow™M

SpermSlow™ es un medio semiviscoso con una alta concentración de hialuronato . Aunque

a veces se usa simplemente como una alternativa a la PVP, SpermSlow™ permite la selección de

espermatozoides sanos y maduros por su capacidad para unirse con hialuronato de la misma

manera que la placa PICSI®. Sin embargo, el hialuronato está en solución (formando una red

tridimensional) en lugar de recubrir la superficie del plato, por lo que los receptores que expresan

los espermatozoides se unen al hialuronato y pierden su motilidad progresiva . Esto significa que la

selección es un poco contraria a la intuición , ya que son los espermatozoides que nadan

libremente los que se ignoran y los que se vuelven menos móviles los que se eligen .

Después de dispensar las gotas de retención de ovocitos , la selección de espermatozoides

se facilita mediante la dispensación de una gota de SpermSlowTM y una gota de la suspensión final

de espermatozoides preparada conectada con una gota puente de medio de manipulación

tamponado en la placa ICSI estándar del laboratorio antes de inundarla con aceite . La gota puente

permite la selección de espermatozoides en función de la motilidad , pero también permite una fácil

observación de la unión en la interfaz entre la gota puente y SpermSlow™ (figura 6 ) . En los casos

en que la motilidad o el número de espermatozoides sean extremadamente deficientes , se puede

omitir la gota puente y el borde de la gota de suspensión de esperma simplemente se mezcla con

la gota SpermSlow™M



37°C
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Figura 6. La configuración utilizada para SpermSlow™ que muestra la interfaz con la gota puente donde se seleccionan los

espermatozoides.

Esto se demuestra en el video del fabricante

v=TBD1ylwvWkw&t=119s

en https://www.youtube.com/watch?

(también disponible en la página web del producto en

https://fertility.coopersurgical.com/art_media/spermslow/) .

Uso clínico

La selección basada en la unión al hialuronato de espermatozoides más maduros y genéticamente

competentes para su inyección en el ovocito debería producir mejores resultados . También sería

razonable suponer que las dos técnicas seleccionan los espermatozoides de la misma manera y,

por lo tanto , deberían dar los mismos resultados . De hecho, Parmegiani et al . ( 102) realizaron un

ensayo aleatorio prospectivo que demostró ese hecho.

Los criterios de valoración embriológicos muestran resultados variables cuando se utilizan

placas PICSIⓇ o SpermSlowTM . Algunos estudios más pequeños han sugerido tasas más altas de

fertilización cuando se usa la selección de unión a hialuronato (HABS) ( 103-105) aunque este no

es un hallazgo universal ( 98,106) . Un pequeño estudio de con ovocitos hermanos asignados al

azar a la selección de espermatozoides con SpermSlow™ o en PVP sugirió una fertilización

anormal más baja y una fertilización normal más alta ( 107) , pero el desarrollo del embrión hasta el

día 3 no se vio afectado . Por el contrario, Parmegiani et al (7) encontraron una mayor proporción

de embriones de grado superior. Alegre et al ( 108) encontraron mejoras significativas en la calidad

embrionaria usando ICSI fisiológica ; sin embargo, el mismo grupo (109) informó más tarde que no

hubo diferencias en la calidad embrionaria entre ICSI fisiológica y estándar, aunque aún sugirió

que la ICSI fisiológica es ventajosa en términos de tasas acumuladas de embarazo.

De manera similar, los estudios son inconsistentes en términos de demostrar una mejor

tasa de implantación o embarazo y algunos sugieren mejores resultados (7,110-115) aunque no

siempre alcanzan significación estadística . Majumdar y Majumdar (106) observaron

específicamente a pacientes con infertilidad inexplicable con una tendencia hacia mejores tasas de

embarazo clínico y menores pérdidas de embarazo, aunque el número de pacientes fue

relativamente bajo. En contraste con un estudio anterior (104) que no encontró mejoras en los

resultados utilizando ICSI fisiológico para pacientes con infertilidad por factor masculino , otro grupo

(114) informó mejores tasas de embarazo clínico y sugirió que las pacientes teratozoospérmicas

se beneficiaron más.

Quizás la asociación más interesante es entre la unión de hialuronato y la pérdida

temprana del embarazo. Dados los datos que vinculan la fragmentación del ADN espermático y el

aborto espontáneo ( 100), uno podría sospechar que la aparente deselección de los

espermatozoides dañados en el ADN mediante la unión de hialuronato (7) podría reducir el riesgo

de pérdida temprana del embarazo . Un estudio multicéntrico de Worrilow y colaboradores ( 111 ) en

el que participaron 802 pacientes observó tasas de implantación más altas en el grupo de ICSI

fisiológica , pero no fueron estadísticamente significativas ; el estudio se detuvo prematuramente y,

por lo tanto, es imposible saber si un estudio totalmente potenciado lo habría confirmado . Sin



embargo , la tasa de abortos se redujo notablemente cuando se utilizó ICSI fisiológica en parejas

de hombres con bajas proporciones (<65 %) de espermatozoides que se unían al hialuronato , ya

sea en el semen inicial sin procesar (3,3 % frente a 15,1 %; p <0,05 ) o en la preparación final de

semen (0% v 18,5%; p<0,05) . Los autores concluyeron que determinar el porcentaje de

espermatozoides que se unen al hialuronato y luego ofrecer ICSI fisiológica a aquellos con un 65

% o menos podría proporcionar un enfoque equilibrado para usar juiciosamente la unión del

hialuronato. En un estudio mucho más grande en el Reino Unido (ensayo HABSelect; (116) ) , 2772

parejas , que presentaban una amplia gama de etiologías , fueron asignadas al azar a ICSI

fisiológica o estándar; el criterio principal de valoración utilizado fue la tasa de nacidos vivos a

término que , aunque ligeramente superior, no mejoró significativamente (27,4 % frente a 25,2 %;

p=0,18). Por el contrario, la tasa de aborto espontáneo se redujo significativamente (4,3 % frente a

7,0 %; p=0,003) . A diferencia del estudio Worrilow, en el que se observó una tasa de aborto

espontáneo reducida solo en parejas de hombres con una unión de hialuronato baja (<65 %) , el

estudio HABSelect encontró que la ICSI fisiológica redujo la tasa de aborto espontáneo

independientemente de la puntuación de unión de hialuronato del hombre (117).

En resumen

La capacidad de los espermatozoides para unirse con hialuronato está asociada con la madurez y

una mayor integridad genética . Esto se refleja en los niveles reducidos de fragmentación del ADN

cuando se emplean métodos de selección de espermatozoides que utilizan la unión de hialuronato

(7). El hecho de que esto no resulte consistentemente en mejores resultados clínicos es evidente ,

aunque algunos informes son ciertamente alentadores. Los informes de mejores resultados en

grupos seleccionados (por ejemplo, casos de factor masculino; ( 114)) pueden indicar que la

selección de pacientes es clave . Lógicamente , esto podría basarse no solo en la etiología , sino

también en una prueba de detección para identificar a los hombres con niveles más bajos de unión

al hialuronato en el esperma , como lo demostraron Worrilow et al ( 111 ) , aunque esto no se

reprodujo en el estudio HABSelect (117) . Sin embargo, parece haber un impacto positivo en la

reducción de abortos espontáneos , posiblemente asociado con la deselección de espermatozoides

con ADN dañado . El análisis mecánico realizado como parte del gran estudio HABSelect concluyó

que " PICSI protegía contra el aborto espontáneo y que la edad femenina era el indicador más

fuerte de la eficacia de PICSI en este sentido " .

Conclusión

Las principales técnicas de micromanipulación de esperma actualmente en uso regular incluyen

ICSI, IMSI e ICSI fisiológico (con o sin SpermSlowTM) . Sin embargo, solo la ICSI puede

considerarse una técnica de rutina , ya que se ha utilizado para aliviar la infertilidad por factor

masculino grave durante los últimos 30 años y se ha convertido en la técnica de inseminación

predominante realizada en todo el mundo . Por el contrario , la IMSI y la ICSI fisiológica están

indicadas en los casos en los que existe un mayor riesgo de fallo de implantación o aborto

espontáneo debido a una elevada fragmentación del ADN espermático . En este sentido , existe

muy buena evidencia de que la ICSI fisiológica reduce significativamente las tasas de aborto

espontáneo . Se han realizado esfuerzos para desarrollar aún más la técnica ICSI a través de

piezo -ICSI e ICSI robótica , pero estas técnicas aún no se han aplicado universalmente dentro del

laboratorio de reproducción asistida , aunque son muy prometedoras para mejorar la eficiencia de

la micromanipulación de esperma .
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Introducción

La criopreservación es un procedimiento para congelar varios tipos de células y tejidos, documentado desde principios del

siglo XIX. Su uso en la crioconservación de espermatozoides humanos en presencia de crioprotectores fue el primero

publicado a finales de la década de 1950. Desde aquellos días, la criopreservación de semen fue ampliamente utilizada en

los laboratorios de técnicas de reproducción asistida (TRA) y Andrología. Sus aplicaciones prácticas en humanos incluyen

varias posibilidades, como el tratamiento de la infertilidad, la inseminación artificial, la fecundación in vitro y el uso de

muestras de espermatozoides epididimarios y testiculares congelados en tratamientos de inyección intracitoplasmática de

espermatozoides (ICSI) en pacientes con azoospermia obstructiva y no obstructiva.

Se han creado varios protocolos de criopreservación buscando el mejor resultado para recuperar células sin daños

criogénicos y parámetros funcionales adecuados, como la motilidad de los espermatozoides, la viabilidad y el daño del

ADN. Además, los métodos convencionales de congelación lenta de espermatozoides humanos se utilizan ampliamente en

TRA, pero no se han logrado las expectativas deseadas. En general, estas metodologías promueven la deshidratación del

agua intracelular a través de agentes crioprotectores (CPA) para evitar la formación de hielo y el daño celular físico. Sin

embargo, estos procedimientos implican una mayor concentración de medios de congelación, lo que desencadena la

posibilidad de choque osmótico, formación de hielo intracelular y extracelular, lo que lleva al daño mecánico y la muerte

celular.

Por lo tanto, la vitrificación de espermatozoides se ha propuesto como un método alternativo que conduce a la

formación de una etapa de vidrio que evita la formación de cristales de hielo, en lugar de procedimientos que intentan

controlar una formación reducida de hielo como los métodos de congelación lenta (1). En nuestro grupo, confirmamos que

la vitrificación, libre de crioprotector permeable, preserva mejor la calidad de los espermatozoides que la congelación lenta

(2). El método de vitrificación presentó ventajas en términos de tasa de recuperación de espermatozoides, integridad del

acrosoma y fragmentación del ADN en comparación con la congelación lent (1,3,4).

La técnica de vitrificación se basa en el enfriamiento ultrarrápido de espermatozoides humanos directamente en

nitrógeno líquido con o sin el uso de un CPA permeable. En este sentido, se previene la formación de cristales de hielo

intracelulares letales y los efectos nocivos de la alta concentración de sal, reduciendo el daño en las funciones de los

espermatozoides (2,5,6), haciendo que este procedimiento sea mucho menos laborioso, más rápido y más simple en su

aplicación que la congelación convencional.

Más importante aún, muchos estudios que utilizaron la misma muestra en el mismo estudio compararon la eficacia de

los dos métodos para determinar si la vitrificación es mejor que la congelación convencional (Tabla) (4,7-21). La Tabla

resumida mostró que la vitrificación conserva mejor la función de los espermatozoides, como la motilidad, la mitocondria, el

acrosoma y la integridad de la membrana plasmática, en comparación con la congelación convencional; Incluso con

resultados comparables, el método de vitrificación fue mucho más rápido, más simple, de menor toxicidad y rentable.

Tabla
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2004
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Líquido

Inmersión

Con/Sin

medio de

conge-

lamiento

TEYG)

a 5

°C/min; 4

°C~-30 °C

a 10

°C/min;

-30

°C~-140 °C

a 20

°C/min.
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La
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resultó en

una

mayor

motilidad

y

motilidad

progresiva.



Isachenko

et al.,

2012
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(10μl) .

Inmersión

HAS +

sacarosa

Pajuelas

colocadas

0,25M

por

encima de

10cm, -80

°C vapor

Agha-

Rahimi

N

et al.,

2014

en N2

líquido

Gota de 30

µl.

Inmersión

en N2

líquido

Zhu et

al. , 2014

N Vial

Criogénico,

0,25 mL, TA permeable

1 min.

N

Inmersión

en N2

líquido

Pajuela en

pajuela

100 µl.

Inmersión

en N2

líquido

30min.

Medio de

congelamiento

TYB

Mejor

motilidad ,

integridad

de la

membrana

plasmática

e

integridad

del

acrosoma.

Con o sin

Glicerol.

Criotube ,

3cm sobre

Glicerol

vapor de

N2 líquido

Libre de

criprotector

(sacarosa)

30 min.

Vial

Criogénico ,

0,5 mL. TA

5 min. 3cm

sobre

vapor de

N2 liquido

30 min

Glicerol

La

motilidad,

viabilidad,

tasa de

recuperación

y

fragmentación

del ADN

fueron

similares.

Mayor

motilidad

progresiva,

integridad

de la

membrana

plasmática

y del

acrosoma

en la

vitrificación

Sin

diferencias

en la

estabilidad

del ADN.

HTM+

sacarosa

0,25M

Pajuela de

0,5 mL, TA

Medio

Comercial

Motilidad,

viabilidad

10 min.

8cm sobre

vapor de

N2 liquido

15 min.

y

potencial

de

membrana

mitocondrial

similares.



Slabbert

et al.,

2015

N 300 μl de

muestra en

pajuela de

1,5 mL, TA

10 min.

Inmersión

en N2

líquido

Libre de

criprotector

permeable

(sacarosa +

albumina

1%)

Pajuela de

0,5 mL, TA

10 min.

Sobre el

vapor de

N2 líquido

15 min.

Medio de

Congelamiento

TEST-YOLK

Mayor

potencial

de

membrana

mitocondrial

y menor

porcentaje

de

fragmentación

de ADN en

vitrificación;

No hay

diferencia

en la

motilidad.

Tongdee

et al.,

2015

N Criovial,

0,25 mL, TA

Medio

Comercial

de

congelamiento

Criovial,

0,25 mL.

25 °C ~5 °C

a 1

°C/min; 5

°C ~ -85

°C a 10

°C/min.

10 min.

Inmersión

en N2

líquido

Medio

Comercial de

congelamiento

Ali

Mohamed,

2015

N 37 °C 5 min,

gota de 20

μl.

Inmersión

Nuevos kits

libres de

Criotubo

de 0,8 mL,

Glicerol

en N2

líquido

crioprotectorespermeables 4 °C 30

min,

Vapor de

N2 liquido

por 30

min.

Karthikeyan

et al.

2019

OA Criológico 0,25M

sucrosecon

stripper,

bloque de

metal

preenfriado,

bañado en

N2 liquido

Pajuela

francesa

de 0,5 mL,

a -85 °C en

un

congelador

durante 1

h

Medio de

congelamiento

de

espermatozoides

La

motilidad

disminuyó

más en la

vitrificación.

No hay

diferencia

en la

morfología

o la

integridad

del ADN.

Mayor

motilidad

y

morfología

normal, y

menor

fragmentación

del ADN

en

vitrificación.

La

vitrificación

resultó en

una

mayor

motilidad

y

vitalidad.



Le et al. ,

2019

exclusivo de Gota de 30

criptozoospermia

/

azoospermia

µl .

Inmersión

en N2

líquido

Solución

de conge-

lamiento

de

esperma-

tozoides

Criotubo

de 1,8 ml,

TA 10

min~,

sobre el

vapor de

N2 líquido

15 min.

Solución de

congelamiento

de

Mayor

motilidad

en el

espermatozoides método de

Medio de

crioprotección

congelación

convencional

mientras

que la

vitrific
ación

resultó en

una

mayor

viabilidad

y

morfología

normal.

Pabon

et al.,

2019

Normal Grilla

colectora,

gota de 5-

Combina-

ción de

sacarosa

TA 10 min,

gota de 50

μl en hielo

Spis et

al . , 2019

1 zoide

epididimario

y 1 testicular

10 μl.

Inmersión

en N2

líquido

Capilares

20+8

fueron

enmpaquetados

en

0,15M y

trealosa.

basado en

Glicerol.

Mayor

motilidad,

viabilidad

seco,

criotubo .

y

actividad

mitocondrial

por

vitr
ific

ació
n

Sacarosa

0,25M

Capilares

20+ 8.

Vapor de

N2 líquido

Medio de

congelamiento

TYB (glicerol)

La

vitrificación

tuvo un

30 min.

mayor

potencial

de
pajuelas.

Inmersión

en N2

líquido

membrana

mitocondrial

y

motilidad

tanto en

los

capilares

del

epidídimo

como en

los

testículos.

N= Normozoospermia

OA= Oligoastenozoospermia

DN: Donantes normales

I : Criterio poco claro

TA: temperatura ambiente

Un informe de revisión sistemática y metanálisis comparó la efectividad de dos técnicas (22 ) . Se revisaron 2428

publicaciones y 13 ensayos controlados aleatorios , se incluyeron 486 muestras de espermatozoides humanos vitrificados y

de congelación convencional . Como resultado , se determinó que la vitrificación era superior a la congelación convencional

con respecto a la motilidad total y progresiva en la preservación de espermatozoides (22) . Por lo tanto , la vitrificación de

espermatozoides humanos demostró un potencial superior en la crioconservación de esperma , pero el procedimiento

requiere una mayor optimización .

Este capítulo se centrará en la vitrificación de espermatozoides humanos , describiendo las metodologías de vitrificación

actuales en uso , las ventajas sobre otros métodos de crioconservación y la aplicación clínica .



Efecto de los crioprotectores en la criopreservación de semen

Los crioprotectores actúan deprimiendo el punto de congelación y uniendo el agua intracelular para evitar la formación de

hielo y reducir los daños criogénicos (11). Es importante destacar que el crioprotector no debe ser tóxico para las células

durante la congelación y descongelación. Hay dos tipos principales de CPA: permeables y no permeables. Los CPA

permeables incluyen sulfóxido de dimetilo, glicerol, etilenglicol y metanol; otro son los CPA no permeables, que incluyen

albúminas y dextranos y citrato de yema de huevo, y azúcares como la rafinosa y la sacarosa (11).

Agentes crioprotectores permeables y no permeables

Los CPA permeables reducen las concentraciones de electrolitos presentes en la fase líquida de la muestra y estabilizan la

membrana plasmática celular, siendo los popularmente utilizados el dimetil sulfóxido (DMS) y glicerol. Los crioprotectores

no permeables reducen la cristalización intracelular, aumentando la viscosidad de la muestra para proteger la membrana

plasmática del daño extracelular (23). Aunque el CPA es importante para prevenir la cristalización del hielo y el daño celular,

es tóxico en altas concentraciones, y los espermatozoides son vulnerables a los cambios osmóticos.

La efectividad de los CPA permeables para prevenir la formación de hielo intracelular durante la congelación lenta

convencional solo podría lograrse con una velocidad de enfriamiento lenta, que podría dañar por sí misma (24). Y los daños

mecánicos causados por la congelación lenta resultan de la formación de cristales de hielo intracelulares o extracelulares y

el daño osmótico, la contracción celular extensa. El posterior calentamiento y descongelamiento de las células podría

deteriorar aún más su viabilidad a través de un posible hinchamiento osmótico excesivo y una menor actividad de defensa

antioxidante eroxidación lipídica (24,25). La producción
de

especies reactivas de oxígeno (ROS) conduce a una mayor

peroxidación de lípidos después de la congelación, que también se asocia con una pérdida de motilidad de los

espermatozoides (26,27). Todos estos efectos negativos de la congelación convencional durante el proceso de equilibrio de

hielo en las células también podrían conducir al daño de la cromatina, y las anomalías de la cromatina podrían dañar la

calidad del esperma y el estado de fertilidad masculina (28).

Teniendo en cuenta las características de tamaño más pequeño y el escaso citoplasma en los espermatozoides

humanos, una de las desventajas de la congelación convencional es la presión osmótica y la toxicidad del crioprotector

permeable de alta concentración, lo que llevó a que el CPA
se

utilizara inicialmente sin éxito (2). Y es importante tener en

cuenta al menos tres variables: la tasa de enfriamiento-calentamiento, la concentración y el tipo de crioprotector, y el

sistema de soporte adecuado (pajuela u otros). La última variable se refiere al material que transfiere la reducción de

temperatura de manera suficiente y rápida al interior que contiene la muestra (29).

Por lo tanto, se desarrolló el método de vitrificación libre de crioprotector permeable. El avance de la vitrificación de

espermatozoides humanos sin CPA permeable fue informado por primera vez por Nawroth et al (7). La combinación de

tasas extremadamente altas de enfriamiento/calentamiento y la utilización de medios de vitrificación que contenían

proteínas y polisacáridos hizo factible evitar la desvitrificación durante el calentamiento sin usar el CPA de alta

concentración.

Los crioprotectores no permeables (carbohidratos como la glucosa, la sacarosa y la trehalosa) no podían atravesar

las membranas celulares por su alto peso molecular (30,31). En lugar de la citotoxicidad de las altas concentraciones de

CPA permeables, los CPA no permeables podrían promover de manera eficaz la deshidratación celular rápida, incluso con

alta velocidad de congelación para evitar la formación de hielo y estabilizar proteínas y membranas celulares (2,8). La

sacarosa juega un papel importante compensando la presión osmótica y estabilizando la membrana celular durante la

vitrificación (32-34). En nuestro grupo investigamos una tecnología de vitrificación libre de CPA para espermatozoides

humanos (1,12,35). Al principio, logramos una vitrificación libre de CPA mediante un medio de fluido tubular humano (HTF)

suplementado con albúmina sérica humana (HSA) al 1 % y sacarosa 0,25 M como crioprotectores no permeables. Se

demostró que la vitrificación sin crioprotectores de espermatozoides humanos con sacarosa 0,25 M podía crioconservar las

células de manera eficiente sin una pérdida significativa de parámetros fisiológicos cruciales (1). Estos estudios confirmaron

la preservación superior de parámetros fisiológicos, como motilidad, viabilidad, reacción acrosómica y mitocondrial.

En general, la técnica de vitrificación sin crioprotectores evita los impactos negativos adicionales causados por la

adición o eliminación de CPA permeables de alta concentración en la congelación convencional.

La vitrificación de espermatozoides humanos: tecnologías libres de crioprotectores permeables versus tecnologías

con crioprotectores incluidos

La eficacia del proceso de vitrificación sin crioprotectores para espermatozoides humanos está bien documentada

(1,20,35,36). Estos estudios realizaron la vitrificación sumergiendo directamente pequeños volúmenes de espermatozoides

en N2 líquido, de 1 a 10 μl (36) diluidos en medio de sacarosa 0,25 M, y de 20 a 30 μl (1) por goteo directo en N2 líquido. En

ausencia de CPA permeable, al disminuir el volumen de la muestra crioconservada y aumentar la relación superficie-

volumen de la muestra para lograr tasas ultrarrápidas de vitrificación (8,37). Y también desarrollamos la tecnología aséptica

de vitrificación de espermatozoides humanos en un gran volumen (100 μl) para la inseminación intrauterina (38) y capilares

para la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (12). Después de eso, el nacimiento de niños sanos después de

la ICSI y después de la inseminación intrauterina confirma la capacidad de la vitrificación sin crioprotectores para proteger

las células del daño criogénico letal (39,40). Sin embargo, la vitrificación de espermatozoides humanos sin crioprotectores

no se ha aplicado a la práctica habitual.

A diferencia de la vitrificación tradicional utilizada para embriones y ovocitos en ART, el espermatozoide humano tiene

fragilidad osmótica y no puede exponerse a una alta concentración de solución de CPA por mucho tiempo. Normalmente, el

medio de vitrificación del semen es isosmótico entre 300 a 396 mOsm/L, y los CPA permeables aumentarían la presión

osmótica, fluctuando entre 600 y 1000 mOsm/L (24,25). Así, aplicando una mezcla de CPA no permeables (sacarosa

habitual) y una menor concentración de CPA permeables para la vitrificación de espermatozoides también es un hallazgo



importante para mantener la osmolaridad. La solución de vitrificación combinada podría reducir la cantidad de CPA

permeables necesarios para proteger las células y disminuir la toxicidad de los CPA permeables; también podría acortar el

tiempo de exposición de las células a los efectos tóxicos de los crioprotectores permeables (2).

Pero la combinación exactamente óptima de medios y el efecto positivo en la vitrificación de espermatozoides

humanos aún necesita más investigación. Una variedad de medios de congelación comerciales contenían una mezcla de

CPA permeables y no permeables producidos para mejorar la tasa de recuperación de espermatozoides después de la

crioconservación de diferentes tipos de animales, incluidos los humanos. Recientemente, se ha logrado la vitrificación de

espermatozoides humanos por inmersión directa en N2 liquido en presencia de un crioprotector comercial. Berkovitz et al

(41) y Belenky et al (42) informaron el estudio utilizando el medio de congelación de esperma de Quinn para la vitrificación

de espermatozoides. Los estudios revelaron que los espermatozoides móviles únicos de pacientes con azoospermia no

obstructiva se transfirieron a gotas de 0,8 μl de suspensión de espermatozoides que incluían medios de congelación de

espermatozoides y se sumergieron en N2 liquido; después de la descongelación, se encontraron altas tasas de

recuperación (96% y 99%, respectivamente), motilidad (33% y 37%, respectivamente), fecundación (59%), embarazos

clínicos (55%), tasa de parto (32%). Se demostró que el método descrito permite obtener espermatozoides post-

descongelados de alta calidad. Más importante aún, el medio de congelación contiene glicerol como crioprotector; el

glicerol es uno de los cuatro crioprotectores permeables más populares para la crioconservación de espermatozoides

humanos. Además, la técnica de vitrificación también se ha realizado con éxito en espermatozoides animales en presencia

de CPA permeables (43-45).

Sin embargo, Le et al (19) y Agha-Rahimi et al (13) utilizaron la solución Sperm Freeze (Vitrolife) que contenía glicerol

para desempeñar el papel de protección del crioprotector permeable durante la congelación, y no encontraron diferencias

significativas en los parámetros de los espermatozoides después de la descongelación entre subgrupos de vitrificación

(con/sin crioprotector permeable). Por lo tanto, la presencia o ausencia de crioprotectores permeables en la vitrificación de

espermatozoides humanos sigue siendo controvertida. Específicamente, probamos la tecnología de vitrificación capilar

aséptica utilizando medios permeables con crioprotector incluido y sin crioprotector para comparar la eficacia crioprotectora

de CPA para la conservación de espermatozoides humanos, y los resultados han sido publicados (46). En nuestro estudio,

se contó con un control (espermatozoides frescos) y tres grupos de tratamiento de la siguiente manera: libre de

crioprotector (Grupo 1), medio de cultivo con Suplemento de Suero Dextrano al 5% (DSS), medio de cultivo libre de

crioprotectores (Grupo 2), con 5% de DSS y 0,25 M de sacarosa; crioprotector incluido (Grupo 3), medio de cultivo con 5%

DSS y 7,5% glicerol.

Después de la descongelación, se determinaron la motilidad progresiva, la integridad de la membrana plasmática y la

motilidad total. Se demostró que la motilidad progresiva de los espermatozoides en los grupos 1, 2, 3 fue de 24,9±1,7 %,

34,5±2,8 % y 34,0±1,4 %, respectivamente (P1-2,3<0,01), y la tasa de motilidad en los tres tratamientos fue menor que en

los espermatozoides frescos (68,8±5,8%, P<0,01). Las tasas de integridad de la membrana plasmática de los

espermatozoides en los grupos 1, 2, 3 fueron 33,3±2,1 %, 48,4±2,9 % y 45,5±3,9 % (P1-2,3 <0,05), con una disminución en

el Grupo 3 en comparación con el Grupo 2 (P2-3 >0,1), pero inferior a esta tasa de espermatozoides frescos (80,6±3,2%,

P<0,01). Después de 24 h, 48 h y 72 h de cultivo in vitro, la motilidad total y la viabilidad de los espermatozoides en el

Grupo 1 fue significativamente menor que en el Grupo 2 y 3. Las tasas de apoptosis y potencial de membrana mitocondrial

en el Grupo 3 y el Grupo 2 fueron todas más altas que en el Grupo 1. Sin embargo, no hubo diferencias significativas para

estos parámetros entre el Grupo 3 y 2.

Todos esos resultados respaldan que el glicerol y la sacarosa podrían preservar a los espermatozoides humanos de

daños por criopreservación. Y nuestros datos han demostrado que la tasa de motilidad progresiva, motilidad total e

integridad de la membrana plasmática después de la vitrificación en el Grupo 2 (con sacarosa) no fue significativamente

mayor que en el grupo suplementado con glicerol. Durante el cultivo in vitro de larga duración, hemos observado que los

parámetros fisiológicos investigados de los espermatozoides calentados del Grupo 2 (con sacarosa) tienen una tendencia a

aumentar en comparación con los espermatozoides del Grupo 3 (con glicerol). Sin embargo, el efecto tóxico del

crioprotector se observó durante el cultivo in vitro. Detectamos que el tiempo de supervivencia de los espermatozoides

vitrificados con el medio de congelación comercial fue significativamente menor que en el medio de sacarosa, lo que podría

deberse al impacto letal del choque osmótico y la toxicidad causada por el crioprotector permeable.

Finalmente, concluimos que la suplementación del medio para la tecnología capilar aséptica para la vitrificación sin

crioprotector de espermatozoides humanos con glicerol crioprotector permeable no mejora la calidad de los

espermatozoides post-descongelados. Sin embargo, la principal limitación de este estudio fue el uso del medio comercial

Sperm freeze (FertiPro) en lugar de glicerol puro. Y los resultados presentados también respaldaron una hipótesis: una

concentración adecuada pero tolerable (subtóxica) de glicerol para la vitrificación de espermatozoides humanos podría ser

factible de ser usada.

Métodos de enfriamiento aséptico

La mayoría de los métodos de vitrificación propuestos para obtener velocidades de enfriamiento ultrarrápidas se realizan en

sistemas abiertos sumergiéndolos en N2 liquido, como “cryoloop”, lo que traería riesgos potenciales de contaminación ya

que los sistemas abiertos exponen las muestras directamente a N2 liquido. Es importante explorar un método de

enfriamiento aséptico para crioconservar espermatozoides. Por lo tanto, nuestro grupo llevó a cabo investigaciones sobre la

tecnología de vitrificación aséptica, centrándose principalmente en los métodos de microgotas y la vitrificación capilar en

pajuelas.



Vitrificación por microgotas

La eficacia de la vitrificación sin crioprotectores se descubrió al dejar caer directamente pequeñas gotas de una suspensión

de espermatozoides humanos en nitrógeno líquido (1). En 2008, nuestro grupo sugirió el método de vitrificación que

resolvió el problema de la criopreservación de espermatozoides en pequeños volúmenes. En este método, se colocaron 30

μL de de espermática directamente en N2 liquido y se recogieron en criotubos para su almacenamiento. Sin embargo, uno

de los problemas con esta técnica es que la esterilización completa del N2 liquido producido comercialmente es imposible, y

la crioconservación de objetos biológicos no aislados (con exposición directa a N2 liquido) tendría riesgos potenciales de

contaminación por virus, bacterias, hongos y esporas (47-50), lo que afectaría la supervivencia de los ovocitos, embriones y

espermatozoides después de la criopreservación (51-53). Además, los contaminantes podrían estar ya viviendo en el

nitrógeno líquido comercial o la contaminación cruzada entre muestras (50,51). La infección microbiana amenaza los

objetos biológicos trasplantados a los pacientes, como los procedimientos de fertilización in vitro y el trasplante de corteza

ovárica (54). Por lo tanto, para evitar los riesgos potenciales de contaminación durante la criopreservación, se desarrolló un

dispositivo de sobremesa para la producción de aire líquido estéril.

El dispositivo CLAir fue diseñado para prevenir la posible contaminación microbiana causada por el N2 líquido

producido comercialmente para la crioconservación de células.55 El dispositivo que utilizamos puede producir aire líquido

limpio (CLAir, FertileSafe, Nes Ziona, Israel) con una temperatura similar (-195,7 °C) a N2 liquido. Y las mediciones de

temperatura, mediciones de porcentaje de oxígeno y pruebas de carga biológica se realizaron en el aire líquido, lo que

indicó que el aire líquido producido tiene las mismas propiedades que el N2 liquido y podría adoptarse en el laboratorio de

tratamiento asistido para eliminar posibles contaminaciones. Arav et al (54) e Isachenko et al (56) informaron sobre el uso

del dispositivo para la vitrificación de seguridad en ovocitos humanos y embriones de ratón. Además, nuestro grupo

también logró la vitrificación de los espermatozoides humanos al dejar caer directamente la suspensión de

espermatozoides humanos en el aire líquido. De acuerdo con nuestro informe anterior (57), usando una micropipeta a una

distancia de 10 cm del agente líquido respectivo, se cayeron alícuotas de 20 μL de suspensión de espermatozoides

directamente en este agente refrigerante.

Inmediatamente se formó una esfera y flotó hacia la superficie. Después de 10 seg en aire líquido, la esfera se

solidificó y cayó al fondo del colador. Después de la solidificación, las esferas se recogieron, se envasaron en criotubos de

1,8 ml y se almacenaron durante al menos 24 h en un tanque con N2 líquido antes de calentar. El calentamiento se realizó

sumergiendo rápidamente las esferas, una por una (no más de cinco esferas), en un medio de cultivo basal de 5 ml

precalentado a 37°C, acompañado de agitación suave durante 10 s. La suspensión de esperma calentada se mantuvo a

37°C en CO2 al 5 % durante 10 min. En nuestro estudio, encontramos que los porcentajes de "motilidad progresiva",

"viabilidad" y "apoptosis" de la suspensión de espermatozoides que caían en N2 líquido y Liquid air eran similares. Estos

resultados sugirieron que la vitrificación sin crioprotectores mediante la aplicación directa de espermatozoides humanos en

un agente refrigerante limpio (aire líquido) es una buena alternativa al nitrógeno líquido no estéril, lo que minimiza el riesgo

de contaminación microbiana.

Vitrificación capilar en pajuela

El método se llevó a cabo en pajuelas dobles envasadas por un sistema cerrado. Una pajuela llena de suspensión

espermática dentro de otra pajuela podría proteger contra la suspensión celular de unirse directamente con el N2 líquido

porque está completamente sellada, lo que la hace completamente aséptica.

Para el sistema cerrado, se aplicaron diferentes tipos de sistemas y dispositivos de envasado: el OPS (36), pipetas

ICSI (58), crioloops de nailon y 'CryoTop (31,35,59) y cápsulas de agarosa de núcleo hueco (60), micro-pajuela (61). Sin

embargo, no eran herramientas estándar con el diámetro uniforme y el material aceptable presentado en la vitrificación de

semen. En 2012, Isachenko et al (12) modificaron este método utilizando capilares comerciales en el sistema de envasado

para la vitrificación de espermatozoides. Los capilares estándar fueron suministrados por fabricantes industriales. Porque

los proveedores comerciales ofrecen capilares de plástico de forma cilíndrica regular con un diámetro estable (fijo) para

aplicaciones médicas, y se obtuvieron volúmenes cuantificables exactos de 10 μl de muestras de espermatozoides, lo que

hizo posible estandarizar el proceso de vitrificación utilizando estos capilares estándar. La tecnología de vitrificación

aséptica desarrollada de espermatozoides humanos por capilares sin crioprotectores permeables podría proteger

eficazmente a los espermatozoides de las criolesiones mejor que la congelación convencional.

En 2021, mejoramos el método aséptico del capilar en pajuela utilizando la microherramienta innovadora de

manipulación con una pipeta de 600 μm de diámetro (Vitromed GmbH, Jena, Alemania), que puede ser el capilar alternativo

que se informó anteriormente para la vitrificación de espermatozoides. Estos capilares están fabricados con plástico

hidrofóbico que evita el efecto capilar cuando se sumergen en una solución. Esa peculiaridad del plástico evita que las

muestras aún congeladas dentro del capilar floten por encima del nivel del medio de calentamiento. Como informamos

anteriormente (46), el procedimiento de vitrificación capilar aséptica se realizó como se ilustra en la Figura. Antes de la

manipulación, se etiquetó en la parte superior un extremo de todos los capilares para marcar la posición de "corte" (Figura,

flechas continuas). En resumen, se aspiraron 10 μL de suspensión de espermatozoides con una micropipeta (Eppendorf,

Hamburgo, Alemania) y
se

colocaron en una placa de petri Falcon
de

35 ×
10
mm (Life Sciences, Durham, EE. UU.). A



continuación, los capilares se llenaron uno por uno con 10 μL de suspensión de espermatozoides mediante un controlador

de pipeta IVF (Medical Technology GmbH, Bruckberg, Alemania), y se marcó la posición (Figura, flechas vacías).

líquido.Figura 1. LN2: N2

A continuación, el capilar lleno se insertó en una pajuela de 0,25 ml (Medical Technology GmbH, Bruckberg, Alemania). Un

extremo se selló previamente con un sellador térmico (Cryo Bio System, París, Francia) y, después de sellar el otro extremo

de la pajuela, el sistema capilar en pajuela empaquetado se sumergió directamente en nitrógeno líquido (Figura, c). Se

almacenó
en

N2 líquido durante al menos 24 h antes de calentar. Para el calentamiento, se cortó la parte superior de la

pajilla justo por encima de la posición de la marca, sin tocar el extremo del capilar (Figura d); se transfirió un capilar y se

sumergió en 2 ml de medio HTF-HSA precalentado a 42 °C durante 15 s (Figura e). La suspensión de espermatozoides fue

expulsada inmediatamente del capilar para la siguiente evaluación.

El estudio utilizó la pipeta suministrada comercialmente de forma regular con diámetro estable (fijo) para almacenar

muestras. Los procedimientos de vitrificación se pueden estandarizar utilizando estas microherramientas estándar, y

nuestros datos confirmaron la seguridad y eficacia del capilar con un diámetro de 600 μm para la vitrificación de

espermatozoides, que revela un excelente potencial utilizando la técnica de vitrificación aséptica para la criopreservación

de espermatozoides en ART.

Aplicabilidad de la vitrificación de semen

Las aplicaciones de la criopreservación de espermatozoides son múltiples. En animales, podría ser un método de

almacenamiento de gametas de animales con alta genética y el almacenamiento de gametas de especies en peligro de

extinción, por poner algunos ejemplos. En humanos, estos tienen un papel importante en la preservación de la fertilidad de

los pacientes con cáncer antes de los tratamientos de quimioterapia o radiación. Además, la criopreservación de

espermatozoides también está disponible para pacientes sometidos a vasectomía y para muestras de semen de donantes.

En cuanto a los tratamientos de TRA, la criopreservación de semen es una herramienta aún más importante para el caso

de la esterilidad masculina, como la oligozoospermia, la astenozoospermia, la azoospermia obstructiva, la azoospermia no

obstructiva y la presencia de patologías como el varicocele.

Por primera vez establecimos con éxito la vitrificación de espermatozoides humanos sin crioprotectores permeables

(1,7,8,31). Desarrollamos tecnología aséptica de vitrificación de espermatozoides humanos en gran volumen para

inseminación intrauterina (38) y en capilares para inyección intracitoplasmática de espermatozoides o fecundación in vitro

(12). Reportamos el nacimiento de dos bebés luego de la inyección intracitoplasmática de espermatozoides usando semen

vitrificado (39) y un bebé que nació después de una inseminación intrauterina con semen vitrificado de un hombre

oligoastenozoospérmico (40).



El estudio también informó que el primer nacimiento de un bebé sano después de la inyección intracitoplasmática de

espermatozoides utilizando un nuevo protocolo permeable de vitrificación sin crioprotectores de espermatozoides

recuperados de un procedimiento TESE. Nuestro estudio demostró que la calidad de los espermatozoides de MESA y

TESE vitrificados libres de crioprotectores fue mayor que la de los espermatozoides congelados lentamente con CPA

permeables. Este estudio reportó dos casos de bebés nacidos después de ICSI usando vitrificación de espermatozoides

móviles MESAy TESE sin crioprotectores (21).

Conclusión

La aplicación clínica de la vitrificación fue uno de los logros más importantes del TRA humano en la última década. Sin

embargo, a pesar de muchos años de estudio, no existen protocolos estándar óptimos para manejar muestras de esperma

de humanos o animales. Por ejemplo, las muestras entre diferentes especies, los parámetros anormales del semen o

incluso los espermatozoides extraídos del epidídimo y las biopsias testiculares pueden requerir condiciones únicas de

criopreservación para obtener resultados óptimos. No se han estandarizado variables como las formas de exposición al

nitrógeno líquido y la composición de los medios de vitrificación.

Actualmente, la congelación lenta convencional sigue siendo el método principal utilizado para la criopreservación de

esperma, pero la vitrificación de esperma
ha

demostrado ventajas significativas. A través de los continuos esfuerzos

realizados por la técnica de vitrificación de semen, nuestro grupo ha demostrado la eficacia de la vitrificación sin

crioprotectores para la conservación de espermatozoides humanos. Además, se confirmó la eficacia de los métodos de

enfriamiento aséptico por dispositivo CLAir y capilar. La vitrificación mediante la aplicación directa de una suspensión de

espermatozoides humanos en aire líquido limpio producido por CLAir es una buena alternativa al nitrógeno líquido

comercial, ya que minimiza la posible contaminación. Y la suplementación del medio para la tecnología capilar aséptica

para la vitrificación de espermatozoides humanos sin crioprotectores con crioprotectores permeables no mejora la calidad

de los espermatozoides.

Por lo tanto, nuestro laboratorio ha logrado la vitrificación de espermatozoides humanos sin crioprotectores, pero la

evidencia a nivel subcelular fue limitada. Además, cada método de crioconservación tiene sus ventajas y limitaciones. Se

requieren estudios en profundidad para detectar la función molecular de los crioprotectores y métodos sobre la vitrificación

de espermatozoides.
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Cápsula

En este capítulo se revisan las principales técnicas de congelación y descongelación de

espermatozoides testiculares , sobre todo en el caso de las azoospermias no obstructivas .

Introducción

La prevalencia de la azoospermia es alrededor de un 1% en la población masculina ( 1 ) , y entre un

10-15% en parejas que acuden a un tratamiento de fertilidad (2 ) .

La recuperación espermática testicular, bien por aspiración (TESA) , o por extracción

testicular (TESE) , combinada con microinyección intracitoplasmática ( ICSI ) , es un tratamiento

efectivo para varones con azoospermia , que pueden así, conseguir ser padres biológicos. Desde

los primeros trabajos en los que se publicó el uso de espermatozoides testiculares con ICSI (3,4) ,

este método se utiliza de forma rutinaria en los varones tanto con azoospermia obstructiva (AO)

como azoospermia no obstructiva (ANO).

El tejido obtenido tras la TESE se examina histológicamente para comprobar la causa de la

azoospermia, y los espermatozoides recuperados pueden emplearse inmediatamente para ICSI o

bien pueden ser criopreservados para el futuro.

La micro disección espermática testicular (micro-TESE) es la alternativa a las biopsias

abiertas aleatorizadas y más comunes. Consiste en una biopsia testicular realizada con

amplificación visual microscópica (microscopio quirúrgico) que permite identificar las zonas del

testículo donde seguramente se encontrarán espermatozoides . Permite minimizar el daño

testicular frente a una biopsia abierta , y ser más selectivo en la toma de muestras . Con las

biopsias convencionales se extrae mucho tejido testicular, pudiendo llegar a incidir en una de las

funciones de los testículos , como es la producción de testosterona .

La micro-TESE fue descrita por primera vez en 1999 (5) , y es e considerada como el "gold

standard" para la obtención de espermatozoides en varones con azoospermia no obstructiva (6) .

Este tipo de azoospermia , cuya causa es la disfunción en la espermatogénesis , representa un

desafío a la hora de obtener espermatozoides . La recuperación espermática oscila entre un 16,7 a

un 63% (7) . Las causas de azoospermia no obstructiva , desde un punto de vista histológico ,

pueden clasificarse en: hipoespermatogénesis , la cual conlleva el mayor porcentaje de

recuperación espermática : entre un 73 y un 100%; parada madurativa , con una recuperación entre

el 27 y el 86% y síndrome de solo Sertoli , que es la forma más severa , con una recuperación entre

un 22,5 y un 41% (8) .



Si tras la recuperación espermática y posterior ICSI no se consigue el embarazo, la repetición

de una micro TESE no garantiza al 100% la recuperación espermática (9). De esta forma, la

criopreservación es necesaria para evitar repetidas biopsias para cada ciclo de ICSI.

Desde que en 1996 Liu publicara el primer nacimiento con la utilización de espermatozoides de

testículo congelados (10), la criopreservación de espermatozoides tras TESE y posterior ICSI se

ha convertido en un método utilizado de rutina para evitar repetidas e innecesarias biopsias de

testículo en varones azoospérmicos. Sin la criopreservación, los espermatozoides testiculares solo

pueden utilizarse en un ciclo de ICSI. Cirugías testiculares repetidas pueden causar un daño

testicular permanente, atrofia irreversible, deterioro del desarrollo espermatogénico e incluso

pérdida de la función endocrina (11).

La recuperación quirúrgica de espermatozoides en el varón crea una enorme presión tanto

en los pacientes como en los andrólogos, de forma que el conservar muestras criopreservadas

reduce el estrés.

Un año después del trabajo de Liu, se publicó la primera comparación de resultados

empleando espermatozoides de testículo en fresco y congelados en pacientes con ANO, no

observándose diferencias significativas en la tasa de fecundación, gestación y nacido vivo (12).

Desde entonces, el número de trabajos ha aumentado enormemente, con diferentes resultados y

los datos publicados que comparan resultados de ICSI con espermatozoides de testículo frescos

frente a congelados, son motivo de controversia (13-15). Una posibilidad que pudiera resolver tales

discrepancias es que los métodos de congelación varían entre estos grupos, y que la técnica de

congelación y descongelación puede afectar significativamente a los resultados de ICSI.

El propósito de este capítulo es revisar las principales técnicas de congelación y

descongelación de espermatozoides testiculares, sobre todo en el caso de las azoospermias no

obstructivas, y realizar una revisión de los resultados clínicos en la literatura.

Aspectos biológicos de la criopreservación

Para garantizar el éxito de la criopreservación espermática es necesario conocer los fundamentos

de la criobiología celular.

Una de las causas principales del daño celular durante la congelación y descongelación es la

formación de cristales de hielo. Para poder reducir la cantidad de cristales de hielo que se forman

durante el proceso se utilizan varias estrategias como son el uso de crioprotectores que aumenten

la cantidad total de concentración de solutos, el incremento del grado de deshidratación celular y

cambiar la velocidad de congelación o descongelación. El tratamiento de las células con

crioprotectores fuerza el movimiento del agua por osmosis y conduce a la deshidratación de la

célula. Mientras que la salida del agua fuera de la célula puede ayudar a disminuir la formación de

cristales de hielo, esto puede ocasionar nuevos problemas como es el choque osmótico (16) y un

cambio perjudicial en el volumen (17).

En 1963, Mazur (18), demostró que el grado de enfriamiento afecta sustancialmente la

probabilidad de cristalización intracelular, dirigida por el grado en que el agua se transporta a

través de la membrana. De esta forma, la velocidad de enfriamiento controla la velocidad a la que

el agua se convierte en hielo y, como resultado, influye en la velocidad a la que aumenta la

concentración de los solutos extracelulares y, por lo tanto, en la velocidad a la que el agua sale de

la célula. Si las células grandes con una permeabilidad relativamente baja se enfrían lentamente,

es posible aumentar la probabilidad de que estas células sufran deshidratación, lo que evitará la

formación temprana de cristales de hielo intracelulares.

Convencionalmente, la concentración de agentes crioprotectores, así como los aditivos

estabilizadores de membrana, se correlacionan con la velocidad y sensibilidad de los

espermatozoides a temperaturas bajo cero. La composición lipídica de la membrana plasmática de

los espermatozoides es un factor importante que puede influir en la criotolerancia y la sensibilidad

al frío de los espermatozoides (19).

El rango crítico de temperatura para la supervivencia de los espermatozoides durante la

congelación se encuentra entre los -10ºC y los -40ºC, por lo tanto, cuanto antes pasen este

intervalo, mayor será la recuperación post-descongelación (20).



Cuando el semen es enfriado rápidamente a temperaturas próximas a 0°C, un gran

porcentaje de células espermáticas aparecen inmóviles , se incrementa el número de

espermatozoides muertos y de formas anormales , alterándose la distribución de los lípidos de

membrana y aumentando el calcio intracelular, en un fenómeno conocido como "choque frío" (21 ).

La reducción gradual de la temperatura disminuye el nivel del metabolismo celular

prolongando así la vida útil de los gametos masculinos . Los espermatozoides de mamíferos son

especialmente sensibles al enfriamiento rápido . El "choque frío " , depende de la velocidad de

enfriamiento, del rango absoluto de temperatura a la que se desciende , y de la temperatura final

que se alcance . Para evitar los efectos adversos del choque frío se emplean velocidades de

refrigeración moderadas y homogéneas (-0 , 1 /min a -0 , 5°/min) , las cuales bajan la temperatura

del semen de 30°C a 5°C en períodos de tiempo de una a dos horas (22) .

El calentamiento es una " inversión " del proceso de enfriamiento , cuyos objetivos básicos

son: rehidratar la célula y retirar el crioprotector que ha permeado la célula . Para evitar el choque

osmótico , es importante la eliminación del crioprotector de forma gradual (23).

La velocidad óptima de descongelación depende en gran medida de la técnica aplicada para

la congelación . Cuando se utilizan velocidades de congelación altas los mejores resultados post-

descongelación han sido obtenidos con descongelaciones también rápidas (24) . Por el contrario , si

la congelación se realiza con velocidades lentas y la descongelación es rápida , no se concede a la

célula el tiempo suficiente para que se restablezca el equilibrio osmótico con el medio externo ,

originándose la entrada del agua al interior del espermatozoide , provocando la ruptura de

estructuras celulares .

Métodos de criopreservación de espermatozoides testiculares

La primera vez que se congeló semen humano fue en 1776 por Spallanzani (25) . Desde entonces ,

se ha avanzado mucho en la mejora de la metodología para la criopreservación espermática ,

sobre todo desde que se descubriera el uso del glicerol como crioprotector por Polge (26) , en

1949. Sin embargo, la aparente facilidad de la congelación de espermatozoides humanos retrasó

los estudios criobiológicos específicos durante mucho tiempo , siendo limitadas las investigaciones

a un enfoque empírico .

Preparación de las muestras testiculares en fresco

El procedimiento de biopsia testicular más utilizado es el descrito previamente por Devroey y

col (27) y Liu y col (28) . El tejido testicular obtenido en la biopsia se coloca en placas Petri con

medio de cultivo HEPES tamponado y allí se dislacera el tejido utilizando dos bisturís , dos agujas o

en su defecto dos portaobjetos , hasta que se consigue romper en lo máximo posible los túbulos y

extraer todo el contenido al medio . Una vez completada la dilaceración , se comprueba al

microscopio invertido (200 x ó 400 x) la presencia de espermatozoides . Tanto si se observan a

simple vista como si no , el medio de cultivo se transfiere a un tubo Falcon de 15 ml y la muestra se

centrífuga durante 5 minutos a 300 g . Después de la centrifugación , se decanta el sobrenadante y

el sedimento se resuspende en medio de cultivo .

Es conveniente no tirar el sobrenadante , sino volver a centrifugarlo otra vez por si se

encontraran algunos espermatozoides aislados en el medio . Tras cada centrifugación el medio de

cultivo que se añade depende del estado inicial de la muestra: si es muy hemática , hay pocos o

muchos espermatozoides , restos celulares , etc. Cuanta más suciedad tenga la muestra , más

conviene diluirla para poder luego aislar los espermatozoides . El volumen de medio que se añade

oscilará entre 0,3 y 2 ml . Una vez añadido el medio de cultivo se evalúa , con una pequeña gota de

la muestra , la movilidad y la morfología de los espermatozoides , y después se dejan los tubos en

el incubador a 37°C y una atmósfera del 5% de CO2 durante 15-30 minutos , hasta su

criopreservación .

Crioprotectores empleados

Las mismas bases criobiológicas que se siguen para la congelación de espermatozoides de

eyaculado, deben respetarse cuando se trata de espermatozoides de testículo . Por esto, las

lesiones debidas a la criopreservación sobre las estructuras celulares pueden atenuarse mediante

la inclusión de agentes crioprotectores en la elaboración de los diluyentes . Estas sustancias



protegen durante los procesos de congelación y descongelación en función de su permeabilidad

para las membranas plasmáticas.

Los crioprotectores más empleados en eyaculados son el glicerol y la yema de huevo de

gallina, la cual debe su efecto protector a las lipoproteínas de baja densidad. Estas sustancias

recubren la célula espermática a modo de camisa reversible durante la congelación y

descongelación por una unión lábil que se realiza entre los lípidos de la yema y las lipoproteínas

de la membrana plasmática, bloqueando así la entrada de iones calcio a la célula. El glicerol, a

pesar de ser comúnmente empleado en la congelación de semen, presenta cierto grado de

toxicidad para la propia célula espermática y por ello, la concentración de glicerol utilizada se

tiende a reducir (29).

Para la congelación de semen, y en concreto la criopreservación de espermatozoides de

testículo, los mejores resultados se obtienen con compuestos asociados al glicerol, empleándose

un sistema tampòn formado por TES (N-tris (hidroximetil) metil 2 amino etano ácido sulfónico) y

TRIS (hidroximetil aminometano), llamado TEST, que contiene además citrato y/o yema de huevo,

con porcentajes variables de glicerol (30,31).

Sin embargo, el uso de yema de huevo como agente protector de la membrana se ha

sustituido por seroalbúmina en formulaciones comerciales, debido a los potenciales problemas de

contaminación que pueden existir y, por lo tanto, es necesaria la eliminación de productos

animales del procedimiento de criopreservación para cumplir con las regulaciones internacionales.

Algunos autores, además, propugnan que el uso de yema de huevo aumenta el movimiento

browniano de los espermatozoides, haciendo más difícil su aislamiento para ICSI (32).

La congelación de espermatozoides de testículo se realiza tras la dilución 1:1 si el

criodiluyente es un tampón TEST, y dependiendo de las instrucciones si se trata de un diluyente

comercial.

Métodos de congelación

La criopreservación de espermatozoides de testículo puede realizarse de distintas formas,

que van desde la inmersión directa de las muestras en nitrógeno líquido (desde temperatura

ambiente a -186ºC durante 10 segundos), a congeladores programables donde la temperatura se

reduce gradualmente (1-25ºC/min). Sin embargo, la congelación de espermatozoides necesita

métodos optimizados y específicos para ellos, ya que estructuralmente son diferentes a los

espermatozoides de eyaculado. Por ello, los métodos que mejor resultados obtienen son los que

emplean una congelación lenta, ya que permiten que el agua salga de la célula y minimizan la

formación de cristales de hielo (33). No obstante, también se ha comprobado que una congelación

rápida seguida por una descongelación también rápida puede hacer que disminuya el daño. Esto

ha sido explicado por Watson (20), ya que las células enfriadas rápidamente (con la mayor

probabilidad de hielo intracelular) puede ser rescatado por recalentamiento rápido, que limita el

tiempo para que ocurra la recristalización.

El método más ampliamente empleado es el que utiliza una rampa de descenso de

temperatura de -1ºC/min desde 25ºC a +5ºC, 10ºC/m desde +5 a -80ºC y finalmente a -196ºC en

nitrógeno líquido (34-36).

Durante más de 20 años el método de congelación de eyaculados utilizado por nuestro

grupo ha sido el modificado de Nagase y Niva (37,38) utilizando hielo seco y como geometría las

píldoras. Aunque el resto de los métodos de criopreservación son igualmente válidos

(congeladores automáticos, vapores de nitrógeno líquido, etc), en cuanto a los resultados de

recuperación en espermatozoides de eyaculado, el empleo del método de píldoras para los

espermatozoides de testículo nos ha reportado algunos beneficios frente al resto. El primero de

ellos es que nos permite descongelar tantas píldoras como necesitemos en un ciclo de

Microinyección espermática para comprobar evolución de la movilidad, y poder utilizar el resto de

la muestra en otros ciclos. Además, los resultados de descongelación de estas muestras nos

permiten recuperar el máximo de espermatozoides móviles posible (39,40).

Este método de congelación se realiza de la siguiente forma:

a. Se diluyen las muestras de semen (una vez centrifugado el material de

la biopsia testicular y resuspendido con el medio de cultivo) con el

crioprotector TEST a concentración 1:1.



b. Los tubos con la muestra y el diluyente se introducen en un matraz con

agua a temperatura ambiente al nivel del volumen del tubo . Los

matraces se mantienen en nevera (4ºC) durante 45 minutos.

c. Mientras tanto, se prepara el bloque de nieve carbónica: en el bloque se

practican orificios dejando durante unos segundos por presión , una

serie de tornillos clavados en una madera (Figuras 1, 2,3 y 4)

d. Transcurridos los 45 minutos sacamos los tubos de la nevera, y con una

pipeta Pasteur se van situando gotas en cada uno de los orificios

practicados en la nieve carbónica (cada gota tiene que ser de 100 µl)

(Figura 5) .

e. En 2-3 minutos, las gotas cambiarán de color, y cuando se hayan

congelado se transfieren a los criotubos, que previamente se habrán

mantenido en nitrógeno líquido (Figura 6)

f. Los criotubos se llevan al nitrógeno líquido para su conservación a -

196°C (Figura 7) .
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Figura 1. Bombona de CO₂ con sonda y adaptador para preparar el hielo seco .



Figura 2. Hielo seco resultado de
la
bombona de CO2 con sonda.

Figura 3. Preparación de los orificios en el hielo seco para depositar la muestra de semen.



Figura 4. Orificios en el hielo seco.

Figura 5. El tubo con la muestra de semen y el diluyente se saca del refrigerador, donde se encontraba a 4ºC. Con una

pipeta calibrada se depositan gotas de 100 microlitros de la mezcla en los orificios del hielo seco.



Figura 6. Píldoras formadas con la mezcla de diluyente y semen tras unos segundos en el hielo seco. Una vez han

cambiado de color se comprueba que ya están congeladas.

Figura 7. Cuando las píldoras han cambiado de color se trasladan a los criotubos (10 píldoras por tubo), que previamente

están sumergidos en nitrógeno líquido.

Descongelación de espermatozoides de testículo

La descongelación de células criopreservadas debe sufrir un proceso idéntico pero opuesto

al de la congelación. Como ya se mencionó anteriormente, la velocidad de congelación es

importante para controlar la formación de cristales de hielo y el grado de deshidratación de la

célula. Por lo tanto, el grado de descongelación es importante para la supervivencia espermática.

Si las células criopreservadas se descongelan demasiado rápidamente, puede suceder que exista



un influjo de agua al provocarse un desequilibrio osmótico. Por otra parte, una descongelación

demasiado lenta originará una recristalización de microcristales de agua intracelular dañando las

estructuras celulares (41).

La descongelación de las píldoras (tantas como espermatozoides necesitemos en cada

procedimiento), se realiza depositando las mismas en un tubo de cristal graduado y dejando en el

baño maría a 37º C durante 5 minutos.

Efectos de la criopreservación en los espermatozoides de testículo

Se ha demostrado que los espermatozoides de varones fértiles son menos susceptibles al daño

por criopreservación que en varones infértiles (42). Además, la adición del plasma seminal durante

la congelación protege a los espermatozoides de alteraciones del ADN (43). Los espermatozoides

testiculares, por su inmadurez y esta ausencia de protección, podrían por ello ser más vulnerables

(44,45).

A pesar de los avances en las técnicas de crioconservación y la mejora de los resultados,

está claro que la criopreservación aún puede causar daños extensos a las membranas, lo que

resulta, por ejemplo, en una disminución del metabolismo de las células y puede alterar los

procesos bioenergéticos de las células al dañar las mitocondrias. Además, se ha prestado poca

atención a la integridad funcional del material genético en las células reproductivas después de la

criopreservación (46).

La crioinjuria solo puede evaluarse comparando los parámetros iniciales y post

descongelación, tales como viabilidad (movilidad y vitalidad) y daños estructurales (alteraciones

del ADN y morfología). Sin embargo, la capacidad de los espermatozoides para mantener la

motilidad después de la criopreservación puede ser de poco valor en condiciones en las que el

ADN, nucleoproteínas (principalmente histonas y protaminas) y ADN mitocondrial (ADNmt) es

afectado negativamente. Está bien establecido que la criopreservación causa una producción

excesiva de especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) (47,48), un

factor bien reconocido que daña el ADNmt (49). Por otra parte, el estrés hiperosmótico podría

causar roturas de doble cadena de ADN a través de la formación de radicales libres (50) . Esta

noción está respaldada por el hecho de que varias enzimas de eliminación de radicales libres,

incluida la catalasa, el superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa, se activan durante el estrés

hiperosmótico en células de mamíferos (51).
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Otras publicaciones, sin embargo, sostienen que la congelación de espermatozoides no

altera la estructura del ADN (52-55). La discrepancia en los resultados podría explicarse por la

diferencia en crioresistencia individual, métodos de crioconservación o métodos de evaluación de

ADN empleados. No obstante, los trabajos anteriormente mencionados se han realizado con

espermatozoides de eyaculado, de forma que no se pueden extrapolar los resultados a los

espermatozoides de testículo. Únicamente Steele y col (56), comparando dos métodos de

congelación de espermatozoides demostraron que no existe afectación de la integridad del ADN

frente a los espermatozoides testiculares antes de la congelación.

Nogueira y cols, en 1999 (57) realizaron un interesante estudio en el que comparaban el

aspecto morfológico de los espermatozoides y espermátides testiculares antes y después de la

congelación. Para ello, utilizaron tanto microscopía óptica como electrónica. Sus resultados

demostraron que la congelación y descongelación de espermatozoides testiculares cambia las

estructuras de las células germinales y de los espermatozoides. El análisis ultraestructural reveló

que no se observaba ni contracción ni hinchazón de las membranas ni de los núcleos de los

espermatozoides, sin diferencias frente a los espermatozoides antes de la congelación. Sin

embargo, en las espermátides, la morfología cambió de forma degenerativa en la cromatina, lo que

sugiere que el núcleo de tales células está menos protegido durante el proceso de congelación y

descongelación, que en las células más diferenciadas. Otra explicación puede ser que los

espermatozoides más maduros tienen menos cantidad de citoplasma y la cromatina más

condensada. Encontraron además que las estructuras más dañadas fueron los acrosomas.

Estos autores también reseñaron la importancia del método de congelación de los

espermatozoides en el daño celular, propugnando la congelación lenta, en tres pasos, en vez la

utilización de vapores de nitrógeno líquido.



Por otra parte, e independientemente del proceso de congelación, los espermatozoides

testiculares son con frecuencia inmaduros. Nosotros hemos observado que muchos

espermatozoides conservan la gota citoplasmática en su segmento intermedio como signo de

inmadurez. Las especies reactivas de oxígeno en estos residuos citoplásmicos pueden afectar a la

integridad del ADN y por ello, ser más difícil conseguir una buena supervivencia post

descongelación.

Sería necesario no obstante la realización de más estudios que demostraran como las

alteraciones ocurridas durante la congelación de espermatozoides de testículo pueden influir en la

capacidad de fecundación y desarrollo embrionario en ICSI.

Movilidad de los espermatozoides testiculares

Se conoce desde hace tiempo que los espermatozoides de mamífero (incluyendo los

humanos), cuando se liberan desde los túbulos seminíferos permanecen inmaduros e incapaces

de poseer movilidad progresiva. Los espermatozoides sufren el proceso de maduración y

adquieren la movilidad progresiva cuando pasan a través del epidídimo, donde sufren cambios

sustanciales de función, composición y organización (58). Cuando se empezaron a realizar las

primeras biopsias de testículo con el fin de utilizar los espermatozoides para microinyección

espermática, la primera sorpresa fue que los espermatozoides así obtenidos no necesitaban

maduración previa en el epidídimo y eran capaces de fecundar un ovocito y generar un desarrollo

embrionario y gestación normales (3,59). Sin embargo, la movilidad de los espermatozoides de

testículo, una vez realizada la biopsia es baja, y con frecuencia los espermatozoides móviles sólo

tienen una movilidad no progresiva. También en ocasiones es fácil no encontrar espermatozoides

móviles tras la biopsia de testículo. Cabe resaltar que los resultados son distintos cuando se trata

de azoospermias obstructivas que cuando son azoospermias secretoras.

En la mayoría de los casos es muy difícil encontrar suficientes espermatozoides móviles tras

la biopsia para poder congelarlos. Algunos trabajos han publicado que, tras la obtención de los

espermatozoides del testículo, la movilidad de estos es menos de un 3% (60). Sin embargo, y

dadas las premisas anteriores de que los espermatozoides adquieren su movilidad en el

epidídimo, conviene congelar las muestras aún cuando no encontremos espermatozoides móviles

(40).

El problema se origina cuando tras descongelar las muestras de espermatozoides

testiculares no se observa ningún tipo de movilidad. Ya que la microinyección de espermatozoides

inmóviles resulta en bajas tasas de fecundación, se han utilizado varios métodos para inducir la

movilidad de espermatozoides testiculares inmóviles.

El tratamiento químico más utilizado es la pentoxifilina. La pentoxifilina (PTF) inhibe la

actividad de la fosfodiesterasa y de este modo aumenta los niveles de adenosín monofosfato

(cAMP), una molécula que juega un papel en la motilidad espermática.

Mientras que Yovich et al (61). introdujo el uso de PTF en la práctica clínica de ART,

Tasdemir y su grupo (62) fueron los primeros en mostrar su efecto sobre muestras de

espermatozoides inmóviles. Debido a problemas de seguridad, la toxicidad embrionaria del PTF

fue estudiado en un modelo de ratón. Esta investigación reveló varios eventos adversos que, sin

embargo, podrían evitarse lavando los espermatozoides después de su exposición al PTF (63). Se

encontró que la adición de PTF a los espermatozoides testiculares no solo inició la motilidad, sino

que permitió la fecundación, embarazo y nacimiento de niños sanos después de ICSI (64). Se

añadió PTF a la suspensión de esperma en una relación 1:1, con una concentración final de PTF

de 3.6 mM. También cuando se congelaron-descongelaron muestras testiculares tratadas con

PTF, se observó una motilidad significativamente mayor (65).

Otros grupos han utilizado distintos derivados de las xantinas como la teofilina (66),

deoxiadenosina (67), cafeína (68) y relaxina (69) con resultados similares.

Aunque se han publicado algunos trabajos informado de los resultados normales de

gestación utilizando estas sustancias (70,71), sigue preocupando la seguridad de estos

compuestos químicos.

Otra de las pruebas utilizadas para evaluar la viabilidad de los espermatozoides de

testículo inmóviles es el HOS test (hypo osmotic swelling). El HOS test informa sobre la

funcionalidad espermática tras exposición a condiciones hipo osmóticas y comprobando la

integridad de las membranas y se han publicado algunos trabajos con resultados comparables a la



microinyección de espermatozoides móviles (72). Sin embargo, los resultados falsos positivos y

falsos negativos reducen la precisión de la prueba. Según Hossain et al (73), el método HOS no se

puede considerar una alternativa completamente fiable debido al enrollamiento espontáneo de la

cola en las muestras de espermatozoides en fresco (5,9%) y congeladas (6,7%).

La selección de espermatozoides por láser es una nueva técnica utilizada para identificar la

viabilidad de espermatozoides inmóviles. En los espermatozoides vivos, la cola comienza a

curvarse casi inmediatamente después de un solo disparo láser Chen et al (74) ha informado de

un embarazo con espermatozoides inmóviles de testículo tras congelación y descongelación,

utilizando láser. El uso del láser tiene la ventaja de que no requiere ningún compuesto químico

para inducir la motilidad, y por lo tanto puede ser considerado más seguro. El principal obstáculo

para su aplicación generalizada sigue siendo el alto costo del equipo necesario.

Cultivo de espermatozoides testiculares

Como se ha comentado anteriormente, los espermatozoides testiculares son inicialmente

inmóviles, pero muchos de ellos comienzan a adquirir movilidad después de mantenerlos algunas

horas a 37ºC. A lo largo del tiempo, los espermatozoides pueden optimizar su movilidad desde un

movimiento flagelar a una movilidad progresiva. Por ello, muchos grupos han optado por el cultivo

de espermatozoides testiculares para conseguir espermatozoides móviles maduros (28,75,76).

Estos cambios en los patrones de movilidad durante el cultivo in vitro de espermatozoides

testiculares se han observado por varios autores (76). Además, se ha comprobado que el cultivo

de espermatozoides testiculares ofrece los mismos resultados que la incubación con pentoxifilina y

2-deoxiadenosina, permitiendo evitar la utilización de estos compuestos químicos que pueden ser

tóxicos (77).

El mecanismo implicado en la mejora de la movilidad de los espermatozoides testiculares

tras cultivo permanece inexplicable, pero probablemente esté mediado por una compleja

interacción entre las células germinales y somáticas. Tesarik y col (78) demostraron que los

cambios en el movimiento de los espermatozoides podrían ocurrir sin estar en contacto con las

células de Sertoli, por lo que la interacción estaría mediada por factores humorales. El grupo de

Liu y col (28), encuentró que la presencia de restos celulares y tejido testicular en las muestras de

biopsia de testículo no solo no ejercen efectos adversos sobre la movilidad espermática, sino que

son beneficiosos. Proponen que este tipo de condiciones de cultivo pudiera actuar como un

sistema de co-cultivo, beneficioso para la maduración espermática.

Este hecho lo hemos podido comprobar desde el punto de vista práctico en el laboratorio al

preparar las muestras de espermatozoides testiculares. A la vista de estos resultados, y de forma

rutinaria, optamos por el procesamiento de las muestras de biopsia de testículo incubando los

espermatozoides en suspensión en microgotas. Comprobamos también la evolución de la

morfología espermática a lo largo del tiempo y observamos cómo el porcentaje de anomalías

espermáticas va disminuyendo, sobre todo a partir de las 4 horas de incubación, donde pasamos

de encontrar un 85% de morfoanomalías a un 68% a las 8 horas. La mayor parte de las

morfoanomalías, en realidad, se deben al recuento de espermatozoides inmaduros, incluidos como

morfoanormales (Figura 8). Esto incluye sobre todo engrosamiento del segmento intermedio y

anomalías de cabeza. Al madurar con el tiempo, los espermatozoides pierden los restos

citoplasmáticos y maduran, con lo que podemos seleccionar mejores espermatozoides para

microinyectar (39). El grupo de Liu y col (28), en un ensayo similar, encontraron una mejoría

morfológica de los espermatozoides a partir de las 72 horas de incubación.



Figura 8. Los criotubos se sumergen en nitrógeno líquido y posteriormente pasan al contenedor del banco.

La discrepancia surge cuando hay que definir el tiempo necesario de cultivo de los

espermatozoides de testículo, y si es preferible incubar antes o después de la congelación. Desch

y col (79), comprobaron que los mejores resultados se lograron cuando los espermatozoides

testiculares se congelaron el día de la biopsia de testículo. Cultivaron durante 24 horas los

espermatozoides, pero, a pesar de mejorar la movilidad, las 24 h adicionales de cultivo antes de la

congelación tuvieron un efecto negativo en la tasa de fecundación e implantación, que fueron

inferiores cuando se congelaron los espermatozoides tras 24 h de cultivo. Otros autores, sin

embargo, indican que se obtienen mejores resultados incubando las muestras durante 72 horas

antes de la congelación (80).

Por otra parte, la fragmentación del ADN en muestras de espermatozoides de testículo en

varones con azoospermia obstructiva se ha demostrado que aumenta cuando se realizan períodos

largos de incubación (81).

En nuestra experiencia, los mejores resultados se obtienen cuando incubamos los

espermatozoides post descongelación (39). Nuestro estudio ha demostrado que después de unas

horas de incubación, la movilidad mejoró significativamente, alcanzándose el máximo

aproximadamente a las 6 h.

Además, los trabajos que han estudiado el efecto del cultivo de espermatozoides testiculares

en su movilidad, bien sea antes o después de la congelación, se refieren a pacientes con

azoospermia obstructiva. En nuestra experiencia en pacientes con azoospermia no obstructiva, el

mejor método para obtener espermatozoides móviles es también el del cultivo tras la

descongelación (40). Comprobamos que, en estos casos, la movilidad tras la descongelación de

las muestras era menos del 2% por lo que es muy difícil encontrar espermatozoides móviles para

ICSI. Sin embargo, después de algunas horas de cultivo, incluso sin espermatozoides móviles, la

movilidad mejoró significativamente sin la necesidad de medios especiales o tratamientos

químicos.

Resultados clínicos

Desde la utilización de rutina de espermatozoides de testículo congelados y descongelados, se

han publicado numerosos estudios comparando los resultados clínicos con los de biopsia de

testículo en fresco para saber si la congelación reduce la tasa de gestación. Sin embargo, existe

gran controversia en la literatura, ya que hay trabajos que no encuentran diferencias (15,82,83) y

otros muestran una reducción de la tasa de éxito con la congelación (84-86). Esta discrepancia



pude deberse a la principal dificultad encontrada en los estudios, que es la randomización. Algunos

pacientes optan por congelar las muestras por razones personales y en otros casos porque los

resultados no fueron buenos con las muestras en fresco, lo que induce a pensar, erróneamente,

que las muestras congeladas, en caso de embarazo, fueron mejores. Por lo tanto, hay que tener

en cuenta los factores de confusión para llegar a una conclusión sobre la bondad del método.

Por otra parte, no existe una estandarización en cuanto a los métodos de congelación,

descongelación y preparación de las muestras. Tampoco se tiene en cuenta si el diagnóstico inicial

es azoospermia obstructiva o secretora, o el porcentaje de espermatozoides móviles encontrados.

Todo ello hace que no exista una unanimidad de criterio en cuanto a los resultados obtenidos.

39

Para comprobar los resultados tras ICSI en función del método de procesamiento de los

espermatozoides de testículo congelados y descongelados nuestro grupo analizó la influencia del

tiempo y momento de incubación (antes y después de la congelación) de los espermatozoides

testiculares en la tasa de fecundación, división embrionaria, calidad embrionaria, tasa de

implantación y tasa de gestación en ciclos de ICSI (39) . Los pacientes incluidos en este estudio

estaban diagnosticados de azoospermia obstructiva, y se compararon los resultados utilizando

muestras en fresco y congeladas. Los grupos de estudio fueron: grupo 1 (control) en el cual los

espermatozoides testiculares en fresco se incubaron durante 4 h antes del ICSI; grupo 2 (los

espermatozoides testiculares se incubaron durante 4-6 h antes de la criopreservación y se

utilizaron para ICSI las muestras descongeladas), y grupo 3 (los espermatozoides testiculares

empleados para ICSI se incubaron durante 4-6 h después de la descongelación). La movilidad de

los espermatozoides aumentaba a lo largo del tiempo en los 3 grupos de estudio. No se

encontraron diferencias estadísticamente significativas en la tasa de división, calidad embrionaria,

gestación e implantación entre los 3 grupos. Sin embargo, la tasa de fecundación fue

significativamente mayor en el grupo 3 (71,6%) y más baja en los grupos 2 (62%) y 1 (63,5%)

(p<0,05).

Posteriormente, realizamos otro estudio (40) con varones diagnosticados de azoospermia

no obstructiva en los que no encontramos espermatozoides móviles tras la biopsia de testículo. Se

recuperaron espermatozoides que se criopreservaron en cuarenta pacientes. En todos los casos

se realizó un ciclo de ICSI con los espermatozoides descongelados (Grupo I) y se consiguieron

dieciséis embarazos. Veinticuatro pacientes del grupo I se sometieron a tratamiento con el mismo

lote de espermatozoides descongelados (Grupo II). Para el primer intento de ICSI, la inyección se

realizó cuando se encontraron espermatozoides móviles. En el grupo II, la inyección se realizó

cuando se alcanzó la motilidad máxima. Comparamos la media de la tasa de fertilización, la

calidad del embrión, tasa de embarazo clínico y tasa de implantación de embriones.

El porcentaje medio de motilidad fue significativamente mayor en el grupo II que en el grupo I

(18, 6 versus 8, 2). El grupo I mostró una disminución significativa en las tasas de fertilización en

comparación con espermatozoides testiculares criopreservados en el grupo II (54% versus 72%, P

<0.05). No se observó diferencia entre la tasa de división, calidad embrionaria, embarazo clínico y

tasas de implantación entre los grupos II eI.

Conclusiones

Como ya se ha mencionado previamente, la utilización de espermatozoides criopreservados

procedentes de biopsias de testículo es un método cada vez más utilizado, con el cual se reduce

el número de procedimientos requeridos para conseguir una gestación. Igualmente, los datos

publicados hasta el momento con espermatozoides de testículo previamente congelados son

similares a los manifestados con espermatozoides frescos de testículo. Sin embargo, y como

hemos podido comprobar revisando la bibliografía, estos resultados en muchas ocasiones son

dispares, no solo en cuanto al porcentaje de gestaciones sino a las tasas de fecundación y división

embrionarias en estos ciclos.

Hay poca información en general sobre cómo afecta el proceso de congelación y

descongelación a los espermatozoides de testículo y, hasta ahora, casi todos los trabajos



publicados en este sentido se han realizado comprobando los efectos de manera prospectiva . No

existen muchas publicaciones que nos describan los cambios de conducta de los espermatozoides

como respuesta a un daño criobiológico . En este sentido , creemos que el estudio de diferentes

métodos de cultivo de espermatozoides , a diferentes tiempos , analizando evolución de la

movilidad y morfología , así como comparando tasas de fecundación en ICSI , nos puede dar una

idea de porqué podemos encontrar diferencias en los resultados que ofrece la literatura.

Un manejo más racional de las muestras de tejido testicular, en el caso de espermatozoides

criopreservados , conllevaría una mejora en la movilidad espermática y mejor tasa de fecundación

en ICSI .

En cualquier caso , recomendamos la criopreservación de espermatozoides testiculares tanto

en azoospermias obstructivas como secretoras , antes de un ciclo de ICSI , para evitar sucesivas

biopsias .

También es conveniente la criopreservación incluso si previamente no se encuentran

espermatozoides móviles tras la biopsia , ya que pueden conseguirse realizando un cultivo post

descongelación .
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Cápsula

Este capítulo presenta enfoques innovadores para abordar los desafíos en andrología. Los

espermatozoides se emplean como fuentes de propulsión y carga para lograr la guía controlada a

distancia, transporte, manipulación celular y entrega de espermatozoides.

Desafíos en Andrología de Blancos de Microrrobótica

Este capítulo aclarará el impacto potencial de la microrrobótica en ciertos desafíos que enfrentan

los laboratorios de Andrología de hoy. De hecho, la robótica de espermatozoides ha evolucionado

desde campos completamente diferentes, como la nanotecnología, la ciencia de los materiales, la

bioingeniería y la robótica. Durante las últimas dos décadas, los investigadores han desarrollado

dispositivos a microescala que pueden funcionar como robots: se mueven de forma autónoma, se

guían de forma remota y realizan las tareas deseadas. Una de las visiones detrás del desarrollo de

estos microrobots es la miniaturización de las intervenciones médicas. Richard Feynman dibujó

una imagen ilustrativa de esta visión para “tragarse al cirujano”, quien luego se movería dentro del

cuerpo humano, encontraría el sitio enfermo y lo trataría o extirparía (1).

El objetivo de esta mirada es hacer que los tratamientos médicos no sean invasivos y

ofrecer acciones altamente específicas mediante el uso de micro y nanorobots. La aplicación de

micro-robots es especialmente interesante para la manipulación celular, la administración de

células, la administración de fármacos y la biopsia. Se espera que la implementación de micro-

robots eluda métodos invasivos como la cirugía, reduzca los efectos secundarios de las

intervenciones médicas, disminuya la dosis de medicamentos y la circulación de medicamentos

dentro del cuerpo, mediante la entrega de carga de forma activa y altamente dirigida.

¿Cómo pueden ayudar los microrobots en Andrología? Como probablemente pueda

adivinar de los otros capítulos del libro, algunos de los principales desafíos en Andrología son la

movilidad, la morfología o el número de espermatozoides deficientes. De ahí que la selección de

los mejores espermatozoides y la fecundación asistida con pocos espermatozoides sean los

objetivos principales. Aquí, la microrrobótica ofrece soluciones para la Andrología.

Específicamente, este capítulo describe cómo la micro-robótica brinda la oportunidad de

• Capturar espermatozoides únicos o múltiples

• Guiar los espermatozoides remotamente por campos magnéticos débiles

• Liberar los espermatozoides según la necesidad

• Transportar células inmóviles al ovocito

• Manipular bioquímicamente los espermatozoides



¿Qué es la Microrrobótica y cuál es el papel de los espermatozoides en ella?

Uno de los principales desafíos de la microrrobótica es encontrar fuentes de energía que funcionen

de manera eficiente en microescala. Debido a las restricciones y a diferentes fenómenos físicos

que rigen la escala pequeña, no se pueden implementar fuentes de energía convencionales

(motores de combustión, baterías). Por lo tanto, los investigadores han implementado otras

fuentes de energía, como la propulsión magnética, óptica, eléctrica, química o ultrasónica, solo por

mencionar los principales ejemplos (2–5). Con vistas a las aplicaciones biomédicas, uno de los

requisitos más importantes es la biocompatibilidad y la propulsión eficiente en ambientes

fisiológicos. Por lo tanto, los científicos se han inspirado en la propulsión biológica, como se ve en

los microorganismos o los espermatozoides, de dos maneras:

1. imitando el movimiento flagelar mediante la fabricación de

elementos artificiales que se mueven de manera similar,
pero

que

son accionados por fuentes de energía externas, como campos

magnéticos (4,6)

o

2. incorporar las células móviles directamente con componentes

artificiales para formar microrobots biohíbridos (7,8).

Los espermatozoides se incorporaron por primera vez en microdispositivos como fuentes de

propulsión en el año 2.013 (9). Gracias a la fuerza de propulsión fuerte de los espermatozoides,

pueden transportar carga adicional (microobjetos, medicamentos), por lo que son componentes

fascinantes de los microrobots híbridos (10). Por otro lado, los espermatozoides también pueden

ser el cargamento de interés. Este es un punto importante cuando pensamos en la fecundación

asistida en caso de oligozoospermia o astenozoospermia. En estos casos, la microfabricación se

puede utilizar para crear dispositivos de transporte de espermatozoides que permitan la recogida,

el transporte y la entrega de un único espermatozoide inmóvil (11). Además, gracias a la

flexibilidad intrínseca de los espermatozoides, también se han utilizado como plantillas para

microrobots magnéticos (12). El concepto y la fabricación de tales microrobots impulsados por

espermatozoides, portadores de espermatozoides y con plantilla de espermatozoides, se

explicarán en los siguientes párrafos.

“Spermbots” o “espermatozoides robóticos"

El término "spermbots" o "espermatozoides robóticos" fue mencionado por primera vez en el año

2.013 por los medios que llamaron la atención sobre el primer microrobot impulsado por

espermatozoides, que fue desarrollado en el Instituto de Nanociencias Integrativas 3 en IFW

Dresden, Alemania (9).

En principio, el término se refiere a microrobots biohíbridos compuestos por

espermatozoides y microestructuras artificiales. Hay diferentes tipos de spermbots o

espermatozoides robóticos que se han demostrado hasta ahora, y que se describirán en detalle

aquí.

Microrrobots impulsados por espermatozoides

Los microrrobots impulsados por espermatozoides son microestructuras impulsadas por

espermatozoides móviles. Una forma muy conveniente de usar la fuente de propulsión de los

espermatozoides es capturar las células por la cabeza y dejar que la cola se mueva libremente y

empuje la microestructura hacia adelante. Para capturar espermatozoides, se ha demostrado que

los micro-túbulos que se ajustan a la cabeza del espermatozoide funcionan bien para ese

propósito. Los microtúbulos se fabrican mediante nanotecnología enrollable (13) y son lo

suficientemente pequeños para que las células queden atrapadas y no se escapen de los tubos.

Específicamente, los microtubos ferro-magnéticos ofrecen un método para la captura y control

remoto de células móviles por campos magnéticos externos. Mediante el uso (13) se ajustó el



tamaño de nano-membranas enrolladas de 50 µm de largo para adaptarse a espermatozoides

bovinos individuales (9) (Figura 1a).

Figura 1. Descripción general de los robots de esperma, incluidos los microbots impulsados por espermatozoides, que

transportan espermatozoides y con plantillas de espermatozoides. para la protección contra el estrés oxidativo y la

maduración in situ de los espermatozoides (17) d) Microrobots impulsados por espermatozoides que nadan contra el

torrente sanguíneo (24) e) Microrobots impulsados por espermatozoides en el líquido del oviducto (19) f) Tapones

impulsados por espermatozoides humanos para la administración de fármacos (25), g) un solo espermatozoide (11) y h)

múltiples portadores de espermatozoides (20) i) Espermatozoides activados magnéticamente que se asemejan al

movimiento móvil de los espermatozoides (23) j) Microrobots magnéticos flexibles con plantillas de espermatozoides

obtenidos por autoensamblaje de partículas magnéticas y espermatozoides (12,26).

Luego, cuando se sumergieron en una suspensión de espermatozoides bovinos, las células

móviles entraron al azar en los microtúbulos enrollados, quedaron atrapadas mecánicamente y

comenzaron a empujar los microtubos hacia adelante. Las nanomembranas enrolladas contenían

una capa de hierro del grosor de un nanómetro, que permitía el control direccional remoto

magnético de los microrobots impulsados por espermatozoides mediante pequeños campos

magnéticos de unos pocos miliTesla (14). En comparación con el espermatozoide libre, los

microtubos impulsados por espermatozoides mostraban una velocidad reducida en alrededor del

80% debido al confinamiento físico de la célula, que restringe el movimiento de flexión de los

flagelos. Para mejorar el desempeño de tales microrobots híbridos, se fabricaron y usaron

microtubos enrollados más cortos (20 µm de largo) para el acoplamiento con los espermatozoides

(15). Esto mantuvo una mayor velocidad de los robots biohíbridos, pero el éxito del acoplamiento

fue menor, debido a que los espermatozoides pueden escapar a través de los microtubos cortos

con mayor frecuencia. A continuación, se aplicaron métodos de funcionalización de la superficie

para llevar las proteínas de unión a los espermatozoides a la superficie interna de los microtubos

para aumentar la unión de los espermatozoides (15). La proteína de la matriz extracelular

fibronectina se revistió en el interior de los microtubos mediante química enlazadora o mediante

impresión por microcontacto. Esto logró una mayor tasa de éxito de acoplamiento entre los

espermatozoides y los microtubos. La limitación de usar hierro y titanio como materiales para

microtubos es que el microtubo no puede cambiar su forma, por lo que la liberación controlada no



fue posible en este primer enfoque. La liberación de espermatozoides se logró mediante la

incorporación de una capa de polímero termosensible en los microtubos de Ti/Fe.

Los polímeros termosensibles como la poli-N-isopropilacrilamida (PNIPAM) pueden

responder a cambios pequeños de temperatura mediante el colapso de su red de hidrogel para

lograr un gran cambio de forma. En el caso de PNIPAM, a temperaturas por debajo de su

temperatura de solución crítica más baja, es hidrofílico y absorbe una gran cantidad de agua. Por

lo tanto, su volumen es grande. Cuando la temperatura aumenta por encima de la temperatura

crítica más baja de la solución, el hidrogel se contrae abruptamente, porque cambia de un estado

hidrofílico a un estado hidrofóbico. Este proceso es altamente reversible y la temperatura de

respuesta puede ajustarse mediante comonómeros en la red de polímeros (16). El cambio de

forma de la capa de hidrogel se convirtió en un mecanismo de apertura/cierre de los microtubos al

agregar una capa pasiva de hierro en la parte superior. Esto permitió, primero, la captura de

células en los tubos de hidrogel enrollados, segundo, el control remoto magnético y, finalmente, la

liberación de las células mediante un pequeño aumento de temperatura (16). Otro enfoque tenía

como objetivo fabricar microrobots biodegradables impulsados por espermatozoides para

manipulación bioquímica de espermatozoides con pH controlado in situ. Se fabricó un tipo de

microestructura biodegradable mediante polimerización basada en plantilla de gelatina dentro de

los poros de una membrana de policarbonato (17). Esto dio como resultado estructuras de gelatina

de 15 µm de largo similares a cartuchos que respondieron a campos magnéticos débiles, gracias a

las nanopartículas magnéticas incrustadas (Figura 1c). Los microcartuchos de gelatina capturaron

espermatozoides bovinos individuales, que impulsan las estructuras bajo la guía direccional de los

campos magnéticos. La biocompatibilidad de las microestructuras se demostró mediante el

cocultivo con células de adenocarcinoma endometrial humano y la degradación se logró mediante

niveles fisiológicos de tripsina (17). También se emplearon microrobots impulsados por

espermatozoides para la administración de fármacos, que se describirá con más detalle en la

Sección 4.3. Para este enfoque, se fabricó una microestructura diseñada en 3D que podía capturar

espermatozoides móviles cargados de fármacos y liberarlos mediante un gatillo mecánico en su

extremo frontal de cuatro brazos (Figura 1b) (18). Los micro-robots también se probaron en

condiciones fisiológicas, como nadar a través del fluido del oviducto (Figura 1e) (19).

Estos fluidos corporales altamente viscoelásticos muestran una viscosidad de varios

órdenes de magnitud más alta que el medio celular estándar, en el que los espermatozoides

generalmente se manipulan en el laboratorio de Andrología. Por lo tanto, para evaluar la capacidad

de los microrobots impulsados por espermatozoides para moverse a través de fluidos corporales

tan complejos se probó in vitro. El fluido del oviducto bovino de la fase lútea temprana se

caracterizó en términos de su reología y se sugirió un medio sustituto que contenía metilcelulosa al

0,2 % para imitar estas propiedades del fluido in vitro. Se estudió la velocidad de los micromotores

impulsados por espermatozoides con tapas aerodinámicas y, aunque se observó una reducción de

la velocidad, los “spermbots” aún podían propulsarse con velocidades de alrededor de 50 µm/s

(19).

Microrrobots portadores de espermatozoides

Los espermatozoides inmóviles se pueden motorizar capturándolos en microhélices adaptadas y

aplicando campos magnéticos giratorios para su propulsión hacia adelante (Figura 1g) (11). Se

fabricaron microhélices con fotorresistencia mediante nanolitografía 3D y posteriormente se

recubrieron con níquel. Ésto permite un accionamiento magnético giratorio preciso que da como

resultado un movimiento similar al de un tornillo hacia adelante y hacia atrás que permite la

recogida y liberación de las células espermáticas inmóviles. Este enfoque es especialmente

prometedor para la entrega de espermatozoides inmóviles pero viables al ovocito. Este método

tiene perspectivas en reproducción asistida para tratar ciertos tipos de astenozoospermia (baja o

nula motilidad de los espermatozoides). Las microhélices magnéticas no solo se utilizaron para el

transporte de espermatozoides no móviles, sino también para el transporte múltiple de

espermatozoides móviles. Los espermatozoides móviles primero se unieron selectivamente a una

microcopa de albúmina y ácido hialurónico y luego este copo cargado de espermatozoides fue

transportado por un micromotor helicoidal accionado por campos magnéticos giratorios externos

(Figura 1h) (20). La microcopa de albúmina y ácido hialurónico se usó como punto de selección

para unir espermatozoides móviles de alta calidad y luego fue degradado enzimáticamente en el

sitio de entrega por la acción del ácido hialurónico en el sistema reproductivo. Esta degradación de

la microcopa condujo a la liberación de espermatozoides funcionales.



Plantilla de espermatozoides

El flagelo de los espermatozoides tiene una flexibilidad intrínseca con una rigidez a la flexión que

varía a lo largo de la cola. Esto da como resultado un movimiento ondulatorio de flexión flexible de

la cola que da como resultado una propulsión eficiente de la celda, incluso en entornos altamente

viscosos. Esto ha inspirado a los investigadores a utilizar espermatozoides inmóviles como

plantillas para la fabricación sencilla de micronadadores magnéticos flexibles (Figura 1j). La

fabricación se basó en el autoensamblaje impulsado electrostáticamente de micro o nanopartículas

magnéticas y la superficie del espermatozoide. Se encontró que la carga de la superficie de los

espermatozoides no es uniforme y, por lo tanto, se obtienen diferentes "mapas de carga" mediante

la unión de nanopartículas con diferente carga en la membrana (21).

Esto resultó en cantidad y localización de partículas magnéticas diferente en cada

membrana celular. En primer lugar, se aplicaron campos magnéticos planos y ondulantes con el

uso de cuatro bobinas electromagnéticas (22). Esto resultó en una pequeña velocidad de avance

de las construcciones de partículas de espermatozoides. Además, la flexibilidad de la plantilla del

espermatozoide no se pudo mantener de manera óptima, porque las micropartículas de 1 µm

perjudicaron la flexibilidad de la cola del espermatozoide. En un estudio siguiente, se usaron

partículas de óxido de hierro más pequeñas y alargadas de 100 nm para el autoensamblaje con el

espermatozoide. Esto mantuvo la flexibilidad de la cola del espermatozoide de una manera

mejorada (12). La aplicación de un campo magnético giratorio tridimensional dio como resultado

un movimiento de flexión flexible del nadador magnético con plantilla de espermatozoides. La

frecuencia aplicada y los ángulos de cono se pueden utilizar para controlar su movimiento hacia

adelante y su rendimiento general. Al comparar los mecanismos de natación de los

espermatozoides activados magnéticamente con los espermatozoides móviles, las formas de onda

resultantes diferían entre sí (Figura 1i) (23). Los espermatozoides activados magnéticamente se

caracterizan por una linealidad más baja, una asimetría más alta y una progresión hacia adelante

más baja que sus contrapartes móviles. La fuerza de empuje calculada por la teoría de la fuerza

resistiva es mayor en el caso de las células móviles en comparación con el espermatozoide

accionado magnéticamente. Esto nos lleva a la conclusión de que todavía hay mucho que

aprender de los mecanismos de movimiento biológico 6 de los espermatozoides. El estudio de

tales sistemas es útil para mejorar el diseño de microrobots biohíbridos flexibles.

Aplicaciones

Aplicaciones en Andrología

Los robots de espermatozoides pueden realizar varias tareas prometedoras relevantes para la

Andrología. Aquí, discutimos los que se han implementado hasta el momento, que incluyen la

captura de espermatozoides, el control direccional remoto, la liberación controlada a distancia, la

manipulación bioquímica y la acción antioxidante. Se pueden imaginar otras aplicaciones en el

futuro, como la detección sobre la marcha y el diagnóstico de espermatozoides para seleccionar

las células más aptas para la reproducción asistida.

Guía remoto de espermatozoides

Una de las aplicaciones que han logrado todos los tipos de robots espermáticos es el guiado

remoto de espermatozoides mediante campos magnéticos externos. Hasta ahora, esto solo se ha

logrado in vitro, pero cuando se combine con técnicas de imagen apropiadas, en el futuro el control

remoto se podrá implementar in vivo. La ventaja de utilizar campos magnéticos para el control

remoto de espermatozoides es que no son invasivos, presentan una buena penetración a través

de cualquier tejido y no son dañinos para el cuerpo humano. La seguridad del campo magnético se

puede garantizar porque se aplican baja frecuencia (1-100 Hz) y baja intensidad de campo

magnético (en el rango de miliTesla).

Liberación de espermatozoides

La liberación de los espermatozoides capturados es importante, por un lado, para fines de

fecundación asistida, en la que los espermatozoides deben entregarse en el lugar de la

fecundación y, por otro lado, para la liberación de los espermatozoides cargados de fármaco en el



lugar del tratamiento del cáncer. La liberación de los espermatozoides se ha logrado hasta ahora

por tres vías:

i)

ii)

apertura de la microestructura mediante el despliegue de microtubos que

libera la célula confinada. Se utilizó la incorporación de material termosensible y

un pequeño cambio de temperatura para abrir los microtubos enrollados (16).

un mecanismo de liberación mecánica al tener 4 brazos flexibles en el

extremo frontal de la estructura de captura de esperma. Al chocar con un

obstáculo, un gatillo mecánico dobló los brazos de la estructura de tetrápodos para

permitir que los espermatozoides naden por la abertura frontal (18).

iii) liberación enzimática de espermatozoides móviles de una microcopa de

albúmina y ácido hialurónico por proteasas y hialuronidasas (20).

Manipulación bioquímica in situ de espermatozoides

Los microcartuchos de gelatina biodegradable mencionados anteriormente (17) también mostraron

una funcionalidad avanzada que se utilizó para la manipulación in situ de espermatozoides. Otra

característica beneficiosa de la gelatina es su respuesta al pH y esta propiedad puede

aprovecharse para la administración de fármacos desencadenada por el pH. Los espermatozoides

tienen que viajar a través de fluidos con un amplio rango de pH (desde aproximadamente pH 4-pH

8) desde el fluido seminal a través de la vagina, el cuello uterino y el útero hasta las trompas de

Falopio. La respuesta de pH de la gelatina se puede utilizar para cargar fármacos a pH 5 y

liberarlos cuando se alcanza pH 8. Por lo tanto, se emprendió un enfoque para demostrar que los

espermatozoides pueden ser capacitados in vitro bajo demanda, mediante la liberación de

heparina de la microestructura. La heparina es un agente activador de los espermatozoides que se

sabe que induce la capacitación, un paso crucial en la maduración de los espermatozoides antes

de la fertilización. El objetivo de este enfoque era demostrar que la capacitación de los

espermatozoides se puede lograr mediante la liberación in situ de heparina activada por el pH

desde las estructuras de captura de espermatozoides. La heparina no solo induce la capacitación,

sino que también tiene un efecto positivo en el movimiento de los espermatozoides. Los resultados

mostraron no solo que la velocidad de los spermbots cargados con heparina aumentó de 14 µm/s

a 20 µm/s, sino que también se elevó la cantidad de capacitación del 22 % al 40 % de las células a

pH 8 (17).

Protección contra el estrés oxidativo

Estas estructuras de gelatina también mostraron un efecto de captación de oxígeno reactivo. Se

sabe que los péptidos muestran actividad antioxidante y eliminan radicales altamente reactivos. La

generación de especies reactivas de oxígeno, como el peróxido de hidrógeno o los radicales

hidroxilos, inducen daño oxidativo. Ésta es una de las principales causas del daño de los

espermatozoides durante la manipulación in vitro y reduce la vida útil de los espermatozoides in

vivo e in vitro. El efecto antioxidante de las estructuras de gelatina se probó determinando la

cantidad de peróxido de hidrógeno presente en muestras con y sin microcartuchos de gelatina. En

presencia de microestructuras de gelatina, el peróxido derivado de células se redujo enormemente

en más del 90 % (17). Por lo tanto, se ha demostrado que los microrobots basados en gelatina

sirven como agentes protectores contra el estrés oxidativo. 4.1.5. Actuación de espermatozoides

inmóviles La actuación de espermatozoides inmóviles es de interés en el caso de

astenozoospermia (baja o nula motilidad espermática). Cuando los espermatozoides no pueden

moverse lo suficientemente rápido o no muestran motilidad, los microrobots pueden servir como

dispositivos de transporte. Como se describió anteriormente, las microestructuras en espiral que

giran en un campo magnético externo y realizan un movimiento similar al de un tornillo, se pueden

usar para transportar espermatozoides individuales (11). Los campos magnéticos giratorios se

aplican para capturar las células, conducirlas a la ubicación objetivo y suéltelos con un movimiento

de rotación hacia atrás. Otro enfoque consiste en utilizar partículas magnéticas y unirlas

directamente a la membrana de los espermatozoides mediante interacción electrostática. Estos

espermatozoides cubiertos de partículas pueden activarse mediante campos magnéticos giratorios

u oscilantes que dan como resultado un movimiento ondulatorio similar al de los espermatozoides

vivos (12). Desafortunadamente, hasta ahora, esto solo se ha demostrado para los

espermatozoides bovinos muertos, que luego se utilizaron como microrobots flexibles con plantillas

de espermatozoides.



Obtención de imágenes in vivo de enjambres de espermatozoides

Los beneficios adicionales de unir nanopartículas a los espermatozoides se ofrecen para la

obtención de imágenes in vivo. Las nanopartículas magnéticas mejoran en gran medida la

ecogenicidad de las células, lo cual es un requisito previo para obtener buenas imágenes por

ultrasonido. Las imágenes por ultrasonido se basan en el reflejo de las ondas sonoras del tejido u

objeto que se va a detectar. Cuando se logra una gran diferencia entre la ecogenicidad del objeto

de interés y el entorno circundante, se obtiene una imagen de buen contraste. Con la ayuda de

nanopartículas de óxido de hierro adheridas, se pueden detectar enjambres de espermatozoides

con ultrasonido (12). Hasta ahora, esto solo se ha demostrado in vitro, pero parece prometedor

para la obtención de imágenes in vivo de enjambres de espermatozoides en movimiento. El

ultrasonido es una modalidad estándar de imágenes médicas que está disponible en la mayoría de

las clínicas y se ha demostrado que es biológicamente segura y no invasiva.

Aplicaciones en fecundación asistida

Entrega de cigoto

Se aplicó un concepto similar a los microrobots que transportan espermatozoides para transportar

cigotos murinos in vitro con una microhélice helicoidal mediante campos giratorios magnéticos

externos (24). En este caso, el robot tenía una forma espiral adaptada al tamaño y la forma de los

óvulos fecundados murinos. Este enfoque promete proporcionar mayores tasas de éxito de

transferencia de embriones in vivo en el futuro.

Otras aplicaciones biomédicas

Administración de fármacos dirigidos contra el cáncer en el tracto reproductivo

En un enfoque fuera de la Andrología, pero médicamente relevante, se exploró el potencial de los

microrobots impulsados por espermatozoides para la terapia contra el cáncer (25). Los

espermatozoides bovinos se cargaron con el clorhidrato de doxorrubicina, el noveno fármaco

contra el cáncer. Sorprendentemente, la motilidad de los espermatozoides cargados de fármaco no

se vio afectada. Luego, las microestructuras poliméricas nanoimpresas en 3D se recubrieron con

una capa de hierro y titanio y se usaron para capturar espermatozoides de toro cargados de

fármacos (18). Si bien los espermatozoides actuaron como fuente de propulsión, se usaron

campos magnéticos débiles para la guía direccional de espermatozoides a esferoides de cáncer

que demuestran la idoneidad del sistema para aplicaciones de administración de fármacos. La

microestructura impresa en 3D contenía un frente de cuatro brazos que ofrecía un mecanismo

mecánico de liberación de celdas. Como siguiente paso, se exploró el semen humano para la

administración de fármacos. A pesar de que cargan cantidades más pequeñas de fármaco por

célula (debido a su menor volumen), se demostró con éxito que actúan como robots de

administración de fármacos (26). Se capturaron múltiples espermatozoides humanos cargados con

fármaco en microestructuras huecas semielipsoides. Para aumentar el efecto terapéutico, el

fármaco anticanceroso CPT se inmovilizó en la microestructura artificial. Luego, se capturaron

hasta tres espermatozoides humanos en la tapa aerodinámica, se guiaron y se entregaron a

esferoides de cáncer de ovario derivados de pacientes in vitro (26).

Movimiento contra el torrente sanguíneo

Los espermatozoides tienen muchas habilidades fascinantes, como su respuesta a diversos

estímulos externos (27). Los gametos masculinos pueden redirigir su movimiento en respuesta a

gradientes químicos, gradientes térmicos, interacciones superficiales y flujo de fluidos. El último se

denomina reotaxis y se refiere a la capacidad de la célula para nadar contra el flujo de fluidos (28).

Esto se exploró en un estudio para evaluar la capacidad de los espermatozoides de nadar contra

el torrente sanguíneo en un entorno de chip (29).

Se diseñaron y fabricaron microcápsulas tubulares con litografía de dos fotones con un

diámetro de 13 µm y recubiertos con material magnético para permitir la guía remota de los

motores híbridos de espermatozoides. Se capturaron espermatozoides bovinos dentro de las

microcápsulas y se probó su capacidad de natación en un chip de microfluidos con flujo de fluido

aplicado similar a las tasas de flujo sanguíneo fisiológico. Los espermatozoides capturados

mostraron la capacidad de nadar contra el flujo de fluidos de sangre diluida y, además, administrar



heparina como agente anticoagulante mediante liposomas adheridos a las microcápsulas. No solo

se formaron microcápsulas de espermatozoides individuales, sino también "trenes" de

microcápsulas mediante el autoensamblaje de las microcápsulas. Los trenes de microcap de

espermatozoides proporcionan un suministro múltiple de espermatozoides y una acción

concertada. Este enfoque muestra potencial en el uso de espermatozoides como microrobots de

propulsión y entrega para aplicaciones en vasos sanguíneos.

Resumen y Conclusiones

Este capítulo tuvo como objetivo brindar una descripción general de un tema inusual pero

emocionante en Andrología: microrrobótica que involucra gametos. Se demostró que los

materiales novedosos y el desarrollo de tecnologías innovadoras están allanando el camino para

aplicaciones avanzadas en andrología y 10 medicina reproductiva. Animo a los lectores a seguir

los artículos originales de su interés y los avances actuales en el campo. Este es un campo en

rápida evolución y vive de las contribuciones de una variedad de campos que van desde la

medicina, la biología hasta la ciencia y la tecnología de materiales. Las aplicaciones

microrrobóticas en andrología aún están en pañales y, como se explica en este capítulo, hasta

ahora solo se han practicado en entornos de laboratorio. Sin embargo, se pueden esperar grandes

contribuciones y transferencias a los entornos clínicos en el futuro. Para alcanzar el siguiente nivel

de aplicaciones, se enfrentan ciertos desafíos. En primer lugar, las pruebas de biocompatibilidad y

respuesta inmunitaria son de gran importancia. En segundo lugar, la obtención de imágenes

precisas in vivo, la manipulación y el control remoto son de crucial importancia. Si estos desafíos

se superan en el futuro, la guía, liberación, entrega de carga y reproducción asistida de esperma

por control remoto se pueden implementar con la ayuda de spermbots.
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Cápsula

Los cambios seminales más evidentes en el varicocele son descenso de la movilidad , con impacto

en la membrana, el ADN espermático , en el epididimo y en el flujo periprostático .

Introducción

La infertilidad masculina es causada por diversos factores como las infecciones genitourinarias ,

los procesos inmunológicos , las anomalías genéticas , las toxinas gonadotóxicas , los desórdenes

endocrinológicos , las enfermedades sistémicas, los tratamientos oncológicos y el varicocele . Este

último por sí solo puede abarcar hasta un 35% de las causas , por lo que se considera como el

principal causante de infertilidad en el hombre (Madgar et al. , 1995; Afsin et al. , 2018).

El varicocele es una dilatación de las venas del plexo pampiniforme , las cuales se vuelven

tortuosas y alargadas , presentándose con mayor frecuencia en el testículo izquierdo (Figura 1 ) . El

plexo pampiniforme es una red de pequeñas venas que se encuentra en el cordón espermático y

está constituido por tres grupos de venas que se anastomosan entre sí, la vena espermática

externa (paquete anterior) , vena deferencial y la pudenda externa (paquete posterior

extrafunicular) .

Conducto

deferente

Varicocele

Epididimo

Testículo



Figura 1. Presencia de las várices testiculares a lo largo del cordón espermático.

De acuerdo a la última versión de la Organización Mundial de la Salud (WHO, 2010), la evaluación

del semen humano en la práctica clínica se tornó controversial, ya que muchos pacientes

considerados elegibles para la reparación quirúrgica, han dejado de serlo porque sus parámetros

seminales se encuentran dentro de los rangos de referencia. Esto representa limitaciones en los

procesos de aprobación de la cirugía para muchos de los que requieren la varicocelectomía

(Esteves et al., 2012), a pesar que se haya demostrado cambios significativos al comparar

hombres con y sin varicocele (Ando et al., 1990; Roaiah et al., 2007).

La incidencia del varicocele es de 4-23% en la población general, de 21-41% en

infertilidad primaria y de 75-81% en infertilidad secundaria (Witt y Lipshultz, 1993; Madgar et al.,

1995). La Organización Mundial de la Salud demostró que el varicocele se encuentra en el 25% de

los hombres que tienen anormalidades seminales y en el 11% de los sujetos con semen normal.

Los cambios seminales más notables en la evaluación seminal son la reducción de la movilidad,

de las formas normales y de la concentración espermática (Agarwal et al., 2012; Kwon y Lee,

2014; Zhang et al., 2017).

Son muchas las incógnitas que surgen en relación al origen, fisiopatología y al grado de

impacto en los parámetros seminales. También ha sido tema de debate si las oligozoospermias

severas y las azoospermias requieren de la cirugía como tratamiento, así como el manejo

terapéutico post operatorio. En este capítulo se describen experiencias de diferentes autores en

relación a este trastorno vascular y puntos de discusión enfocados más allá del trastorno vascular.

Etiología

La etiología del varicocele es multifactorial, principalmente por las diferencias anatómicas que

existen entre la vena espermática derecha y la izquierda. En el testículo derecho la vena

espermática tiene su inserción oblicua en la vena cava inferior, mientras que la vena espermática

izquierda se inserta perpendicularmente en la vena renal izquierda. Se cree que la inserción en la

vena renal izquierda produce incremento en la presión hidrostática, la cual es transferida al plexo

pampiniforme causando dilatación de la misma. En segundo lugar se destaca que existen menos

válvulas venosas competentes, lo que origina un reflujo sanguíneo venoso. Además, por una

posible obstrucción parcial de la vena espermática puede ser causada por compresión de la vena

renal izquierda, entre la aorta y la arteria mesentérica superior (Kathrins 2018). Por último, se cita

el producto de una alteración mecánica de la bomba fascio-muscular (Ruiz Catañé et al., 2018).

Fisiopatologia del varicocele

El daño causado por la dilatación venosa sobre la función testicular ha sido tema de discusión. Se

han propuesto varias teorías al respecto con la finalidad de explicar sus efectos negativos sobre la

espermatogénesis, los cuales se describen a continuación:

a) Hipertermia: La temperatura escrotal es regulada fisiológicamente para que se mantenga

inferior a la corporal mediante un sistema de intercambio de calor que se describió por primera vez

por Dahl y Harrick (1959). La temperatura del influjo de sangre arterial espermática es enfriada

por el reflujo de la sangre venosa fría del plexo pampiniforme, es decir, que las varices del plexo

pueden afectar el efecto de enfriamiento testicular (Mieusset et al., 1987; Nakamura et al., 1987;

Nishiyama et al., 1998). Se postula que las alteraciones en los parámetros seminales se acentúan

con el tiempo de instaurarse las várices en el testículo donde la temperatura que se genera
es

determinante en el daño espermático (Chehval y Purcell, 1992).

b) Flujo Sanguíneo Testicular: Los estudios demuestran que ocurre un incremento bilateral del

flujo sanguíneo testicular aun cuando el varicocele sea unilateral (Hurt et al., 1986). El varicocele

congestiona el sistema de drenaje venoso testicular y aumenta la presión hidrostática en la vena

espermática, presentándose con mayor frecuencia en el testículo izquierdo. La presión hidrostática

se transfiere al plexo pampiniforme, sobre todo cuando la presión venosa excede a la arteriolar en

el sistema microcirculatorio testicular y se provoca un efecto hipóxico en el tejido. De esta manera



el flujo comienza a estancarse y como consecuencia , la sangre arteriolar oxigenada no fluye

adecuadamente al testículo (Chakraborty et al. , 1985 ; Gat et al. , 2005).

Por otra parte , la porción intra-abdominal del drenaje venoso testicular es compleja , tiene

un sistema interconectado de funcionamiento de las venas retroperitoneales, las cuales funcionan

como un "bypass" (Vanlangenhove , 2018) . Esta interconexión venosa está asociada con

varicocele, es impalpable y se encuentra en el lado derecho . En el varicocele bilateral se ha

observado que las venas palpables e impalpables causan el mismo efecto perjudicial en el

testículo y pueden originar oligoastenoteratozoospermia de grado variable (Gat et al. , 2004) . La

afectación de ambos testículos por un varicocele unilateral podría comprometer mecanismos

hormonales , apoptóticos o neuronales (Turner y Lopez, 1990; Turner et al. , 1993) . Aunque no

están claros los cambios de dirección del flujo sanguíneo testicular, es importante reconocer que

un incremento del flujo sanguíneo testicular se correlaciona con la hipertermia testicular.

c) Presión venosa : El incremento de la presión puede afectar el riego y la microvasculatura

testicular, esto se presenta debido a fallas en el mecanismo contra-regulador que se instaura para

que se mantenga la homeostasis de la presión intratesticular. Se sabe que su persistencia

condiciona la fijación anatómica de la flebectasia , hipoplasia de las fibras elásticas e hipertrofia de

la capa media muscular de la pared venosa , de igual forma que ocurre con las varices de los

miembros inferiores . El endotelio aislado de las venas varicosas espermáticas humanas tiene una

respuesta contráctil diferente a fenilepinefrina , norepinefrina , serotonina e histamina en los

diferentes grados, observándose mayor contracción en el grado III , de manera que a mayor grado

de dilatación de las várices mayor es la disfunción endotelial (Yildiz et al. , 2003).

d) Reflujo renal/adrenal : Se ha establecido que en el 50% de los casos hay un flujo retrógrado en

la vena espermática izquierda (WHO, 1992) , de hecho, la venografía demuestra que existe

incremento del reflujo venoso. La hipótesis que se establece al respecto es que el reflujo de

productos metabólicos renal/adrenal (por ejemplo catecolaminas) se encuentra en grandes

concentraciones en el testículo de individuos con varicocele . La consecuencia inicial es una

vasoconstricción testicular crónica , lo que posteriormente puede perjudicar la función testicular

(Scholler et al. , 1984 ; Hudson , 1996) .

e) Disfunción hormonal : Las várices testiculares pueden aparecer desde los 12 años (Chung y

Lee, 2018) y alcanzada la pubertad , los niveles séricos de LH , FSH , prolactina y testosterona son

los mismos que del adulto pero con un ligero incremento en la globulina ligadora de hormonas

sexuales (SHBG) , lo cual desciende la testosterona libre ( Ishikawa y Fujisawa , 2004 ) . En la etapa

más madura de la adolescencia (etapa V de Tanner) las células de Leydig al ser estimuladas la

LH producen menos testosterona que los adolescentes sin varicocele (Osuna et al. , 1999) y en

adultos se describe una disfuncionalidad progresiva en las células de Leydig (Naughton et al. ,

2001 ) . Un estudio multicéntrico conducido por la OMS demostró que la testosterona en hombres

con varicocele 30 años es más baja que en hombres más jóvenes con varicocele, por

detrimento progresivo de las células de Leydig (Sirvent et al. , 1990) .

Otra hormona, como el estradiol , se observó que se incrementa y se acompaña de

oligoastenoteratozoospermia , porque hay mayor actividad aromatasa por parte de las células de

Sertoli y se mantiene una relación inversa con la calidad espermática (Sevilla y Ruiz et al. , 1991 ).

Otra hormona proveniente de las células de Sertoli la inhibina se correlaciona inversamente con el

volumen testicular (Fujisawa et al. , 2001 ).

g) Estrés Oxidativo . En el hombre infértil se ha encontrado asociación entre las especies

reactivas de oxígeno (ERO) con el daño espermático . Los estudios señalan que las principales

fuentes de ERO son : varicocele , consumo de tabaco , alcohol , obesidad/síndrome metabólico ,

leucocitospermia y enfermedades de transmisión sexual (Agarwal et al. , 2018) . En estos sujetos

los niveles de óxido nítrico (NO ) se encuentran aumentados en las venas espermáticas y en el

plasma seminal , lo que sugiere que pueden modular la función espermática . Bajas

concentraciones de NO exógeno aumentan la movilidad , la viabilidad , la capacitación espermática



y la unión con la zona pelúcida; mientras que concentraciones altas de NO disminuyen la

movilidad e inducen mayor toxicidad espermática (Keyhan et al. , 2012) . EI NO es una producto

de oxidación de la arginina a la citrulina mediante la óxido nítrico sintasa (NOS) . NO. juega un

papel esencial en la relajación del tono del muscular liso arterial y en la destrucción de

microorganismos patógenos . En estados patológicos el anión superóxido (O₂-) y el NO.

interactúan en la producción del ión peroxinitrito (ONOO-) , el cual es un importante oxidante que

ataca un gran número de blancos biológicos . El balance entre la producción de NO. y O₂- ha

ayudado a explicar la etiología de daños por isquemia-reperfusión en diversos trastornos

patológicos (Carrizo et al. , 1998) , de manera que el aumento de ERO en el semen de hombres con

varicocele se asocia con pérdida de capacidad de los agentes antioxidantes presentes en el tracto

reproductor masculino (Agarwa et al. , 2006) . Las ERO rompen las cadenas simples y dobles del

ADN , fragmentando diversas regiones cromosómicas menos en la porción telomérica (Lara-Cerrillo

et al., 2020).

h) Autoinmunidad : Las células de la progenie espermática están protegidas por la barrera

hemato-testicular. Esta barrera está constituida principalmente por las uniones estrechas Sertoli-

Sertoli y de células epiteliales interdigitadas en la rete testis , el epidídimo y los vasos deferentes ,

siendo una barrera más competente a nivel de los testículos . La diversidad de respuestas en el

sistema inmunitario es extraordinaria y dentro de las especificidades expresadas por las

poblaciones de células B y T se hallan muchas que van dirigidas contra los componentes propios

del testículo (Vivas et al. , 2007 ) . En el testículo varicoso pueden activarse mecanismos de

autoreconocimiento contra los espermatozoides posiblemente por un defecto en la actividad

supresora T que favorece la respuesta autoinmunitaria (Solis et al. , 2001 ) . La presencia de

anticuerpos antiespermatozoides (AAE) se encuentra más elevada en suero y en plasma seminal

en hombres infértiles con varicocele , se asocian con baja movilidad espermática, pero su

presencia no es predictiva de éxito o fracaso en la varicocelectomía . Se sabe que títulos elevados

de AAE se mantienen elevados antes y después de la cirugía teniendo el mismo efecto reductor

de la movilidad espermática (Golomb et al. , 1986) . Cuando la producción de espermatozoides es

muy baja ocurre una serie de cambios en la secreción de citocinas y otros factores paracrinos

intratesticulares que favorecen la colonización de microorganismos en el tracto genital , de manera

que la bacteriospermia en varicocele no sería la causa principal de la baja calidad espermática

sino más bien una consecuencia por el desbalance inmunológico testicular (Vivas-Acevedo y

Lozano-Hernández, 2011 ) . Con respecto a las infecciones genitales en varicocele se tiene que la

presencia de microorganismos asociados a infertilidad masculina como C. trachomatis,

Ureaplasma urealyticum y Escherichia coli se encuentra en proporciones similares a los controles

que no lo tienen y no es factor predisponente de infección genital a menos que la producción

espermática se encuentre muy reducida (Golomb et al. , 1986 ; Vivas-Acevedo y Lozano-

Hernández , 2011 ) .

En la Tabla 1 se resumen los cambios testiculares y las causas que predisponen cada

condición .

Tabla 1. Mecanismos fisiopatológicos del varicocele .

Cambio

Fallos

Causa

en
el sistema de enfriamiento del plexo

Hipertermia

Flujo Sanguíneo

Testicular

pampiniforme.

Incremento del flujo sanguíneo testicular que aumenta la

presión hidrostática de la vena espermática izquierda

principalmente .

Hipoxia en la microvasculatura testicular



Presión venosa

Reflujo

renal/adrenal

Disfunción

hormonal

Estrés oxidativo

Autoinmunidad

Disminución del mecanismo contrarregulador de la

presión testicular

Generación
de

reflujo de productos metabólicos

renal/adrenal de catecolaminas y cortisol.

Disminución en la síntesis de testosterona (A menudo

normogonadotrópicos)

Aumento en la síntesis de estradiol

Disminución en la inhibina

Aumento de óxido nítrico, reducción de agentes

antioxidantes y producción de especies reactivas al

oxígeno.

Reducción del selenio.

Formación de anticuerpos antiespermáticos y reducción

de la movilidad espermática

Impacto del varicocele en los parámetros seminales

MacLeod (1965) fue el primero en observar que había descenso en el recuento y la movilidad de

los espermatozoides en hombres estériles con varicocele, describiendo además el aumento de las

celularidad y de las formas espermáticas anormales caracterizando el conocido “síndrome de

estrés espermático”.

Al avanzar el tiempo aumenta la lesión vascular y la prevalencia de varicocele puede

alcanzar hasta el 81% en la infertilidad secundaria (Gorelick y Goldstein, 1993; Chehval y Purcell,

1992).

Se ha demostrado que en el semen las características: volumen, formas normales,

movilidad, vitalidad y test hipoosmótico (HOST) tienden a ser más bajas con respecto a los

normozoospérmicos sin varicocele en las mismas edades (Tabla 2). Aunque el valor de leucocitos

seminales es menor al límite de referencia inferior en varicocele (Pasqualotto et al., 2000; WHO,

2010) son superiores a los controles (Blumer et al., 2008). El incremento de leucocitos seminales

en varicocele puede deberse a modificaciones en la barrera hemato-testicular por reducción en la

expresión de E-cadherina y α-catenina en las uniones entre las células de Sertoli adyacentes, lo

que podría asociarse con pérdida de efectividad de la barrera (Koksal et al., 2007), también porque

el semen se forma por el aporte de las glándulas, el epidídimo y la próstata, estas estructuras

también las principales fuentes de leucocitos (Simbini et al., 1998). Se ha visto que hay

infecciones seminales sin leucocitospermia por lo que debe revisarse sus valores de corte (Gdoura

et al., 2008).

Tabla 2. Características seminales de los individuos con varicocele al ser comparadas con

hombres sin varicocele en los mismos rangos de edad.

Fuente: Urol Int. 2010;85 (2):194-199 .

Volumen

Grupo total con varicocele

< 20 años 21-30 años
31-40

años
>40 años

(n=65) (n=166) (n=97) (n=35)

No cambia No cambia No cambia No cambia



Concentración /eyaculado No cambia No cambia No cambia No cambia

Formas normales No cambia ☐ ☐ No cambia

Móviles Progresivos ☐ ☐ ☐ ☐

HOST ☐

Leucocitos

↑ ↑ ↑

↑ ↑ ↑ ↑

El grado de varicocele: La mayoría de los parámetros por lo general se encuentran más alterados

en los grados más II-III (Libman et al., 2006; Richardson y Nagler, 2007). Las formas

espermáticas normales se reducen más en el grado de dilatación III (Andrade-Rocha, 2007; Vahidi

et al., 2018). En los grados II-III el volumen testicular tiende a ser más bajo (Mori et al., 2008).

Aún cuando reducción del volumen del testicular sea unilateral la intervención quirúrgica

temprana sería oportuna porque con el tiempo tiende a comprometerse el testículo ipsilateral,

generando lesiones importantes en ambos testículos (Osuna et al., 1999).

Cambios macroscópicos seminales como la hiperviscosidad del semen (HVS) pueden ser

frecuentes en el varicocele. Las muestras seminales hiperviscosas en estos sujetos tienen baja

actividad de las enzimas superóxido dismutasa y catalasa, por lo que el efecto peroxidativo es

mayor (Siciliano et al., 2001). Aunque su etiología de HVS es múltiple, en estos casos la causa se

explica por disfunción prostática con dilataciones en el flujo vascular periprostático que se corrigen

con la cirugía y reducen la viscosidad (Condorelli et al., 2016; Lozano-Hernández et al., 2019).

Marcadores de las glándulas accesorias

Se ha considerado que las glándulas sexuales accesorias juegan un papel importante en la

fisiología de los espermatozoides y la fecundación. Se ha informado de que la movilidad

espermática puede estar influenciada por los componentes del plasma seminal (Zöpfgen et al.,

2000; Elzanaty, 2007). El semen está formado por fluido del testículo-epidídimo (<10%), de la

próstata (20-40%); de las vesículas seminales (50-80%) y de las glándulas uretrales y

bulbouretrales (<10%) (Ndovi et al., 2007). Cada glándula aporta diferentes elementos en el

eyaculado, varios de ellos específicos de un tejido. Carnitina, ☐-glucosidasa neutra (AGN) y

glicerofosfocolina provienen del epidídimo; citrato, zinc y fosfatasa ácida prostática de la próstata;

y fructosa y prostaglandinas se forman en las vesículas seminales (Said et al., 2009; Lozano-

Hernández, 2018a).

Cambios en las glándulas accesorias: Se ha demostrado que el zinc puede reducirse, que la

relación fructosa/zinc se relacionaba con astenozoospermia y fallos en el drenaje venoso en el

plexo vesico-prostático, sugiriendo que los productos de secreción prostática pueden afectar la

movilidad (Ando et al., 1990) y complicarse con el tiempo. En el 53% de los hombres >40 años

con varicocele II-III hay mayor prevalencia de hiperplasia prostática benigna (Han et al., 2016) y

después de los 50 años los niveles del antígeno prostático específico (PSA) seminal guardan una

relación inversa con el volumen seminal y con el recuento espermático. El PSA guarda relación

directa con los niveles de interleucina-6 e inversamente con la calidad seminal en estos individuos,

lo que sustenta la asociación entre próstata y calidad seminal (Ausmees et al., 2014). Como el

PSA es el principal ejecutor de la fragmentación de las semenogelinas, disuelve el coágulo del

semen y activa la movilidad espermática, las semenogelinas pueden afectar la actividad de la

hialuronidasa y la movilidad espermática, lo que demuestra una asociación más allá de la simple

licuefacción del semen (Gupta et al., 2017). Cabe destacar que la dilatación venosa de la próstata

permite mayor suministro venoso de la testosterona libre y estimula así a las células de esta

glándula. La hormona llega así a través del sistema de drenaje venoso, acelera la tasa de

producción celular y alarga la vida útil de la célula, lo que favorece el desarrollo de hiperplasia

prostática benigna (Goren y Gat., 2018). El ácido cítrico proveniente de la próstata tiene función

antioxidante y despierta el interés en evaluar otros agentes antioxidantes provenientes de la



próstata y de otras glándulas . Hacemos referencia al selenio, el cual favorece la espermatogénesis

y desempeña un papel antioxidante mediante la actividad de la glutatión peroxidasa y la

selenoproteína (Rotruck , y Pope , 1973 , ) . En animales de experimentación se ha evidenciado que

la deficiencia de selenio reduce el tamaño de los testículos y su deficiencia prolongada produce

atrofia en el epitelio seminífero y fallas en la maduración en el epidídimo (Zhou et al. , 2017) . En

modelos animales con varicocele se ha observado disminución de los parámetros espermáticos ,

en la actividad de enzimas antioxidantes catalasa , glutatión peroxidasa y superóxido dismutasa . La

administración de selenio ha mejorado significativamente los parámetros seminales casi a niveles

normales protegiendo la citoarquitectura testicular (Taghizadeh et al. , 2017) y puede disminuir los

niveles séricos de PSA en el cáncer de próstata (Karunasinghe et al. , 2019) . En muestras

seminales de sujetos con varicocele , el selenio se encuentra reducido y guardan asociación con la

concentración espermática , la movilidad y la morfología espermática (Camejo et al. , 2011 ) .

Las evidencias sugieren mayor compromiso de la próstata sobre las demás glándulas . El

modelo de varicocele en ratas muestra que el epidídimo disminuye su peso y su diámetro tubular,

presentando alteraciones morfológicas de las células principales con mayor grado de apoptosis

(Zhang et al. , 2003; Zhao et al. , 2006, Ozturk et al. , 2008) , con aumento del factor inducible por

hipoxia (HIF- ) (Wang et al. , 2008) , almacena espermatozoides más deformes, acumula

macrófagos en el lumen y baja la actividad de la AGN (Zhang et al. , 2003).

Un estudio encontró que el marcador epididimo se encontraba reducido en todos los

grados de varicocele (Vivas et al. , 2011 ) y puede ser un marcador confiable de la inflamación

testicular-epididimaria . Es necesario recalcar que la epididimitis crónica es más frecuente en el

varicocele grado III (Oliva y Multigner, 2018).

Con respecto a las vesículas seminales se ha encontrado correlación negativa entre el

número de espermatozoides móviles y la concentración de fructosa (mg/mL) (Lewis-Jones et al.,

1996) , otro estudio no encontró ninguna asociación (Andrade-Rocha , 1990) , y un tercer estudio

demostró más bien una relación positiva (Said et al. , 2009) , de manera que la relación fructosa y

movilidad sigue siendo controversial .

Pocos estudios señalan que existe una asociación importante de los marcadores

glandulares varicocele . Dentro del varicocele el marcador más confiable es la AGN ; sin embargo ,

al relacionar los marcadores glandulares entre si se aprecia que guardan correlación con varias

características del semen , ver Tabla 3.

Tabla 3. Correlación entre marcadores de glándulas sexuales accesorias y parámetros seminales

en sujetos con varicocele . AGN : alfa glucosidasa neutra . HOST: Test hipoosmótico . Fuente : Can J

Urol. 2011 : 18 :5884-5889.

Marcador Correlación directa

↓ Fructosa (mg/eyaculado)

↓ Volumen

↓ Concentración

espermatozoides/eyaculado

Fosfatasa ácida

/eyaculado

↓ Zinc (μmol/eyaculado)



↓ Zinc (µmol/eyaculado)

↓ Volumen

↓ Concentración

espermatozoides/eyaculado

↓ Movilidad progresiva

↓ Morfología normal

↓ Movilidad progresiva

↓ AGN (mU/eyaculado) ↓ Vitalidad

↓ HOST

Tests espermáticos

a) Integridad del ADN espermático: La 5ª edición del manual de la OMS muestra rangos muy

bajos de normalidad, donde muchas muestras sobre los límites de referencia inferior tienen

fragmentación del ADN espermático (Simon y col. 2011). Se ha demostrado que la fragmentación

del ADN guarda relación inversa con la función epididimaria mediante la actividad de AGN y con

el porcentaje de leucocitos seminales (Vivas-Acevedo et al., 2011).

b) Unión al ácido hialurónico: El test de unión espermática al ácido hialurónico (HBA) evalúa la

madurez de la membrana donde los espermatozoides maduros se unen al ácido hialurónico. Los

gametos que han completado la espermatogénesis han presentado remodelación de la

membrana, extrusión de la gota citoplasmática, remplazo nuclear de las histonas por protaminas

y no han sufrido la reacción acrosómica. Este test se ha correlacionado con algunos parámetros

seminales (morfología normal, movilidad, viabilidad y test hipoosmótico) y no se correlaciona con

el volumen ni la concentración espermática. También HBA guarda relación inversa con los

leucocitos seminales y con la fragmentación del ADN espermático (Huszar et al., 2003).

Las hialuronidasas son una familia de enzimas que catalizan la degradación del ácido

hialurónico, el cual es abundante en la matriz extracelular. Las evidencias indican que pueden

tener funciones diversas durante la fecundación, penetración del cúmulo, unión a la zona

pelúcida y como receptor al ácido hialurónico (Martin-Deleon, 2011). Una de hialuronidasas

descritas en el espermatozoide ha sido la SPAM1 (o PH-20), la cual es captada por el

espermatozoide en el paso por el testículo y el epidídimo y se ha asociado con la capacidad de

penetrar la matriz de cúmulo ovocitario (Chen et al., 2006; Kimura et al., 2009). El test HBA

evalúa la movilidad espermática en cámara húmeda donde se cuentan los espermatozoides con

movilidad y cabeza unida al ácido hialurónico (Ye et al., 2006) y se encuentra significativamente

reducido en los varicocele grados II-III (Vivas-Acevedo y col, 2014).

En la Tabla 4 se presentan resultados de la unión del espermatozoide al ácido

hialurónico (Halosperm) y del test de fragmentación SCD. En todas las categorías de SCD

evaluadas se presenta un incremento de la fragmentación del ADN en el grupo con varicocele.

Hemos visto que no solo el testículo está involucrado en el varicocele, sino el epidídimo,

el cual sería una glándula intra-escrotal que recibe sustancias provenientes del testículo

varicoso. Las funciones del epidídimo son reguladas por andrógenos testiculares y por factores

luminales provenientes del testículo, retetestis y conductillo eferentes como también factores

externos como infecciones y altas temperaturas (Turner y Riley, 1999). Las "células principales



epididimarias" son metabólicamente activas , producen ERO como también antioxidantes

enzimáticos (superóxido dismutasa , glutatión peroxidasa 5 y glutatión transferasa) y no

enzimáticos (taurina y glutatión ) (Castellón et al. , 2005) . La producción de antioxidantes por el

epidídimo es esencial para contrarrestar la producción excesiva de ERO originada localmente o

en tránsito desde los testículos (Jarow et al. , 2002 ; Agarwal et al. , 2012) .

Tabla 4. Correlación entre parámetros seminales , - glucosidasa neutra , test de unión al ácido

hialurónico y test de fragmentación del ADN . Fuente : British Jour Urolog Int . 2014 ; 113(4) :642-

469.

Estudio de correlación HBA Fragmentación del ADN

↑

↑ Volumen (mL)
No cambia

↓

↑ Concentración /eyaculado
No cambia No cambia

↑Morfología espermática (Kruger %) ↑ ↓

↑ Movilidad (%) ↑ ↓

↑Espermatozoides vivos ↑ ↓

↑PMN/eyaculado ↓ ↑

↑HOST (%) ↑ ↓

↑AGN (mUI/eyaculado) ↑ ↓

↑Índice de fragmentación SCD (%)

Es posible que las citocinas pro-inflamatorias y los radicales libres liberados en el testículo

varicoso afecten negativamente la función epididimaria . También se ha observado un incremento

de la apoptosis en el epidídimo en ratas castradas , la cual es mayor a nivel de la cabeza que en

las regiones proximales de este órgano (Fan y Robaire , 1998) y parece estar relacionada con las

secreciones provenientes del testículo , retetestis y tubos rectos las cuales tienen mayor contacto

con las regiones proximales (Turner y Riley, 1999) . Se han identificado factores lumicrinos que

tienen actividad antiapoptótica cuyos receptores se localizan específicamente en las células

epiteliales de la cabeza del epidídimo (Wade et al. , 2002) .

El daño al ADN causado por estrés oxidativo se acompaña de reducción de la actividad

mitocondrial y de la integridad del acrosoma (Saleh et al. , 2003; Blumer et al. , 2008) . Se han

descrito los mecanismos que pueden provocar daño al ADN nuclear y mitocondrial , especialmente

durante el transporte a través del epidídimo , sobre todo en la cauda y al estar suspendidos en el

eyaculado (Ollero et al. , 2001 ; Greco et al. , 2005) .

La hipoxia y el estrés térmico en el varicocele pueden provocar incremento en la

producción de ERO por las células principales , causando daño en las células del epidídimo y en

los espermatozoides durante el proceso de maduración (Wang et al. , 2008 ; Agarwal et al. , 2010;

Cho et al. , 2016 ) .

Opciones terapéuticas

Desde hace décadas se ha destacado que la corrección quirúrgica del varicocele ha mejorado los

parámetros seminales en un 50% a 80% de los casos (Lome y Ross, 1977; Marks et al., 1986) y

la tasa de embarazo se han alcanzado entre 31% y 71% (Scott y Young , 1962; Madgar et al.,

1995; Machen et al. , 2019) . Dado que parte de los hombres con varicocele son fértiles, no se

justifica en todos los casos la varicocelectomía . Se recomienda la reparación quirúrgica en



varicocele doloroso en los grados II - III y cuando hay disminución del tamaño testicular ipsilateral.

Aunque es un tema de debate, se ha reportado que la corrección quirúrgica mejora los parámetros

seminales en sus grados más avanzados (Steckel et al., 1993). La reparación quirúrgica del

varicocele es beneficiosa no solo para corregir la infertilidad asociada al estrés oxidativo, sino

también para evitar el efecto progresivo del estrés oxidativo sistémico. (Hamada et al., 2013). El

abordaje más aconsejable actualmente es la ligadura microquirúrgica por vía subinguinal

reduciendo las complicaciones como el hidrocele, el daño de los vasos arteriales y las recidivas. A

los 3 meses de la intervención, se aconseja realizar un estudio doppler de control así como un

seminograma (Protocolos de la Fundación Puigvert, 2018). Se ha encontrado que en el varicocele

disminuyen los antioxidantes del plasma seminal. Los mecanismos fisiopatológicos inducidos por

estrés oxidativo en varicocele todavía no se han entendido completamente, pero ERO han

emergido como un paso muy importante en el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de los

hombres que asisten a las clínicas de fertilidad (Moazzam, 2016).

Se ha observado mejoría es notoria en aquellos hombres que antes de la cirugía la

concentración espermática se encontraba por debajo de 40x10
6

/mL. Particularmente, la corrección

quirúrgica del varicocele subclínico o del grado I refleja muy pocas mejorías en los parámetros

seminales cuando la concentración espermática pre-operatoria es superior a 40x106/mL (Tinga et

al., 1984; Yarboroug et al., 1989; McClure R et al., 1991; Marmar, 2016). Una revisión detallada de

los estudios de la varicocelectomía confirma su efectividad al reducir el daño del ADN espermático

inducido por estrés oxidativo en varicoceles palpables (Roque y Esteves, 2018).

El suministro de antioxidantes luego de la varicocelectomía ha sido recomendado. Se

sugiere que para evaluar la terapia antioxidante en hombres infértiles con tratamiento quirúrgico y

con varicocele no tratados deben hacerse ensayos bien diseñados (Hamada et al., 2013). En un

grupo de sujetos con varicocelectomía subinguinal al ser tratados con vitamina E +selenio +ácido

fólico durante seis meses, los parámetros seminales mejoraron significativamente con respecto al

grupo no tratado (Ardestani Zadeh et al., 2019). Cambios positivos en el líquido seminal se han

observado después de la varicocelectomía, con el uso de productos naturales antioxidantes ricos

en polifenoles (Lozano-Hernández et al., 2019).

A pesar de la fuerte evidencia de los beneficios potenciales de la reparación del varicocele,

no se han realizado estudios controlados aleatorios adecuadamente diseñados para definir los

beneficios exactos de la varicocelectomía en los hombres con posibles indicaciones "alternativas"

de cirugía de varicocele (Schlegel y Goldstein, 2011) .

En los varicoceles subclínicos se recomienda solicitar al menos dos espermogramas en un

transcurso menor a los tres meses y confirmar que los niveles de FSH no se encuentren elevados

antes de la cirugía, de ser posible solicitar la medición sérica de inhibina B como un marcador

confiable de la actividad espermatogénica (Dadfar et al., 2010). Hasta el presente la cirugía debe

ofrecerse a hombres infértiles con un varicocele palpable y con parámetros seminales anormales

como lo sugieren las actuales Guías de la Asociación Americana de Urología y la Asociación

Europea de Urología con respecto al tratamiento. Desafortunadamente, no hay ensayos

prospectivos aleatorizados disponibles de tamaño, duración y validez estadística suficientes para

considerarse absolutamente definitivos sobre el tema de la varicocelectomía para la infertilidad

masculina (Leslie et al., 2019). No obstante, los estudios de las condiciones clínicas o

paraclínicas de los individuos que alcanzaron mejoría de los parámetros seminales después de la

corrección quirúrgica deben conocerse.

Factores predictivos de éxito de la varicocelectomía

Diversos factores se han definido como predictivos de recuperación quirúrgica del varicocele.

Condiciones como la obesidad, las características del semen y algunas hormonas han sido

debatibles en este aspecto. En la Tabla 5 se destacan los parámetros que se han considerado

predictivos de éxito tras la intervención quirúrgica en diversos estudios.

Tabla 5. Factores predictivos de éxito en la varicocelectomía. *Hipoespermatogénesis es un

parámetro predictivo favorable para la cirugía.



Prueba sugerida

Índice de masa corporal

Volumen testicular total ☐

Valor predictivo favorable

25-35 Kg/m2

29,6 mL

Edad del paciente

Relación neutrófilos/linfocitos sanguíneos

FSH en normozoospérmicos

oligozoospérmicos

FSH en Azoospérmicos

Inhibina B

Concentración de espermatozoides

Concentración

progresivos

de

≤37 años

≤ 1,69

y < 11 mUI/mL

< 17 mUI/mL

☐72 pg/mL

5-40 x106/mL

espermatozoides > 5 x106/eyaculado

Predictores de éxito para micro-TESE

Patrón de la biopsia testicular Hipoespermatogénesis*

Hormona antimülleriana <4.62 ng/mL

Relación HAM/Testosterona <1.02

Testosterona total >3,9 ng/mL

Edad y masa corporal

El varicocele avanza con el tiempo de haberse instaurado y la edad máxima sugerida para la

cirugía ha sido debatible (Vivas-Acevedo et al., 2010). Al compararse los resultados de los

parámetros seminales entre hombres jóvenes (<37 años) con respecto a hombres menos jóvenes

(≥37 años), las mejoras postoperatorias en la concentración y la movilidad fueron más notables en

los más jóvenes. En este sentido, la edad avanzada desfavorece la recuperación postoperatoria

en el recuento total de espermatozoides móviles (Kimura et al., 2017).

Los factores etiológicos de la infertilidad pueden ser únicos o asociados, incluyendo los

factores metabólicos (Lozano-Hernández, 2018b), sobre todo cuando hay elevada adiposidad en

quienes la calidad espermática es más baja (Lozano-Hernández et al., 2017). En adultos con y sin

sobrepeso la frecuencia del varicocele es la misma (Míguez et al., 2019) e independientemente del

valor del IMC, la varicocelectomía en pacientes con sobrepeso y obesidad parece ofrecer mejorías

probablemente por reducción del impacto metabólico. Aunque no se ha hallado una explicación

convincente, en los sujetos con bajo IMC, las recidivas en ellos son mayores. En cualquiera de los



casos, el peso corporal no es una condición restrictiva para recurrir a la varicocelectomía (Pham y

Sandlow, 2010; Gorur et al., 2015).

Hormonas y marcadores sanguíneos

La varicocelectomía inguinal izquierda o bilateral en hombres oligozoospérmicos muestra mejorías

en la concentración espermática y en la movilidad en un 57% de los casos. Un análisis de

regresión logística sugirió que la FSH preoperatoria en suero y la concentración de testosterona

ayudan a predecir la recuperación en la concentración espermática (Kondo et al., 2009). La falla

testicular en cuanto a la producción espermática de forma significativa se manifiesta como

oligoastenozoospermia o azoospermia (Masterson y Ramasamy, 2018), e independientemente del

grado de varicocele, el efecto pernicioso puede afectar ambas gónadas (Pasqualotto et al., 2005).

En cuanto a los niveles de corte de FSH y de concentración espermática resumidos en el cuadro 5

se muestran solo los rangos menos restrictivos. Se tiene que el valor sugerido para FSH

preoperatoria debe ser inferior a 11,3 mIU/mL (Dadfar et al., 2010). En los grados más avanzados

II –III se postula que quienes tienen concentración espermática > 8 x10
6

/mL con una movilidad

progresiva >18% presentan mejoras notables por cirugía (Shabana, et al., 2015). Con respecto al

logro del embarazo se observó que los alcanzaron primero quienes tenían cifras mayores de

concentración y movilidad (Peng et al., 2015), por lo que la calidad espermática muy reducida

debe ser exhaustivamente evaluada para identificar sus causas en cualquiera de los casos. Otro

estudio propone que los hombres con varicocele con concentración de espermatozoides

progresivos ≥5 millones/ eyaculado logran mejorías notables en la calidad espermática y en

alcanzar el embarazo (Matkov et al., 2001).

Si enfocamos el aspecto hormonal, al analizar las concentraciones de inhibina B se ha

observado que mejoraron la calidad espermática post cirugía en un 60% quienes tenían los niveles

más altos en los pre operatorios (Fujisawa et al., 2001), señalando que los rangos predictivos

favorables para inhibina B antes de la cirugía > 72 pg/mL (Ballesca et al., 2000). Con respecto al

volumen testicular total (derecho+izquierdo) recomendado para garantizar mejores resultados post

quirúrgicos se recomienda que un valor sumatorio ☐ 29,6 mL como otro posible predictor de éxito

(Dadfar et al., 2010).

Aunque no se encuentra una asociación directa del estudio hematológico con la actividad

espermatogénica, otro posible predictor de éxito citado es la relación neutrófilos/linfocitos (N/L) en

sangre, que es un dato más considerado como indicador de la inflamación sistémica. Tomando en

cuenta el efecto de la inflamación en el éxito de la varicocelectomía, se calculó esta relación previa

a la cirugía y a los 6 meses post operatorios. La relación N/L preoperatoria ≤ 1,69 mostraron

mayor recuperación. Los resultados de este estudio sugieren que la inflamación sistémica afecta

negativamente la probabilidad de mejoría en los parámetros espermáticos post- varicocelectomía

(Ates et al., 2019).

Azoospermia en el varicocele

Para los procesos de reproducción asistida se requiere de una concentración espermática mínima

requerida para la manipulación de los gametos (Lozano-Hernández et al., 2014). El tratamiento de

los pacientes con varicocele y con azoospermia no obstructiva sigue siendo controvertido. Se

sugiere que ante la presencia de dolor escrotal y riesgo de disfunción testicular se recurra a la

varicocelectomía (Schlegel y Goldstein M, 2011). El varicocele se encuentra en 5-10% de los

pacientes azoospérmicos y pocas evidencias respaldan la eficacia de la varicocelectomía en ellos.

La producción de espermatozoides después de la cirugía permite que mediante las técnicas de

reproducción asistida como la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) se ofrezca

como nueva alternativa aunque la tasa de éxito no supera el 10% (Chiba et al., 2016).

Mediante microTESE o microcirugía realizada con amplificación visual microscópica

(microscopio quirúrgico) se han podido obtener espermatozoides del tejido testicular en aquellos

túbulos seminíferos más engrosados y más blanquecinos. Niveles de la hormona antimulleriana

(HAM) <4.62 ng/mL y la relación HAM/Testosterona <1.02, han resultado ser valores predictivos



de éxito de alta precisión para la obtención de espermatozoides por microTESE (Alfano et al.,

2017).

Los únicos azoospérmicos que presentan recuperación pos varicocelectomía son los que

tienen un patrón histológico de hipoespermatogénesis, la cual se demuestra mediante por biopsia

testicular; casos como síndrome de Sertoli solo y otros diferentes a hioespermatogénesis no

ofrecen alternativas de éxito (Elbardis et al., 2019). Si el valor de FSH es ☐17 mUI/mL en un

azoospérmico se puede considerar falla espermatogénica severa y no es recomendable la cirugía

(Souza et al., 2003).

Conclusiones

Antes de recurrir a la corrección quirúrgica en un varicocele asintomático infértil, debe conocerse

la situación reproductiva de la pareja, no olvidar considerar las posibilidades gestacionales de la

mujer como su edad, años de duración de la esterilidad, permeabilidad tubárica, ausencia de

severas disfunciones ovulatorias, etc. Asimismo, la ovulación y la permeabilidad tubárica deben ser

investigadas. Si éstas u otras funciones reproductivas femeninas no están resueltas debe

aplazarse la decisión para el tratamiento (Corral y Ballesca, 2012).

Los hallazgos generales indican que el varicocele puede ocasionar daños no sólo a nivel

del testículo sino también del epidídimo, afectando la actividad de AGN, la calidad del núcleo y la

membrana espermática, lo que finalmente puede afectar la fertilidad masculina.

Los grados más altos del varicocele tienen mayor impacto en la calidad del semen. El

porcentaje promedio de espermatozoides con morfología normal se reduce en grado III, mientras

que los otros parámetros parecieran no verse afectados.

Concentraciones espermáticas ≤ 5 millones/eyaculado sugieren que se realice la

evaluación pre-operatoria endocrina de FSH, testosterona e Inhibina B, así como el registro del

volumen testicular para tener unas expectativas más claras de los resultados.

La reparación del varicocele para aliviar el dolor ofrece una tasa de resolución

significativamente alta pero en condiciones de éxito desfavorables, las técnicas de reproducción

asistida son la única opción de recuperación espermática.

El papel complementario de la varicocelectomía antes de la reproducción asistida y la

disminución significativa en la fragmentación del ADN espermático después de la reparación del

varicocele merecen estudios minuciosos.
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Resumen

La azoospermia se define como la falta de espermatozoides en una muestra seminal luego de ser

centrifugada y analizada minuciosamente. Existen 3 causas principales de este cuadro, las

llamadas pre-testiculares (déficit hipotálamo-hipofisario) que tienen buena opción terapéutica con

terapia de sustitución hormonal con gonadotrofinas. Las causas testiculares hoy tienen una

posibilidad de recuperar espermatozoides a nivel del testículo que ronda el 50% para poder

efectuar una técnica de reproducción asistida.

Las causas pos-testiculares u obstructivas tienen la opción de reconstituir la permeabilidad

con técnicas quirúrgicas o la posibilidad también de recuperar espermatozoides para fertilización

asistida. Lo importante es realizar un correcto diagnóstico que permitirá un correcto planteo

terapéutico. Los tests genéticos desde el cariotipo hasta los actuales paneles genéticos permitirán

en un futuro cercano una mejor caracterización del cuadro.

Introducción

La azoospermia se define como la ausencia de espermatozoides en una muestra de semen

centrifugada, en un hombre con función eyaculatoria normal. La incidencia de azoospermia entre

los pacientes que consultan por trastornos de fertilidad oscila entre 7 a 20% (1,2)
.

Un tercio de los

hombres azoospérmicos serán del tipo obstructivo y los restantes no obstructivos (3).

La aparición de las técnicas de reproducción asistida, especialmente de la inyección

espermática intracitoplasmática (ICSI) ha permitido para muchos de estos pacientes una

posibilidad terapéutica y un enfoque distinto desde el punto de vista diagnóstico.

Antes de catalogar a un hombre como azoospémico debe buscarse intensivamente en el

semen la presencia de algún espermatozoide, ya que de ser esta positiva se podrá utilizar para

efectuar una ICSI. Para ello se debe centrifugar la muestra durante 15 a 20 minutos a 3000rpm y

luego el pellet (sedimento) se analiza bajo microscopio minuciosamente en pequeñas gotitas. Al

realizar esto se encuentra en el 15 a 30 % de los pacientes inicialmente catalogados como

azoospérmicos algún espermatozoide útil para una ICSI (4,5). Este cuadro se denomina

criptozoospermia.

Cuando uno está frente a un cuadro confirmado de azoospermia uno debe plantearse a que

se debe este cuadro, pudiendo ser de causa pre-testicular, testicular o pos-testicular. Básicamente

para eso utilizamos 2 elementos, el volumen testicular y el nivel de FSH sérica, que en la gran

mayoría de los casos nos permite diferenciar el origen. La pre-testicular (hipogonadismo

hipogonadotrófico) se caracteriza por presentar muy bajo volumen testicular y muy bajo nivel de



FSH, la testicular por bajo volumen testicular (generalmente mejor que en el pre-testicular) y

niveles elevados de FSH y la pos-testicular por volumen testicular normal y FSH normal (Figura

1). Esto tiene que ver con que el volumen testicular correlaciona con la funcionalidad de los tubos

seminíferos y la FSH es la principal hormona estimuladora de la espermatogénesis, y su nivel

responde a la regulación por el feed back hipotálamo-hipofiso-testicular.

Figura 1. Características de los diferentes tipos de azoospermia (pre-testicular, testicular o pos-testicular) en base al

volumen testicular y el nivel de FSH sérico.

Azoospermia pre-testicular

Esta situación es la que se presenta en el hipogonadismo hipogonadotrófico (HH). Se define al

hipogonadismo como hipogonadotrófico cuando cursa con niveles disminuidos de esteroides

sexuales y valores de gonadotrofinas normales o bajos, por falla en la secreción episódica o

acción de GnRH o por disrupción en la secreción de gonadotrofinas. La presentación clínica del

hipogonadismo va a depender del momento en el que aparece y del grado de deficiencia

androgénica (Cuadro 1).

Cuadro 1 - Características clínicas del hipogonadismo pre y postpuberal.

Libido y erección

Pene

Escroto

Testículos

Inicio pre-puberal

No desarrolada

Tipo
infantil

Poco pigmentado,

ligeramente rugoso

Criptorquidia

Menor volumen

Inicio pos-puberal

Disminuida o ausente

Sin cambios

Sin cambios

Sin cambios o menor

volumen



Mama

Próstata

Espermatogénesis

Laringe

Piel

Ginecomastia

Pequeña, poco desarrollada

No iniciada

Aspermia

Voz infantil

Seca y pálida

Ausencia de acné puberal

Vello Vello pubiano con línea

horizontal

Ausencia de vello facial

corporal

y

Hueso Crecimiento huesos largos

Ginecomastia

Atrofia

Interrumpida,

infertilidad

Menor volumen de

eyaculado

Sin cambios

Piel seca, pálida con

arrugas Tuforadas

Disminución del vello

en axilas, pubis y a

nivel corporal

Disminución de la

frecuencia de afeitado

Ausencia de alopecía

androgénica

Osteoporosis

Fracturas

Músculo

Retraso en edad ósea,

osteoporosis

Poco desarrollo Atrofia

Menor fuerza

Disminuida, anemiaEritropoyesis

Lípidos

Disminuida, anemia

Aumento de HDL y

disminución de LDL

Distribución grasa Ginoide

Aumento de HDL y

disminución de LDL

Cambiando a ginoide

Si el inicio es prepuberal el desarrollo puberal estará incompleto o ausente y los pacientes

adquieren hábito eunucoide debido a la falta de cierre en los cartílagos epifisarios de los huesos

largos (distancia pubis-pies versus cabeza-pubis es >1, distancia entre la punta de los dedos

medios con los brazos extendidos es mayor a la estatura en 5 cm). El fenotipo es altamente

variable según el origen congénito o adquirido del hipogonadismo y el grado de deficiencia

androgénica, esto determina que algunos pacientes tienen signos de desarrollo puberal y cierto

grado de virilización.

En caso de que el hipogonadismo se inicie luego de la pubertad los principales síntomas

son disfunción eréctil, pérdida de libido e infertilidad.

Las causas que determinan la aparición de HH se pueden clasificar en adquiridas o

congénitas (Cuadro 2).

Cuadro 2 - Causas de hipogonadismo hipogonadotrófico.

ADQUIRIDO CONGÉNITO



Estructurales Tumores:

craneofaringioma,

germinoma, glioma,

meningioma, astrocitoma,

tumores hipofisarios

Enfermedades

infiltrativas: tuberculosis,

sarcoidosis,

hemocromatosis

Aislado Síndrome de Kallman

Hipogonadismo

hipogonadotrófico

idiopático

Traumatismos o cirugía Deficiencia aislada de

Funcionales

Radioterapia

Hipofisits linfocitaria

Histiocitosis de células de

Langerhans

Apoplejía hipofisaria.

Enfermedad aguda,

ejercicio físico excesivo,

anorexia nerviosa

Fármacos Opiácios, anabólicos,

corticoides

Asociado

LH

Deficiencia aislada de

FSH

a obesidad (Síndrome

de Prader-Labhart-

Willi y Síndrome de

Laurence-Moon-

Bardet-Biedl)

a hipoplasia

suprarrenal congénita

(DAX-1)

a otros déficits de

hormonas hipofisarias

(HESX-1, LHX3, LHX4,

PROP1)

Otras Hiperprolactinemia Otras Ataxia cerebelosa

familiar

Tanto los prepuberales como los post-puberales tienen 2 momentos en su vida desde el punto de

vista terapéutico, cuando desean fertilidad y cuando no lo desean. Entendiendo que el testículo

tiene una doble función, la de producir testosterona y espermatozoides, cuando al paciente no le

interesa su fertilidad lo que se deberá realizar es una terapia con testosterona para mantener la

función que tiene ésta, sin importar que el testículo produzca espermatozoides. Cuando el

paciente esté con deseo reproductivo se debe reemplazar la testosterona por las gonadotrofinas

faltantes (FSH y LH) para inducir la estimulación de la célula de Leydig y por lo tanto la producción

de testosterona y la estimulación de los tubos seminíferos para que produzcan espermatozoides.

El tratamiento con gonadotrofinas se inicia de 6 a 12 meses antes de que se comience a

buscar embarazo. Se indica aplicación de HCG en dos o tres dosis semanales de 1.000 a 1.500 UI

por aplicación, la dosis máxima es 5.000 UI/semana. A los 30 a 45 días de iniciado el tratamiento

se controla el nivel endógeno de testosterona para poder ajustar la dosis y/o el intervalo de

aplicación de la HCG y si se lograron niveles normales de testosterona se agrega gonadotrofina

menopáusica humana (HMG), FSH purificada o FSH recombinante en dosis de 75 UI

intramuscular o subcutánea (dependiendo del tipo de formulación), tres veces por semana, que

puede aumentarse a 150 UI por dosis si no se obtuvo espermatogénesis con dosis de 75 UI. El

tiempo de respuesta hasta lograr espermatozoides es variable pero puede tardar hasta 2 años.



Algunos autores han descripto la respuesta espermatogénica a la administración de HCG

solamente, principalmente en pacientes con déficit adquirido de gonadotrofinas pero en general se

necesita administrar ambas gonadotrofinas.

Entre el 40-80% de los pacientes logran respuesta con el tratamiento y se aconseja

criopreservar una vez que se obtienen espermatozoides. Una vez que se consigue el embarazo se

aconseja continuar con el tratamiento hasta cumplir el primer trimestre. Si no se consiguió

respuesta después de 2 años (azoospermia) puede intentarse la biopsia testicular para la

extracción de espermatozoides para buscar embarazo mediante un método de fertilidad asistida

de alta complejidad (ICSI). El concepto importante a remarcar es que no se debe efectuar un

intento de recuperar espermatoazooides testiculares en un paciente con hipogonadismo

hipogonadotrófico sin estímulo con gonadotrofinas ya que las posibilidades de obtener

espermatozoides son nulas (6).

Azoospermia secretora o testicular

La azoospermia de origen testicular se puede deber a alteraciones en la espermatogénesis por

causas genéticas (ej: Sindrome de Klinefelter), congénitas (criptorquidia), o adquirida (orquitis,

tóxicos, etc).

Clínicamente se caracterizan por tener una hipotrofia testicular y niveles de FSH elevadas.

En algunos cuadros como pueden ser las translocaciones o déficit meióticos en donde la

espermatogénesis está detenida puede haber volúmenes testiculares normales con niveles de

FSH normales.

En los pacientes sin antecedentes que justifiquen el cuadro es importante realizar estudios

genéticos, básicamente cariotipo que nos permite diagnosticar cromosomopatías como puede ser

el síndrome de Klinefelter, o translocaciones y el estudio de la región AZF. Esta región se ubica en

el brazo largo del cromosoma Y e involucra la presencia de varios genes relacionados con la

espermatogénesis, agrupados en 3 regiones AZFa (proximal), AZFb (central) y AZFc (distal). Lo

importante es conocer que en estos pacientes con azoospermia de origen testicular es factible

encontrar algunos focos de producción de espermatozoides en aproximadamente el 50% de los

casos. En estudios realizados hace muchos años se ha demostrado que en pacientes con

obstrucción de la vía espermática o con espermatogénesis normal, el número medio de

espermátidas maduras/tubo seminífero se encuentra en un rango entre 17.4 – 31.4 (7). En 1997

Silber presentó la correlación entre los resultados histopatológicos de biopsias testiculares y la

posibilidad de recuperar espermatozoides en pacientes con NOA (8). En la gran mayoría de los 45

casos analizados el estudio histológico mostró menos de 4 espermátidas maduras/tubo seminífero,

y ningún caso tubo más de 6.5 espermátidas/tubo. Esto representa una reducción entre 6 a 30

veces el número de espermátidas maduras/tubo en relación a los hombres con espermatogénesis

normal. Por lo tanto, aparentemente se puede encontrar una muy baja cantidad de

espermatozoides en el testículo de los hombres con NOA, y un umbral de 4 a 6 espermátidas

maduras/tubo debe ser superado para que algún espermatozoide alcance el eyaculado.

Los trabajos actuales, y nuestra experiencia, demuestra que ni la edad, ni el volumen

testicular, ni el nivel de FSH, ni la histopatología testicular son elementos categóricos, por lo que

ningún hombre con NOA puede ser excluido de un procedimiento de TESE salvo aquellos con

deleción completa de la región AZF a y b (4). Se han propuesto algunos modelos predictivo con

análisis multivarial con moderado valor discriminativo entre los pacientes con recuperación positiva

y aquellos en los que fue negativo (10).

Técnicas de recuperación de espermatozoides

Inicialmente se describió la técnica de extracción de espermatozoides testiculares (TESE, del

inglés testicular sperm extraction), que consiste en un procedimiento similar al efectuado para la

toma de una biopsia testicular (11). Los trabajos originales describían la toma de múltiples tomas

biópsicas (a veces más de 10) hasta encontrar espermatozoides (12). Este procedimiento no está

exento de riesgos de atrofia testicular, y por otro lado se ha demostrado que en los hombres con

NOA la distribución de la espermatogénesis es homogénea en todo el testículo y no en parches



como se sospechaba y por lo que se efectuaban múltiples biopsias buscando los

espermatozoides.

El procedimiento de TESE en pacientes con azoospermia testicular habitualmente consiste

en extraer un fragmento de parénquima testicular enviando el material al laboratorio de FIV. Allí el

material es disgregado primero mecánicamente, con tijeras y con 2 portaobjetos, y luego puede

ser incubado con colagenasa que facilita la búsqueda de espermatozoides (13). Si el laboratorio

informa la ausencia de espermatozoides se van efectuando otras tomas (en general hasta 3 de

cada testículo). En el laboratorio el material es centrifugado y observado minuciosamente en la

búsqueda de espermatozoides. Se considera que ciertas técnicas como los microfluidos o la

espectroscopia puede en un futuro identificar mejor la presencia de espermatozoides

especialmente aquellos genéticamente normales (14).

Se ha descrito una técnica microquirúrgica (microTESE), por la que se incide la albugínea

testicular bajo microscopio para evitar la lesión de los vasos sanguíneos, y bajo una magnificación

de 16X – 25X se observan los tubos seminíferos (Figura 2). Aquellos tubos con espermatogénesis

generalmente se suelen ver de mayor diámetro. Esta aproximación se ha propuesto para extraer

una menor cantidad de parénquima testicular y tener una mayor tasa de éxito en la recuperación,

sin embargo, un reciente meta-análisis no muestra mejores resultados (15).

Figura 2. Micro-TESE. A la izquierda: imagen bajo microscopio quirúrgico observándose dentro del círculo tubos de mayor

diámetro. A la derecha: imagen microscópica mostrando la presencia de un tubo con espermatogénesis completa rodeado

de tubos vacíos.

Algunos autores aconsejan efectuar una recuperación percutánea (TESA, del inglés testicular

sperm aspiration), por ser simple, efectiva y segura (16). Para esto se introduce al testículo una

aguja Butterfly Nro 19 o 21, conectada a una jeringa de 20 cc, estando todo el sistema con medio

de cultivo. Luego se realizan varios pasajes por el parénquima testicular y se efectúa presión

negativa para aspirar el contenido testicular. Si bien es una técnica muy simple, y que permite

obtener material (hasta tubos seminíferos), no todos los autores (inclusive nosotros) están de

acuerdo en su efectividad. Un trabajo que compara la recuperación con las técnicas a cielo abierto

y por punción en los mismos pacientes muestra una tasa de éxito de la primera (TESE) de 43% y

de la percutanea (TESA) de 11% (17). Esto sumado al posible riesgo de hematomas nos orientan a

efectuar la técnica a cielo abierta.

Asimismo, el material obtenido por TESE suele ser más abundante que por punción, y esto

permite la criopreservación del material excedente (18).Para ello se han utilizado distintas técnicas



como la criopreservación de tejido entero en glicerol :TYB , o laen glicerol :TYB, o la criopreservación de

espermatozoides en zonas pellucidas aisladas ( 19) . Los resultados con material criopreservado

suele ser similares a cuando se utilizan espermatozoides frescos (20) , sin embargo , este es un

tema todavía controvertido y en lo personal los mejores resultados se ven cuando uno criopreserva

espermatozoides móviles . Los espermatozoides inmóviles , suelen tener una menor tasa de

fertilización , posiblemente pues al descongelarlo no sabemos si está vivo o muerto.

Un tema actual de controversia es el tratamiento medicamentoso previo a la recuperación

de espermatozoides. Si bien se considera que la terapia con gonadotrofinas no es útil en pacientes

azoospérmicos hipergonadotróficos , algunos trabajos han postulado la mejoría en la recuperación

de espermatozoides incrementando los niveles de testosterona intratesticular. Para ello se ha

postulado el uso de citrato de clomifeno, HCG e inhibidores de la aromatasa (21 ) . Hay algunas

evidencias que el mayor beneficio podrían lógralo aquellos pacientes con una relación

estradiol/testosterona mayor a 10 (22) .

No cabe dudas que la posibilidad de recuperación de espermatozoides en testículos de

hombres azoospérmicos , junto con el desarrollo de la técnica de ICSI ha permitido la posibilidad de

la paternidad en estos hombres. Los resultados en el uso de estos espermatozoides muestra una

tasa de fertilización ligeramente menor que con espermatozoides eyaculados , sin embargo la tasa

de embarazo por ciclo es similar, aunque con una tasa de aborto mayor. Actualmente se considera

que en estos pacientes la posibilidad de constituir embriones genéticamente alterados ,

especialmente mosaicismo, es mayor (23) . Tal como dijimos previamente , posiblemente los peores

resultados se vean al utilizar espermatozoides que fueron criopreservados sin movilidad .

Si bien esto ha permitido una alternativa terapéutica a un número de hombres

azoospérmicos , existe un 50% de los mismos en los cuales no se logran recuperar

espermatozoides a nivel testicular. Para estos se plantean algunas alternativas futuras como son la

utilización de células germinales inmaduras, la maduración in vitro de células germinales y el

transplante de espermatogonias.

Alternativas futuras

Utilización de células germinales inmaduras

La aparición de la ICSI ha demostrado que los espermatozoides testiculares son útiles para

la fecundación y el logro de nacimientos normales luego de ser inyectado en el citoplasma

ovocitario, lo que implica que estos espermatozoides tienen una constitución adecuada para

permitir el desarrollo embrionario y que el único evento que ocurre en el espermatozoide luego de

su salida del testículo es la adquisición de la capacidad de penetración ovocitaria . Esto ha hecho

pensar que sería posible utilizar células germinales inmaduras que tengan un complemento

haplodide, como son las espermátidas. Pero además de este contenido haploide , la célula capaz

de ser utilizada en un proceso de fertilización debe ser capaz de activar al ovocito para que este

progrese en su meiosis , y debe aportar el centriolo que dirige las divisiones embrionarias

tempranas.

Los trabajos iniciales del grupo de Yanagimachi en roedores permitió demostrar que al

inyectar núcleos denudados de espermátidas redondas en ovocitos que previamente fueron

electroactivados se obtiene un 84% de fertilización . Sin embargo , la tasa de implantación fue

marcadamente menor que al utilizar espermatozoides testiculares (28 % contra 54%) (24).

Mucho más interesante es el trabajo del mismo grupo que demuestra el logro de animales

nacidos luego de la inyección de espermatocitos secundarios los cuales tienen un contenido

haploide pero con su ADN duplicado (25) . Ellos demuestran que los espermatocitos secundarios

se encuentran en el mismo estado meiótico que los ovocitos , y que estos son capaces de inducir la

continuación de la meiosis en las células espermáticas.

Si bien todas estas experiencias son muy atractivas para traspasar esto al humano, se

debe tener en cuenta la existencia de algunas dificultades . Primeramente , la identificación de estas

células inmaduras no es tan fácil de diferenciar in vitro de otras células redondas . En experiencias

controladas la exactitud diagnóstica ronda el 80% (27) . Segundo , la actividad mitótica normal y el

desarrollo de los embriones humanos depende en sus primeras etapas de la actividad del material



centriolar paterno, que es responsable de la migración de los pronúcleos masculinos y femeninos

en el momento de la fertilización normal (27) . Los espermatocitos secundarios todavía no han

formado este importante material . A diferencia , en los roedores este proceso es guiado por el

material centriolar materno . Por último , en todas estas experiencias se ha utilizado células

germinales precursoras de animales con espermatogénesis conservada y que no tienen

desordenes de la espermatogénesis que ocasionen esterilidad masculina .

En humanos, Tesarik comunicó el uso de espermatidas obtenida del eyaculado de

hombres azoospérmicos , logrando el nacimiento en 2 de 7 parejas que efectuaron esta técnica

(28) . Vanderzwalmen comunicó su experiencia en la recuperación y utilización de espermátidas

maduras, en elongación y redondas de material testicular, logrando el embarazo a término

despues de la transferencia de embriones obtenidos de la inyección de espermátidas redondas

(29) . Sin embargo, en esta transferencia había embriones con espermatozoides de otros orígenes ,

por lo que no es totalmente claro las posiblidades de desarrollo de los embriones de espermátidas

redondas.

Estas comunicaciones , y otras efectuadas a posterioridad ponen de manifiesto algunas

dudas y dificultades por lo que el uso de estas células inmaduras todavía deba ser considerada

experimental . Primero, la nomenclatura para identificar que es una espermátida inmadura , o un

espermatozoide anómalo todavía no es claro . Segundo, como dijimos previamente la identificación

de estas células es muy dificultoso . Tercero , la inyección de estas células es muy ineficiente para

el logro de embriones . Cuarto , la tasa de implantación de estos embriones es muy baja . Quinto ,

existen algunas dudas sobre los riesgos genéticos en el uso de estas células, especialmente

relacionado con el imprinting genómico (30) . Y por último , no es claro que exista una real

indicación para el uso de estas células , ya que se supone que es sumamente raro la detención de

la espermatógénesis en estado de espermátidas .

Maduración in vitro de células germinales

Se han descripto en mamíferos sistemas de cocultivo de células germinales aisladas y

células de Sertoli purificadas , lográndose completar la meiosis y la iniciación de la

espermiogénesis (31 ) . La experiencia con espermatogénesis humana es muy limitada (32) . La

maduración in vitro parecería una posibilidad potencial para el tratamiento de la esterilidad

masculina debido a detención espermatogénica .

Tesarik comunicó un estudio piloto utilizando células germinales testiculares de pacientes

azoospermicos obstructivos , cultivadas in vitro en la presencia o ausencia de FSH recombinante

(33) . En la presencia de FSHr se observó la progresión meiótica , y la maduración citoplasmática

de las espermátidas . Una experiencia similar fue comunicada por el mismo autor en casos de

células germinales de pacientes con déficit en la espermatogénesis.

Transplante de células germinales

Estudios en modelos animales demuestran que células germinales testiculares pueden ser

cultivadas o criopreservadas y luego transplantadas en roedores estériles donde se regenera la

espermatogénesis (34) . El transplante de células germinales también ha sido efectivo entre

diferentes especies de roedores (35).

Técnicamente las células germinales son aisladas usando tratamientos enzimáticos y luego

inyectadas directamente en los tubos seminíferos del receptor, en la rete testis o en los tubos

eferentes (36) . Luego de 2 a 4 ciclos de espermatogénesis (70 a 140 días), los animales son

sacrificados , observándose la presencia de células del donante .

Esta es una técnica que podrá ser utilizada en un futuro en humanos para transplante autólogo

en pacientes que vayan a efectuar quimioterapia o radioterapia . Otra posible aplicación es

combinado con terapia génicacon terapia génica para el tratamientoel tratamiento de posiblesde posibles alteraciones de la

espermatogénesis .

Azoospermia obstructiva



La obstrucción de la vía espermática es una entidad importante de ser diagnosticada dada su

potencial reversibilidad . Desde un punto de vista práctico , la azoospermia obstructiva puede ser

dividida en aquellas que tienen volumen eyaculatorio normal , con bioquímica seminal normal , de

aquellas con volumen eyaculatorio bajo , fructosa seminal baja y pH ácido . En las primeras uno

pensará en un proceso obstructivo desde el epididimo hasta la ampolla deferencial , mientras que

en la segunda uno deberá pensar en un proceso a nivel de los conductos eyaculadores , ya que la

obstrucción en este punto excluye el aporte de las vesículas seminales que normalmente

contribuyen con más del 90% del volumen eyaculatorio .

Etiología del proceso obstructivo

Infección

Dependiendo del lugar de localización de la infección , esta se manifestará como una

epididimitis , deferentitis , vesiculitis , o prostatitis . Estos distintos procesos en su evolución podrán ir

a la cicatrización con compromiso de la permeabilidad de la vía espermática . La localización más

frecuente de la obstrucción se encuentra a nivel de la union epidídimo-deferencial , o a lo largo del

epidídimo .

La llegada de gérmenes al tracto genital será a punto de partida frecuentemente uretral , por

uretritis gonocóccica , a Chlamydia o Mycoplasma, o por procesos infecciosos del arbol urinario o

instrumentaciones uretrales, con la presencia de germenes Gram negativos.

La tuberculosis es también una causa de obstrucción de la vía , pudiendo obliterarla en toda

su extensión .

Traumática

Raramente la vía puede afectarse por un traumatismo escrotal . En general las causas

traumáticas están dadas principalmente por un origen iatrogénico durante la cirugía . De esta

manera es factible la obstrucción del epidídimo durante la cirugía de la corrección del hidrocele (al

efectuar la resección y eversión de la vaginal ) , o al explorar el contenido escrotal y lesionar

accidentalmente el epididimo .

Una causa mucho más frecuente es la lesión del conducto deferente durante la hernioplastia ,

especialmente al efectuarla en niños muy pequeños donde el diámetro y la consistencia del

deferente hacen que sea factible su ligadura o devascularización en forma inadvertida (37).

Otra causa posible de obstrucción del deferente es al realizar una deferento-vesiculografía .

El traumatismo de la punción y la irritación de los medios de contraste pueden ser la causa de la

misma . Se aconseja utilizar catéteres de teflón y medios de contraste hidrofílicos de baja

concentración (38) .

En general todas estas obstrucciones suelen ser unilaterales y por lo tanto no repercutirán

mayormente en la fertilidad . Por esto se considera que la obstrucción por estas causas

posiblemente sea mucho mayor de lo que se ve habitualmente.

Congénitas y genéticas

Las obstrucciones congénitas suelen presentarse como agenesias, atresias o hipoplasias de

un segmento o de gran parte de la vía espermática . Existen obstrucciones puntuales en algún

lugar del epididimo , o como más frecuentemente la agenesia completa del deferente y el cuerpo y

cola epididimaria , existiendo solo un resabio de la cabeza del mismo . Este último cuadro suele ir

asociado con alteraciones (hipoplasia o agenesia) de las vesículas seminales por lo que se

manifestaran con un volumen eyaculatorio bajo.

En toda agenesia o hipoplasia de vía espermática se debe investigar la estructura de ambos

riñones , ya que como se sabe el brote ureteral que durante la vida embrionaria induce la formación

de los riñones , tiene origen en el mismo conducto de Wolff del cual deriva la vía espermática .

Hay patologías genéticas como el sindrome de Young y la fibrosis quística que se asocian

con obstrucción de la vía . El sindrome de Young se caracteriza por sinusitis crónica ,

bronquiectasia, y azoospermia obstructiva (39) . En la fibrosis quística , la azoospermia obstructiva



es la regla asociándose en general con agenesia deferencial . Además actualmente se considera

que algunos procesos obstructivos pueden ser formas menores de enfermedad fibroquística (40) .

Postvasectomia

Actualmente la vasectomía es un método muy difundido como método de anticoncepción . Si

bien quienes realizan una vasectomía suelen estar seguros de no desear hijos en un futuro, existe

un número de pacientes que replantean esa opción . Algunos aspectos técnicos favorecerán la

reversión , como ser el efectuar la vasectomía lo más lejos posible del epididimo dejando los cabos

separados de la forma más prolija .

Metodología diagnóstica

El examen físico y el espermograma , nos orientan fuertemente en los procesos pos-testiculares .

Así si tenemos un paciente azoospérmico , con testículos de buen tamaño , con volumen

espermático bajo, pH ácido y fructosa baja , y los deferentes no se palpan , estaremos frente a una

agenesia de deferentes y no necesitamos más elementos diagnósticos . Si se da el mismo cuadro ,

pero se palpan los deferentes , uno deberá solicitar la investigación de espermatozoides en orina

post-eyaculado para descartar una retroeyaculación . Si no existen espermatozoides en la orina , se

deberá pensar en un proceso obstructivo a nivel de los conductos eyaculadores , diagnostico que lo

confirmaremos con una ecografía transrectal de vesículas seminales o una resonancia de pelvis

con foco en vesículas seminales y próstata , las cuales nos permitirá ver la dilatación de los

conductos eyaculadores y de las vesículas seminales .

Si estamos ante una azoospermia , con testículos normales , y buen volumen eyaculatorio ,

uno deberá pensar en un proceso obstructivo en epididimo o deferentes . Para ello la medición de

FSH nos orientará a descartar la causa testicular, y procederemos a la biopsia testicular con

exploración de la vía espermática . Para ello , bajo anestesia se exterioriza el contenido escrotal , se

procede a efectuar la biopsia testicular tal como fuera descripta , y la visualización bajo

magnificación del epidídimo . Si este es normal , estaremos posiblemente ante un cuadro testicular

(ej . bloqueo espermático) , o una obstrucción entre testículo y epidídimo . Si el epidídimo está

dilatado buscaremos el punto de obstrucción del mismo; si no se visualiza y por lo tanto todo el

epidídimo está dilatado se procederá a efectuar la deferento-vesiculografía (DVG) para descartar

una obstrucción deferencial .

Para la misma se diseca una porción del deferente, preservando la irrigación , se cánula y se

inyecta medio de contraste diluido y se visualiza con radioscopia T. Una DVG normal permite la

visualización de los deferentes , eyaculadores, vesículas seminales y pasaje del medio de

contraste a la vejiga . Si la DVG es normal la obstrucción está en el punto epidídimo-deferencial .

Alternativas terapeuticas

Estos pacientes conceptualmente tienen la opción de revertir la obstrucción o recuperar

espermatozoides para efectuar una fertilización asistida . La decisión dependerá de factores como

la edad de la mujer y su reserva ovárica, la presencia de otra patología que oriente a realizar una

fertilización o el deseo de la pareja .

Las técnicas de desobstrucción se denominan vaso-vasoanástomosis si la obstrucción está

en el deferente, vaso-epididímoanastomosis si está en el epidídimo y si está a nivel de la

desembocadura de los eyaculadores es por medio de una resección endoscópica por vía uretral .

Vasovasoanastomosis

Aunque el deferente puede estar obstruido de forma congénita o por lesión en el curso de

cirugías inguino-escrotales , traumatismos o procesos inflamatorios , la causa más frecuente está

dada por la práctica de una vasectomía . El desarrollo de las técnicas microquirúrgicas ha

optimizado los resultados de repermeabilización .

La tasa de permeabilidad post-cirugía es del 85-90% con una tasa de embarazo del 45-60%.

La razón para esta discrepancia no se conoce . Posiblemente se deba a afectación de la función



testicular, o del epidídimo y por lo tanto exista una alteración en el proceso de maduración

espermática, estenosis parciales de la anastomosis, factores inmunológicos, etc.

Varios elementos pronósticos han sido puestos de manifiestos.

El análisis del tiempo de obstrucción muestra una relación inversa entre éste y el porcentaje

de embarazo y recuperación del eyaculado. El peor pronóstico lo constituyen aquellos casos en los

que el proceso obstructivo tiene una larga evolución (más de diez años). Se supone que la

hiperpresión retrógrada y la dilatación del túbulo epididimario favorecerían la ruptura a éste nivel

con el consecuente escape de líquido, formación de un granuloma y creación de una nueva

obstrucción a nivel epididimario.

Vasoepididimoanastomosis

En los pacientes con azoospermia obstructiva, la obstrucción a nivel epididimario se

presenta en más de los 2/3 de los casos. La microcirugía permite restablecer la continuidad de la

vía, practicando una anastomosis directamente entre el tubo epididimario sano pre-obstructivo,

donde se hallan espermatozoides, y el conducto deferente en su porción convoluta o recta una vez

que se ha comprobado su permeabilidad distal.

La tasa de permeabilidad se encuentra entre el 30 al 50% siendo muy determinante del éxito

el nivel de obstrucción del epidídimo, ya que obstrucciones muy proximales al testículo tienen peor

pronóstico ya que los espermatozoides no podrán completar el proceso de maduración siendo de

escasa movilidad y baja capacidad fecundante.

Desobstrucción de los conductos eyaculadores

En el caso de obstrucción de eyaculadores se sospecha por el espermograma con volumen

eyaculatorio bajo y signos ecográficos o de resonancia como la dilatación de las vesículas

seminales o la presencia de quistes prostáticos y se confirma con, la deferento-vesiculografía que

demuestra la ausencia de pasaje de medio a la vejiga, y el stop en la desembocadura de los

eyaculadores. Se procede a la resección de una pequeña porción lateral al verum, pudiendo

observarse la salida de fluido espermático. También puede inyectarse colorante por las agujas de

la deferento-vesículografía, que facilita la identificación.

Esta técnica simple permite restablecer la fertilidad luego de un diagnóstico correcto. Si en

los estudios espermáticos postoperatorios aumentó el volumen eyaculatorio, pero el paciente se

mantiene azoospérmico, debe sospecharse un cuadro posible que es la obstrucción secundaria a

nivel del epidídimo. Esta obstrucción se debe a que la obstrucción a nivel de los eyaculadores

origina un aumento en la presión retrograda con la posible ruptura del tubo epididimario que al

cicatrizar origina la obstrucción a este nivel.

Aspiración de espermatozoides asociado a ICSI

Los pacientes con agenesia de vías espermáticas u obstrucción no corregible micro-

quirúrgicamente constituyen un grupo sin alternativas de tratamiento, en donde generalmente hay

una buena producción espermática.

En 1985 Temple-Smith presentó el primer embarazo con espermatozoides obtenidos de

epidídimos en un paciente con obstrucción adquirida de la vía espermática asociándolo a FIV (41).

En 1987 Silber utilizó la misma técnica en casos de agenesia de la vía logrando embarazo (42).

El desarrollo de la técnica de ICSI ha permitido el tratamiento con una cantidad mucho

menor de espermatozoides y con una tasa significativamente mayor de embarazo ya que no se

requiere movilidad espermática, ni maduración epididimaria. Esto ha permitido la posibilidad de

utilizar espermatozoides recuperados del epidídimo por punción (PESA: aspiración percutánea de

epidídimo), o del testículo por punción (TESA: aspiración de espermatozoides testiculares) o a

cielo abierto (TESE: extracción de espermatozoides testiculares).

Conclusión



La azoospermia es un cuadro frecuente en la infertilidad masculina . Las técnicas de reproducción

asistida , los nuevos tratamientos hormonales y la mejoría de las técnicas microquirúrgicas ha

abierto en estos pacientes una importante alternativa terapéutica . En la etapa diagnóstica lo

primero es poder identificar si esto se debe a una causa pre-testicular, testicular o pos-testicular

para de esta manera poder ofrecer la alternativa terapéutica correspondiente (Figuras 3 y 4) .
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Figura 3. Algoritmo de diagnóstico genético en pacientes infértiles azoospérmicos . ICSI : inyección espermática

intracitoplasmática . PGD: Diagnóstico genético de preimplantación . TESE : extracción de espermatozoides testiculares . Alta :

se refiere a la falta de posibilidades terapéuticas actuales con este cuadro .



Figura 4. Algoritmo diagnóstico en pacientes con azoospermia. ICSI: inyección espermática intracitoplasmática. CAVD:

Agenesia bilateral de
la

vía espermática.
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Cápsula

En este capítulo analizamos el estado actual de las metodologías disponibles para evaluar el

estrés oxidativo, así como el impacto de diferentes tratamientos antioxidantes sobre la fertilidad

masculina.

Introducción

La infertilidad se define como la incapacidad de una pareja para concebir después de al menos un

año de relaciones sexuales sin protección (1). Esta condición afecta a un número cercano a 186

millones de personas en todo el mundo, de los cuales el factor masculino se encuentra implicado

en el 50% de los casos (2,3). Estudios recientes sugieren una disminución general en las tasas

globales de fertilidad de 4,7 a 2,4 nacidos vivos entre 1950 y 2017 (3). Además, diferentes estudios

focalizados en la fertilidad masculina muestran una tendencia negativa de la calidad espermática

en los últimos 30 años (4–7). Si bien algunos factores sociodemográficos cómo tener hijos a una

edad más avanzada pueden explicar la disminución de las tasas globales de fertilidad, existe cada



vez más evidencias que sugieren que los factores ambientales y los hábitos de vida poco

saludables contribuyen considerablemente a una peor calidad seminal (7–10).

Dentro de las posibles causas de infertilidad masculina se incluyen una amplia variedad de

alteraciones como por ejemplo, defectos anatómicos como el varicocele, obstrucciones y fallos de

eyaculación, infecciones del tracto genital, trastornos genéticos, alteraciones endocrinas y

problemas inmunológicos, entre otros (7). Además, se ha demostrado que factores como el estilo

de vida, el medio ambiente y algunos hábitos tóxicos pueden también afectar la calidad y el

desarrollo de los gametos y embriones (8–10). Actualmente, se está investigando en profundidad

el impacto que puede tener el estrés oxidativo y la capacidad celular antioxidante en la fertilidad

masculina, en especial el impacto de éstos sobre la calidad seminal (11). Diferentes estudios

sugieren que entre el 30 y 80% de los pacientes infértiles presentan unos niveles elevados de

especies reactivas del oxígeno (EROS) en el semen (11). Aunque se conoce que unos niveles

fisiológicos de EROS son necesarios para el buen funcionamiento del espermatozoide, ya sea o

bien contribuyendo a la movilidad del espermatozoide o bien promoviendo procesos como la

capacitación, la hiperactivación, la reacción acrosómica, la fusión al oocito y la fertilización, se ha

observado que un desequilibrio entre la producción de EROS y la capacidad celular antioxidante

tiene un impacto negativo en la fertilidad masculina (Figura 1). Por ejemplo, los niveles altos de

estrés oxidativo en el semen se han asociado con una menor concentración y motilidad de los

espermatozoides, así como a una menor integridad del acrosoma y a un mayor daño del ADN de

los espermatozoides (12–15). Además, se ha observado una correlación negativa entre unos

niveles elevados de EROS en el semen y la capacidad de fertilización del espermatozoide, así

como en la calidad del embrión después de los ciclos de fecundación in vitro (FIV) (14,16,17).

En base a todo el conocimiento actual sobre el impacto negativo del estrés oxidativo en la

fertilidad masculina, el tratamiento de pacientes infértiles con antioxidantes orales ha ganado

relevancia dentro de las prácticas clínicas rutinarias de evaluación del varón infértil (11). Diferentes

estudios han demostrado el efecto beneficioso del consumo de antioxidantes frente al daño

oxidativo provocado por componentes ambientales y patológicos, mejorando así las características

espermáticas, principalmente aquéllas asociadas al análisis del seminograma y a las tasas de

fertilidad. Recientemente, ha habido una serie de avances tecnológicos que pueden ser de gran

utilidad para la evaluación de la infertilidad masculina, lo que refleja la necesidad de una

actualización de las directrices del diagnóstico, pronóstico y tratamiento de la infertilidad

masculina (18). No obstante, a día de hoy la Asociación Europea de Urología en las guías clínicas

sobre la Salud Sexual y Reproductiva Masculina de 2021 no apoya el uso generalizado de los

tratamientos antioxidantes en la práctica clínica del hombre infértil (6). Principalmente, esto se

debe a que, a día de hoy, aún no hay un método estandarizado para la medición de las EROS en

el semen, así como, al gran sesgo observado entre los estudios empíricos que analizan el impacto

de diferentes tratamientos con antioxidantes en la tasa de embarazo (12). Además, tampoco hay

un consenso de los constituyentes o principios activos de los antioxidantes óptimos, ni tampoco del

tiempo que éstos deben ser administrados. Esto nos indica la necesidad de nuevos estudios

basados en ensayos clínicos prospectivos, de doble ciego, aleatorizados, y controlados con

placebo que validen la utilidad clínica tanto de las metodologías para determinar las EROS

seminales, así como validar la efectividad de diferentes compuestos antioxidantes (solos o

formulados) en el tratamiento de la infertilidad masculina.

En este capítulo de libro, analizamos el estado actual de las metodologías disponibles para

la medida del estrés oxidativo, así como el impacto de los diferentes tratamientos con

antioxidantes sobre la calidad espermática y la fertilidad masculina.

Estrés oxidativo y la infertilidad masculina

El estrés oxidativo (EO) se origina a partir del desequilibrio entre los niveles de los compuestos

antioxidantes y prooxidantes. Este desequilibro es producto del aumento de las EROS y/o a la

deficiencia de la capacidad antioxidante celular (Figura 1) (13).

Las EROS y/o “radicales libres” son moléculas derivadas del oxígeno, altamente reactivas,

que se caracterizan por tener electrones no apareados en su orbital externo. Incluyen radicales

centrados en el átomo del oxígeno (radical hidroxilo, radical óxido nítrico y radical anión

superóxido) y derivados no radicales (peróxido de hidrógeno, anión peroxinitrito y ácido

hipocloroso). Estas moléculas son generadas en el organismo en respuesta a señales fisiológicas,

actúan como moléculas de señalización de vida corta y están implicadas en procesos como la

división celular, la inflamación, la función inmunológica, la autofagia y la respuesta al estrés (14).



No obstante, la producción incontrolada de EROS induce al estrés oxidativo, alterando las

funciones celulares y contribuyendo a desarrollo de múltiples patologías como la aterosclerosis, la

enfermedad de Parkinson, el cáncer y la infertilidad (8).

En el semen existen numerosas y diversas fuentes de EROS tanto endógenas como

exógenas que pueden alterar el equilibrio entre los compuestos antioxidantes y pro-oxidantes y así

afectar la homeostasis celular y como consecuencia alterar la calidad espermática (13,15,16). En

el eyaculado, las principales fuentes endógenas de EROS son las células espermáticas y los

leucocitos seminales (17,18). Los espermatozoides generan EROS de forma fisiológica durante su

metabolismo celular, principalmente en las mitocondrias. Las mitocondrias son

la principal fuente energética de los espermatozoides humanos y las principales contribuyentes del

superóxido intracelular, el cual es generado de forma mayoritaria durante la fosforilación oxidativa

mitocondrial (15,19). Alteraciones en diversas proteínas relacionadas con la fosforilación oxidativa

mitocondrial están también presentes en los espermatozoides de pacientes que presentan fallos

de fertilización tras tratamiento de reproducción asistida (20). Además, se ha descrito que células

espermáticas inmaduras y anormales generan una mayor cantidad de EROS intracelular debido a

la acción de la enzima citoplasmática glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa presente en los residuos

citoplasmáticos de estas células (21). Las otras células que pueden actuar como fuente endógena

de EROS en el semen son los leucocitos. Aunque los leucocitos suelen ser escasos en el líquido

seminal, durante un proceso infeccioso en el tracto urogenital masculino, éstos pueden ser

reclutados con el objetivo de eliminar microorganismos patógenos y pueden encontrarse en una

concentración anormalmente elevada en el semen, lo que se conoce como leucocitospermia. Los

leucocitos y en especial los activados, son capaces de producir por lo menos 1.000 veces más

cantidad de EROS (superóxido, peróxido de hidrógeno y ácido hipocloroso) que las células

espermáticas maduras, generando un aumento desproporcionado de las concentraciones

de EROS en el semen, que pueden causar un empeoramiento de la calidad seminal (22).

Además, existen componentes exógenos asociados a la exposición y metabolización de

compuestos nocivos que también contribuyen al aumento de las EROS en el eyaculado como el

humo del tabaco, los ácidos grasos de los alimentos, los metales de transición y el etanol, entre

otros (10,23,24). Algunos agentes físicos también pueden inducir la producción de las EROS como

por ejemplo, los rayos gamma, los rayos X y la irradiación ultravioleta (13,25).

Para contrarrestar los efectos de estos EROS, en el eyaculado encontramos antioxidantes

que interactúan positivamente entre sí para mantener un equilibrio redox que permita conservar un

balance celular funcional. Es durante este proceso que los sistemas de detoxificación cobran

relevancia. Los antioxidantes se definen cómo un grupo de compuestos químicos que retrasan,

controlan y/o previenen procesos oxidativos, reduciendo el daño causado por las EROS y son uno

de los principales mecanismos que utiliza el cuerpo para mantener un balance reducción-oxidación

(redox) (26). Los antioxidantes que encajan dentro de esta definición incluyen, por ejemplo, a

captadores de radicales libres, desactivadores del oxígeno singlete, inactivadores de peróxidos y

otras EROS, quelantes de iones metálicos, desactivadores de productos de oxidación secundaria y

inhibidores de enzimas pro-oxidativas (27). Los antioxidantes pueden clasificarse de múltiples

formas. En primer lugar, están los que son producidos por el propio cuerpo, es decir, antioxidantes

endógenos y los que se derivan de fuentes externas, antioxidantes exógenos. Dentro de los

antioxidantes enzimáticos encontramos la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la

glutatión peroxidasa (GSH) (28). Estas tres enzimas están presentes tanto en el espacio

intracelular como en el extracelular del espermatozoide y forman el principal sistema antioxidante

del semen (29). La SOD cataliza la eliminación del anión superóxido, y en el semen encontramos

específicamente dos isoformas: la SOD-1 y la SOD-3 (30). La actividad de la SOD seminal ha sido

correlacionada positivamente con la concentración y motilidad de los espermatozoides (32). Por

otro lado, la catalasa actúa directamente sobre el peróxido de hidrógeno, lo que resulta en su

descomposición en agua y oxígeno molecular. Un estudio piloto encontró una correlación positiva

entre los niveles de catalasa en semen y la motilidad progresiva de los espermatozoides en

individuos normozoospérmicos (33). Finalmente, la GPX es la enzima responsable de la reducción

catalítica del peróxido de hidrógeno y los peróxidos orgánicos, incluidos los peróxidos de los

fosfolípidos. De forma interesante, se ha identificado una isoforma específica de GPX en semen

que protege el ADN espermático del daño oxidativo y promueve a la correcta descondensación de

la cromatina después de la fertilización (34–36). A parte de antioxidantes enzimáticos, en el semen

también se encuentran en concentraciones bajas una gran variedad de antioxidantes no

enzimáticos, que incluyen las vitaminas A, E, C, el complejo B, el glutatión (GSH), la coenzima

Q10, la carnitina y microelementos como zinc, cobre, selenio y cromo (29).



Los espermatozoides son más susceptibles a EO en comparación a otras células debido a

que poseen una gran cantidad de mitocondrias, tienen una alta concentración de ácidos grasos

poliinsaturados (PUFAs) en su membrana celular, los cual los hace altamente susceptibles al

ataque de radicales libres, y además, al ser células inertes a nivel transcrpcional y traduccional

poseen una limitada capacidad para protegerse del EO (37). La peroxidación lipídica es el principal

mecanismo por el cual el EO induce alteraciones funcionales en los espermatozoides

y está relacionado principalmente con la capacidad de estos metabolitos altamente reactivos para

estimular una reacción en cadena (8). Específicamente, los dobles enlaces de los ácidos grasos

poliinsaturados que se encuentran en altas concentraciones en las membranas de las células

espermáticas facilitan el proceso de abstracción de hidrógeno que inicia la cascada de

peroxidación (17). Este fenómeno genera la propagación de la reacción en cadena induciendo un

daño oxidativo sobre diferentes biomoléculas como las proteínas, lípidos, y el material genético del

espermatozoide, promoviendo finalmente la oxidación del ADN y la fragmentación de éste (8).

Un gran número de estudios han demostrado la importancia del EO como uno de los

principales factores que pueden explicar la etiología de las alteraciones funcionales de los

espermatozoides (8,15,16,19,38,39). A día de hoy, se ha estimado que entre un 30-80% de los

hombres infértiles tienen niveles elevados de ROS seminales, lo que aumentaría el daño del ADN

espermático y reduciría las posibilidades de fertilización y/o desarrollo de embriones sanos (40).

Por tanto, la utilidad diagnóstica y pronóstica de los índices de EO cobra relevancia en el

tratamiento y seguimiento del hombre infértil, aportando información relevante sobre el potencial

reproductivo.

Metodologías usadas para el estudio del estrés oxidativo seminal

El análisis de biomarcadores asociados al EO cobra importancia en el estudio de las posibles

causas de la infertilidad masculina. Las estrategias que se usan de forma rutinaria en el estudio del

EO se basan en la detección y cuantificación directa de las EROS o bien la detección y

cuantificación indirecta de la oxidación de carbohidratos, lípidos, proteínas y ácidos nucleicos (41).

Las EROS son moléculas de vida media corta y por tanto las convierte en excelentes

moléculas de señalización, pero su medición en los sistemas biológicos es compleja y requiere de

estrategias y/o equipamiento sofisticados (42). En la tabla 1 y figura 2 se resume las pruebas que

actualmente se usan para detectar marcadores de EO en el estudio de la infertilidad masculina.

La aproximación más usada en la clínica y la cuál está sugerida en el manual de

laboratorio de la OMS para el examen del EO del semen humano es la detección directa de los

EROS extracelulares mediante quimioluminiscencia usando compuestos como el luminol o la

lucigenina (43). Estos compuestos son sondas que al ser oxidadas emiten una señal de

quimioluminiscencia cuantificable y que se correlaciona con la cantidad de O-2 presente en el

eyaculado o en plasma seminal (43). Estos ensayos pueden ser utilizados con fines de

diagnóstico, debido a su fácil y rápido procesamiento, lo que facilita su implementación en la

clínica (44). A día de hoy, existen numerosos estudios que sugieren una asociación negativa entre

el aumento de los niveles de EROS detectados por luminometría y los parámetros de calidad

espermática como el recuento, la motilidad, la viabilidad y la morfología de los espermatozoides

(45,46). Sin embargo, se ha puesto en duda la validez del uso de estas metodologías debido a la

posibilidad de que estas sondas promuevan por si mismas, la generación de EROS y por tanto

haya una sobreestimación de los niveles de EROS (47). Por esta razón, para que esta

metodología pueda ser usada con fines clínicos se deben implementar controles para corroborar la

validez del resultado obtenido. Además, cabe destacar que estas pruebas no permiten cuantificar

la presencia de EROS intracelulares de los espermatozoides y de las células contaminantes, ya

que únicamente identifican las EROS que se encuentran en el medio extracelular. Existen otras

pruebas colorimétricas usadas para detectar EROS extracelulares (principalmente O-2) en el

eyaculado como son la prueba reducción del citocromo c y el ensayo de azul de nitro-tetrazolio

(NBT). Estas técnicas consisten en medir mediante espectrometría el producto de la

reducción/oxidación de la sonda: ferrocitocromo c y formazan, respectivamente (48). Algunos



estudios han correlacionado la producción de EROS seminales utilizando el ensayo NBT con

marcadores de la calidad espermática como la fragmentación del ADN y la motilidad de los

espermatozoides (49).

Además de la detección de los EROS extracelulares, diferentes tipos de sondas

fluorescentes han sido diseñadas y empleadas para la cuantificación de EROS intracelulares. El

análisis consiste en cuantificar la señal de fluorescencia del producto de la oxidación de la sonda,

al ser ésta excitada por una fuente externa. Existen una amplia variedad de sondas empleadas

para cuantificar los distintos tipos de EROS. Por ejemplo, la sondas dihidroetidio (DHE) y su

análogo modificado llamado mitoSOX permiten la detección del anión superóxido dentro de las

células y las mitocondrias, respectivamente (50,51). Para la cuantificación del H2O2 intracelular se

han usado sondas como por ejemplo: DCFH-DA, Amplex Red y la escopoletina, cada una de ellas

con un perfil de detección y especificidad diferente para las EROS (48). Se ha visto que las

muestras de semen de parejas infértiles de origen desconocido presentan niveles altos de EROS

intracelular y fragmentación del ADN y, por tanto, estos parámetros cobran relevancia en el estudio

de la infertilidad masculina (52,53). Otras sondas más específicas, como la sonda fluorescente

DHR ha sido utilizada para la detección de peroxinitritos (ONOO-) intracelulares aportando

información sobre procesos celulares importantes como la capacitación espermática y la reacción

acrosomal (54,55).

En las últimas décadas, se ha utilizado el estudio directo del estado redox celular para

describir los fenómenos oxidación y reducción en los sistemas biológicos. El análisis del potencial

redox de un compartimento o de célula específica se puede realizar utilizando una variedad de

técnicas. Para ello, existen varios métodos para el seguimiento de los cambios del estado redox en

las células, y estos incluyen la medición de las concentraciones intracelulares de glutatión reducido

y oxidado (GSH y GSSG, respectivamente), la medición de las concentraciones intracelulares de

NAD(P) + y NAD(P)H, la medición de tioles proteicos cuyas reacciones impulsan el sistema redox

celular y constituyen un grupo redox activo más grande, o la medición de la capacidad antioxidante

celular entre otros (48). Recientemente, se ha desarrollado un sistema galvanostático (Mioxys)

utilizado para medir la transferencia de electrones entre los compuestos reductores y los

compuestos oxidantes. Esta medición nos indica el potencial de oxidación-reducción (ORP) de una

muestra y es un método de detección directa del estrés oxidativo o del desequilibrio redox en

muestras biológicas. Este análisis sirve como indicador del potencial EO y se ha demostrado que

el ORP se correlaciona con varias condiciones patológicas asociadas al EO (56). Actualmente, el

sistema Mioxys puede medir el ORP de forma rápida y sensible y puede proporcionar una

alternativa para medir de forma sencilla el EO de las muestras de semen (56). En un estudio

comparativo entre hombres con parámetros seminales normales y alterados se determinó que el

valor ORP tiene un valor predictivo para la distinción entre los dos grupos (57).

Como alternativa a la detección directa de los EROS, se han diseñado diferentes

estrategias para determinar la oxidación de biomoléculas como los lípidos, proteínas y ADN, las

cuales pueden correlacionarse de forma indirecta al EO de nuestro sistema biológico. Dentro de

los métodos más utilizados para evaluar indirectamente el EO, encontramos la determinación de la

peroxidación lipídica (48). La evaluación de la peroxidación lipídica se basa en la medición de los

productos finales de las reacciones de oxidación de los lípidos de las membranas celulares, que

son los aldehídos libres generados, incluidos los malondialdehídos (MDA), el 4-hidroxi-trans-2-

nonenal (HNE), los isoprostanos (IsoP) y la acroleína (58). Varios estudios han demostrado que

niveles altos de peroxidación lipídica se asocian con una mala calidad espermática (42). Estas

pruebas son utilizadas convencionalmente como marcadores del EO y ciertos estudios sugieren

que éstos podrían predecir los resultados de las técnicas de reproducción asistida (ART) (59).

También podemos medir la oxidación inducida en las proteínas por las EROS generando

alteraciones estructurales, en la actividad enzimática o en las modificaciones post-traduccionales,

de forma reversible o irreversible (58). Por tanto, la detección de estas oxidaciones puede darnos

de forma indirecta el grado de EO de una muestra. El ensayo de carbonilo es la estrategia más

utilizada para medir la oxidación proteica y se basa en la medición de los grupos carbonilo de las

proteínas los cuales son producto de la oxidación directa de aminoácidos por las EROS. Se ha

demostrado que los grupos carbonilos de las proteínas son relativamente estables y representan



una modificación irreversible (58). Este biomarcador es considerado como un indicador de la

oxidación global de las proteínas para el cual se han diseñado varios métodos de detección

incluidos ensayos espectrofotométricos, ensayos ELISA, detección de fluorescencia y Western

blot (60). También se utiliza la medición de los productos finales de glicación avanzada (AGEs) que

son el resultado de modificaciones entre los grupos amino de las proteínas y los azucares

reductores. Aunque la formación de AGE no depende completamente del EO, pueden usarse

como posibles biomarcadores que pueden aumentar o disminuir dependiendo de una mayor

producción de EROS o de la activación de los enzimas antioxidantes. Diferentes estudios reportan

la relación entre los AGE y la infertilidad masculina (61–63).

Finalmente, se conoce que las EROS causan gran variedad de lesiones en el ADN como

alteraciones de bases y/o azúcares, ciclación de azúcar-base, enlaces cruzados entre ADN-

proteína y enlaces cruzados entre cadenas, que a su vez pueden resultar en roturas estructurales

del ADN. El daño oxidativo del ADN puede causar sustitución, adición, deleción y otras

alteraciones sobre las bases nitrogenadas. La 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) es una de

las principales modificaciones oxidativas en el ADN que se generan por hidroxilación de los

residuos de desoxiguanosina. La detección y cuantificación de la 8-OhdG ha sido usada como un

indicador temprano del daño al ADN. Algunos estudios han reportado una correlación negativa

entre los niveles de 8-OHdG con la fertilidad masculina (64–66) y la calidad del espermática (67).

Debido a que estas lesiones oxidativas del ADN no pueden ser reparadas por los espermatozoides

maduros, ya que son transcripcionalmente y traduccionalmente inactivos, se puede desencadenar

la fragmentación del ADN. No obstante, la oxidación de ADN espermático no siempre va ligada a la

fragmentación del ADN ya que, aunque en algunos casos la fragmentación del ADN de los

espermatozoides puede ser una consecuencia de una oxidación intensa del material genético, la

oxidación moderada del ADN espermático con frecuencia no se asocia con la fragmentación de

éste (68). Además, aunque un gran número de estudios han concluido que el EO es uno de los

factores más comunes asociados con la fragmentación del ADN espermático (SDF) (69–71),

existen otros muchos factores involucrados en la fragmentación del ADN nuclear de los

espermatozoides como por ejemplo, la remodelación incorrecta de la cromatina, la actividad

nucleasa o la exposición a factores externos como la radiación, o compuestos tóxicos (71–78). De

todos modos, en los últimos años, SDF se ha convertido en un biomarcador muy estudiado en la

evaluación de la infertilidad masculina, ya que se ha demostrado que los espermatozoides con un

daño significativo en el ADN, principalmente con fragmentación de doble cadena, pueden

desencadenar alteraciones en el desarrollo embrionario temprano una vez fecundan el ovocito,

dando lugar al riesgo de sufrir pérdidas gestacionales durante las primeras semanas del embarazo

o problemas con el desarrollo del feto (79–81).

A día de hoy se han implementado diferentes metodologías para la determinación de la

fragmentación del ADN espermático, dentro de las que se encuentran: el ensayo de estructura de

la cromatina (SCSA), la prueba dispersión de Cromatina espermática (SCD), la prueba de TUNEL

y el ensayo cometa, entre otros. El SCSA y la SCD basan su detección de SDF en la capacidad

desnaturalizante de la cromatina de los espermatozoides (82–84). El SCSA usa la tinción con

naranja de acridina para marcar el ADN de doble cadena en verde y el ADN de cadena sencilla en

rojo. Se ha demostrado ampliamente que la proporción de estas dos emisiones determina el

porcentaje de fragmentación del ADN, y se han publicado varios estudios para uso clínico (85–90).

Además, SCSA también proporciona un parámetro adicional denominado alta tinción del ADN

(HDS). Este parámetro es una medida del porcentaje de espermatozoides inmaduros dentro de la

muestra de semen, que también se puede tener en cuenta en la evaluación de la infertilidad

masculina (79). La prueba SCD evalúa la capacidad de la cromatina espermática para formar

halos de dispersión cuando su ADN no está fragmentado y se somete a condiciones

desnaturalizantes, lo que permite diferenciar los espermatozoides con ADN no fragmentado (con

halo) de los espermatozoides con ADN fragmentado (sin halo). Al igual que los otros métodos, se

han realizado estudios que muestran el valor de corte para la prueba de SCD que está asociado a

la infertilidad masculina (91–94). Por otro lado, el ensayo TUNEL se basa en utilizar la enzima

transferasa de TdT- terminal para marcar los extremos libres 3' del ADN, lo que da como resultado

un marcaje de los espermatozoides con roturas en su ADN (95,96). Además, se ha demostrado

que se puede incrementar la sensibilidad y especificidad de este método al ser analizado mediante

citometría de flujo (97,98). A día de hoy, sin embargo, la técnica que se ha descrito como el

método más simple y más sensible para medir roturas de cadena doble y/o cadena sencilla del

ADN es el ensayo cometa. El principio metodológico consiste en utilizar la migración del ADN de

células individuales usando la electroforesis como método para determinar la presencia de roturas

del ADN. La identificación de fragmentos pequeños escindidos fuera del núcleo en forma de una



cola de un cometa es equivalente a la presencia de daño en el ADN en una célula. Por lo tanto, la

evaluación del tamaño de la cola, conocido como “cometa”, y el patrón de migración del ADN son

usados para evaluar el grado de la fragmentación del ADN celular (99). Diferentes estudios

comparativos entre las diferentes técnicas de detección de la fragmentación del ADN describen al

ensayo cometa alcalino y la prueba TUNEL como las aproximaciones metodológicas más

sensibles, capaces de hacer la distinción entre pacientes fértiles e infértiles y siendo el ensayo

cometa la prueba con el mayor poder predictivo del potencial fértil de un individuo (100). No

obstante, estudios recientes sugieren que la fragmentación de doble cadena (DSB) tienen un

mayor impacto negativo en los resultados reproductivos que la fragmentación de cadena sencilla

(SSB) (101). Esto puede explicarse por la separación del ADN materno y paterno en los dos

pronúcleos diferentes durante la primera etapa del desarrollo embrionario, que no permite reparar

estos DSB por la ausencia de una cadena de ADN complementaria. Además, se ha demostrado

que el ciclo celular puede retrasarse si hay un número determinado de roturas de ADN de doble

cadena (102). Este efecto ha sido observado en pacientes con un alto porcentaje de DSB en los

espermatozoides ya que después de un ciclo de FIV-ICSI mostraba un retraso significativo en el

desarrollo del embrión y una menor tasa de implantación (103).

Tratamientos antioxidantes para mejorar la fertilidad masculina

Como se ha mencionado anteriormente, los antioxidantes son moléculas que pueden prevenir o

retrasar algunos tipos de daño celular asociados a la presencia de EROS, convirtiéndose así en la

primera línea de defensa contra los efectos nocivos generados por el EO (104). Por esta razón, la

suplementación con antioxidantes se ha convertido en una práctica cada vez más popular en

múltiples campos de la medicina, incluyendo en la medicina reproductiva.

A lo largo de los años, los tratamientos han variado considerablemente implicando el uso

de diferentes tipos de compuestos. Los antioxidantes que se han estudiado en el campo de la

fertilidad masculina son principalmente: la vitamina A, vitamina E, la vitamina C, los carotenoides,

las carnitinas, la coenzima Q10 (ubiquinol), el ácido docosahexaenoico (DHA), la cisteína y los

micronutrientes folato, selenio y zinc. La tabla 2 resume las características principales de los

compuestos antioxidantes usados con mayor frecuencia en el tratamiento del EO en el semen, su

función biológica y el mecanismo de acción que ejerce como antioxidante. No obstante, las

terapias antioxidantes más usadas en la actualidad para tratar la infertilidad masculina no se basan

en el uso individual de uno de estos compuestos sino en la combinación de varios de ellos. Hoy en

día se han diseñado múltiples combinaciones de antioxidantes con el objetivo de obtener un efecto

sinérgico y por tanto mejorar los beneficios que podría tener la monoterapia con un compuesto.

En la literatura hay más de 600 estudios que evalúan el impacto de la suplementación

antioxidante en la fertilidad masculina (105,106). Muchos de estos estudios evalúan el efecto de

diferentes tratamientos antioxidantes sobre los parámetros seminales, y un número más reducido,

sobre las tasas de fertilización y embarazo. A pesar de contar con un gran número de estudios,

hasta la fecha no se cuenta con conclusiones firmes con respecto a la efectividad clínica de los

antioxidantes orales sobre la calidad espermática y su efecto en las tasas del embarazo. Un

problema metodológico recurrente que encontramos en los estudios disponibles en la literatura es

el tamaño poblacional de éstos, ya que la mayoría de los estudios contienen menos de 100 sujetos

analizados. Por tanto, este tipo de estudios presentan una baja potencia estadística y la presencia

de un verdadero efecto biológico del tratamiento puede quedar enmascarado. Para superar esta

limitación, diferentes autores han utilizado la herramienta estadística del metaanálisis para poder

evaluar en conjunto estos estudios individuales, pudiendo aumentar la potencia estadística para

detectar un efecto real del tratamiento y evaluar la heterogeneidad de los resultados de los

diferentes estudios. En la tabla 3 encontramos un resumen de los 7 metaanálisis disponibles en la

literatura (107–113).

En los metaanálisis analizados, los tratamientos antioxidantes más evaluados son la

carnitina y la coenzima Q10 (CoQ10). Por un lado, la carnitina es un aminoácido que tiene como

función transportar los ácidos grasos hacia el interior de las mitocondrias y se ha evaluado su

impacto en la fertilidad masculina en 4 de los 7 metaanálisis realizados (107–109,112). Aunque en

algunos parámetros se observan resultados contradictorios, los 4 estudios muestran una mejora

en la motilidad de los espermatozoides después del tratamiento con carnitina. Por otro lado, se ha

evaluado también en 4 de los 7 metaanálisis realizados (107,111–113) el impacto de la CoQ10m,

que es un antioxidante liposoluble sintetizado de forma endógena y un componente esencial del

metabolismo energético mitocondrial (114) en los parámetros seminales. Al igual que la carnitina,



el efecto más claro de la CoQ10 es también una mejora en la motilidad de los espermatozoides.

Finalmente, los efectos del mineral Selenio y del aminoácido modificado N-Acetil Cisteína (NAC)

en la fertilidad masculina han sido de momento evaluados en dos metaanálisis diferentes cada uno

(107,108,110,112). En estos estudios se ha visto una mejoría en la concentración y motilidad de

los espermatozoides después del tratamiento con Selenio o NAC, y en el volumen seminal y

morfología de los espermatozoides únicamente después del tratamiento con NAC.

Se entiende que únicamente los hombres que experimentan EO pueden ser los grandes

beneficiados para una terapia antioxidante. A pesar de ello, la mayoría de los estudios que existen

hoy en día no examinan el EO en los pacientes antes de participar en los estudios. Está descrito

que cerca del 30% de los hombres infértiles presentan EO, por tanto, la inscripción indiscriminada

de pacientes sin la evaluación previa del EO diluye el verdadero efecto biológico de la

suplementación con antioxidantes y, consecuentemente, el poder del estudio. En definitiva, la

inclusión de la determinación del EO por diferentes métodos en los pacientes que se someterán a

un tratamiento de suplementación con antioxidantes como un criterio de valoración principal y su

posible mejora después del tratamiento, permitirá la identificación de aquellos pacientes que

realmente pueden beneficiarse de un tratamiento antioxidante en concreto.

Además, el criterio clínico más relevante que se tendría que analizar después de un

tratamiento antioxidante debería ser la tasa de nacimientos vivos y no la calidad espermática. La

presencia de una mejora estadísticamente significativa en la concentración, la motilidad y la

morfología espermática no tiene por qué tener una importancia clínica respecto al potencial fértil

de un individuo. Se han realizado un gran número de estudios que examinan la capacidad de

diferentes tipos de suplementos antioxidantes para mejorar la función reproductiva masculina, sin

embargo, aún no está claro si la terapia antioxidante masculina antes de la concepción puede

realmente mejorar las posibilidades de una pareja de convertirse en padres.

Conclusión

En el campo de la fertilidad el mayor foco de estudio ha sido principalmente la mujer. Esto se ve

reflejado en que actualmente la evaluación del varón infértil se basa únicamente en la observación

tanto macroscópica como microscópica del eyaculado y en que, actualmente, no existe ningún

tratamiento avalado por la Organización Mundial de la Salud (OMS) que pueda ser utilizado en la

práctica clínica para mejorar la fertilidad en los hombres. La OMS recomienda la realización del

seminograma para la evaluación de la fertilidad masculina, como un examen general de la calidad

del semen. Sin embargo, dado que la infertilidad masculina es un problema multifactorial, es

necesario estandarizar e implementar metodologías capaces de identificar las posibles causas de

la infertilidad para mejorar el tratamiento y el seguimiento del factor masculino dentro de los

procedimientos de reproducción asistida. En las últimas décadas se ha propuesto que el daño en

los espermatozoides ocasionado por el EO del semen puede ser el origen de la infertilidad de un

porcentaje significativo de los pacientes infértiles y cientos de estudios han reportado los efectos

beneficiosos o terapéuticos de los antioxidantes en la fertilidad masculina. No obstante, la falta de

un método estandarizado para medir ROS seminal de alta fiabilidad, el uso de una gran cantidad

de tipos y dosis diferentes de antioxidantes y la falta de estudios con la potencia estadística

adecuada para analizar los resultados de los antioxidantes sobre las tasas de fertilización y de

embarazo impide que se puedan llegar a conclusiones definitivas. En definitiva, uno de los grandes

retos para la Medicina Reproductiva moderna, es determinar las mejores metodologías para

evaluar el EO que permitan identificar el tipo de pacientes que pueden beneficiarse de un

tratamiento antioxidante así como determinar el tipo, dosis y duración de la mejor terapia

antioxidante.
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Cápsula

La producción de espermatozoides se inicia en la adolescencia y es influenciada por diversos

factores, desde la vida intrauterina y la infancia. El capítulo explica este proceso biológico y clínico.

Introducción

La adolescencia masculina es una etapa del ciclo de vida, intermedia entre la infancia y la vida

adulta. Son muchos los cambios biológicos que se presentan, siendo todos ellos fundamentales

para desarrollar una vida adulta funcional. Durante la adolescencia se adquiere la capacidad

reproductiva, cambia su sentir de la sexualidad, adquiere su estatura de adulto y suceden cambios

en su desarrollo corporal, afectivo, social y de identidad sexual. Este capítulo se enfoca en explicar

cómo sucede el inicio y el desarrollo de la fertilidad del varón, cuáles son las etapas y cómo puede

verse afectada en forma positiva o negativa por su estilo de vida, por factores genéticos,

metabólicos, infecciosos y del medio ambiente.

Adrenarquia: inicio de síntesis de hormonas suprarrenales

La adrenarquia es la etapa inicial de la adolescencia y precede a la síntesis de las gonadotrofinas

FSH (hormona folículo estimulante) y LH (hormona luteinizante). Se produce por la maduración de

la zona reticular de las glándulas suprarrenales, con lo cual hay un aumento de síntesis de los

andrógenos precursores de dehidroepiandrosterona (DHEA) y el Sulfato dehidroepiandrosterona

(DHEA-S). Para algunos investigadores, la edad de inicio es a partir de los 9 años. Cuando sucede

antes de los 9 años se considera que es Adrenarquia Precoz (AP). La AP es distinta de la

adolescencia precoz, que se manifiesta con el desarrollo de características sexuales secundarias

que incluyen el crecimiento testicular (1).

Clínicamente, se caracteriza por un cambio en el olor del sudor, por la aparición de vello púbico

y axilar. El mecanismo de producción de la adrenarquia no se conoce; se especula que existe un

factor liberador de andrógenos suprarrenales independiente de la hormona adrenocorticotropa

(ACTH). Estudios clínicos sugieren que la insulina, la somatomedina C o factor de crecimiento tipo

insulina 1 (IGF-1) y la Hormona de Crecimiento (GH) tienen influencia en la edad de la adrenarquia

(2). La adrenarquia tiene relación temporal con la Gonadarquia; son considerados como eventos

independientes y regulados por mecanismos diferentes. Puede existir Gonadarquia en ausencia de

adrenarquia como sucede en niños con insuficiencia adrenal.

La AP puede presentarse en algunos niños que tengan hiperplasia adrenal congénita o

tumores secretores de andrógenos de origen suprarrenal o testicular; en la mayoría de casos se

ha asociado a niños y niñas con bajo peso al nacer; y hay estudios que indican la presencia de

resistencia a la insulina, especialmente en niños con obesidad. Esta población tiene más riesgos

de presentar diabetes y problemas cardiovasculares en la vida adulta, por lo cual una sana

alimentación es importante para prevenir futuras complicaciones (3,4,5).



Gonadarquia: inicio de síntesis de gonadotrofinas

El inicio de la secreción de la FSH y la LH en la adenohipófisis se conoce como Gonadarquia y se

da gracias al inicio de la síntesis pulsátil del factor hipotalámico GnRH. Durante la infancia el

GnRH se sintetiza en forma no pulsátil y las concentraciones séricas de FSH y LH son mínimas. Al

iniciarse la liberación de GnRH, aparecen en la adenohipófisis los receptores de FSH en las

células de Sertoli, y de LH en Leydig, mecanismo que inicia la reorganización testicular,

iniciándose la construcción de la barrera hematotesticular, la meiosis y la síntesis de testosterona.

El desarrollo normal de la Gonadarquia es fundamental para la fertilidad del hombre y para su

desarrollo sexual (6).

La ausencia congénita de las neuronas que sintetizan GnRH se conoce como el síndrome de

Kallman y se caracteriza por el retraso de las manifestaciones clínicas de la adolescencia. Si no

hay síntesis de FSH, LH y testosterona, no se producen espermatozoides ni crecimiento de los

testículos ni hay eyaculación; el niño – adolescente, al no tener testosterona, no desarrolla el

crecimiento de los órganos genitales internos y externos. En la mayoría de los casos se presenta

anosmia, incapacidad total para detectar olores. Para su diagnóstico es necesario cuantificar las

gonadotrofinas, la testosterona, la prolactina, las cuales deben de tener valores de referencia de

niño. Su tratamiento es la administración de suplencia hormonal: testosterona de por vida para

desarrollar y mantener el desarrollo sexual y prevenir la osteoporosis. La suplencia con

testosterona no es suficiente para iniciar la espermatogénesis, por lo cual cuando el joven decida

tener hijos, deberá recibir durante uno o dos años FSH para producir espermatozoides. Una vez

deje de aplicarse la FSH retornara la azoospermia (7).

Clínicamente la Gonadarquia se puede monitorear por el crecimiento longitudinal y volumétrico

de los testículos que pasan de un tamaño infantil (4 cc) a volúmenes superiores. Este crecimiento

puede ser valorado con el orquidometro de Prader o por seguimiento ecográfico: durante el

crecimiento de los testículos hay cambios en el color y la textura de la piel del escroto, el cual se

torna inicialmente más delgado, liso de un color claro.

Oigarquia: primera eyaculación

La eyaculación es un proceso fisiológico que tiene dos etapas: una de emisión de los líquidos

producidos por las dos vesículas seminales y la próstata hacia la uretra prostática gracias a la

acción de la dehidrotestosterona y otra de expulsión que se produce cuando la cantidad de

líquido seminal llena la cavidad virtual de la uretra prostática desencadenando contracciones

rítmicas de los músculos de la uretra prostática y del piso pélvico; fisiológicamente está

relacionada con la presencia del orgasmo.

La primera eyaculación consciente fue definida por Laron Z. en 1980 (8) como Oigarquia.

Ocurre por auto-estímulo o por sueños nocturnos; tiene un significado fisiológico semejante a la

menarquia o primera menstruación de la mujer pero a diferencia de ella existe poca información

referente a su edad de aparición y las características del desarrollo que la acompañan. La

aparición del líquido seminal no significa que existe presencia de espermatozoides en el semen,

por lo cual se puede considerar la Oigarquia como un signo del desarrollo sexual y no del

desarrollo de la espermatogénesis.

La edad de la oigarquia varía entre los 10 a 15 años según diferentes estudios publicados.

Laron (8) reporta en adolescentes israelitas una edad promedio de 13,5 años de edad ósea con un

rango de 12,5 a 15,5 años; Carlier y Steeno en 1.985 (9) reportaronn la edad promedio en

adolescentes belgas de 13 años y 2 meses; García-Baltasar J. (10), en adolescentes mexicanos

en 1.994 reportaron a los 14 años y Ji CY, Ohsawa S. (11) en el año 2.000 en una población

urbana de adolescentes chinos la edad promedio de 14.2 años y de 14.8 años para

adolescentes que viven en zonas rurales. En Colombia, Vásquez F. – Bustos-Obregón E. (12), en

el 2004 reportaron un promedio de edad de 12.8 + 1.0 años; la oigarquia en este estudio se

presentó generalmente en estadio de Tanner 3 y 4 (12).

Las diferencias en los promedios de edad de los estudios pueden ser explicados entre

otras causas por tratarse de poblaciones con razas diferentes, diferencias genéticas, nivel

socioeconómico, estado nutricional y la influencia del medio ambiente. No hay estudios que

indiquen si la edad de la primera eyaculación se está presentando más temprano que en las

décadas anteriores, tal como si ha sucedido con la menarquia donde se ha observado que en los

países industrializados hay una tendencia hacia una menarquia en edades más tempranas. Las

causas de la disminución de la edad de la menarquía son poco claras, pero existe una



interpretación que considera que es un efecto de las condiciones alimenticias y ambientales (13).

Igual hipótesis puede plantearse para la oigarquia.

Significado emocional y cultural de la oigarquia

La oigarquia al igual que la menarquía son eventos con un impacto en la vida emocional y por lo

tanto son de fácil recordación. El varón adolescente relaciona este evento con el bienestar sexual.

Dada que la mayoría de las veces la oigarquia ocurre por auto estímulo y que este evento está

directamente relacionado con el placer sexual, la mayor parte de las culturas lo abordan es a

través del silencio, los mitos, tabúes, moralismos, lo que hace que este evento ocurra en forma

silenciosa. En cambio, en la menarquia la familia y la sociedad dan un mensaje educativo a la

adolescente que les informa que a partir de ese momento tiene la capacidad de quedar

embarazadas. Cuando se le pregunta a los varones adolescentes por lo que sintieron en ese

momento las respuestas más frecuentes están relacionadas con el placer, el silencio, sentimientos

de orgullo de convertirse en hombres, algunos pueden tener sentimientos de culpa y angustia,

temor, y un porcentaje no muy alto entienden que ya pueden tener la capacidad de tener hijos, y

algunos sienten que a partir de ese momento pueden iniciar su vida sexual. Todos estos cambios

en la forma de sentir las emociones están relacionados en parte con las acciones de la

testosterona en el sistema nervioso central (12).

Pubarquia

Se entiende por pubarquia el momento en que se da la aparición del vello púbico. Son los

andrógenos suprarrenales y testiculares los responsables de esta acción. Inicialmente el vello es

escaso, de color claro y delgado. Cuando aumenta la síntesis de andrógenos el vello es más

numeroso, su color se oscurece y se convierte en un vello grueso y enroscado. Su cantidad y

distribución se utilizan como parámetros clínicos del crecimiento y desarrollo del varón adolescente

según clasificación de Tanner (14).

Espermarquia: aparicion de los primeros espermatozoides en el liquido seminal

Los primeros estudios que permitieron establecer la edad a partir de la cual se producen los

espermatozoides fueron realizados en orina de adolescentes, proceso conocido como

espermaturia; también se ha evaluado a través de biopsias testiculares y en el líquido seminal.

Los estudios en orina estaban basados en la observación de que los espermatozoides después

de una eyaculación voluntaria o involuntaria aparecen en la orina al arrastrarlos de la uretra

prostática. Baldwuin en 1.928 (15) publicó el primer estudio utilizando la primera orina de la

mañana en 123 adolescentes en el rango de edad de 9 a 17 años, encontrando espermatozoides

en 29 de ellas. En 1.978 Richarson & Short (16) recolectaron muestras de orina con intervalo de 6

meses durante 7 años, en 134 niños que tenían 9 años al inicio del estudio; reportando

espermaturia en un 2% a la edad de 11 años, 15% entre 12 y 13 años y 24% a los 14 años.

En 1.979 Hirsh (17) reportaron en 429 adolescentes israelitas la espermaturia en un rango de

edad entre 11 y 16 años. En 1.986 Nielsen (18), reportaron la espermarmaturia en 40 niños de

Edimburgo a los 13.4 años. En 1.989, Kulin (19) reportó la espermaturia en 26 jóvenes

norteamericanos a una edad promedio de 14 años.

El primer estudio realizado en biopsias de testículos de adolescentes lo realizaron Sniffen

(20) en 1.950, y concluye que la espermatogénesis se establece gradualmente entre los 12 y 16

años. Charny (21) en 1.952, encuentra que un incremento del diámetro del túbulo seminífero

acompaña la maduración de la espermatogénesis, entre los 11 y 15 años.

La aparición de los primeros espermatozoides en el semen es un fenómeno conocido como

espermarquia y al parecer es posterior e inmediato a la oigarquia. La espermatogénesis depende

principalmente del estímulo de FSH, LH y testosterona en las células de Sertoli, Leydig y los

túbulos seminíferos

El primer estudio en líquido seminal lo publica Janczewski & Bablock en 1.985 (22), en

adolescentes polacos, encontrando que en el 80% de las primeras eyaculaciones no hay

espermatozoides; la producción de espermatozoides va aumentando a partir del tercer mes pos

oigarquia. Vásquez & Bustos-Obregón (12) reportan en el año 2.004 en una población de 161



adolescentes colombianos un promedio de 28 millones de espermatozoides durante el primer año

post-oigarquia; 54 millones a los 2 años; 119 millones a los 3 años y 164 millones de

espermatozoides a los 4 años, coincidiendo con lo reportado por Janczewski & Bablock; la

espermatogénesis se da en forma gradual y lenta. Mori reportó en adolescentes brasileros un

recuento total de 150 millones de espermatozoides en etapa 5 de Tanner y de 67.8 millones en

etapa 4. (23)

Los estudios han reportado en adolescentes en etapa 5 de Tanner, oligozoospermias en

porcentajes entre 7% y el 15.8% y azoospermia en un 1.8% Presumiblemente esta población

constituye una población de riesgo de infertilidad temprana (12, 23).

Carmona (24) en el año 2.012 reporta en 21 adolescentes colombianos la presencia de

espermatozoides en el líquido seminal a los tres meses del inicio de la primera eyaculación. A los

9 meses observó que el 100% de los adolescentes tenían espermatozoides. Estos datos sugieren

que al finalizar el primer año post-oigarquia hay un alto porcentaje de adolescentes que tienen una

alta capacidad reproductiva.

En resumen, la mayoría de las primeras eyaculaciones antes de 3 meses no tienen

espermatozoides y posterior a ese tiempo se inicia una producción de espermatozoides que

permite que la mayoría de los adolescentes tengan al terminar el primer año posterior a la primera

eyaculación una cantidad de espermatozoides semejante al mínimo normal del adulto.

Parametros seminales en la adolescencia

Los estudios publicados de espermograma realizados en adolescentes son pocos y no permiten

tener un consenso sobre los valores de referencia en esta población. Janczewski & Bablock (21),

Vasquez & Bustos-Obregón (12), Mouri (23), Paris (25) y Kliesch (26).

A continuación, se presentan algunos datos de las variables del espermograma en adolescentes.

Volumen

El espermatozoide necesita del líquido seminal para su desplazamiento. El volumen

depende de las concentraciones de testosterona que estimulan las vesículas seminales y la

próstata. Las primeras eyaculaciones tienen un promedio de 0.1cc a 0.6 cc, el cual se va

incrementando hasta lograr valores superiores a 2 cc en un periodo de dos años posterior a la

primera eyaculación (12,22).

pH

El pH seminal alcalino es fundamental para la supervivencia del espermatozoide. Las

primeras eyaculaciones tienen un pH promedio de 8.7; posteriormente el pH disminuye estando

siempre en rangos alcalinos (12).

Mucolisis

El 98,7% de los adolescentes presentaron una licuefacción completa, lo cual sugiere que la

mucólisis es un proceso que se instaura tempranamente. Janczewski & bablock en 1985

reportaron que el proceso de mucólisis se produce alrededor de los 11 meses después de la

primera eyaculación, que coincide con los resultados de vásquez & bustos-obregón (12).

Movilidad

La movilidad del espermatozoide es un criterio determinante de su capacidad reproductiva.

Los resultados presentados indican que en la adolescencia a media que pasa el tiempo pos

primera eyaculación se incrementa el porcentaje de movilidad del espermatozoide. El porcentaje

promedio de espermatozoides móviles reportado por vasquez & bustos obregón (12) fue de 59.2 ±

17.6.

Morfología



La morfología es un factor predictivo de la capacidad reproductiva del espermatozoide. Los

estudios de espermograma en adolescentes indican que es un proceso gradual donde el

porcentaje de formas normales se incrementa con la edad pero que desde el inicio el porcentaje

de formas anormales predomina en forma importante. El promedio de formas normales reportado

por Vásquez fue de 23,4% (12,27) semejante con lo reportado por Paris (25) y Kliesch y

colaboradores (26).

Valoración de las hormonas reproductivas durante la adolescencia

La valoración endocrina de la fertilidad en el hombre, se realiza principalmente con la titulación de

la FSH, LH y testosterona. Durante la infancia y la etapa de la adrenarquia las concentraciones de

las tres hormonas son inferiores al valor mínimo de referencia del adulto. La FSH se correlaciona

con el inicio y desarrollo de la espermatogénesis, la LH con la síntesis de testosterona. El aumento

de estas hormonas se inicia en la etapa de la Gonadarquia y su síntesis aumenta en forma

gradual. Cuando se presenta la oigarquia y la espermarquia las concentraciones de FSH, LH y

testosterona ya están dentro de los rangos de referencia utilizados en el adulto. Estas hormonas

son útiles en la valoración de la capacidad reproductiva del adolescente (12,13).

Factores que afectan la espermatogénesis del adolescente

La edad de mejor fertilidad del hombre es al finalizar la adolescencia y durante la etapa de adulto

joven. Pero según lo reportado por las investigaciones hay un porcentaje importante de

adolescentes que tienen oligozoospermia, astenozoospermia, teratozoospermia y azoospermia.

¿Cuáles son las causas que pueden alterar la fertilidad del adolescente?

La historia clínica nos remite a la etapa del embarazo y a la infancia.

Alrededor de la 6 semana de embarazo ocurre en el embrión la migración de las células

primordiales a la cresta urogenital. Si este evento tiene un proceso de desarrollo normal, el

embrión tendrá en sus testículos una cantidad suficiente de espermatogonias que le permitirá

tener una cantidad normal de espermatozoides a partir de la adolescencia. Por el contrario, si hay

una disrupción de la migración tendremos testículos con pocas o ninguna espermatogonia dando

origen a las oligozoospermia y azoospermia en la adolescencia.

Un factor a considerar es el genético, que, aunque se presenta con una baja frecuencia,

tiene el agravante de ser una causa no tratable en la mayor parte de los casos. Las anomalías

cromosómicas, las microdeleciones del cromosoma Y, las mutaciones del gen de la fibrosis

quística asociada a la agenesia bilateral de los conductos deferentes son los factores genéticos

más frecuentes asociados a la infertilidad del hombre (28).

El mal descenso testicular (criptorquidia), es la anomalía congénita más frecuente del tracto

genitourinario del niño, su prevalencia depende de la edad gestacional y el peso del niño; es un

factor asociado a la infertilidad y el cáncer testicular. El descenso y fijación de los testículos

criptorquídicos se realiza alrededor del año de nacimiento. (29) En la infancia el eje hipotálamo-

hipófisis–testículo está inactivo y se considera que no hay factores importantes que puedan alterar

la fertilidad en la infancia.

En la adolescencia, desde la adrenarquia hasta que se logra una madurez de la

espermatogénesis (alrededor de los 16 a 18 años) existen factores de riesgo que pueden alterar la

fertilidad. El varicocele testicular, (30,31), la inflamación de los testículos por paperas, la obesidad,

(32,33), enfermedades infecciosas de diferente etiología, el uso continuo de celulares de alta

gama, tratamientos médicos farmacológicos, radiaciones, el consumo de drogas adictivas como el

alcohol, la marihuana y otras, deben ser vista como posibles factores de riesgo reproductivo para

el varón adolescente. (34-39)

Conclusión

La fertilidad del joven y hombre adulto es dependiente en gran parte del desarrollo normal de la

espermatogénesis en la adolescencia. Actualmente muchos hombres están postergando la

paternidad y la sociedad estimula este aplazamiento en contravía de la biología natural. La

fertilidad en la adolescencia es alta aun en circunstancias de que tenga patologías asociadas a la



infertilidad. Pero con el tiempo el hombre pierde parte de esa capacidad reproductiva. La consulta

médica durante la adolescencia es la mejor manera de identificar a tiempo problemas que al futuro

puedan convertir en infértil a la persona.
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El principio de la anticoncepción masculina hormonal se basa en la administración del esteroide

sexual testosterona u otro andrógeno junto con una progestina u otro agente, para suprimir la

producción endógena de gonadotropinas, testosterona y la espermatogénesis. La testosterona se

ha utilizado en la práctica clínica para el tratamiento de hombres con hipogonadismo durante más

de 70 años y las progestinas son un componente esencial para la anticoncepción femenina

hormonal. Este capítulo revisará brevemente la venida era de la anticoncepción masculina

hormonal cuando un método puede estar disponible a partir de 2034 o antes, allanando el camino

para otros anticonceptivos masculinos no hormonales específicos (Wang, et al., 2016).

Métodos anticonceptivos masculinos actuales: retiro, condón y vasectomía

Existe una necesidad insatisfecha de anticoncepción, las parejas sexualmente activas que no usan

ningún método anticonceptivo fueron 12.3 % en 2010, variando del 6.2 % en América del Norte, el

10.4 % en América Latina, el 11.0 % en Asia y el 23.2 % en África (Alkema, et al. 2013). Las

necesidades son aún mayores para las adolescentes (15 a 19 años) a nivel mundial: en América

Latina, la prevalencia de uso de métodos anticonceptivos modernos fue del 23.7 % y la necesidad

de planificación familiar es del 32.4 % en mujeres adolescentes (Kantorová, et al., 2021). No hay

estudios comparables en hombres.

Los métodos anticonceptivos masculinos actualmente disponibles incluyen coitus

interruptus (retiro), condones y vasectomía. El método de retiro es utilizado por alrededor del 3.1%

de los hombres en el mundo. El método requiere el autocontrol de la pareja masculina y tiene una

tasa de fracaso del 20%. Debido a esta alta tasa de fracaso inaceptable, se recomienda que se

ponga a disposición de la pareja femenina un método alternativo, como la anticoncepción de

emergencia (Organización Mundial de la Salud y Escuela de Salud Pública de Johns Hopkins,

2018).

Los preservativos de látex y poliuretano son el método anticonceptivo masculino más

utilizado, con una prevalencia de uso del 11.3 % en Latinoamérica, 11.9 % en Norteamérica y 16.7

% en Europa (Ross & Hardee, 2017). Los condones tienen la ventaja de proteger contra la

transmisión de ETS y deben ser el método masculino preferido durante los encuentros sexuales

casuales. El éxito del uso del condón depende de la habilidad y la experiencia del usuario

(Organización Mundial de la Salud y Escuela de Salud Pública de Johns Hopkins, 2018). La tasa



típica de falla del uso de condones es del 13 %, pero cuando se usa correctamente, la tasa de falla

del método es solo del 2% (Sundaram, et al., 2017).

La vasectomía se ofrece como un método anticonceptivo permanente y es más adecuada

para parejas en una relación estable que han completado su familia o que no desean tener hijos

en el futuro. La tasa de fracaso de la vasectomía es inferior al 1%. Aunque la reversión de la

vasectomía es posible con cirugía especializada o tecnología de reproducción asistida, la tasa de

embarazo en la pareja femenina no está garantizada incluso cuando se restablece la

permeabilidad del conducto deferente. La vasectomía es más simple y menos costosa que la

esterilización femenina permanente con ligadura de trompas. La vasectomía sin bisturí es un

método aceptado que utiliza cirugía mínimamente invasiva con menos tiempo de operación, y se

asocia con menos dolor y tasas más bajas de sangrado e infección (Sharlip, et al., 2015). La

aceptación de la vasectomía es muy variable en todo el mundo: su prevalencia es más alta en

América del Norte y Europa 11.9 % en comparación con el 3.2 % en América Latina y el 0 % en

África (Ross & Hardee, 2017). Los nuevos métodos para ocluir los conductos deferentes incluyen

la inyección de polímeros de alto peso molecular que forman un hidrogel, "tapones curados en el

lugar", que se pueden disolver cuando ya no se requiere anticoncepción (Waller, et al., 2017), pero

hasta donde sabemos, los estudios clínicos en hombres aún no han comenzado.

Los principios de la anticoncepción masculina hormonal

En los hombres, la GnRH hipotalámica (hormona liberadora de gonadotropina) regula la función de

los testículos a través de la estimulación de la glándula pituitaria para producir y secretar

gonadotropinas, LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona estimulante del folículo) (Fig. 1 panel

izquierdo, sólido verde las flechas son estimulantes). LH estimula las células de Leydig para

sintetizar y secretar testosterona.

Las concentraciones de testosterona intratesticular son aproximadamente de 25 a 125

veces más altas que la concentración en la circulación periférica. La testosterona en los testículos

se difunde hacia los túbulos seminíferos para actuar sobre las células de Sertoli y promover la

diferenciación de las espermatogonias en espermatozoides maduros (espermatozoides). La FSH

estimula las células de Sertoli para que secreten muchos factores que estimulan la

espermatogénesis. La testosterona ejerce una retroalimentación negativa (Figura 1 panel

izquierdo, flechas rojas sólidas) tanto en el hipotálamo como en la glándula pituitaria para regular

la producción de LH y FSH para mantener la homeostasis del eje. La anticoncepción hormonal

masculina utiliza los mismos principios que la anticoncepción hormonal femenina, donde la

administración exógena de agentes anticonceptivos suprime el eje hipotálamo-pituitario-testicular.

Los andrógenos exógenos (principalmente testosterona), ya sea solos o en combinación con una

progestina, suprimen la producción de GnRH, LH y FSH utilizando el mecanismo de

retroalimentación negativa (Figura 1, flechas rojas del panel derecho). Los antagonistas de GnRH

también suprimen la producción de LH y FSH a nivel pituitario.

La producción reducida de LH da como resultado una supresión marcada de la producción

de testosterona por parte de las células de Leydig (Figura 1, líneas verdes punteadas del panel

derecho) creando una concentración de testosterona muy baja dentro del testículo disponible para

las células de Sertoli (observe la ausencia de testosterona en el panel derecho en la Figura 1),

impidiendo la diferenciación y maduración de espermatogonias a espermatozoides. Al mismo

tiempo, la secreción reducida de FSH de la glándula pituitaria colabora con la falta de testosterona

intratesticular para inducir una marcada supresión de la espermatogénesis. Los métodos

anticonceptivos masculinos hormonales basados en este principio de supresión de gonadotropinas

requieren testosterona u otro andrógeno para mantener los niveles séricos de hormonas

masculinas en el rango normal masculino adulto para apoyar la función sexual, las características

sexuales secundarias y los efectos dependientes de los andrógenos en el receptor masculino.

(Thirumalai & Amory, 2021; Yuen, et al., 2020). Los andrógenos/progestágenos administrados

exógenamente actúan a través de receptores que no solo se encuentran en los órganos

reproductores (epidídimo, vesícula seminal y próstata) sino también en el cerebro, hígado,

músculo, tejido adiposo, hueso y células hematopoyéticas produciendo efectos beneficiosos o

adversos.



Figura 1. Principios de la anticoncepción masculina hormonal. El eje normal hipotalámico-testicular-testicular se representa

a la izquierda. Las flechas verdes son estimulantes y las flechas rojas son inhibidoras. El GNRH producido por el

hipotálamo estimula la producción y la secreción de LH y FSH por el hipotálamo. LH estimula las células de Leydig para

producir testosterona, que actúa en las células SERTOLI dentro de los túbulos seminíferos para regular la

espermatogénesis. Los actos FSH también en las células SERTOLI y, junto con la testosterona, inicia la progresión de la

espermatogénesis para producir espermatozoides maduros. A la derecha se encuentra la situación inducida por los

anticonceptivos hormonales masculinos en los que los andrógenos exógenos y las progestinas suprimen la liberación de la

GNRH de las neuronas hipotalámicas y LH y FSH de la pituitaria (flechas verdes punteadas), privando las testículos de

testosterona (nota ausencia de la producción de testosterona Forma las células Leydig en el panel derecho), y junto con la

disminución de la progresión de la espermatogénesis de la espermatogénesis a los espermatozoides maduros. GnRH =

hormona liberadora de gonadotropina; FSH hormona estimulante del folículo; LH = hormona luteinizante. Adaptado de

Thirumalai, A., & Amory, J. K. (2021). Enfoques emergentes a la anticoncepción masculina. Fertilidad y esterilidad, 115 (6),

1369-1376.

=

La anticoncepción masculina hormonal es eficaz para prevenir el embarazo en ensayos

clínicos

Los ensayos de eficacia de los prototipos de anticonceptivos masculinos hormonales

proporcionaron evidencia de que los hombres podrían confiar únicamente en este método para la

anticoncepción altamente efectiva. En los primeros ensayos de inyecciones semanales de

testosterona enantato, los participantes no podían entrar en la fase de eficacia (cuando la pareja

utilizaba el fármaco experimental como único método anticonceptivo) hasta que tres

concentraciones consecutivas de espermatozoides alcanzaban la azoospermia (ausencia de

espermatozoides en la eyaculación) en el primer estudio (Grupo de trabajo de la Organización

Mundial de la Salud sobre métodos para la regulación de la fertilidad masculina, 1990) y ≤3

millones/mL en el segundo estudio (Grupo de trabajo de la Organización Mundial de la Salud sobre

la regulación de la fertilidad masculina, 1996). En la fase de eficacia del segundo estudio, el 77 %

de los hombres presentaba azoospermia, el 13 % fluctuó entre oligozoospermia grave (≤3

millones/mL) y azoospermia, y el 10 % presentaba oligozoospermia grave constante. No se

produjo ningún embarazo cuando los hombres eran azoospérmicos; cuatro embarazos se

atribuyeron a concentraciones de esperma entre 0.1 y 3 millones/mL. La tasa de fracaso de los

anticonceptivos se relacionó con la concentración de espermatozoides (Grupo de Trabajo de la



Organización Mundial de la Salud sobre la Regulación de la Fertilidad Masculina, 1996). Desde

este ensayo, los criterios de ingreso para participar en ensayos clínicos de eficacia anticonceptiva

se ajustaron al reducir el umbral de concentración de espermatozoides a≤ 1 millón/mL (Aaltonen,

et al., 2007).

Posteriormente, grandes ensayos de anticonceptivos masculinos hormonales que utilizaron

inyecciones de testosterona undecanoato o implantes de testosterona solos, o en combinación con

inyecciones de progestina, demostraron que el uso de la medición de la concentración de

espermatozoides de ≤ 1 millón/mL como criterio para ingresar la eficacia logró tasas de falla

anticonceptiva entre 1.1-1.6 por 100 personas/años (Tabla 1) (Behre, et al., 2016; Gu, et al., 2009;

Gu, et al., 2003; Mclachlan, et al., 2000; Turner, et al., 2003; World Health Grupo de Trabajo de la

Organización sobre Métodos para la Regulación de la Fertilidad Masculina, 1990; Grupo de

Trabajo de la Organización Mundial de la Salud sobre la Regulación de la Fertilidad Masculina,

1996). Estas tasas de fracaso son comparables a las tasas observadas para los anticonceptivos

hormonales contemporáneos para mujeres (Sundaram, et al., 2017). Ninguno de estos estudios de

eficacia clínica informó sobre la motilidad o la morfología de los espermatozoides dada la marcada

supresión concomitante de estos parámetros espermáticos cuando las concentraciones de

espermatozoides se suprimieron a ≤ 1.0 millones/ml (Gonzalo, et al., 2002; Ilani, et al., 2012;

Kamischke, et al., 2002).

Factores que afectan la espermatogénesis y la supresión de la producción de esperma

En los primeros estudios se observó que la supresión de la espermatogénesis a la azoospermia

ocurría en el 96 % de los hombres asiáticos y solo en el 68 % de los hombres no asiáticos (Grupo

de trabajo de la Organización Mundial de la Salud sobre métodos para la regulación de la fertilidad

masculina, 1990). Sin embargo, la supresión de la concentración de espermatozoides a

oligozoospermia severa (≤ 3 o 1 millón/mL) no fue diferente entre los grupos étnico-raciales (World

Health Organization Task Force on the Regulation of Male Fertility, 1996). Se han informado

diferencias iniciales en la histomorfología testicular, el metabolismo de la testosterona y la

capacidad de respuesta de la glándula pituitaria a la administración de testosterona exógena entre

hombres blancos y asiáticos orientales, pero poco se sabe si esto contribuye significativamente a

los diversos grados de supresión de la espermatogénesis en respuesta a la terapia con

testosterona exógena. Ilani, et al., 2011; Wang, et al., 1998).

En un análisis retrospectivo de 1756 hombres que participaron en ensayos clínicos de

anticonceptivos masculinos entre 1996 y 2006, la coadministración de progestina con testosterona

aumentó tanto la tasa como el alcance de la supresión de la espermatogénesis. La adición de una

progestina a la testosterona fue el factor más importante para inducir una supresión más completa

de la producción de esperma. Este estudio también confirmó que los hombres blancos suprimieron



la espermatogénesis en menor medida que los hombres asiáticos. La edad más joven, la

concentración de espermatozoides de referencia más baja y la concentración de testosterona más

baja se asociaron con una supresión más rápida (Liu, et al., 2008). Por lo tanto, optimizar la

combinación de progestágenos con andrógenos debería ser suficiente para suprimir la

espermatogénesis independientemente de la raza y el origen étnico (Wang, et al., 2016). Este es el

objetivo actual del desarrollo de anticonceptivos masculinos hormonales.

La anticoncepción masculina hormonal es reversible

En un análisis integrado de variable múltiple de datos individuales de más de 1500 participantes en

30 estudios anticonceptivos masculinos hormonales entre 1990 y 2005, mostramos que después

de la administración de Androgen o Androgen Plus PROGESTIN, la probabilidad de recuperación a

la concentración de espermatozoides ≥20 millones / ml fue 67% a los 6 meses y 90% dentro de los

12 meses y 100% dentro de los 24 meses. La recuperación más rápida ocurrió con una duración

más corta de tratamiento, preparaciones de testosterona de actuación corta, edad, hombres de

origen asiático, mayor concentración de espermatozoides en línea de base, supresión más rápida

de la espermatogénesis, y menor es el suero de referencia. Este estudio concluye que la

anticoncepción hormonal masculina es totalmente reversible (Liu, et al., 2006).

En los hombres hipogonadales infértiles donde la espermatogénesis puede ser

intrínsecamente defectuosa, una revisión sugirió que la terapia exógena de testosterona puede

causar una infertilidad prolongada y que la recuperación de la espermatogénesis puede ser

acelerada por la administración de antiestrógenos o gonadotropinas coriónicas humanas

(Oxpander, et al., 2016). Sin embargo, otro estudio mostró que cuando los hombres sanos con

parámetros de espermatozoides subnormales recibieron cuatro inyecciones de un reconocimiento

de testosterona, mostraron la misma capacidad de respuesta y recuperación de la

espermatogénesis como voluntarios sanos con parámetros normales de espermatozoides

(Nieschlag, et al., 2011). El elemento clave para estudiar la recuperación de la espermatogénesis

después de la interrupción de la anticoncepción masculina hormonal es garantizar que los

hombres continúen regresando para los análisis de semen, ya que se espera la recuperación

completa, pero el tiempo de recuperación varía.

Andrógenos y progestinas para la anticoncepción masculina hormonal

Cuando los regímenes de testosterona u otro andrógeno solo fueron utilizados inicialmente para

ensayos clínicos anticonceptivos masculinos hormonales, se reconoció que los andrógenos solo

pueden suprimir a los hombres con una concentración de esperma muy baja compatible con la

eficacia anticonceptiva (≤1 millones / ml) en más del 95% de hombres asiáticos, pero la supresión

fue menor en los hombres blancos (fuerza de trabajo de la Organización Mundial de la Salud sobre

los Métodos para la Regulación de la Fertilidad Masculina, 1990; Organización Mundial de la

Organización de la Salud Mundial en la regulación de la fertilidad masculina, 1996). Los

antagonistas de GnRH con andrógenos son tan efectivos, pero el costo y las inyecciones

subcutáneas frecuentes excluyen el desarrollo adicional hasta que estén disponibles agentes de

accion más prolongada o agentes GnRH orales (Bagatell, et al., 1995; Long, et al., 2021;

Swerdloff, et al., 998).

La búsqueda actual de anticoncepción hormonal involucra la combinación de andrógenos y

progestinas. La Tabla 2 resume las preparaciones combinadas de andrógenos y progestinas que

se han probado en ensayos clínicos (Meriggiola, et al., 2003; Nieschlag, et al., 2003; Wang &

Swerdloff, 2004). Cuando se administró la combinación de pellets de testosterona con inyecciones

de acetato de depot-medroxiprogesterona (DMPA) a 55 hombres, el 94% de ellos ingresó la

eficacia sin que el embarazo se informó en el socio, y la recuperación mediana solo tomó cinco

meses (Turner, et al., 2003). El otro ensayo clínico multinacional, multicéntrico reclutó a 320

parejas donde los participantes masculinos se administraron testosterona undecanoato e

inyecciones de noretisterona cada 2 meses. La concentración de espermatozoides se suprimió a ≤

1 millón / ml en el 95.9% de los hombres que entraron en la fase de eficacia. Se produjeron cuatro

embarazos en 266 parejas que dan una tasa de falla de 1.57 por cada 100 usuarios continuos

comparables a los métodos anticonceptivos hormonales modernos (Behre, et al., 2016). Los

participantes masculinos se recuperaron a la concentración de espermatozoides dentro del rango

de referencia de adultos dentro de las 52 semanas. Los eventos adversos comunes fueron el

acné, el dolor en la inyección, el aumento de la libido y los cambios de estado de ánimo.



Este estudio fue detenido prematuramente por un Comité Asesor Externo debido a un

aumento de los eventos de estado de ánimo adversos que fueron leves a moderados y ocurrieron

de manera desigual entre los centros . Sin embargo, los participantes del estudio encontraron el

método aceptable , y los investigadores concluyeron que la eficacia anticonceptiva era buena

(Behre, et al . , 2016) .

Table 2. Testosterone + Progestins used in Hormonal Male Contraception Clinical Trials

Androgens Progestin

Testosterone patch

Testosterone gel

Levonorgestrel Implants

DMPA injections

Testosterone injections

Enanthate , Decanoate ,

Undecanoate

Testosterone Implants

New Modified androgens

Dimethandrolone undecanoate (DMAU);

11beta-Methyl-19-Nortestosterone-17beta-

Dodecylcarbonate (11ẞ-MNTDC) * oral

and injections

7 alpha methyl-19 nor-testosterone (MENT) I

implants

*Currently utilized in clinical trials

Nestorone (Segesterone) Gel *

DMPA injections

Oral Levonorgestrel , desogestrel

Levonorgestrel implants

Etonogestrel implants

Norethisterone injections

DMPAInjections

New levonorgestrel injection

Levonorgestrel butanoate

El Instituto Nacional de Salud Infantil de Eunice Shriver y el Desarrollo Humano (NICHD) respaldó

los centros de redes de ensayos clínicos anticonceptivos (CCTN) . EI CCTN realizó pruebas de

concepto y estudios de fase temprana que demostraron que la testosterona transdérmica y el gel

de nestorona cuando se aplican diariamente a la piel por los hombres, dieron como resultado una

supresión persistente del eje hipotalámico-hipofisario-testicular (Mahabadi , et al . , 2009) y la

supresión marcada de espermatogénesis en aproximadamente el 90% de los hombres que aplican

el gel durante 6 meses (ILANI , et al . , 2012) . Dos estudios puente examinaron la farmacocinética y

la farmacodinámica (Anawalt, et al . , 2019) y la prevención de la exposición secundaria del gel

combinado a la pareja femenina (Yuen , et al . , 2019) . El CCTN está realizando un estudio de

eficacia anticonceptiva en 15 centros en 4 continentes y los resultados iniciales son muy

prometedores con el 98% de los hombres con azoospermia persistente cuando alcanzan los 12

meses de tratamiento (Tabla 1 ) (Long , et al . , 2021 ) .

Además, CCTN está completando estudios de fase 1 sobre dos nuevos andrógenos que no

solo se unen al receptor de andrógenos sino también al receptor de progesterona. Estos

compuestos , Dimetandrolone Undecanoate (DMAU) y 11beta-metil- 19-Nortestosterona- 17BETA-

Dodecylcarbonato ( 11ẞ-MNTDC) tienen acciones de andrógeno y progesterona y esta propiedad

permitiría el uso de un compuesto con dos acciones diferentes . (ATTTI , ET al . , 2011 ; attdi , et al . ,

2006) . Tienen una buena biodisponibilidad oral y se están desarrollando como pastillas e

inyecciones para la anticoncepción masculina . Los estudios a corto plazo de 28 días confirmaron

que la DMAU y el 11ẞ-MNTDC se convirtieron rápidamente a los medicamentos activos , DMA y

11B-MNT. Estos nuevos andrógenos eran efectivos para suprimir tanto LH como FSH con los

efectos anticipados de los andrógenos (Wu , et al . , 2019; Yuen , et al . , 2020) . Se necesitan estudios

a más largo plazo para demostrar la supresión de la espermatogénesis y la producción de

espermatozoides con estos nuevos andrógenos . Al mismo tiempo , estos dos esteroides

administrados como inyecciones intramusculares están en ensayos clínicos de Fase 1 .



Seguridad y tolerabilidad de la anticoncepción masculina hormonal

Los agentes anticonceptivos masculinos hormonales probados hasta el presente han sido muy

seguros y bien tolerados por los participantes del ensayo (Wu, et al., 1996). La testosterona se ha

utilizado desde la década de 1950 como reemplazo para los hombres con deficiencia de

testosterona. Por lo tanto, los posibles eventos adversos son muy conocidos (Bhasin, et al., 2018).

Los efectos adversos comunes pero leves incluyen el acné, la piel grasa, los cambios de libido, los

cambios de humor y los sudores nocturnos. El uso de testosterona o ésteres de testosterona no

produce cambios en la función hepática o renal. También es importante tener en cuenta el modo

de administración, ya que la testosterona oral puede resultar en una mayor supresión del

colesterol de lipoproteínas de alta densidad y la globulina transportadora de hormonas sexuales

que las inyecciones parenterales y las aplicaciones transdérmicas de gel. Los andrógenos no

deben administrarse a hombres con hiperplasia prostática benigna sintomática y cáncer de

próstata. Los andrógenos no causan enfermedades de la próstata, pero pueden aumentar los

síntomas de obstrucción urinaria inferior y agravar el cáncer de próstata.

Se desconocen los posibles efectos a largo plazo sobre la progresión del cáncer de

próstata localizado a una enfermedad más generalizada o sobre el aumento del riesgo de

enfermedad cardiovascular y se esperan los resultados de un gran ensayo controlado con placebo.

Cabe señalar que la anticoncepción masculina hormonal está dirigida a hombres que son mucho

más jóvenes que hombres mayores con enfermedad cardiovascular o de próstata. Las

concentraciones séricas de testosterona en los ensayos de anticonceptivos hormonales

masculinos se mantienen en el rango de referencia de hombres adultos, de modo que cualquier

posible evento adverso debe ser mínimo.

La acción y los efectos de las progestinas en el varón no están claros. Los efectos

adversos conocidos son datos en su mayoría de estudios de anticoncepción hormonal femenina.

Esto puede incluir aumento de peso, cambios de humor, sudores nocturnos y posibles cambios en

el metabolismo de la glucosa y los lípidos según la progestina que se haya utilizado (Ilani, et al.,

2012; Kamischke, et al., 2001; Mammers, et al., 2008). Una vez que un producto esté disponible

para los hombres, el estudio epidemiológico a largo plazo evaluaría estos posibles efectos

adversos de las combinaciones de andrógenos y progestágenos en hombres sanos más jóvenes.

Aceptación de la anticoncepción masculina hormonal de los hombres

La aceptabilidad de la anticoncepción masculina hormonal es generalmente favorable en los

hombres que participaron en ensayos clínicos. En un estudio de aceptabilidad cuidadosamente

diseñado de inyecciones mensuales de testosterona undecanoato en hombres chinos sanos, los

participantes en el ensayo encontraron que el método era aceptable pero informaron que las

visitas mensuales con inyecciones y análisis de semen eran inconvenientes (Zhang, et al., 2006).

En el estudio multinacional que usó inyecciones de testosterona undecanoato con enantato

de noretisterona cada dos meses para prevenir el embarazo en la pareja femenina, el 88 % de las

parejas informaron que usarían este método y el 82% estaban satisfechos con el método (Behre,

et al. , 2016). Los participantes en el estudio de fase dos inicial del gel combinado de nestorona y

testosterona estaban satisfechos con el gel, el 90 % encontró que el gel era fácil de usar y el 50 %

usaría el gel si estuviera disponible y recomendaría el método a otros. (Anawalt, et Al., 2019; Roth,

et al., 2014). En nuestros estudios más recientes sobre los andrógenos orales con actividad de

progestina, el 75 % de las participantes estaban satisfechas con la píldora, el 90 % recomendaría

el método a otras personas y el 63 % pagaría por este método anticonceptivo cuando estuviera

disponible (Nguyen, et al. 2020; Nguyen, et al., 2021).

Los participantes del estudio en los ensayos clínicos pueden no representar a la población

general, aunque aquellos inscritos en el estudio de prevención del embarazo pueden reflejar la

actitud y el comportamiento de los hombres en edad reproductiva que están interesados en usar

métodos anticonceptivos masculinos. Un estudio multinacional que utilizó cuestionarios o

entrevistas estructuradas en aproximadamente 1800 hombres en Edimburgo, Ciudad del Cabo,

Shanghái y Hong Kong concluyó que entre el 44 y el 83 % de los hombres usaría una píldora

anticonceptiva. Los hombres preferían las píldoras diarias a las tres inyecciones mensuales,

mientras que los implantes eran menos aceptables (Martin, et al., 2000). Del 71 al 90 % de las

mujeres en las mismas cuatro ciudades pensaron que una píldora masculina era una buena idea y

solo el 2 % de las mujeres no confiaría en que su pareja usaría el método masculino

constantemente (Glasier, et al., 2000). Otra encuesta de estudio de 9000 hombres de nueve



países en cuatro continentes utilizando una entrevista estructurada mostró que la decisión de usar

qué método anticonceptivo se tomó conjuntamente tanto por el hombre como por la mujer en el

54% al 82% de las parejas, y más del 55% de los hombres estaban dispuestos a usar un nuevo

método anticonceptivo. Los hombres de América del Norte y Europa prefirieron una píldora oral,

mientras que los implantes fueron los menos preferidos (Heinemann, et al., 2005). En África, los

hombres de Nigeria prefieren los preservativos y en Zimbabue, alrededor del 32 % consideraría

utilizar un nuevo método anticonceptivo masculino (Mbizvo & Adamchak, 1992; Onwujekwe, et al.,

2013).

Estas encuestas de población se realizaron hace más de 15 años y la equidad de género

ha cambiado notablemente en los últimos años. Las encuestas basadas en la población, tanto en

regiones del mundo desarrolladas como en vías de desarrollo y con escasos recursos, deben

realizarse con el uso de enfoques más relevantes temporalmente, como las redes sociales, para

redefinir la aceptabilidad de la anticoncepción masculina tanto en hombres como en mujeres.

Futuro de la anticoncepción masculina hormonal

Actualmente hay una falta de apoyo financiero de las compañías farmacéuticas para el desarrollo

de anticonceptivos. Las razones de la vacilación de las compañías farmacéuticas para prestar

apoyo pueden estar relacionadas con 1). Incertidumbre relacionada con la ruta de aprobación

regulatoria de un producto anticonceptivo masculino; 2). Incertidumbre percibida en la confianza de

la pareja femenina del hombre que utiliza métodos anticonceptivos; 3). Cuestión de quién será el

proveedor de atención médica de la anticoncepción masculina; 4). Posible responsabilidad por

falla de los métodos; y 5). Preguntas sobre los efectos a largo plazo del método Los nuevos

métodos anticonceptivos dirigidos a hombres han ganado apoyo a través de las redes sociales y

se deben ampliar los esfuerzos para proporcionar información sobre todos los nuevos métodos

anticonceptivos masculinos. Los datos preliminares sobre los datos del gel transdérmico

combinado de nestorona y testosterona, así como otros compuestos nuevos, pueden reavivar el

interés de las compañías farmacéuticas. Es muy probable que dentro de los próximos 10 años, la

combinación de nestorona y testosterona se haya sometido al ensayo clínico de fase 3 necesario

que conduzca a la aprobación de este nuevo anticonceptivo masculino controlado por el usuario,

reversible y seguro. Se necesitan estudios de panorama para preparar el lanzamiento del

producto. Una vez que el producto esté disponible y sea utilizado por hombres, los estudios

epidemiológicos posteriores a la comercialización deben garantizar la seguridad a largo plazo del

producto en hombres jóvenes sanos. El desarrollo continuo de inyecciones de andrógenos y

progestágenos combinados y preparaciones orales seguirá el ejemplo del primer producto

aprobado para la anticoncepción masculina reversible.

Los métodos masculinos hormonales allanarán el camino para los enfoques específicos de

los métodos no hormonales (Figura 2). Los objetivos en los testículos incluyen los procesos únicos

de meiosis, diferenciación de espermatozoides y espermiación. Los objetivos potenciales en el

epidídimo se encuentran en proteínas específicas de la superficie del esperma que regulan la

maduración y adquisición de motilidad de los espermatozoides. El desarrollo de la motilidad

hiperactivada de los espermatozoides, la capacitación, la reacción del acrosoma y la unión de los

espermatozoides al ovocito se producen en el aparato reproductor femenino y pueden

desarrollarse como anticonceptivos combinados masculinos y femeninos. El proceso de desarrollo

incluye la identificación del objetivo seguido de experimentos de prueba de concepto para

demostrar que la inhibición o eliminación de un objetivo específico da como resultado la

infertilidad. Los compuestos farmacológicos que inhiben estos objetivos se desarrollan mediante

una pantalla de alto rendimiento de bibliotecas de compuestos o mediante estudios de estructura y

actividad del objetivo (Gottwald, et al., 2006; Noman, et al., 2020; O'Rand, et al., 2016; Salicioni, et

al., 2020; Wisniewski & Georg, 2020). Estos nuevos compuestos deben someterse a toxicología

preclínica, antes de que puedan comenzar los estudios de seguridad clínica, tolerabilidad y

farmacocinética en hombres. Los candidatos a anticonceptivos masculinos no hormonales no han

llegado a los ensayos clínicos.
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Figura 2. Blancos potenciales para la anticoncepción masculina . Blancos potenciales para la anticoncepción masculina

durante la espermatogénesis , la maduración del esperma en el epidídimo , la perturbación de la función de espermatozoides

en el tracto reproductivo femenino y la interferencia con la unión del esperma al ovocítico . Adaptado de Gottwald , U. ,

Davies , B. , Fritsch , M. , & Habenicht, U. F. (2006) . Nuevos enfoques para el control de la fertilidad masculina : el HE6 como
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Cápsula

Andropausia es un síndrome que se presenta sobre los 40 años y se caracteriza por bajos niveles

de testosterona total (menores de 320-350 ng/dlt) asociado a la presencia síntomas cardinales.

Resumen

Hipogonadismo de Inicio Tardío (HIT) o comúnmente llamado Andropausia se define como un

síndrome clínico y bioquímico asociado al avance de la edad, caracterizado por síntomas que en

general son inespecíficos y bajos niveles testosterona total. Esta condición puede deteriorar la

calidad de vida y afectar negativamente el normal funcionamiento de numerosos sistemas (ej.

óseo, cardiovascular, muscular). La prevalencia real del HIT de acuerdo con el European Male

Ageing Study (EMAS) (1), el estudio más grande y de mejor calidad al respecto, determinó una

prevalencia de un 2,1% en población general de hombres entre 40 y 79 años.

Los síntomas más frecuentes de HIT suelen confundirse con los cambios que culturalmente

se asocian al envejecimiento normal. Existe relativo consenso en afirmar que los pacientes

sintomáticos se benefician de un tratamiento de suplementación con testosterona; sin embargo,

aún existen algunas interrogantes respecto de los beneficios al largo plazo de esta.

Introducción

Como todo síndrome el Hipogonadismo de Inicio Tardío (HIT) es un conjunto de síntomas y signos

que permiten formar una unidad diagnostica que explique el o los motivos de consulta de un

paciente. El diagnóstico certero asociado al conocimiento de la fisiopatología del síndrome permite

realizar intervenciones específicas para corregir las anomalías detectadas.

El objetivo de este capítulo es presentar una revisión actualizada de los diferentes aspectos

de este síndrome, incluyendo datos epidemiológicos, fisiopatológicos y relacionados con

alternativas terapéuticas del mismo.



Diagnóstico

El HIT se define como un síndrome clínico y bioquímico asociado al avance de la edad,

caracterizado por síntomas y bajos niveles T plasmática (bajo los niveles considerados como

normales para adultos) (2). La definición presenta dos problemas fundamentales. Primero, los

síntomas clásicamente asociados a HIT son extraordinariamente inespecíficos, y pueden estar

presentes en una gran cantidad de patologías (ej. anemia, hipotiroidismo, depresión, etc.). A

consecuencia de esto numerosos estudios han tratado de validar cuestionarios (ej. Aging Male

Symptom Score (AMS), Androgen Deficiency in Aging Men (ADAM), etc) que permitan detectar el

HIT en la población masculina mayor de 50 años, sin embargo, la sensibilidad y especificidad de

estos cuestionarios es baja, lo que ha llevado a los últimos consensos a no recomendar su uso

como herramienta de tamizaje ni diagnóstico (2).

En ese sentido se recomienda realizar la detección de los pacientes con HIT en base a los

síntomas característicos del síndrome (Tabla 1). Los cuestionarios y score de síntomas son útiles

en el seguimiento y control de la mejoría de los síntomas (3).

El segundo problema de la definición del diagnóstico se presenta con el nivel de T que

define el límite entre lo normal y patológico. En un último consenso de la: ISA (International Society

of Andrology), ISSAM (International Society for the Study of the Ageing Male), EAU (European

Association of Urology), EAA (European Academy of Andrology) y el ASA (American Society of

Andrology), se planteó que en un hombre con un valor mayor a 350 ng/dlt no está indicada la

sustitución, y que los pacientes con valores bajo 230 ng/dlt se benefician de la terapia de

sustitución androgénica (2). En aquellos pacientes con valores de Testosterona Total (TT) entre

230 ng/dlt y 350 ng/dlt, se debe evaluar la severidad de los síntomas y eventualmente calcular los

niveles de Testosterona Libre (TL) en base a la TT, SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) y

albúmina. En conocimiento de esa información el paciente y el tratante deberán evaluar los

potenciales beneficios y riesgos de la Terapia de Sustitución Androgénica (TSA).

Tabla 1. Síntomas característicos de los pacientes con HIT.

DiDisminución del deseo sexual

DiDisfunción eréctil y disminución de las erecciones matinales

DiDisminución de la capacidad para concentrarse

DiDisminución de la energía

Disminución de la masa muscular

Otro problema del diagnóstico basado en los niveles de T se produce porque estos valores

sugeridos por las diferentes sociedades científicas se basan en los valores considerados como

normales para los adultos, pero no toma en consideración la disminución normal de la T que se

observa con la edad. Este factor sumado a la presencia de numerosos hombres que poseen

valores bajos de T sin síntomas aún mantiene el HIT como una entidad clínica poco consistente

para algunos médicos (4). Esto último explica el hecho de que aún no existan evidencias

contundentes que permitan plantear realizar un tamizaje de niveles de T a la población general

para evaluar quien puede o no ser candidato a TSA. Sin embargo, en el paciente sintomático el

escenario es distinto ya que la detección de un HIT puede significar una mejoría significativa de su

calidad de vida si se realiza un tratamiento y seguimiento adecuado.

Mención aparte merece el tema de que tipo de T medir: total, libre o biodisponible. Sin duda

que como enfrentamiento diagnóstico inicial es la TT la más recomendada por su fácil

accesibilidad (se realiza en la mayoría de los laboratorios), y la variabilidad de los resultados entre

diferentes laboratorios es razonable (2).



La TL, tiene el problema de que el único método confiable para su medición es la diálisis de

equilibrio, método complejo, de alto costo y difícil acceso. Todos los otros métodos como análisis

inmunológicos, o radioimmunológicos son altamente inespecíficos y poco reproducibles razón por

la cual están desaconsejados para el diagnóstico de HIT (2). Si por interés fisiopatológico y de

manejo se desea evaluar los niveles de TL lo aconsejable es medir TT, SHBG (Sex Hormone

Binding Globulin) y albúmina; con esos valores se puede calcular el nivel de TL

(http://www.issam.ch/freetesto.htm). La correlación entre la fracción libre (medida por diálisis de

equilibrio) y la calculada es alta y confiable (5,6). La determinación del valor de T biodisponible que

equivale a la unida a albúmina más la libre, no está recomendada para el diagnóstico o

seguimiento del HIT (2).

En suma, para el clínico que se enfrenta a un paciente con sospecha de HIT el diagnóstico

se basa en la presencia de síntomas (Tabla 1) y de dos valores de TT bajo 350 mg/dlt (2). Es

importarte destacar que el diagnóstico se basa en dos mediciones, que deben ser realizadas antes

de las 10 A.M., esto por la variación circadiana de los niveles de T que pueden llevar a

interpretaciones erróneas. Una vez confirmado el diagnóstico, el resto del estudio etiológico

debería incluir niveles de Prolactina. En el caso de la FSH y LH, lo habitual es que, en pacientes

con HIT, la LH se encuentra normal al igual que la FSH. Esto refleja la falta de respuesta

hipotálamo-hipofisiaria a la baja producción de T desde el testículo, lo cual explica la falla mixta

(central y periférica) característica de la fisiopatología del HIT.

Por último, tomando en consideración la información previa, es razonable plantear que en

un paciente mayor de 50 años que consulta por estos síntomas, o que viene por otro motivo (ej.

chequeo prostático) y al preguntar dirigidamente los refiere, además de pensar en patologías

clásicas como depresión, hipotiroidismo o incluso cambios normales relacionados con la edad,

plantear un eventual HIT e indicar un examen de niveles de T que está disponible en laboratorios

de baja complejidad y a un costo razonable. Al igual que en el resto de los diagnósticos en

medicina, si uno como clínico no lo sospecha difícilmente podrá detectarlo.

Epidemiología

La prevalencia real del HIT es de un 2,1% en población general de hombres entre 40 y 79 años

(1).

Su incidencia aumenta con la edad y presenta una prevalencia elevada en pacientes

diabéticos y/u obesos donde está presente en el 15% a 30% de los hombres (7). En este último

grupo la prevalencia de HIT es de alto interés ya que del punto de fisiopatológico como se

explicará más adelante, el HIT puede preceder a un síndrome metabólico o a una diabetes

mellitus, lo que significa que un abordaje terapéutico eficaz podría generar un efecto positivo en el

manejo de patologías crónicas en estos pacientes (8).

Además de los pacientes con síndrome metabólico y diabéticos, existen otros grupos de

pacientes en los cuales la prevalencia de HIT parece ser mayor que en la población general (Tabla

2). Los pacientes portadores de VIH presentan en varias series clínicas alta prevalencia de HIT, y

la TSA en estos pacientes ha demostrado beneficios significativos para la calidad de vida (9).

Niveles bajos de T también han sido reportados como factor de riesgo para desarrollar

Enfermedad de Alzheimer (EA), y la TSA ha demostrado algunos beneficios también en este grupo

de pacientes (10).

Tabla 2 Factores de riesgo para desarrollar HIT.

Comorbilidades Prevalencia

Sobrepeso u obesidad 75% de los pacientes con HIT

HTA 28% de los pacientes con HIT

Enfermedad cardiaca 17% de los pacientes con HIT

Enfermedad prostática 10% de los pacientes con HIT

Diabetes mellitus 7% de los pacientes con HIT

Fisiopatología



Etiología HIT

Fisiopatológicamente, el HIT es secundario a una falla mixta; donde el testículo baja la

producción de testosterona y el eje hipotálamo/hipófisis no es capaz de producir la cantidad

suficiente de LH para estimular la mayor producción de testosterona desde testículo. Normalmente

el hombre produce 10 mg de testosterona al día. Después de los 40 años los niveles de T

disminuyen paulatinamente en 0,5% por año.

Clásicamente se describen dos tipos de hipogonadismo, el hipogonadotropo (falla

hipotálamo hipofisiaria) y el hipergonatropo (falla testicular primaria). El HIT del punto

fisiopatológico corresponde a una falla mixta, es decir existe una falla primaria en la secreción de T

desde la célula de Leydig, que en condiciones normales desencadenaría una respuesta

hipotálamo-hipofisiaria elevando los niveles plasmáticos de LH. Sin embargo, los niveles de esta

hormona se mantienen dentro de niveles normales, es decir no reactivos (una LH anormalmente

normal) (11). A nivel testicular la falla en la secreción se explica por una disminución del número de

células de Leydig (12) y una menor respuesta a la estimulación por LH (13). A nivel central el

aumento de la edad se asocia a una disminución de la amplitud pulsos de GNRH, y a una baja en

el número de picos plasmáticos que ocurren durante el día (14). Esto trae como consecuencia que

la estimulación de la célula de Leydig este disminuida, lo que se refleja en una baja secreción de T.

Otras alteraciones del eje hipotálamo-hipófisis-testículo asociadas al envejecimiento son la

disminución de los niveles de TL y biodisponible, secundario a un aumento de los niveles de SHBG

asociado a la edad (15). Por otro lado, los niveles de estradiol circulante también aumentan en

pacientes añosos y obesos secundario a la mayor conversión periférica de T por la aromatasa

presente en el tejido adiposo. La mayor concentración de estradiol bloquea el eje a nivel central

(16).

HIT y Riesgo Cardiovascular

El Male Massachusets Aging Study (17), publicado en 1994, marcó un hito ya que una de

sus conclusiones fue que los hombres con niveles bajos de T tenían mayor mortalidad que sus

pares con niveles mayores de T. Este estudio dio el punto de partida para buscar las posibles

asociaciones entre estos dos factores. Casi 20 años después, existen múltiples evidencias clínicas

y básicas que demuestran que uno de los factores que podría explicar esta asociación es el mayor

riesgo de desarrollar síndrome metabólico y sus consecuencias (HTA, DM), con el consiguiente

aumento de los factores de riesgo cardiovascular, que poseen los pacientes con hipogonadismo

(18,19).

Desde punto de vista epidemiológico, la prevalencia de bajos niveles de T es

significativamente mayor en pacientes obesos y diabéticos comparado con controles normales

(20). La gran duda fisiopatológica en estos casos es que pasa primero, la obesidad y luego el

hipogonadismo, o primero un hipogonadismo que gatilla una resistencia insulínica y todos los

eventos posteriores (ej., obesidad, diabetes). En el primer caso, lo que ocurre es que la obesidad

se asocia a una mayor conversión periférica de T a estradiol, lo que bloquea el eje hipotálamo -

hipófisis - testículo determinando una menor secreción de T desde las células de Leydig. En el

caso contrario, el paciente sin factores de riesgo cardiovasculares (ej. HTA, DM, Obesidad) que

debuta con un cuadro de hipogonadismo no detectado, desarrolla al mediano plazo un aumento

del tejido adiposo especialmente a nivel abdominal; esto determina una cascada de eventos, entre

los cuales destaca la activación de factores proinflamatorios como interleuquinas y leptina, que de

por si ejercen un efecto negativo sobre el eje HHT (21).

Por otro lado, los mayores depósitos de grasa desencadenan mayor aromatización de la T

circulante aumentando los niveles de estradiol, lo que también determina un efecto negativo sobre

la producción de testosterona. Del punto de vista metabólico el aumento de los depósitos de grasa

desencadena resistencia a la insulina, que se traduce al mediano plazo en un riesgo aumentado

de desarrollar diabetes. Todos estos elementos determinan que al largo plazo estos pacientes

desarrollan los factores de riesgo cardiovascular clásicos que determinan una mayor

morbimortalidad. Un ejemplo clásico de hipogonadismo asociado a aumento de la morbimortalidad

cardiovascular al largo plazo, son los pacientes deprivados de T como opción terapéutica en un

cáncer de próstata avanzado, estos pacientes presentan mayor riesgo de desarrollar resistencia

insulínica, diabetes, y eventos cardiovasculares (22).

Planteada la conexión fisiopatológica cabe preguntarse si en aquellos pacientes diabéticos,

obesos o con síndrome metabólico en los cuales la T se encuentra baja pero que no tienen



síntomas clásicos de hipogonadismo una TSA mejoraría los parámetros metabólicos. Heufelder y

cols. (23) trataron de responder esta pregunta, realizando un estudio que incluyo 32 pacientes con

síndrome metabólico y diabetes, sin síntomas de hipogonadismo y con niveles plasmáticos de

testosterona total bajo 345 ng/dlt. Al comparar un grupo control sin TSA versus el grupo con TSA,

se evidencio que el grupo estudio disminuyo de manera significativa la circunferencia abdominal,

los niveles de hemoglobina glicosilada y de triglicéridos, este hallazgo ha sido confirmado por otros

autores (24). Sin embargo, aun la evidencia es insuficiente como para plantear el uso masivo de

TSA en pacientes obesos o diabéticos, con hipogonadismo de laboratorio, pero sin síntomas.

Además de los efectos en la masa muscular y en el tejido adiposo que son beneficiosos

para el control de los parámetros metabólicos, la T juega un rol interesante en la fisiología

endotelial dado que la óxido nítrico sintetasa, enzima productora de óxido nítrico, depende en su

actividad de los niveles de T. Esta relación ha sido estudiada con detalle en la función eréctil.

Marín y cols. (25) evaluó en un modelo animal la dependencia de los niveles de óxido nítrico a la T

plasmática, y como el hipogonadismo se asocia a una disminución significativa de la actividad de

la óxido nítrico sintetasa. A nivel clínico, la TSA en pacientes con HIT se asocia a mejoría de la

función eréctil y sin embargo no ejerce efectos significativos sobre la presión arterial en pacientes

hipertensos (26,27).

Considerando las evidencias del párrafo anterior es razonable plantear que la TSA en

pacientes con HIT debería mejorar la función endotelial a nivel sistémico. Seria esperable, por

ejemplo, la disminución de la presión arterial en pacientes hipertensos que reciben tratamiento, al

igual que la mejoría de parámetros más específicos de función endotelial; sin embargo, las

evidencias en esta área son contradictorias (28, 29).

Un ejemplo de esta contradicción son los pacientes en estado de deprivación androgénica

crónica como hormonoterapia en cáncer de próstata y transexualismos hombre-mujer. Estos

pacientes no han demostrado tener efectos adversos significativos a nivel endotelial secundarios al

hipogonadismo crónico, de hecho, la vasodilatación mediada por flujo, uno de los parámetros que

se utiliza para medir función endotelial, es mejor en estos pacientes versus sus pares no

hipogonádicos (30,31). En el caso de paciente hipogonádicos que se someten a TSA,

generalmente su reactividad endotelial (capacidad de dilatarse) disminuye en la medida que se

restablecen los niveles normales de T en plasma, la función endotelial entonces vuelve a ser

comparable a la de los individuos “sanos”. El significado clínico de este efecto es incierto ya que

no existen reportes que certifiquen que la deprivación androgénica sea un factor protector de

riesgo cardiovascular (32), de hecho, es al revés, pero aparentemente este mayor riesgo no

estaría determinado por un efecto adverso directo de la ausencia de T a nivel endotelial sino más

bien por las consecuencias asociadas de hipogonadismo como obesidad, resistencia insulínica y

diabetes, que de por si aumentan el riesgo CV de esos pacientes.

Otra evidencia contradictoria al respecto es el reciente estudio publicado por Basarai y cols

(33), en el cual se randomizó a 209 hombres hipogonádicos mayores de 65 años que además

padecían algún grado de impotencia funcional, a TSA en gel o placebo. El estudio debió ser

interrumpido al corto plazo debido al incremento significativo de la morbimortalidad cardiovascular

en el grupo que recibió TSA. Este último estudio revela que aún en esta área del conocimiento son

necesarios más estudios para evaluar esta singular relación T-endotelio y riesgo cardiovascular.

HIT y trastornos del metabolismo óseo

El depósito de calcio en la matriz ósea depende entre otros factores de los niveles de

andrógenos y estrógenos circulantes. Sin embargo, la relación entre la Densidad Mineral Ósea

(DMO) y los niveles de T circulantes son en general débiles en la mayoría de los estudios e incluso

consideradas como no significativas (34). Al contrario, los niveles de 17β-estradiol si demuestran

una fuerte correlación con los niveles de DMO (35). En el hombre son dos las fuentes de 17β-

estradiol; el testículo y la aromatización de los andrógenos circulantes por la aromatasa, ambos

contribuyen a mantener el equilibrio entre formación de hueso y resorción ósea. A diferencia de las

mujeres en las cuales el declive hormonal es brusco y se produce alrededor de los 50 años, en los

hombres el declive de andrógenos es paulatino y más tardío, lo que significa que el deterioro en la

masa ósea es tardío y de menor magnitud, lo que determina que en los hombres con HIT el

impacto en la DMO es marginal. Sin embargo, estos pacientes generalmente son de mayor peso y

con menor fuerza muscular, todo determinado por la baja T circulante. Esto aumenta el riesgo de

caídas y mediante este mecanismo estos pacientes pueden tener mayor riesgo de lesiones óseas

(36). Mención aparte merecen los pacientes con cuadros de hipogonadismo severo inducido como



en el caso del cáncer de próstata avanzado, en los cuales tanto los niveles de T como de 17β-

estradiol disminuyen bruscamente, desencadenando al corto plazo una disminución de la DMO

que se traduce en un mayor riesgo de fracturas (37).

HIT y deterioro de la función cognitiva

Los andrógenos circulantes ejercen múltiples efectos a nivel del sistema nervioso central

(SNC). Entre otros, han sido relacionados con el estado de ánimo, destrezas verbales y memoria

de largo plazo (38,39,40). Varios estudios han relacionado la baja androgénica relacionada a la

edad con el desarrollo de Enfermedad de Alzheimer (EA) (41,42), esta asociación es más

significativa en aquellos pacientes con un factor de riesgo genético de desarrollo de EA que es la

presencia de un alelo de apolipoproteina ε4 (43). Estudios en animales confirman una relación

entre la apoliproteina E, T y EA (44).

Del punto de epidemiológico el Baltimore Longitudinal Study on Aging (45) siguió

prospectivamente a un grupo de hombres por un promedio de 19 años (rango 4-37), todos ellos

fueron diagnosticados como sanos neurológicamente al ingreso del estudio. Aquellos hombres que

desarrollaron una EA durante el seguimiento tenían niveles de TL menores que los sanos, a su vez

la disminución de los niveles de T precedió la aparición de la EA por 5 a 10 años, estos hallazgos

han sido confirmados también por otros grupos (46). Del punto de vista molecular los andrógenos

ejercen un efecto protector a nivel neuronal entre otros por un efecto antioxidante que disminuye la

degeneración neuronal y mejora la plasticidad de las mismas (47). Al parecer en un grupo

específico de pacientes la declinación androgénica que ocurre con la edad tendría un rol en la

etiopatogenia de la EA; sin embargo, es poco probable que ese rol sea primordial y exclusivo.

La experiencia con el uso de TSA en pacientes con EA es escasa y los resultados son

contradictorios. Luego de un año de tratamiento con T, algunos estudios han demostrado mejorías

en al área cognitiva, pero otros no han confirmado estos hallazgos (48,49).

HIT y sexualidad

Deseo Sexual

Zitzmann y cols. (50), evaluaron en una población de hombres con HIT la aparición de

síntomas en relación con los niveles plasmáticos de T. La disminución del deseo sexual era la

primera manifestación de bajos niveles de T, y es además uno de los primeros síntomas que se

revierte una vez que se ha iniciado la TSA. La T ejerce un efecto a nivel de sistema central, más

específicamente en la zona periacueductal, hipotálamo y corteza, a través de la activación

sistemas dopaminergicos que desencadenan un aumento del deseo sexual (51). Dentro de niveles

terapéuticos existe una relación directamente proporcional entre los niveles de T y el deseo sexual

en los hombres (52). En niveles suprafisiológicos, como por ejemplo en el abuso de andrógenos,

en una primera fase se produce un aumento del deseo, sin embargo, a mediano plazo ésta en

general disminuye probablemente por la gran conversión periférica de la T a estradiol (53). Del

punto de vista clínico la mayoría de los estudios coinciden en el efecto positivo de la TSA sobre la

libido (54, 55).

Función Eréctil

Los niveles plasmáticos de testosterona deben ser extraordinariamente bajos

(aproximadamente menos de <230 ng/dlt) para que una disfunción eréctil de origen endocrino

motive a un paciente a consultar (50). Sin embargo, bajas discretas de los niveles de T si se

asocian a disminución de la calidad de la erección. Un ejemplo de esta situación son los pacientes

en los cuales se inicia un tratamiento con bloqueadores de la 5 fosfodiesterasa (ej. sildenafil) y que

poseen niveles de T bajo lo normal. Al normalizar los niveles de T, un porcentaje importante de

estos pacientes deja de requerir este tipo de fármacos para lograr erecciones satisfactorias. La T

estimula directamente la actividad de la óxido nítrico sintetasa, especialmente en los cuerpos

cavernosos, por lo tanto regula directamente la función endotelial. Esto queda de manifiesto en

estudios de modelo animal en los cuales la estimulación androgénica en tejidos previamente

sometidos a ambientes hipoandrogénicos, aumenta la expresión de la óxido nítrico sintetasa y las

concentraciones de óxido nítrico (25).



Tratamiento

Indicaciones de tratamiento

La TSA para HIT estaría indicada en el caso de pacientes que cumplan con criterios clínicos

(síntomas) y de laboratorio (TT < 350 mg/dlt). Aquellos pacientes que solo poseen los síntomas,

pero tienen T dentro de límites normales no tienen indicación de TSA y se debe buscar otra

etiología. En el caso de pacientes asintomáticos, en los cuales se pesquisan de forma incidental

TT discretamente bajo los niveles normales considerados para adultos, se deben descartar otras

causas de hipogonadismo, Si impresiona como una falla mixta es decir cumple con el perfil

fisiopatológico de un HIT pero sin síntomas, la decisión de instaurar una TSA debe ser evaluada en

conjunto por el médico y el paciente, tomando en consideración que no existen evidencias

consistentes que permitan afirmar que estos pacientes tengan un beneficio en morbimortalidad en

mediano o largo plazo asociado a la TSA. En todas otras circunstancias como uso de TSA en

síndrome metabólico, obesidad mórbida, VIH, etc., la TSA se utiliza actualmente dentro de

protocolos de investigación y su eficacia esta aun por ser demostrada. Al contrario, en todos

aquellos pacientes con cuadros de hipogonadismo severo establecido ya sea hipo o

hipergonadotropos (ej. Síndrome de Kallmann, Síndrome de Klinefelter), la utilización de TSA está

plenamente indicada ya que previene al largo plazo el desarrollo de cuadros como osteoporosis,

obesidad, diabetes y otros.

Beneficios del tratamiento

En pacientes que cumplen con los criterios diagnósticos de HIT, la TSA ha demostrado

tener efectos positivos en varios sistemas, analizaremos a continuación los beneficios en tres

áreas; metabólicos, óseos y sexuales.

Metabólicos

Restablecer los niveles de T permite al mediano plazo permite disminuir el porcentaje de tejido

adiposo y aumentar la masa muscular, si a la TSA se agrega aumento de la actividad física

especialmente aérobica, el cambio en ambos parámetros es aún más significativo (54).

Estos cambios permiten entre otros disminuir los niveles de (55,56,57):

- Resistencia a la insulina

- Interleuquinas proinflamatorias circulantes

- Factor de necrosis tumoral alfa

- Leptina

Todos estos cambios contribuyen a mejorar el ambiente metabólico a nivel sistémico y al parecer

no serían consecuencia directa de la elevación de los niveles de T sino más bien de la mejoría en

la distribución de la relación tejido adiposo/muscular.

En dosis fisiológicas la TSA no modifica de manera significativa los niveles de LDL ni de

HDL (58), sin embargo, asociado a la mejoría de la composición corporal, la TSA podría asociarse

a mejores niveles de colesterol al mediano plazo. Las dosis suprafisiológicas de TSA se asocian a

bajas en los niveles de HDL e incremento de los niveles de LDL (59).

Finalmente, no existen evidencias que justifiquen la utilización de TSA en pacientes no

hipogonádicos para el manejo del a diabetes mellitus, obesidad o síndrome metabólico.

Óseos

Ya comentamos el efecto de la T sobre el metabolismo óseo. En estudios clínicos la TSA en

pacientes hipogonádicos (jóvenes y adultos), mejora al mediano plazo los valores de densidad

mineral ósea (60,61). Sin embargo, hasta ahora no está claro que esa mejoría disminuya

significativamente en el riesgo de desarrollar fracturas.



Sexuales

a) Deseo Sexual

El aumento del deseo sexual asociado a la TSA en pacientes con HIT es probablemente uno de

los factores clínicamente más significativos relacionados a esta terapia. Este incremento ha

quedado objetivado a través de cuestionarios estandarizados, y a través del aumento del número

de encuentros sexuales que estos pacientes refieren antes y después de iniciar la terapia (54,55).

b) Función Eréctil

Habitualmente los pacientes con HIT que inician una TSA, refieren una mejoría de la calidad de la

erección, en cuanto a su rigidez y duración de la misma (62). Esta mejoría tiende a ser mayor

mientras menor era el nivel de T previo al inicio del tratamiento. Un porcentaje variable de

pacientes que eran consumidores asiduos de inhibidores de la fosfodiestarasa 5, pueden dejar de

requerirlos una vez que han elevado los niveles de testosterona, secundario al mejor trofismo de

los cuerpos cavernosos (63).

Riesgos de tratamiento

Las contraindicaciones absolutas y relativas de la TSA se indican en la Tabla 3. En consideración

de estos factores todo paciente que es candidato a iniciar TSA debe primero ser evaluado por un

especialista con experiencia en el tema, esta evaluación debe incluir:

-Antígeno Prostático Específico (APE)

-Tacto Rectal

-Hemograma

-Examen físico mamario

-Score de síntomas prostáticos (IPSS: International Prostatic Symptom Score)

-Pruebas Hepáticas

Tabla 3. Contraindicaciones absolutas y relativas de la TSA.

A Absolutas

C

Cáncer de próstata

Cáncer de mama

R Relativas

Deseo de fertilidad

Policitemia (Hematocrito >52%)

A Apnea obstructiva del sueño

II Insuficiencia Cardiaca CF III o IV

U Uropatía obstructiva baja moderada o severa (IPSS>21)

D

El efecto adverso más frecuente de la TSA es la Policitemia, que se presenta en aproximadamente

el 5.5% de los pacientes (64). En algunos casos el aumento del hematocrito es considerable y

obliga a una interrupción transitoria de la terapia. La vía transcutánea parece tener menor riesgo

de desarrollar esta complicación (65). Por otro lado, la discontinuación de la terapia es mucha fácil



cuando el paciente está con terapia tópica (gel) que cuando esta con tratamiento de depósito

(promedio 3 meses).

Sin lugar a duda que el efecto adverso históricamente más temido de la TSA es el aumento

del riesgo de desarrollo de cáncer de próstata. A pesar de las aprensiones existentes, la medicina

basada en evidencias no ha demostrado que la TSA aumente el riesgo de desarrollar un cáncer de

próstata (66). La desvinculación de una relación causa efecto directo entre T y cáncer de próstata

se basa en los siguientes factores:

- El cáncer de próstata aumenta con la edad de los hombres, en cambio la testosterona

declina con la edad, es decir existe una relación inversamente proporcional

- Un 21.4% de los pacientes a los cuales se les diagnostica un cáncer de próstata

presenta niveles bajos de testosterona plasmática (67).

- No existen estudios que demuestren que la TSA genere, aumente o haga más agresivo

un cáncer de próstata (68).

- Se ha utilizado TSA en pacientes con PIN de alto grado en biopsias prostáticas

transrectales, lesión considerada precursora de cáncer de próstata, ninguno de estos

pacientes ha desarrollado un cáncer de próstata posterior a la terapia (69).

Estudios realizados a nivel de parénquima demuestran que la próstata se satura rápidamente de T

con niveles plasmáticos cercanos a los niveles considerados de castración (aprox. 50 mg/dlt). Por

sobre esos niveles, la concentración T a nivel intraprostático muestra variaciones muy escasas lo

cual explicaría los hechos previamente descritos (66).

En suma, en un paciente en el cual se ha descartado la presencia de un cáncer de próstata

la TSA se puede indicar con tranquilidad, pero con la precaución de control seriado de APE, como

se detallará más adelante.

Otros efectos adversos de menor frecuencia descritos con el uso de TSA son apnea del

sueño, infertilidad, acné, alteración de las pruebas hepáticas.

Seguimiento

De acuerdo con las guías conjuntas de la ISA, ISSAM, EAU, EAA y la ASA, las

recomendaciones de seguimiento en paciente con TSA consisten a los 3, 6 y 12 meses de iniciado

el tratamiento:

Tacto rectal

Antígeno prostático específico

Hematocrito

Niveles de testosterona total

Alternativas terapéuticas en TSA

Las dos alternativas farmacológicas más utilizadas de TSA (Tabla 4) son la presentación en gel y

la de deposito

La presentación en gel viene en sobres de 50 mg de testosterona. Se aplica una vez al día.

En general la aplicación diaria permite alcanzar niveles terapéuticos a los pocos días de iniciada la

terapia. Al aplicarse todos los días los niveles se mantienen estables evitando picos y valles tan

característicos de la antigua presentación de enantato de T inyectable. Como ventaja comparativa

con esta presentación se puede interrumpir la terapia de manera instantánea, y por otro lado se

puede regular la dosis con facilidad. Dos problemas del gel serian la eventual falta de adherencia a

la terapia por su aplicación diaria y la transferencia que se puede producir en el contacto intimo

persona-persona, esto último se puede evitar con solo recomendar al paciente que evite ese tipo

de contactos después de aplicado el gel.

La segunda presentación es la parenteral (intramuscular) de larga duración, denominada

undecanoato de T. Esta presentación viene en una ampolla de 4 ml de suspensión oleosa que se

aplica entre 8 a 12 semanas y logra niveles estables y terapéuticos. La ventaja de esta

presentación es la adherencia a tratamiento determinada por la ausencia de necesidad de

aplicársela a diario, la desventaja es la escasa posibilidad de titular o suspender el tratamiento una

vez que se ha iniciado ya que el medicamento tiene una duración prolongada.



Tabla 4. Alternativas de TSA.

Presentación Gel al 1%

Administración Cutánea

Dosificación 50 – 100 mg/ día

Control

Basal: antes del inicio del

tratamiento

Control: medir TT a las 2

semanas de iniciada la

terapia 2-4 horas post

aplicación del gel

Controlar a los 3-6-12

meses

Testosterona Undecanoato

Intramuscular

1000 mg cada 12 semanas

Basal: antes del inicio del

tratamiento

Control: medir TT a las 6-8

semanas de iniciada la

terapia realizanco una

medición antes de inyectar

la siguiente dosis

Controlar a los 3-6-12 meses

Otras presentaciones menos disponibles, son los pellets sublinguales, lo parches escrotales y los

parches cutáneos de larga duración. Los dos últimos tienen características relativamente similares

al gel. Las terapias orales o sublinguales en general se desaconsejan por el primer paso hepático

que destruye casi en su totalidad el principio activo y por la gran variabilidad en la

biodisponibilidad.

Conclusión

Si bien existe acuerdo en algunos aspectos clínicos y terapéuticas del HIT, aún queda mucho

camino por recorrer, en especial para determinar quiénes son los hombres que realmente se

beneficiaran de una TSA al largo plazo, definir la relación entre esa terapia y el riego

cardiovascular y finalmente el potencial beneficio de una TSA en pacientes con niveles bajos de

testosterona, pero sin síntomas.
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Cápsula

La exposición a metales y plaguicidas ocasiona toxicidad a nivel reproductivo (daño

testicular/tubular, disminución de la calidad espermática , integridad de la cromatina , etc. ) , lo cual

repercute en la fertilidad masculina .

Abreviaturas

AChE- Acetilcolinesterasa ; As- Arsénico; BHT- Barrera hematotesticular ; CAR- Carbamatos ; Cd-

Cadmio; DDT- Dicloro difenil tricloroetano ; FSH- Hormona folículo estimulante; hCG-

Gonadotropina coriónica humana ; HPG- Eje hipotalamo- pituitaria -gónada ; LH- Hormona

luteinizante ; NEO- Neonicotinoides ; OC- Organoclorados; OF- Organofosforados ; OMS-

Organización Mundial de la Salud ; PAPs- Plaguicidas altamente peligrosos; Pb- Plomo; PIR-

Piretroides; RA- Reacción acrosomal ; ROS- Especies reactivas de oxígeno; SCSA- Sperm

Chromatin Structure Assay

Generalidades

La infertilidad es un problema de salud pública a nivel mundial y afecta a más de 180 millones de

personas. Dentro de esta , el factor masculino es responsable de aproximadamente 50% de los

casos y se ha reportado que la incidencia de infertilidad masculina va en aumento junto con el

deterioro de la calidad espermática ( 1 ) . Existen múltiples causas de la infertilidad masculina , entre

ellas están los trastornos endocrinos (generalmente hipogonadismo y criptorquidia , entre otros) ,

trastornos del transporte de espermatozoides (obstrucción de los epidídimos) , defectos testiculares

e idiopáticas (hombres infértiles con calidad de semen normal ) (2).

A pesar de que la preocupación por el deterioro de la calidad del semen inició en la década

de 1970, no fue hasta el año 2000 que comenzó a crecer el interés por la contribución de las

exposiciones ocupacionales y ambientales a agentes tóxicos en la disminución de la calidad

espermática e infertilidad masculina . Dentro de los agentes tóxicos que ocasionan efectos en la

función reproductiva masculina se encuentran los metales como el cadmio (Cd) y el plomo (Pb) y

metaloides como el arsénico (As , el cual será referido dentro de los metales en este capítulo) , así



como los plaguicidas carbamatos (CAR), organofosforados (OF), organoclorados (OC), piretroides

(PIR) y neonicotinoides (NEO). Estos pueden actuar sobre el eje hipotálamo-pituitaria-gónada

(HPG), ocasionar daño testicular/tubular y daño en la cromatina/ADN, disminuyendo la calidad

espermática, lo que por ende ocasiona una menor tasa de fertilización y alteraciones en el

desarrollo embrionario.

El contenido del presente capitulo se redactó en base a artículos originales y de revisión que

presentaran resultados detallados de estudios in vitro, in vivo y epidemiológicos referentes a la

cinética, efectos tóxicos en la reproducción masculina y tasa de fertilización, efectos a nivel

epigenético, así como a aquellos de tipo multi y transgeneracional de metales (Pb, Cd y As) y

plaguicidas (CAR, OC, OF, PIR y NEO) publicados a partir del año 2000, cuando se le comenzó a

dar importancia a los problemas de fertilidad humana y en particular a la fertilidad masculina. Se

consultaron las bases de datos de PubMed, la Agencia para el Registro de Sustancias Tóxicas y

Enfermedades (ATSDR) y la Organización Mundial de la Salud (OMS), arrojando un total de

aproximadamente 90 artículos o revisiones sobre los contaminantes mencionados.

Generalidades de los metales

En este capítulo nos enfocamos al As, Cd y Pb, los cuales, aparte de ser contaminantes de interés

en salud pública en México, se encuentran dentro de la lista de prioridades de la ATSDR, en base

a la frecuencia, toxicidad y potencial de exposición humana (3). La presencia de estos en el

ambiente se debe principalmente a fuentes antropogénicas (3 a 10 veces más que las fuentes

naturales), entre las que destacan la minería, metalurgia, combustión de combustibles fósiles, así

como la incineración y eliminación de residuos urbanos, agrícolas, industriales y hospitalarios que

contiene elementos metálicos. Estos metales son utilizados en pinturas, juguetes, productos

cosméticos, aleaciones en baterías, entre otros. En particular el Pb se utiliza en esmaltes que

recubren la cerámica/loza de barro, constituyendo la principal fuente de exposición a este metal en

zonas no mineras de México (4); el Cd se emplea en la manufactura de fertilizantes y se elimina en

el humo del cigarro, y el As se utiliza en la manufactura de plaguicidas y como preservador de

madera, aunque es un contaminante natural de los mantos freáticos en el centro-norte de México

(5) y países de América Latina (Argentina, Bolivia, Chile, entre otros) (6). El aumento de la

contaminación de alimentos y medio ambiente (aire, agua y suelo) con estos metales hace

inevitable la exposición humana. Se han reportado múltiples efectos tóxicos por la exposición a

estos metales como lesiones cutáneas, daño vascular, disfunción gastrointestinal, de los sistemas

inmunológico y reproductivo, trastornos neurológicos, defectos en el desarrollo y cáncer. La

mayoría de las personas pueden estar expuestas a más de un metal, por lo cual podrían

generarse efectos sinérgicos (7).

Generalidades de los plaguicidas

Otro grupo de agentes tóxicos de gran importancia en la actualidad son los plaguicidas, que son

empleados en salud pública para el control de vectores transmisores de enfermedades y en la

agricultura para proteger los cultivos contra insectos, hongos, malezas y otras plagas. Los

plaguicidas pueden ser clasificados de acuerdo a su toxicidad, por la plaga que combaten

(insecticidas, fungicidas, herbicidas, entre otros) o por su composición química, entre ellos están

los grupos de plaguicidas CAR, OC, OF, PIR, NEO, entre otros (8).

Durante las primeras décadas del siglo XX, los intentos de desarrollar plaguicidas se

centraron en extractos de plantas y productos químicos inorgánicos, los cuales en su mayoría

contenían As. A partir de la Segunda Guerra Mundial comenzó la síntesis de plaguicidas OC, OF y

CAR; el primer compuesto OC sintetizado fue el dicloro difenil tricloroetano (DDT) que con su uso

logró detener la propagación del tifus, por su alta eficacia contra varios artrópodos (9). En

particular en México, el DDT se empleó por décadas para el control de la malaria que costaba

cientos de miles de vidas, hasta el año 2000 que se prohibió su uso (10). Estos plaguicidas fueron

prohibidos en el Convenio de Estocolmo (11), ya que se consideran contaminantes orgánicos

persistentes (COPs) que se bioacumulan en la cadena trófica y provocan efectos perjudiciales

para la vida silvestre, salud humana y medio ambiente (12). A pesar de su prohibición, la OMS

continúa recomendando el uso del DDT en campañas para combatir la malaria en países

endémicos principalmente en América Latina, África y Asia, hasta que se desarrollen alternativas

que igualen el costo-beneficio (9).



Posteriormente comenzó la síntesis de los OF, plaguicidas menos persistentes, pero con una

mayor toxicidad para organismos no objetivo, que comparten la característica de ser inhibidores de

la acetilcolinesterasa (AChE), que es la enzima encargada de hidrolizar al neurotransmisor

acetilcolina en las uniones sinápticas, por lo tanto, tiene una función esencial en el sistema

nervioso. Paralelamente se introdujeron al mercado los plaguicidas CAR, los cuales inhiben a la

AChE de forma similar a los OF. Para el año 1930, comenzó la síntesis de los plaguicidas PIR,

compuestos con menor persistencia que los OC y menor toxicidad que los OF. Por otra parte, la

producción de los NEO comenzó a finales de 1980, estos plaguicidas actúan selectivamente sobre

subtipos de receptores nicotínicos de la acetilcolina (nAChR) que se encuentran solo en los

insectos; sin embargo, estudios recientes han reportado efectos nocivos sobre otros organismos

(12). Recientemente se demostró que los NEO afectan negativamente la salud de los

polinizadores, como las abejas, siendo prohibidos en varios países (13). El uso excesivo de

plaguicidas y las carentes medidas de seguridad y regulación causan graves riesgos para la salud

humana provocando trastornos respiratorios, neurológicos, reproductivos y cáncer (14).

En este capítulo nos enfocamos en algunos plaguicidas considerados altamente peligrosos

(PAPs), por su alta toxicidad, por su persistencia en el ambiente o por estar incluidos en el

Convenio de Estocolmo que entró en vigor en el 2004, cuyo objetivo es proteger la salud humana y

el medio ambiente de los COPs (11). El Instituto Nacional de Ecología y Cambio Climático publicó

las estrategias para la gestión responsable de plaguicidas en México (15); sin embargo, varios

PAPs se utilizan ampliamente en nuestro país, entre ellos algunos OF como el metil paratión y

metamidofos, y otros OC como el DDT y endosulfán.

Cinética de los metales y plaguicidas

La población esta potencialmente expuesta a los metales y plaguicidas de manera ambiental y

ocupacional; estos pueden ingresar al organismo principalmente por la ingestión de alimentos o

agua contaminados (vía oral), así como al respirar polvo o tierra que los contengan (vía inhalatoria)

y en menor proporción mediante la vía dérmica. La toxicocinética de los xenobióticos (compuestos

extraños al organismo) ha desempeñado y seguirá desempeñando un papel importante en la

evaluación de la exposición, la respuesta tóxica y el riesgo en los seres humanos expuestos (16).

Metales

Al ingresar al organismo, el Pb se une a los eritrocitos (más de 90%) y el Pb en el plasma se

distribuye a varios órganos y tejidos y se almacena en el hueso donde puede permanecer durante

décadas; durante el embarazo, la lactancia y la vejez, el Pb puede movilizarse de los huesos y

entrar nuevamente a la circulación sanguínea; su tiempo de vida media es de aproximadamente

35 días (17). Se ha documentado la distribución del Pb a tejidos reproductivos como próstata,

vesículas seminales y testículos, en ese orden (18). No experimenta metabolismo y su principal vía

de eliminación es la orina (17). El Pb tiene la capacidad de desplazar al calcio de varias proteínas,

interactuar con proteínas que unen zinc y con grupos sulfhidrilo, fosfato y carboxilo, alterando su

función (19).

El Cd es distribuido en la sangre por la albumina, no experimenta metabolismo y se

acumula principalmente en el hígado y los riñones, así como en la glándula pituitaria, hipotálamo y

testículo, en ese orden (20). El Cd se une a la metalotioneína (proteína que une metales) y el

complejo Cd-metalotioneína se reabsorbe y ocasiona daño en el túbulo proximal de la nefrona. El

tiempo de vida media del Cd en el organismo es de aproximadamente 26 años. La orina es la vía

más importante de excreción del Cd, no obstante, solo representa una pequeña fracción de la

carga corporal (21,22).

Después de ser absorbido, el As se distribuye a varios tejidos (hígado, riñones, vejiga, etc),

se metaboliza mediante reacciones de óxido-reducción y metilación, generando metabolitos aún

más tóxicos como el ácido monometil arsónico (MMA). Se ha reportado la acumulación del As en

los testículos, vesículas seminales, epidídimo y próstata (23). La orina es la principal vía de

excreción del As y sus metabolitos mono y dimetilados; su tiempo de vida media es de

aproximadamente 10 horas (24).

Plaguicidas



Los plaguicidas son muy lipofílicos por lo que después de la exposición se absorben rápidamente,

se distribuyen principalmente en el tejido adiposo y otros tejidos, incluyendo el hígado, los riñones

y el sistema nervioso (25). Se metabolizan principalmente en el hígado, mediante enzimas de fase

I (reacciones de oxidación, reducción e hidrólisis) y de fase II (formando conjugados de ácido

glucurónido y sulfato). La excreción del compuesto padre y sus metabolitos es principalmente por

la orina, pero también puede ocurrir a través de las heces (por la circulación enterohepática de

algunos plaguicidas o de la fracción no absorbida en el tracto gastrointestinal) y en la leche

materna. Los plaguicidas de interés en este capítulo son neurotóxicos que alteran los sistemas

colinérgicos, dopaminérgico y glutamatérgico. Los residuos de plaguicidas y sus metabolitos

atraviesan la barrera placentaria y se han detectado en la placenta, el cordón umbilical y en el

feto (26).

Efectos reproductivos

Eje hipotálamo-pituitaria-gónada

El eje HPG en el hombre está compuesto por el hipotálamo, glándula pituitaria y testículos. El

hipotálamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que estimula a la glándula

pituitaria, la cual secreta dos hormonas para la reproducción, la hormona folículo estimulante

(FSH) y la hormona luteinizante (LH), así como la adrenocorticotropina, hormona del crecimiento,

prolactina y hormona estimulante de la tiroides cuyas funciones en la reproducción son poco

conocidas. La LH y FSH actúan sobre las células de Leydig y de Sertoli, respectivamente,

ubicadas en los testículos. Las células de Leydig son productoras de la testosterona, mientras que

las de Sertoli producen la inhibina B; ambas hormonas retroalimentan negativamente al hipotálamo

y la glándula pituitaria. Cualquier alteración en las hormonas mencionadas puede afectar la

espermatogénesis, teniendo repercusiones en la fertilidad masculina (27).

Efectos de los metales

Se ha descrito en ratas expuestas crónicamente al As (5 mg/kg/día por 4 semanas) a través del

agua de bebida, la alteración del eje HPG, representada por modificación de las concentraciones

plasmáticas de LH, FSH, testosterona plasmática y testicular; así como el aumento de la

concentración plasmática de corticosterona, lo que resulto en la disminución del peso testicular y la

cuenta de espermatozoides (28). La exposición ambiental a Cd en trabajadores urbanos se

correlacionó inversamente con los niveles de FSH y LH (29). Mientras que, estudios realizados en

ratas expuestas a Cd (50 ng/mL en el agua de bebida, durante 30 días) reportaron una reducción

de los niveles de testosterona y acumulación del colesterol, con la consecuente represión de la

esteroidogénesis y alteraciones en la conducta sexual de los animales tratados (30,31). En cuanto

al Pb, un estudio de acoplamiento molecular mostró que este metal podía unirse a 5 sitios de la

gonadotropina coriónica humana (hCG) disminuyendo su actividad, lo que lleva a la disminución

de la testosterona testicular (32).

Efectos de los plaguicidas

Respecto a los plaguicidas, se ha planteado que los OC y PIR pueden tener efectos inhibidores

sobre la producción de esteroides en los testículos, reduciendo los niveles hormonales, lo que

puede aumentar la producción de FSH y LH a través de la retroalimentación negativa del eje HPG

(33–35). En particular, los OC, como el lindano disminuyó la producción de testosterona, la

concentración del segundo mensajero AMPc y del receptor LH/hCG en las células de Leydig de

ratas incubadas con 100 y 200 µg/mL (36). Por su parte, el OC metoxicloro (dosis única de 50

mg/kg de peso corporal) provocó la disminución de la proteína reguladora esteroidogénica aguda

(StAR) junto con el aumento de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), que

indican estrés oxidante y una disminución de la proteína de unión a andrógenos en testículos de

ratas macho, reduciendo la esteroidogénesis (37). Estudios epidemiológicos han reportado

asociaciones negativas entre la presencia de metabolitos de los OF y PIR en la orina con

hormonas producidas por el eje HPG. Recio y col. (38) reportaron una asociación negativa entre

las concentraciones urinarias del metabolito dimetiltiofosfato (DMTP), marcador de exposición de

plaguicidas OF, y los niveles séricos de FSH y LH en hombres de una comunidad agrícola del

estado de Durango, México, expuestos a mezclas de plaguicidas, entre ellos los OF. También se

ha reportado que la concentración urinaria del metabolito ácido 3-fenoxibenzoico (3-PBA),



biomarcador de exposición a plaguicidas PIR, se asoció positivamente con los niveles de la LH

sérica en hombres infértiles de origen chino (exposición no ocupacional) (33). En otro estudio se

observó una relación positiva entre los niveles urinarios del 3-PBA con los niveles séricos de LH y

FSH, además de una asociación negativa de otros metabolitos de los PIR con la testosterona

sérica y la inhibina B en hombres infértiles del estado de Massachusetts, EUA (exposición no

ocupacional) (34).

Daño testicular/tubular

La exposición a metales y plaguicidas, principalmente en estudios experimentales, está

relacionada con efectos en el tamaño, morfología y función testicular, daño a nivel de los túbulos

seminíferos y sobre la barrera hematotesticular (BHT), así como citotoxicidad en las células de

Leydig y de Sertoli.

Efectos de los metales

Se ha descrito que la exposición a Cd (1 mg/kg/día por 10 y 21 días, vía intraperitoneal) ocasiona

la degeneración de los túbulos seminíferos, ensanchamiento del espacio intersticial, ausencia de la

espermatogénesis, daño testicular, disminución de enzimas antioxidantes, aumento del estrés y

daño oxidante en ratas (39), así como ruptura de la BHT a la dosis de 2.5 mg/kg/día (vía

intragástrica, días alternos durante 2 meses) en ratones (40). Por otra parte, se ha reportado que

los adolescentes que viven cerca de áreas contaminadas con Pb tienen un volumen testicular más

pequeño (41). De igual manera, la exposición a As en ratas (10 mg/L en el agua de bebida por 56

días) ocasionó la reducción del número de células de Leydig y de la actividad de la enzima

catalasa; así como vacuolización en el epitelio seminífero (42), interrupción de la

espermatogénesis (reducción del diámetro tubular seminífero) con la reducción de la población de

espermatocitos y espermátidas, así como atrofia en las células de Leydig en ratones expuestos

(30 y 40 mg/L en el agua de bebida por 30, 45 y 60 días) (43). Jana y col. (28) reportaron la

disminución del peso de los testículos, cuenta baja de espermatozoides en el epidídimo, aumento

de la concentración plasmática de corticosterona, fosfatasa ácida, fosfatasa alcalina y lactato

deshidrogenasa, así como alteración de la sorbitol deshidrogenasa en ratas expuestas a As (5

mg/kg/día en el agua de bebida, durante 2 semanas).

Efectos de los plaguicidas

En el caso de los plaguicidas no es la excepción que causen efectos a nivel del tracto reproductivo

masculino. Kenfack y col. (44) observaron en ratas, un aumento en el peso de los testículos,

desorganización de los epitelios seminíferos y pérdida de células germinales por exposición al

plaguicida CAR propoxur (0.583 mL/kg del día posnatal 30 al 120, vía intragrástrica). Elsharkawy y

col. (45) observaron una reducción en la actividad de las enzimas antioxidantes superóxido

dismutasa y glutatión reductasa, además de un aumento en la peroxidación de lípidos en el tejido

testicular por exposición al plaguicida OF clorpirifos en ratas (30 mg/kg durante 90 días, dos veces

por semana). Narayana y col. (46) reportaron alteraciones en la histología testicular que incluían

túbulos atrofiados, vacuolas, desprendimiento epitelial y células gigantes multinucleadas en ratas

expuestas (1, 4 y 5 mg/kg durante 5 y 25 días, vía intraperitoneal) al plaguicida OF metil paratión

(plaguicida prohibido en varios países, pero usado en México). Por su parte, el plaguicida OF

metamidofos (prohibido en varios países y autorizado en México) ocasionó la apertura de la BHT

por alterar la expresión, fosforilación y localización de las proteínas que la conforman (proteínas de

uniones estrechas), alterando la espermatogénesis con la aparición de células germinales

inmaduras en el epidídimo de ratones expuestos (5 mg/kg/día durante 4 días, vía intraperitoneal)

(47). Mientras que, Urióstegui-Acosta y col. (48) reportaron atrofia de los túbulos seminíferos,

menor cantidad de células germinales en el epitelio y deterioro de la progresión de la

espermatogénesis, sugiriendo daño en los compartimentos formados por la BHT en ratones

expuestos al plaguicida (3-12 mg/kg/día durante 5 días, vía intraperitoneal). Finalmente, otro OF, el

dimetoato ocasionó una disminución del peso de los testículos y degeneración severa de los

túbulos seminíferos (desprendimiento y atrofia), degeneración de las células germinales y

detención parcial de la espermatogénesis en ratas expuestas (20 mg/kg durante 90 días, vía oral)

(49).



De forma similar, los plaguicidas OC afectan la morfología testicular, como es el caso de la

exposición al endosulfán en ratas (7.5 o 10 mg/kg , vía oral ) donde se observó edema intertubular

junto con el encogimiento de los túbulos en el lumen , material necrótico , eosinófilos en el lumen ,

interrupción de la progresión espermática , reducción en el número de células de Sertoli y pérdida

de la viabilidad de las células de Leydig (50) . De igual manera se ha descrito que el DDT (0.1 , 1 y

10 μM) interrumpe las uniones célula-célula de la línea SerW4 de células de Sertoli e internaliza

proteínas de unión en forma de vacuolas ; estas uniones son esenciales para mantener la

homeostasis tisular, el control de la proliferación y diferenciación celular (51 ) . Los efectos tóxicos

en ratas y ratones , por exposición a plaguicidas PIR, incluyen arresto de la espermatogénesis ,

pérdida de la arquitectura testicular, aumento de la luz de los túbulos seminíferos , ruptura de

células epiteliales, edema intersticial , disminución del peso de los testículos , epidídimo , próstata y

vesículas seminales , además de citotoxicidad y muerte por apoptosis de las células de Leydig y de

Sertoli (52) . Por su parte , los NEO como el imidacloprid (0.5 , 2 y 8 mg/kg/día durante 90 días, vía

oral) ocasionan menor peso del epididimo, disminución de la calidad espermática y reducción de

los niveles de la testosterona , además de muerte celular programada (apoptosis) en ratas (53).

Disminución de la calidad espermática

La calidad de semen se ha evaluado tradicionalmente con parámetros macro y microscópicos

establecidos por la OMS para determinar la capacidad fértil de un hombre (Tabla 1 ) . En las dos

últimas décadas se ha documentado ampliamente que otros parámetros a nivel molecular y

funcional del espermatozoide, como la reacción acrosomal (RA) y la condensación y

fragmentación del ADN , son mejores predictores del potencial fértil y desarrollo del embrión

(54,55). En la última versión del Manual de la OMS para el Examen y Procesamiento del Semen

Humano (56) se dan los nuevos valores de la calidad de semen ; sin embargo , se concluye que los

datos no son suficientes para establecer límites para tomar decisiones clínicas y se propone la

evaluación de la fragmentación del ADN y ensayos genéticos como pruebas extendidas y el daño

oxidante y RA como evaluaciones avanzadas. Esto pone de manifiesto que la capacidad fértil de

los espermatozoides va más allá de su "calidad" y que es necesario determinar parámetros de su

función .

Tabla 1. Evolución de los parámetros de calidad espermática establecidos por la OMS.

t 十 十 ‡‡
1994 2001 2010 2021

Parámetro

(57)* (58) (59) (56)

Volumen (mL)
2 2 1.5 1.4

Concentración (10 °/mL)
20 20 15 16

Número de

espermatozoides 40 40 39 39

(106 por eyaculado)

Motilidad
progresiva

50 50 32 30

(%)

Morfología (%)
30 15 4 4

Viabilidad (%)
75 75 58 54

tt

*Se muestran los valores establecidos en los años 1994 a 2001 (Ediciones 3ª a 6ª) y entre

paréntesis la referencia . * Se consideraron como valores normales . †† Se consideraron como

valores de referencia ; * límites de referencia inferior (5° percentil , intervalo de confianza 95%).



**Se consideró que la distribución de los datos no es suficiente para establecer límites de

decisión clínicamente útiles (5° percentil , intervalo de confianza 95%).

Efectos de los metales

Los primeros estudios que relacionaron la contribución ocupacional y ambiental sobre metales se

enfocaron principalmente en los efectos del Cd y Pb (57) . Los efectos del Pb sobre los parámetros

de calidad espermática son los más estudiados , se observó que hombres estériles expuestos

ambientalmente exhibían concentraciones de Pb en el plasma seminal que correlacionaron

inversamente con la disminución en la tasa de fertilización y con alteraciones en la RA (58) . De

igual manera, en otro estudio realizado en hombres del norte de México expuestos

ambientalmente se encontró una asociación entre los niveles de Pb en los espermatozoides y

plasma seminal con la disminución de la calidad espermática; mientras que, los niveles de Pb en

sangre (9.3 µg/dL) no se asociaron con alteraciones en la calidad espermática (59) . En México , el

valor criteriocriterio de la concentración de Pb en sangre para la población expuesta

no ocupacionalmente es de 25 µg/dL (60) . Por otro lado , en diversos estudios experimentales se

ha reportado que el Pb afecta directamente la espermatogénesis y a los espermatozoides durante

el tránsito por el epidídimo (61 ).

Se ha observado que concentraciones altas de Cd en el plasma seminal de hombres

fumadores infértiles , así como valores bajos de antioxidantes en el plasma seminal se relacionaron

con mala calidad espermática , en comparación a los hombres no fumadores (62 ) . Por su parte , en

modelos murinos , la exposición a Cd se relacionó con el aumento de anormalidades morfológicas ,

motilidad baja y presencia de mitocondrias aberrantes , así como con la disminución en el número

de células con acrosoma intacto (63,64) . En estudios de exposición in vitro a Cd en

espermatozoides humanos (25 y 50 nM) y de ratón ( 10 µM) se reportó disminución en la motilidad

espermática y sugieren que el posible mecanismo es por alteración en la actividad de enzimas

relacionadas con la biosíntesis del ATP y la fosforilación de proteínas (65,66) .

El estudio de los efectos del As sobre la calidad espermática refiere una disminución de la

calidad del semen y riesgo de disfunción eréctil en hombres Chinos ambientalmente expuestos

(67,68) . Diferentes estudios realizados en modelos murinos expuestos a As reportaron una

disminución en la concentración , motilidad , vitalidad , morfología y aumento de la peroxidación

lipídica en los espermatozoides (69,70) . Se ha propuesto que los efectos sobre la motilidad de los

espermatozoides se debe a la unión directa del As con los grupos tioles presentes en grandes

cantidades en el flagelo de los espermatozoides (71 ).

Efectos de los plaguicidas

Se han realizado estudios de exposición no ocupacional a plaguicidas OC, donde encontraron

concentraciones del principal metabolito del DDT (p , p' - diclorodifenil dicloro etileno [ p , p'-DDE] ) y

lindano en semen de hombres expuestos ambientalmente que acudieron a una clínica de

infertilidad en India , los cuales se asociaron negativamente con la calidad espermática y

positivamente con el aumento de ROS, daño lipoperoxidante y aumento de células con

mitocondrias despolarizadas (72) . Mientras que , en un estudio realizado en hombres que vivían en

zonas endémicas de malaria en México , la exposición no ocupacional al DDT provocó disminución

de la calidad espermática (73).

En el caso de los PIR, CAR y OF, existe evidencia epidemiológica que asocian la

exposición ambiental y ocupacional con alteraciones en la calidad del semen . Entre estos estudios

se encontró que trabajadores agrícolas del norte de México expuestos a una mezcla de

plaguicidas , entre ellos varios OF y OC, presentaron un incremento de células inmaduras en el

eyaculado (74) ; igualmente , en un estudio longitudinal realizado en el estado de Yucatán , México

se observó que el 100% de los trabajadores agrícolas expuestos a una mezcla de plaguicidas ,

entre ellos el metamidofos , presentaron mala calidad espermática , especialmente morfología

alterada (75) . Mientras que , en un estudio epidemiológico realizado en hombres expuestos

ambientalmente a PIR en China reportaron una asociación negativa con los parámetros de calidad

espermática (76) . Además, la exposición ambiental a los plaguicidas carbaril (CAR) y cloropirifos

(OF) se ha asociado con una mala calidad espermática en hombres que asistían a una clínica de

infertilidad en EUA (77).
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Figura 1. Sitios blanco y efectos de los metales y plaguicidas en el eje HPG, su repercusión en la fertilidad y las

consecuencias en la progenie . Entre los metales se encuentra el arsénico (As) , el cadmio (Cd) y el plomo (Pb) . En los

plaguicidas se encuentran los OF (clorpirifos , metilparatión , metamidofos , dimetoato diazinon y fenitrotión ) , OC ( lindano ,

metoxicloro , endosulfán y DDT) , CAR (propoxur, carbarilo y carbofurano) , NEO (imidacloprid y acetamiprid ) , PIR, la

vinclozolina y atrazina . BHT- Barrera hematotesticular ; CAR- Carbamatos ; DDT- Dicloro difenil tricloroetano ; FSH- Hormona

folículo estimulante ; GnRH- Hormona liberadora de gonadotropina; HPG- Eje hipotalamo -pituitaria-gónada ; LPO-

Lipoperoxidación ; LH- Hormona luteinizante ; NEO- Neonicotinoides ; OC- Organoclorados; OF- Organofosforados ; PIR-

Piretroides ; RA- Reacción acrosomal ; ROS- Especies reactivas de oxígeno ; StAR- proteína reguladora esteroidogénica

aguda.

Daño a la cromatina/ADN espermáticos

La integridad de la cromatina espermática es fundamental para la expresión del potencial fértil y se

ha reportado que la fragmentación del ADN está relacionada con el desarrollo embrionario, por lo

tanto , con la fertilidad en los hombres (55) . Varios estudios han documentado la falta de asociación

entre los parámetros tradicionales de calidad de semen y la fragmentación del ADN , lo que sugiere

que la calidad de semen no predice el potencial fértil en el hombre . Publicaciones recientes indican

que la fragmentación del ADN no impide que un espermatozoide fertilice , sin embargo, puede

afectar el desarrollo embrionario , la implantación y el embarazo , tanto en reproducción natural

como asistida (78) . La creciente evidencia señala que la fragmentación del ADN espermático tiene

un papel independiente y significativo en la etiología de la infertilidad masculina y complicaciones

en el desarrollo embrionario . Dentro de los principales mecanismos implicados en la fragmentación

del ADN están la sobreproducción de ROS, muerte por apoptosis, remodelación deficiente de la

cromatina, activación de endonucleasas , así como factores exógenos , como la exposición a

compuestos tóxicos ambientales (metales, plaguicidas , entre otros) (79) . Como se mencionó

anteriormente, por la falta de asociación para predecir el potencial fértil , en la última edición del

Manual de Laboratorio para el Examen y Procesamiento del Semen Humano, la OMS propone una

serie de pruebas para evaluar la integridad del ADN y funcionalidad espermática (56) .



Técnicas para evaluar el daño en la cromatina y ADN del espermatozoide

La fragmentación del ADN se caracteriza por la ruptura que produce extremos 5’-3’ libres que

afectan a una o ambas hebras del ADN. Las pruebas de uso común para evaluar la fragmentación

del ADN en espermatozoides humanos son el ensayo de la estructura de la cromatina espermática

(SCSA, por sus siglas en inglés), el ensayo de marcaje del extremo de muesca de desoxiuridina

trifosfato (dUTP) mediado por desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL, por sus siglas en

inglés), la electroforesis en gel unicelular (ensayo Cometa) y la prueba de dispersión de la

cromatina espermática (SCD, por sus siglas en inglés) (80).

La prueba de SCSA determina la susceptibilidad in situ de desnaturalización ácida del ADN

espermático, mediante la tinción con el fluorocromo naranja de acridina que se intercala con el

ADN y emite florescencia verde si se intercala a la doble hebra (ADN nativo) y roja cuando se

intercala a la hebra sencilla (ADN fragmentado); de esta manera permite evaluar la integridad del

ADN (%DFI, DNA Fragmentation Index) y la condensación de la cromatina (%HDS, High DNA

Stainability) por citometría de flujo (81).

El ensayo de TUNEL se basa en el etiquetado de los extremos 3’ libres del ADN, mediado

por la transferencia de dUTP por la polimerasa desoxinucleotidil transferasa terminal. La

incorporación de dUTP es directamente proporcional a los sitios de ruptura del ADN, los cuales se

pueden identificar por microscopía de fluorescencia o citometría de flujo (82). El ensayo Cometa se

basa en la separación de hebras de ADN fragmentadas bajo la influencia de un campo eléctrico

dependiendo de su carga y tamaño. Después de la separación, el ADN intacto permanece en la

cabeza del cometa, mientras que los fragmentos migran hacia la cola del cometa; los parámetros

más frecuentes a determinar son el porcentaje de ADN en la cola del cometa (% ADN) y el

momento Olive de la cola (OTM, por sus siglas en inglés) con la siguiente fórmula, OTM= distancia

entre la cabeza y la cola x % de la cantidad de ADN en la cola en estado fragmentado) (83). La

prueba de SCD se basa en el principio de que los espermatozoides con ADN fragmentado no

producen el halo característico de aquellos con ADN integro, después de la desnaturalización

ácida y la eliminación de las proteínas nucleares; el halo se evalúa mediante microscopía de

fluorescencia o campo claro (84). Algunas tinciones con azul de anilina, cromomicina-A3 y azul de

toluidina no determinan la fragmentación del ADN, pero proporcionan una medida del nivel de

compactación de la cromatina (54).

Efectos de los metales

Se tiene evidencia que los metales pueden provocar daño en la cromatina y ADN espermáticos.

Respecto a la exposición al Cd, se ha reportado en modelos murinos que provoca la

fragmentación del ADN (evaluada con el ensayo de TUNEL) (64) y una inadecuada condensación

de la cromatina (tinción con azul de anilina) (85). Por otro lado, en trabajadores de una planta de

baterías en Taiwán expuestos a Pb, se observó una asociación entre los niveles de Pb en sangre

(≥ 25 μg/dL) y un mayor riesgo de presentar anormalidades morfológicas y en la integridad de la

cromatina en los espermatozoides; además, se observó una correlación positiva entre estos

efectos con la producción excesiva de ROS (86). En hombres expuestos a Pb residentes de

Torreón, Coah. México se observó una condensación alta de la cromatina (supercondensación)

(mediante tinción con cromomicina-A3 y SCSA), la cual se asoció positivamente con la

concentración de Pb en el líquido seminal y el zinc en los espermatozoides. Mientras que, en un

estudio realizado en ratones expuestos a Pb (0.06% en el agua de bebida durante 16 semanas) se

observó que el Pb se acumuló en el núcleo de los espermatozoides al unirse a los grupos tioles de

las proteínas nucleares (protaminas) durante la espermatogénesis y en el tránsito epidídimal,

alterando la formación de puentes disulfuro y en consecuencia la condensación de la cromatina

(por tinción con cromomicina-A3) (18). En un estudio previo sobre el posible mecanismo por el cual

el Pb afecta la condensación de la cromatina, se evaluó la interacción del Pb con la protamina 2

humana (HP2) (proteínas que remplazan a las histonas durante la espermatogénesis para

condensar a la cromatina y proteger al ADN del espermatozoide) y se observó que el Pb se une a

la HP2 y ocasiona un cambio conformacional de la proteína que resulta en la disminución de su

unión con el ADN (87).

Efectos de los plaguicidas

La exposición a plaguicidas OF, entre ellos el metil paratión, metamidofos y diazinon, se ha

relacionado con alteración en la condensación de la cromatina (mediante SCSA), fragmentación



del ADN (por las pruebas de TUNEL y SCSA) y fosforilación de protaminas (en residuos de serina

y tirosina) en células espermáticas en los estadios de mitosis, meiosis y maduración epidídimal,

reduciendo la capacidad de fertilización (88–90). La fosforilación de las protaminas aumenta su

carga negativa y por ende disminuye su unión con el ADN, evitando el buen empaquetamiento del

mismo y la condensación de la cromatina (91). Se sabe que los metabolitos oxidados de los OF

(oxones) ocasionan un daño al ADN espermático (mediante SCSA) 10 veces mayor que los

compuestos padres (92). Agricultores mexicanos del estado de Durango, México expuestos a

mezclas de plaguicidas, entre ellos los OF, presentaron alteraciones en la estructura de la

cromatina espermática, donde la mayoría de las muestras se clasificaron con potencial de fertilidad

bajo (parámetro %DFI >30 del ensayo de SCSA), a pesar de que la mayoría de las muestras se

encontraban dentro de los parámetros de análisis de semen propuestos por la OMS (74); mientras

que, Pérez-Herrera y col. (75) observaron daño al ADN espermático (técnica de nick translation) en

agricultores del estado de Yucatán, México que portaban un polimorfismo (PON1 192RR) de la

enzima que hidroliza a los OF, la paraoxonasa 1, considerado factor de riesgo para estos

plaguicidas. Gallegos-Avila y col. (93) reportaron que agricultores del estado de Nuevo León,

México ocupacionalmente expuestos al plaguicida CAR carbofurano presentaron espermatozoides

binucleados y espermátidas multinucleadas. Por su parte, De Jager y col. (73) observaron en un

estudio transversal en hombres que vivían en zonas endémicas de malaria en Chiapas, México,

donde se utilizó DDT hasta el año 2000, que este plaguicida se correlacionó con una inadecuada

condensación de la cromatina (tinción de azul de anilina). Mientras que, Sánchez y col. (94)

reportaron la fragmentación del ADN (ensayo de TUNEL) en una exposición in vitro al OC

endosulfán (100 μM), así como alteraciones en el acrosoma. Por otro lado, en hombres

ambientalmente expuestos a plaguicidas PIR en EUA se observó un incremento en la

fragmentación del ADN espermático (ensayo Cometa) (34).

En relación a daño al ADN espermático, se reportó la presencia de aneuploidías espermáticas en

los cromosomas X, Y y 18 en muestras de semen de trabajadores agrícolas del norte de México

expuestos a mezcla de plaguicidas, entre ellos algunos OF y OC (38). Por otro lado, la exposición

ambiental a plaguicidas PIR se correlacionó con el aumento de aneuploidías espermáticas de

hombres infértiles en Polonia (95). Además, se ha asociado la exposición al plaguicida CAR

carbaril con la fragmentación del ADN (ensayo de TUNEL) y una mayor frecuencia de aneuploidías

en trabajadores expuestos laboralmente en una fábrica de plaguicidas en China (96).

Tasa de fertilización y desarrollo embrionario

Existen pocos estudios dirigidos a evaluar los efectos de la contribución paterna en el

desarrollo embrionario, comparado con los estudios sobre la contribución materna y el periodo de

gestación. El daño al ADN y anormalidades en la función los espermatozoides se han

correlacionado con una fertilización deficiente, reducción de las tasas de implantación y embarazo,

mientras que el aumento de mutaciones provocadas por el daño al ADN y aneuploidías

espermáticas eventualmente conduce a defectos del nacimiento, enfermedades genéticas y

cáncer (97).

Efecto de los metales

Se ha observado que la exposición de ratas macho a As (10 mg/L en el agua de bebida por

56 días) provoca el deterioro de la calidad de los espermatozoides mediante la generación de

ROS, disminuyendo su potencial de fertilización y aumentando el porcentaje de pérdida pre

implantación (98). En un estudio clínico encontraron que, por cada aumento de 10 veces en la

concentración de Cd en el semen de los pacientes no fumadores, presentaban una disminución en

la tasa de fertilidad de 4.17 veces, mientras que en los pacientes fumadores fue de 5.88 veces

(99). Por otro lado, en estudios in vivo se ha reportado infertilidad en los animales expuestos al Cd,

adicionalmente, se ha observado una disminución del peso y tamaño al nacer, presencia de Cd en

el hígado y corazón, así como alteraciones neuroconductuales y en componentes antioxidantes en

el hígado, riñón, corazón, cerebro y testículo de su descendencia (85,100). En relación al Pb, se

observó que la exposición de los padres al metal antes de la concepción puede ocasionar

alteraciones en el ADN de los espermatozoides, aumentando el riesgo de cáncer en la

descendencia (101), y la exposición de ratones a 0.01% de Pb en el agua de bebida durante 45

días redujo la capacidad de fertilización in vitro de los espermatozoides (102).



Efecto de los plaguicidas

La exposición a plaguicidas también tiene consecuencias en la fertilidad. El plaguicida OF

metamidofos disminuyó la capacidad de fertilización de ratones expuestos (2 y 3 mg/kg/día

durante 4 semanas, vía intragástrica), esta exposición se asoció con un decremento en el número

de fetos vivos e incremento de fetos muertos, así como un incremento en la reabsorción (indicativo

de abortos) (103). Adicionalmente, en ratones expuestos a 5 mg/kg/día por 4 días, vía

intraperitoneal de este plaguicida se observó una reducción de la capacidad de fertilización in vitro

de los espermatozoides colectados a los 28 y 45 días posteriores a la exposición, sugiriendo

efectos en los estadios de meiosis y mitosis, respectivamente (89). También se ha sugerido que, el

metamidofos tiene el potencial de producir efectos adversos heredables, de acuerdo con las

alteraciones observadas en la progresión del embrión y en el aumento del número de embriones

degenerados (fragmentación o muerte de blastómeros) (104). Por otro lado, se observó que

ratones expuestos al OF metil paratión (20 mg/kg, vía intraperitoneal) provocó una disminución de

la capacidad de fertilizar a los 7 y 28 días posteriores a la administración, afectando a células en

los estadios de maduración epididimal y meiosis, respectivamente (90). Recientemente se reportó

que la exposición a ratas macho al plaguicida OF temefos (larvicida recomendado por la OMS en

campañas de salud) a la dosis “segura” de 100 mg/kg/día, correspondiente al nivel más bajo con

efecto adverso observable (LOAEL, por sus siglas en inglés), por 5 ó 7 días, vía intragástrica

redujo la capacidad de fertilización in vitro y generó cigotos dañados, sugiriendo un daño en el

desarrollo embrionario (105). Finalmente, en un estudio in vitro donde se incubaron

espermatozoides de ratón con temefos (0.1, 1, 10 y 100 μM) se observó una disminución de la

tasa de fertilización y desarrollo temprano embrionario (formación del blastocisto) (106).

Se ha demostrado que la exposición a NEO tiene efectos nocivos sobre la función de los

espermatozoides y el desarrollo embrionario. En espermatozoides de ratón expuestos in vitro a los

NEO imidaclorid y acetamiprid (5 mM) se reportó que no afectaron la motilidad espermática ni la

integridad del ADN, pero si la capacidad de fertilización in vitro (formación de pronúcleos), la

primera escisión del cigoto y la formación de blastocistos (107), se desconocen los mecanismos.

Epigenética

El papel de la epigenética ha tomado relevancia en la reproducción masculina en los últimos años,

tanto en el funcionamiento adecuado de los gametos masculinos, como en el desarrollo

embrionario y salud de la descendencia. La epigenética se refiere a la regulación en la expresión

de genes sin modificar la secuencia del ADN e incluye modificaciones como la metilación del ADN,

modificaciones en histonas y microARN’s. La metilación del ADN es un proceso dinámico bien

definido, en el que se transfiere un grupo metilo (-CH3) al carbono 5 de la citosina (5mC), el

aumento de la metilación del ADN (hipermetilación) conduce al silenciamiento de genes, por el

contrario, la disminución en la metilación del ADN (hipometilación) se asocia con una mayor

expresión de genes. La exposición a metales y plaguicidas, entre otros contaminantes

ambientales, aumenta el riesgo de errores epigenéticos y, en consecuencia, afectan la función

espermática, habilidad de fertilización y desarrollo embrionario (108).

Epigenoma espermático e infertilidad

En relación al epigenoma espermático, se ha descrito principalmente el perfil de la

metilación del ADN en los espermatozoides (metiloma), el cual se ha relacionado con parámetros

de calidad espermática (concentración y motilidad), así como con la integridad de la cromatina y

del ADN espermático (109). También se ha observado que alteraciones en la metilación de

promotores de genes de la impronta (expresión especifica de genes de origen paterno que tienen

un papel esencial en el desarrollo embrionario) y genes de la espermatogénesis y del sistema de

defensa antioxidante se asocian con el deterioro de la integridad del ADN (110). En un estudio

sobre la contribución paterna en la pérdida del embarazo recurrente, no se encontraron diferencias

en los parámetros de calidad propuestos por la OMS, pero sí en los niveles de metilación de genes

de la impronta e hipermetilación de genes involucrados en la apoptosis y ciclo celular, entre otros,

así como hipometilación global del ADN, proponiendo a este último como candidato en el

diagnóstico clínico, por la facilidad de su evaluación mediante técnicas de inmunoensayo (111).



Algunos estudios han asociado un aumento en la incidencia de trastornos de la impronta

(alteraciones en el número de copias de un gen) en bebés concebidos por reproducción asistida ,

estos trastornos pueden deberse a alteraciones epigenéticas (metilación del ADN) en regiones

metiladas diferencialmente (DMR) que regulan la expresión de genes de la impronta génica . Las

tecnologías de reproducción asistida ofrecen oportunidad a aquellas parejas infértiles , sin

embargo , tienen el riesgo potencial de transmitir estas alteraciones epigenéticas a

descendencia (112) .

Efectos de los metales y plaguicidas

No hay muchos estudios en relación a este tema , pues el conocimiento en el área es reciente . En

animales expuestos a Cd (2 mg/kg/día por 5 días, vía intraperitoneal) se observó una disminución

de la fertilidad relacionada con alteraciones epigenéticas en las histonas (113) y la ruptura de la

BHT observada en ratones expuestos a este metal (2.5 mg/kg/día durante 2 meses, vía

intragástrica) se correlacionó con la hipermetilación del factor nuclear Ya , el cual está implicado en

el reclutamiento de proteínas transportadoras que participan en la desintoxicación de xenobióticos

(40) . Además, en ratones expuestos a Cd (0.9 ppm en el agua de bebida durante 9 semanas) se

observaron alteraciones en la metilación de 1788 DMR del espermatozoide relacionadas con

genes del desarrollo embrionario (114). Por otro lado , en un estudio en hombres chinos con

exposición baja a Pb (concentraciones de Pb en sangre 5 - 10 µg/dL) se observó una

hipometilación global del ADN y en regiones promotoras de genes de la vía homeostática del

calcio en los espermatozoides, lo que a su vez se relacionó con la disminución en su motilidad

(115 ) .

En relación a plaguicidas , el OF metil paratión causó una disminución en la calidad

espermática , daño oxidante , daño al ADN y disminución en la fertilización de espermatozoides de

ratones expuestos al plaguicida (6 mg/kg/día por 5 días , vía intraperitoneal) , y estos efectos

podrían estar relacionados con la hipometilación global del ADN e hipermetilación en genes

relacionados con la reparación del ADN y la respuesta antioxidante observadas en células

germinales masculinas de los ratones expuestos (116).

Efectos multi y transgeneracionales de los metales y plaguicidas

Un número creciente de factores ambientales , desde la nutrición hasta la exposición a

agentes tóxicos pueden alterar el epigenoma de la línea germinal y promover la herencia

transgeneracional de epimutaciones (mutaciones en el epigenoma) , lo cual incrementa la

susceptibilidad para desarrollar enfermedades en generaciones posteriores (117) .

Efectos epigenéticos y generacionales de metales y plaguicidas

Hay pocos estudios que evalúen el efecto multi o transgeneracional por exposición paterna a

contaminantes ambientales . Ratas expuestas crónicamente al As en el agua de bebida ( 1 mg/mL

durante 16 semanas) (FO) se aparearon para producir el linaje del As (F1 , F2 y F3) y se observó un

aumento en el peso de los testículos y el epididimo , disminución de la calidad espermática , así

como el aumento de la fragmentación del ADN en ambos sexos e hipermetilación del ADN en el

tejido testicular en las generaciones F2 y F3; estas alteraciones epigenéticas en la vida temprana

del individuo pueden estar involucradas con los defectos reproductivos y la salud en general de las

generaciones posteriores ( 118) . Por otro lado , en ratas expuestas durante la gestación a Pb (300

mg/L en el agua de bebida) se observó una disminución del peso de los testículos , epididimos ,

vesícula seminal y próstata ventral , distorsión de la arquitectura general del epitelio seminífero ,

disminución del diámetro tubular seminifero y reducción de células germinales de los críos (119) .

Los plaguicidas ocasionan alteraciones durante el desarrollo , algunas de ellas a nivel

epigenético promoviendo así la herencia transgeneracional de una susceptibilidad mayor a

desarrollar enfermedades (120) . La exposición a plaguicidas OF como el fenitrotión (20 y 25

mg/kg/ durante los días gestacionales 12-21 , vía intragástrica ) afectó el peso y la morfología de las

gónadas y las glándulas accesorias , afectando así la fertilidad masculina en ratas (121 ) . Se ha

observado que la exposición al plaguicida OF clorpirifos en ratas gestantes (1 mg/kg/día durante

los días gestacionales 9-12 ó 17-20 , vía subcutánea ) interfiere con la diferenciación sexual en

ambos sexos por la disminución de los niveles de serotonina en ratas (122) .



En relación a otros plaguicidas, la exposición al fungicida vinclozolina en ratas gestantes (100 ó

200 mg/kg/día durante los días gestacionales 8-15, vía intraperitoneal) provocó un aumento en la

muerte de las células germinales testiculares por apoptosis y disminución de la motilidad

espermática que correlacionaron con la alteración de los patrones de metilación del ADN en la

línea germinal de la generación F3 (123). Mientras que, en la exposición al herbicida atrazina en

ratas gestantes (25 mg/kg/día durante los días gestacionales 8-14, vía intraperitoneal) se presentó

una mayor incidencia de tumores mamarios en la generación F2, mientras que, en la generación

F3 se presentó pubertad de inicio temprano, alteraciones del comportamiento (hiperactividad

motora) y un fenotipo delgado en ambos sexos (124).

Observaciones finales

Los seres humanos hemos contribuido al aumento de los contaminantes ambientales (metales,

plaguicidas, entre otros), algunos de los cuales se encuentran de manera ubicua y son

responsables de la aparición de trastornos en la salud reproductiva, lo que conlleva a mediano y

largo plazo a la infertilidad masculina que es un problema de salud pública en varios países,

incluido México. La presencia de los metales en el ambiente se debe principalmente a fuentes

antropogénicas, y en algunos casos, como para el As, por fuentes naturales por el agua del

subsuelo. El uso excesivo de plaguicidas y las carentes medidas de seguridad y regulación causan

graves riesgos para la salud reproductiva masculina. La mayoría de las personas pueden estar

expuestas a más de un contaminante a la vez, por lo cual podrían generarse efectos acumulativos.

Algunos metales y plaguicidas pueden tener efectos heredables con consecuencias en la salud y

en particular en la reproducción de las futuras generaciones.

Con la información presentada, es urgente incorporar a las nuevas metodologías (sugeridas

recientemente por la OMS) para evaluar la función del espermatozoide, incluida la integridad de la

cromatina y ADN, así como el daño oxidante, la RA y el estado de metilación del ADN que son

mejores predictores de la fertilidad y adecuado desarrollo embrionario. Por lo anterior, sugerimos

su inclusión en los análisis de rutina en los laboratorios de andrología y, sobre todo, en las clínicas

de fertilidad.
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Generalidades sobre el análisis seminal

La probabilidad de embarazo natural de una pareja durante la fase fértil es del 38% a lo largo de

un mes, y escala a 68, 81 y 92% si se considera un lapso de 3, 6 o 12 meses, respectivamente (1).

Sin embargo, el éxito de este proceso puede verse afectado por numerosos factores clínicos,

ambientales y de estilo de vida que pueden afectar a ambos miembros de la pareja (2). En este

sentido, se define a la infertilidad como una enfermedad caracterizada por la incapacidad de

concebir naturalmente manteniendo relaciones sexuales regulares sin uso de anticonceptivos en el

lapso de 12 meses (3). Esta enfermedad afecta al 15-20% de las parejas en edad reproductiva

globalmente, y alrededor del 30% de los casos se debe a factores masculinos, 30% a femeninos y

el 40% restante a factores combinados (4,5).

La evaluación de la fertilidad masculina involucra la combinación del análisis exhaustivo de

la historia del paciente, salud física general y análisis de laboratorio. Con respecto a este último, el

análisis seminal permite obtener información clínicamente relevante sobre la funcionalidad

testicular y de glándulas accesorias y la capacidad eyaculatoria (6).

El análisis de rutina incluye la evaluación del volumen seminal, la concentración y cuenta,

vitalidad, motilidad total y progresiva (rápida y lenta), y morfología normal espermáticas. Asimismo,

el análisis de semen también incluye la determinación de la presencia de otros tipos celulares en el

eyaculado (células redondas o peroxidasa-positivas) (7
[1]

). En su Quinta Edición, el manual de la

OMS propone un conjunto de estudios especializados, que incluyen la evaluación de

espermatozoides osmóticamente competentes (ensayo de hinchazón hipo-osmótica o HOS) y con

cromatina compacta como evidencia de una correcta madurez nuclear (test de azul de anilina), y la

presencia de anticuerpos anti-espermáticos (ASA) (MAR Test). Asimismo, en esta edición, se

presentaron protocolos detallados para estandarizar el análisis seminal, así como se establecieron

límites inferiores de referencia (LIR) como puntos de corte para considerar muestras seminales

normales o anormales, valores que fueron determinados a partir del análisis de 4500 muestras de



hombres fértiles de 14 países que habían sido padres durante los últimos 12 meses (8,9) (Tabla

1).

Tabla 1. Límite inferior de referencia del Manual de la OMS de 2010.

Parámetro
Límite inferior de referencia

(LRL)

Volumen seminal 1,5ml

Concentración

espermática

Cuenta espermática

Motilidad total

Motilidad progresiva

Morfología normal

Vitalidad

15 millones/ml

39 millones/eyaculado

40%

32%

4%

58%

Límite inferior de referencia para volumen seminal, concentración espermática, cuenta

espermática, motilidad total, motilidad progresiva, morfología normal y vitalidad espermática

Si bien el parámetro de motilidad espermática informa sobre el porcentaje de espermatozoides

mótiles en una muestra, no permite describir el movimiento de cada célula. Esta limitación condujo

al desarrollo de sistemas computarizados para el análisis de semen, denominados sistemas CASA

(del inglés Computer-Assisted Sperm Analysis). Este sistema provee una evaluación objetiva y

sistemática de la motilidad espermática mediante la integración de dos módulos:

1. Módulo de adquisición de imágenes: consiste en una cámara de video acoplada a

un microscopio y conectada a una computadora.

2. Módulo de análisis: consiste en una computadora que analiza las imágenes

capturadas mediante algoritmos definidos por cada fabricante.

Los sistemas CASA suministran una serie de parámetros cinemáticos determinados a partir

del análisis del desplazamiento de la cabeza del espermatozoide. El centro de la cabeza es

definido como el centroide en el sistema de digitalización, lo que permite seguir la trayectoria del

espermatozoide a través del tiempo. El centroide es determinado en el primer fotograma del video

y su localización es determinada nuevamente en cada fotograma subsiguiente. De esta forma, la

determinación de la trayectoria espermática permite estimar una serie de parámetros que

describen la cinemática de cada espermatozoide de la muestra. La velocidad espermática se

encuentra definida por tres parámetros: la velocidad rectilínea, la velocidad curvilínea y la

velocidad promedio. La Velocidad Rectilínea (VSL) es aquella definida a partir de la distancia

recorrida por el centroide considerando una trayectoria que une su primera y última posición,

formando una línea recta. Por otro lado, la Velocidad Curvilínea (VCL) es definida a partir de la

trayectoria real recorrida por el centroide, mientras que la Velocidad Promedio (VAP) es definida a

partir de una trayectoria promedio calculada empleando algoritmos específicos de cada fabricante

de los equipos CASA.

Teniendo en cuenta las trayectorias definidas para el cálculo de la VCL y VAP, se define a

la frecuencia de golpe cruzado (BCF) como la tasa de intersección de estas trayectorias.

Asimismo, a partir de los valores de velocidad se pueden calcular parámetros que definen la

progresión del movimiento del espermatozoide, y son la Linealidad (LIN = VSL/VCL), Rectitud

(STR = VSL/VAP), y Balanceo (WOB = VAP/VCL).



Finalmente, el movimiento de la cabeza se puede describir a través de dos parámetros, la

Amplitud del Desplazamiento Lateral de la Cabeza (ALH, promedio de la distancia entre la

trayectoria promedio y la cabeza espermática en cada fotograma) y el Desplazamiento Angular

Promedio (MAD, ángulo promedio formado entre la trayectoria promedio y la cabeza espermática).

El estudio de los parámetros seminales en su conjunto permite definir la calidad de una

muestra de semen, y a nivel poblacional proporciona información sobre tendencias en el tiempo o

lugar.

Alteraciones en la calidad seminal

Numerosos estudios concuerdan que, a partir de la primera mitad del 1900, se ha producido un

declive en la calidad seminal a nivel mundial, determinándose en particular una disminución de la

cuenta espermática de un 3% anual en países europeos y de 1,5% en Estados Unidos (10). Este

hecho tiene un correlato con un aumento en la infertilidad masculina durante las últimas décadas

(11,12), que ha sido atribuido al menos en parte a la caída de la calidad seminal asociada a

diversos factores, entre los que se destacan enfermedades genéticas y endócrinas, y más aún a

infecciones, exposición a tóxicos, la edad y cambios medioambientales (13-21). Algunos trabajos

han reportado tendencias similres en países de Latinoamérica (22,23). Teniendo ésto en cuenta,

es de vital importancia el estudio de asociaciones entre factores de riesgo para la fertilidad y su

impacto sobre la calidad seminal. En el presente capítulo se desarrollarán los aportes de estudios

recientes sobre la asociación entre la calidad seminal y la edad, condiciones clínicas y factores

medioambientales, haciendo especial hincapié en estudios realizados por nuestro grupo de

investigación.

La edad y la calidad seminal

Durante las últimas décadas, la paternidad se ha visto postergada en países desarrollados por

nuevas generaciones en la búsqueda de seguridad socioeconómica (24). En línea con esto, se ha

encontrado una correlación entre la educación universitaria y una mayor tasa de matrimonio y

mejor estabilidad profesional y financiera (25,26). En consecuencia, el tiempo necesario para

alcanzar estos objetivos ha devenido en una paternidad tardía (27). La edad materna en

Dinamarca ha crecido de 29,1 años a 33,4 entre 1986 y 2016 (28), y más de un tercio de los recién

nacidos de Inglaterra y Gales tienen padres mayores de 35 años (29).

Si bien es conocido el impacto del envejecimiento femenino sobre el potencial fértil,

reflejado por una disminución en la reserva ovárica, en la calidad ovocitaria, y alteraciones en la

reparación al daño del ADN (30-32), no hay un consenso claro en cuanto al impacto de la edad

paterna sobre la calidad seminal. Si bien hay estudios que encuentran una asociación, otros

reportan la falta de evidencia (33-36). Sin embargo, existe evidencia de un descenso del potencial

fértil en relación con la edad, demostrado por una menor tasa de embarazo utilizando muestras de

hombres mayores en procedimientos de reproducción asistida (37-39). Más aún, la fertilidad de

hombres mayores de 35 (40) y 45 años (41) se ha encontrado significativamente disminuida en

comparación a aquella de menores de 25 años, reflejada como la necesidad de un tiempo mayor

para lograr un embarazo. Asimismo, la edad paterna avanzada al momento de la concepción

también se relacionó con alteraciones en la salud de la descendencia, evidenciadas por mayores

tasas de anormalidades congénitas, cognitivas, cáncer de mama, leucemia, autismo,

esquizofrenia, trastorno bipolar, y mayores tasas de mutaciones de novo (42,43).

En base a estos antecedentes, y la ausencia de informes de Latinoamérica, nuestro equipo

de investigación desarrolló un estudio enfocado en evaluar el impacto de la edad sobre la calidad

seminal. Para ello contamos con una base de datos de análisis de semen del Laboratorio LAR

(Córdoba, Argentina), gentilmente decida por su directora, la Dra. Rosa Molina.

Sobre este base de datos se estudió la correlación entre la edad y una serie de parámetros

seminales de rutina y de cinemática espermática. Posteriormente, se determinó un punto de corte

para dicotomizar a la población acorde a una edad en la que se evidenciara una caída en la

calidad seminal. Para ello se realizaron análisis de comparación de grupos de etarios y análisis

mediante curvas ROC.

Acorde a esos resultados, se determinaron las diferencias entre la calidad seminal de

poblaciones de menor y mayor edad. Como resultado, en una cohorte de 11657 muestras de

semen de pacientes con un promedio de edad de 35,86 ± 6,38 años se encontró una correlación



significativamente negativa entre la edad y la calidad seminal. La misma se evidenció por una

disminución en el volumen seminal, motilidad progresiva, vitalidad, morfología normal, prueba de

HOS y células redondas, asociada a un incremento de la edad (Figura 1).

Figura 1. Correlación entre la edad y parámetros seminales de rutina. La edad correlacionó negativamente de forma

significativa con el volumen seminal, cuenta espermática, motilidad progresiva, TM, vitalidad, morfología normal, NM,

prueba de HOS y concentración de células redondas (R = Coeficiente de correlación de Pearson, indicado en cada panel

junto su P-valor asociado) (Análisis realizado sobre 11657 casos).

Parte de estos resultados se encontraron en concordancia con estudios previos donde se observó

una disminución en la motilidad (34,35,44) y la cuenta espermática (35,36) en relación con la edad.

Por otro lado, no se encontraron cambios significativos en la concentración espermática, en línea

con estudios previos (33,34,44). Por otro lado, la correlación negativa entre la edad y la integridad

de la membrana plasmática espermática, medida por la prueba de HOS, resultó de especial

interés por el efecto deletéreo de valores anormales de esta prueba sobre el éxito de la

implantación embrionaria (45).

Estos resultados condujeron a la búsqueda de un punto de corte etario mediante el análisis

de curvas ROC (Tabla 2), encontrando puntos de corte que oscilaron entre los 36 y 44 años, con

un promedio de 40,42 ± 2,70 años y áreas bajo la curva mayores a 0,5. Estos resultados, en

conjunto con las diferencias encontradas entre los grupos etarios separados por décadas, llevaron

a la elección de 40 años como punto de corte para estudiar el impacto de la edad sobre la calidad

seminal.



Tabla 2. Puntos de corte de edad por curvas ROC.

Punto

de

Parámetro Sensibilidad Especificidad

Área Bajo

Corte la Curva

(años)

Volumen 36 0,58 0,52 0,56

Concentración 42 0,18 0,84 0,51

Cuenta 42 0,19 0,85 0,52

Motilidad 38 0,43 0,66 0,56

Progresiva

Vitalidad 41 0,42 0,81 0,63

Prueba de HOS 40 0,40 0,75 0,59

Morfología 44 0,15 0,90 0,51

Normal

Los puntos de corte de edad se encontraron entre 36 y 44 años de edad con una sensibilidad y

especificidad entre 0,15 y 0,90.

La comparación de los distintos parámetros de rutina entre grupos de muestras de

pacientes mayores y menores de 40 años resultó en el hallazgo de un descenso significativo del

volumen seminal, cuenta espermática, motilidad progresiva, total de espermatozoides mótiles en el

eyaculado, vitalidad, cuenta total de espermatozoides mótiles y morfológicamente

normales(Cuenta espermática x % de espermatozoides mótiles x % morfológicamente normales),

e integridad de la membrana plasmática en muestras de pacientes mayores de 40 años en

comparación a aquellas de menores de 40 años (46) (Tabla 3).

Tabla 3. Calidad seminal en muestras de hombres menores y mayores de 40 años.

Parámetro <40 años ≥40 años

P-valor

(Mann-Whitney)

n

Edad

Volumen

Concentración

8832

33,20±4,20

2825

44,16 ± 4,65 ***

3,09 ± 2,51

66,32 ± 60,34

2,84 ± 1,52 ***

68,65 ± 62,42 ns

Cuenta 186,88 ± 175,77

176,92 ±

178,85
***

Motilidad

Progresiva

***47,25 ± 18,26 42,57 ± 19,01



Total de Mótiles 100,89 ± 112,16

86,76 ±

105,61

***

Vitalidad

Morfología

Normal

***

83,83 ± 8,85 81,30 ± 11,07

5,52 ± 3,47 5,36 ± 3,35 ns

Total de Mótiles

Normales

***

7,19 ± 10,75 6,06 ± 9,45

Prueba de HOS
***

79,61 ± 8,41 78,04 ± 8,95

Células
***

1,24 ± 1,57 1,15 ± 1,49

Redondas

Células

Peroxidasa- 0,44 ± 1,35 0,44 ± 1,26 ns

Positivas

Madurez Nuclear 77,20 ± 10,60 76,98 ± 11,10 ns

VSL 27,03 ± 15,05 25,63 ± 13,11

***

***
VCL 47,83 ± 23,12 45,44 ± 15,57

VAP
***

33,16 ± 17,80 31,44 ± 15,15

LIN 60,11 ± 25,56 59,90 ± 27,39 ns

STR 85,50 ± 30,50 85,03 ± 30,81 ns

WOB 74,22 ± 31,16 73,90 ± 31,68 ns

BCF 8,64 ± 2,37 8,44 ± 2,33

**

ALH

MAD

2,48 ± 0,81

42,45 ± 16,08

2,37 ± 0,73

***

**

41,83 ± 11,52

Se encontró un menor volumen seminal , cuenta espermática , motilidad progresiva , total de

mótiles , vitalidad , total de mótiles normales , prueba de HOS y concentración de células redondas ;

VSL, VCL, VAP, BCF, ALH Y MAD en muestras de pacientes mayores de 40 años con respecto a

aquellas de pacientes menores de 40 años . *P <0,05 *P <0,005 ***P <0,0005 (Prueba de Mann-

Whitney).

Si bien no hay un consenso claro sobre cuál es una edad paterna avanzada , se ha

utilizado la edad de 40 años como punto de corte en un 44% (14/32) de los reportes incluidos en

una revisión reciente del tema ( 13) . Asimismo , se reportaron mayores riesgos de cáncer de mama ,

leucemia infantil y tumores del sistema nervioso central en hijos de padres de más de 40 años

(47) . Y en relación con la problemática expuesta , hay reportes que aconsejan limitar la edad de

donantes de semen a 40 años (48) .

Con respecto a la investigación de la cinemática del espermatozoide , el estudio de los

parámetros reveló una correlación negativa y significativa entre la edad y todos los parámetros de

velocidad (VSL, VCL y VAP) y frecuencia (BCF) (Figura 2) .



Figura 2. Correlación entre la edad y parámetros de cinemática espermática. La edad correlacionó negativamente de forma

significativa con VSL, VCL, VAP, BCF y ALH (R = Coeficiente de correlación de Pearson, presente en cada panel con su P-

valor asociado). (Análisis realizado sobre 4704 casos).

No obstante, no se encontró una asociación significativa entre la edad y parámetros cinemáticos

de progresión (LIN, STR, WOB). Con respecto al desplazamiento de la cabeza, su disminución con

el aumento de la edad fue evidenciada considerando la distancia (ALH), pero no el ángulo (MAD).

Asimismo, se encontró un descenso significativo en parámetros de velocidad (VSL, VCL y

VAP), frecuencia (BCF) y desplazamiento de la cabeza (ALH y MAD) en muestras de pacientes

mayores de 40 años (Tabla 3) (46).

De igual manera, también se encontró una asociación negativa y significativa entre la

cinemática espermática y la edad en una subpoblación no expuesta a factores que impactarían

negativamente sobre la calidad seminal, como son la criptorquidia, las infecciones genitales, la

obesidad, los tratamientos crónicos, o la exposición a tóxicos (46). En este sentido, la disminución

en VSL, VCL, VAP y ALH resulta de especial interés, ya que son parámetros que predicen el éxito

de la inseminación intrauterina (49, 50) y fecundación in vitro (51,52). En un estudio de una

cohorte de 100 pacientes se reportó una disminución en VSL, VAP y LIN, pero ningún efecto sobre

VCL, ALH y BCF asociados a la edad (44). Las diferencias entre este reporte y el presente estudio

pueden deberse al tamaño poblacional y el sistema CASA utilizado.

Teniendo en cuenta estos resultados, concluimos que la edad es un factor que afecta la

calidad seminal per se, por lo que la postergación de la paternidad puede comprometer el

potencial fértil masculino.

La obesidad, la autoinmunidad y la calidad seminal

El crecimiento en la incidencia de la obesidad a nivel global es una causa de preocupación en la

salud pública. En el año 2013 la obesidad fue clasificada como una enfermedad por la Asociación

Médica Americana (53), y se define a partir de un Índice de Masa Corporal (IMC) ≥30kg/m2 (54). Si

bien es conocido su impacto sobre en la salud general, hay informes que reportan su impacto

negativo sobre la salud reproductiva. Específicamente, se encontró una asociación negativa entre
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el índice de masa corporal (IMC = peso/altura ) y la concentración y cuenta espermática (55,56).

Por otro lado, la obesidad también se encontró asociada a alteraciones en el perfil hormonal

masculino (57-59).

Utilizando la base de datos del laboratorio LAR, estudios de nuestro equipo de

investigación revelaron una incidencia de la obesidad del 22,53% en una cohorte de más de 4000

hombres en consulta andrológica. En casos de muestras de pacientes con obesidad, se observó

un descenso significativo en la concentración y cuenta espermáticas, en línea con estudios previos

que indican una mayor incidencia de oligozoospermia en hombres con obesidad (56). Asimismo,

se encontró una asociación positiva y significativa entre el IMC y la edad (R=0,13; P<2,2 ex -26; n=

4603 casos).

Teniendo en cuenta los resultados presentados en la sección anterior, al considerar

solamente subpoblaciones de pacientes mayores de 40 años, se observó un empeoramiento en la

calidad seminal asociado a la obesidad. Entre los parámetros alterados se destacó un menor

porcentaje de espermatozoides morfológicamente normales en muestras de pacientes mayores de

40 años con obesidad (Tabla 4).

Tabla 4. Parámetros seminales de rutina en muestras de hombres mayores de 40 años con IMC

normal u obesidad.

Parámetro 18≤IMC<25 IMC≥30

P-valor

(Mann-

Whitney)

n

Edad

Volumen

Concentración

284

44,03 ± 4,87

306

43,91 ± 4,26 ns

*2,87 ± 1,55 2,66 ± 1,54

**97,27 ± 72,47 80,50 ± 68,68

Cuenta ***250,90 ± 210,97 194,66 ± 183,38

Motilidad

**42,44 ± 17,54 37,71 ± 18,86
Progresiva

Total de Mótiles ***119,93 ± 123,80 83,68 ± 100,96

Vitalidad 81,80 ± 10,32 81,96 ± 10,91 ns

Morfología
5,57 ± 3,17 4,60 ± 3,08 ***

Normal

Total de Mótiles
***8,17 ± 10,60 5,28 ± 8,72

Normales

Prueba de HOS 78,67 ± 8,89 79,18 ±8,86 ns

Células Redondas 1,31 ± 1,76 1,16 ± 1,11 ns

Células

Peroxidasa- 0,51 ± 1,57 0,45 ± 1,01 ns

Positivas

Madurez Nuclear **77,86 ± 10,77 75,02 ± 12,70

VSL 23,45 ± 7,07 23,21 ± 7,28 ns



VCL 43,04 ± 9,30 41,95 ± 10,07 ns

VAP 29,08 ± 6,45 28,47 ± 6,85 ns

LIN 54,28 ± 12,08 55,27 ± 11,64 ns

STR 79,27 ± 11,74 80,28 ± 10,55 ns

WOB 67,77 ± 7,22 68,18 ± 7,38 ns

BCF 8,22 ± 1,84 8,26 ± 1,85 ns

ALH 2,32 ±0,47 2,27 ± 0,50 ns

MAD 41,45 ± 3,52 41,53 ± 4,28 ns

Se encontró un menor volumen seminal, concentración espermática, cuenta, motilidad progresiva,

total de mótiles, morfología normal, total de mótiles normales y madurez nuclear en muestras de

pacientes mayores de 40 años con obesidad con respecto a aquellas de pacientes mayores de 40

años con IMC normal. *P<0,05 *P<0,005 ***P<0,0005 (Prueba de Mann-Whitney).

En este sentido, se han descripto factores deletéreos para la morfología espermática

asociados a la obesidad, como son el incremento en la temperatura testicular y la generación de

un estado proinflamatorio (58,60). Específicamente, la promoción de un estado proinflamatorio

conduciría a una mayor generación de especies reactivas del oxígeno, lo que contribuye al daño

celular, y se asocia negativamente con la morfología espermática normal (58).

Asimismo, el estado proinflamatorio del testículo también se encuentra asociado a la

presencia de anticuerpos dirigidos contra antígenos testiculares. Este fenómeno se caracteriza por

el ingreso de células del sistema inmunológico (macrófagos, células dendríticas, leucocitos T)

hacia el intersticio, lo que conduce a la formación de auto-anticuerpos contra antígenos

testiculares, la producción de mediadores proinflamatorios y la desregulación de la

esteroidogénesis (61). Entre estos anticuerpos se destacan los anticuerpos antiespermáticos

(ASA), dirigidos contra proteínas espermáticas que pueden interferir en la fecundación,

conduciendo a la infertilidad inmunológica. Varios estudios han descripto la relación entre la

presencia de ASA y alteraciones en parámetros seminales de rutina, encontrando una disminución

ASA-dependiente de la motilidad (62-65) e integridad de la membrana plasmática (66,67).

Los antígenos espermáticos tienen la particularidad de expresarse luego de la selección

negativa de linfocitos By T. Sin embargo, existen mecanismos que contribuyen a prevenir el

desarrollo de una respuesta inmune contra estos antígenos dados por el control inmunológico

ejercido por el testículo. En primer lugar, la barrera hemato-testicular conformada por uniones

estrechas entre las células de Sertoli provee una compartimentalización física entre las células

germinales y los vasos sanguíneos, reduciendo la inducción de una respuesta inmune adquirida.

Por otro lado, las células inmunes presentes en el espacio intersticial disminuyen la tasa de

presentación antigénica por sus propiedades inmunorreguladoras (68).

Asimismo, el plasma seminal recibe un gran aporte de inmunoglobulinas del plasma

sanguíneo, y tiene una proporción similar de inmunoglobulinas a aquella del plasma (69). Sin

embargo, también existe una producción propia de inmunoglobulinas, evidenciado por la presencia

de IgM, que no puede trasvasarse desde el plasma (70,71).

En consecuencia, cualquier alteración en el fino equilibrio de la inmunoregulación testicular

puede conducir a la inducción de autoinmunidad contra los espermatozoides. En humanos se ha

reportado la asociación entre la presencia de ASA y la obstrucción del tracto genital en pacientes

con ausencia u obstrucción del vaso deferente, fibrosis quística (72-76), y epididimitis aguda (77).

Más aún, también se observó presencia de ASA en pacientes con criptorquidia (78,79), cáncer

testicular (80) o sometidos a cirugía (81). El daño físico de la barrera hemato-testicular,

consecuencia de torsión, cirugía o trauma testicular conduce al desarrollo de un ambiente

inflamatorio donde los antígenos espermáticos son expuestos al sistema inmunológico, induciendo

así la producción de ASA (82-84).



Los métodos de evaluación de ASA recomendados por la OMS son el MAR test (Mixed

Antiglobulin Reaction ) y el IB test (ImmunoBead Test) (7) . En ambos casos se determinó un punto

de corte del 50% de espermatozoides mótiles con ASA como clínicamente relevante. En

consecuencia, hay reportes que informan una incidencia del 5-39% en hombres consultando por

infertilidad en distintas poblaciones a lo largo del mundo (85-93) . Esta variedad en los reportes es

explicada en parte por la heterogeneidad de los tamaños poblacionales incluidos en cada estudio ,

la diversidad de métodos utilizados para evaluar la presencia de ASA y sobre todo el punto de

corte considerado para definir a una muestra como ASA-positiva (revisiones recientes que

recapitulan los estudios en la temática : (94,95) .

Considerando el impacto deletéreo de la presencia de ASA sobre la calidad seminal ,

nuestro equipo de investigación realizó un estudio retrospectivo con el objetivo de determinar el

efecto de la presencia de ASA sobre una serie de parámetros seminales de rutina y de cinemática

espermática . Para ello se determinó la incidencia de ASA considerando los puntos de corte del 10

y 50% descriptos en la literatura (7,95) , y del 99% para considerar muestras enriquecidas en ASA.

Por otro lado, se estudió la asociación entre el porcentaje de espermatozoides ASA-positivos y

alteraciones en parámetros seminales de rutina y de cinemática espermática . Por último , se

clasificó a la población como ASA- positiva y ASA-negativa para estudiar los niveles de los distintos

parámetros de calidad seminal en cada subgrupo . En el presente estudio se utilizaron datos de

estudios realizados empleando el MAR Test en 11657 muestras , lo que reduce la variabilidad entre

pruebas y contribuye a la reproducibilidad del ensayo . Los registros fueron obtenidos de la base

datos del laboratorio LAR . Como resultado , se determinó una incidencia de 6,78%, 3,47%y 0,64%

considerando los puntos de corte del 10% , 50% o 99% , respectivamente (Figura 3) .
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Figura 3. Frecuencia de anticuerpos anti-espermáticos . Histograma con la frecuencia de cada porcentaje de anticuerpos

anti-espermáticos en una población de 11657 muestras de pacientes . Líneas punteadas : Puntos de corte del 10 , 50 y 99%.

Estos resultados se encuentran dentro del rango hallado en otros estudios , donde la presencia de

ASA fue determinada como positiva considerando el 40% (incidencia del 5% para 312 casos (87) ,

o 6,3% para 750 casos (88) o el 10% como puntos de corte (incidencia del 6% para 650 casos

(92) . En contraste , otros reportes indican una incidencia mayor, de alrededor del 9% (9,01% para

111 casos (90) y 9,4% para 1228 casos (67) utilizando un punto de corte del 20%. Estas

diferencias pueden deberse , en parte , a la causa de la consulta en el laboratorio de andrología .

Específicamente , en los trabajos mencionados, las poblaciones de estudio presentaron bajos

porcentajes de pacientes normozoospérmicos . Por el contrario, en el presente trabajo se contó con

un 57,5% de muestras de pacientes normozoospérmicos en la población general analizada .

Los resultados de este estudio también revelaron alteraciones en varios parámetros

seminales asociados a la presencia de ASA (punto de corte del 50%) , reflejados en el descenso

significativo de parámetros de cantidad (concentración espermática , cuenta , cuenta de mótiles y

cuenta de mótiles morfológicamente normales) , motilidad progresiva y viabilidad (vitalidad e

integridad de la membrana plasmática determinada por la prueba de HOS; (Tabla 5) .



Tabla 5. Parámetros seminales de rutina y cinemática espermática en poblaciones ASA-positivas y

ASA-negativas (50%).

Muestras Muestras P-valor

Parámetro ASA-

negativas

ASA-

positivas

(Mann-

Whitney)

n 11253 404

Volumen 3,03 ± 1,51 2,99 ± 1,50 ns

Concentración 67,47 ± 61,10 50,42 ± 50,99 ***

Cuenta

186,03 ±

176,93

140,87 ±
***

169,23

Motilidad Progresiva ***46,34 ± 18,45 39,83 ±20,27

98,60 ±

Total de Mótiles ***65,93 ± 97,18

111,06

Vitalidad 83,26 ± 9,46 82,06 ± 10,46 *

Morfología Normal 5,48 ± 3,45 5,44 ± 3,14 ns

Total de Mótiles

Normales

***7,00 ± 10,53 4,42 ± 7,82

Prueba de HOS 79,30 ± 8,53 76,76 ± 9,67 ***

Células Redondas **1,22 ± 1,56 1,08 ± 1,20

Células Peroxidasa-
0,44 ± 1,34 0,43 ± 1,02 ns

Positivas

Madurez Nuclear 77,13 ± 10,77 77,68 ± 8,98 ns

VSL 26,74 ± 14,14 23,86 ± 18,48 ***

VCL 47,22 ± 21,85 46,62 ±33,88 ns

VAP 32,76 ± 16,94 30,74 ± 23,62 ***

LIN 60,21 ± 26,64 54,40 ± 30,72 ***

STR 85,52 ± 30,41 80,41 ± 35,72 ***

***WOB 74,23 ± 31,14 71,00 ± 36,30

BCF 8,61 ± 2,35 7,82 ± 2,57 ***

ALH 2,45 ± 0,79

MAD 42,29 ± 15,07

2,34 ± 1,03

41,99 ± 12,87

*

ns

La presencia de ASA (punto de corte del 50%) se encontró asociada a una menor concentración,

cuenta, motilidad progresiva, total de mótiles, vitalidad, total de mótiles normales, prueba de HOS,

concentración de células redondas, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, BCF y ALH. *P<0,05 **P<0,005

***P<0,0005 (Prueba de Mann-Whitney).



Estos hallazgos concuerdan con reportes previos que describen una reducción en la

concentración espermática y motilidad progresiva asociada a la presencia de ASA en 1167 casos,

considerando los lineamientos propuestos por la OMS en 1999 para el análisis del semen (94). En

este sentido, la disminución ASA-dependiente de la concentración espermática y la motilidad

progresiva se encontró asociada a alteraciones en la espermatogénesis (85), aglutinación (86,96)

y lisis celular (97). Esto resulta de especial interés, dado que los valores más bajos de motilidad

progresiva, cuenta espermática y total de espermatozoides mótiles se encontraron en subgrupos

ASA-positivos definidos por el punto de corte más extremo (99%).

Con respecto al descenso del porcentaje de espermatozoides osmóticamente competentes

en muestras ASA-positivas, Rossato y colaboradores (67) encontraron asociaciones similares en

una cohorte de alrededor de 1200 casos evaluados utilizando el MAR Test directo. Asimismo, la

presencia de ASA fue asociada a valores anormales en pruebas de estrés espermático (MOST),

proponiéndose una relación entre estas anormalidades y defectos en la membrana plasmática

espermática (92). Adicionalmente, en casos de tratamiento con corticosteroides para disminuir la

presencia de ASA se observó una asociación negativa entre los valores de la prueba de HOS y el

porcentaje de ASA (98). Resultados de nuestro equipo evidenciaron alteraciones en la integridad

de la membrana plasmática no solo en muestras de la población general, sino también en una

subpoblación normozoospérmica (concentración espermática, motilidad progresiva y morfología

normales). Si bien se encontró una correlación negativa tanto entre el porcentaje de ASA y

vitalidad espermática y competencia osmótica, al considerar el punto de corte del 50% para

clasificar a una muestra como ASA-positiva se encontró una diferencia de más del 200% en la

caída de la vitalidad (83,26% vs. 82,06%; delta = 1,2%) en comparación a los resultados de la

prueba de HOS (79,30% vs. 76,76%, delta = 2,54%), lo que sugeriría que la presencia de ASA

podría ejercer un impacto negativo sobre la funcionalidad de la membrana, más que sobre la

vitalidad espermática per se. En este sentido, se ha reportado un impacto negativo de ASA sobre

la fluidez de la membrana plasmática espermática y la consecuente expresión de ciertos

receptores por su efecto sobre el contenido de colesterol (99). De forma similar, se encontró una

reducción en la tasa de reacción acrosomal y un menor aumento de calcio asociado a este

proceso tras la incubación de espermatozoides con ASA en condiciones hipo-osmóticas (67).

El uso del sistema CASA permitió identificar cambios en la cinemática espermática

asociada a la presencia de ASA (Tabla 5).

La caída del 6,51% en la motilidad progresiva en muestras ASA-positivas (ASA-negativa:

46,34 ± 18,45%; ASA-positiva: 39,83 ± 20,27%; punto de corte del 50%) fue acompañada de un

descenso significativo en los parámetros de cinemática espermática VSL, VAP, LIN, STR, WOB,

BCF y ALH. En línea con estos resultados, Check y colaboradores (100) reportaron un descenso

en LIN en muestras ASA-positivas evaluadas con el sistema CASA CellSoft (punto de corte del

50%; n ASA-positivas = 24; n ASA-negativas = 204). La caída en parámetros de cinemática

espermática también estuvo sujeta al porcentaje de ASA, dado el descenso significativo observado

para VSL, VAP, LIN y STR en muestras ASA-positivas definidas por el punto de corte del 99% en

comparación a aquellas definidas por el 10%. Estos resultados sugieren un efecto deletéreo no

solo de la presencia de ASA, sino en altos porcentajes sobre la cinemática espermática.

La presencia de ASA también fue determinada en 6700 muestras de pacientes

normozoospérmicos. En este caso, se observó un descenso significativo de la concentración y

cuenta espermática, cuenta de mótiles y mótiles morfológicamente normales en muestras ASA-

positivas independientemente del punto de corte utilizado (Figura 4).



Figura 4. Parámetros seminales de rutina en muestras ASA-positivas (50%) y ASA-negativas de una población

normozoospérmica. Los gráficos de violín representan la distribución de los valores de los parámetros de cinemática

espermática en muestras ASA-positivas y ASA-negativas. La presencia de ASA se encontró asociada a una menor

concentración y cuenta espermática, TM, NM y prueba de HOS (Prueba de Mann-Whitney).

Por otro lado, aquellas muestras ASA-positivas definidas a partir de los puntos de corte del 50 o

99% también exhibieron un descenso significativo en parámetros de cinemática espermática (LIN,

WOB y MAD para 50%; Figura 5; LIN y STR para 99%).



Figura 5. Parámetros cinemáticos en muestras ASA-positivas (50%) y ASA-negativas de una población normozoospérmica.

Los gráficos de violín representan la distribución de los valores de los parámetros de cinemática espermática en muestras

ASA-positivas y ASA-negativas. La presencia de ASA se encontró asociada a una menor LIN, WOB y MAD (Prueba de

Mann-Whitney).

En conjunto, los resultados de este análisis describen la incidencia de ASA en una población de

hombres en consulta por infertilidad y en una población de pacientes normozoospérmicos.

Asimismo, se encontró un efecto deletéreo de la presencia de ASA sobre parámetros de cantidad,

motilidad, viabilidad y cinemática espermática. Más aún, su efecto resultó independiente de otras

anormalidades seminales, dado que se encontró un efecto negativo sobre la calidad seminal en

muestras de pacientes normozoospérmicos, pudiendo esto estar enmascarando una causa de

infertilidad inmunológica.

Los factores del clima

El impacto de la temperatura sobre la calidad seminal ha sido tema de estudio en varios modelos

animales, dado el carácter termo-dependiente de la espermatogénesis. Entre ellos, estudios en

ratones encontraron un efecto deletéreo en el aumento de la temperatura escrotal sobre la calidad

espermática, evidenciado como un descenso en la cuenta espermática, peso testicular y tamaño

de camada (101,102). Por otro lado, estudios en toros encontraron una relación negativa entre la

calidad seminal y la temperatura escrotal y testicular (103).

Con respecto a humanos, la temperatura escrotal en hombres vestidos es mantenida

alrededor de 3°C por debajo de la temperatura corporal, y cubre un rango de 34,5°C durante el día

hasta 35,5°C durante la noche (104), pudiendo descender hasta 30°C en el hombre desnudo

(105). En este caso, un aumento de la temperatura escrotal puede conducir al arresto espermático,

resultando en un descenso de la cuenta espermática (106).

El aumento en la temperatura escrotal humana está ligado a numerosos factores, entre los

que se destacan condiciones clínicas, estilos de vida y hábitos (107). Con respecto al primero, se



ha reportado una mayor temperatura escrotal en hombres con varicocele u obesidad en

comparación con hombres sanos, y dicho aumento se encontró asociado a un descenso en la

cuenta espermática, motilidad y morfología normal (108). Por otro lado, el uso de laptops y ropa

interior ajustada, y la conducción de vehículos también se relacionaron a una mayor temperatura

escrotal (109-112) Con respecto a los hábitos, el uso frecuente de saunas con temperaturas

superiores a los 80°C se relacionó a un descenso en la cuenta espermática, motilidad,

condensación de la cromatina y funcionalidad mitocondrial (113).

Sumado a los factores mencionados anteriormente, estudios poblacionales de distintas

áreas geográficas reportaron variaciones estacionales en la calidad seminal y en la fertilidad

masculina (114-120). En muchos casos estas alteraciones fueron interpretadas como la

consecuencia de las altas temperaturas veraniegas (121-123), pero cada vez es mayor la

evidencia de la asociación entre la calidad seminal y otros factores ambientales. Específicamente,

se ha reportado que la heliofanía, definida como la cantidad de horas de luz durante un día, se

asocia negativamente con la concentración de inhibina B, marcador de espermatogénesis (124).

Más aún, la heliofanía también fue negativamente asociada a distintos marcadores de calidad

seminal (115,122,123).

Considerando estos antecedentes, nuestro equipo de investigación estudió las variaciones

en la calidad seminal durante las cuatro estaciones del año en la región de Córdoba, Argentina.

Posteriormente, se determinaron una serie de factores climáticos de espermatogénesis,

considerando el lapso de este proceso en la especie humana. De esta forma se determinó la

correlación entre estos factores climáticos durante espermatogénesis y parámetros seminales de

rutina y de cinemática espermática. La relevancia de cada parámetro fue determinada mediante

algoritmos de selección de predictores para definir aquellos más relevantes en la definición de la

calidad seminal asociada a distintas condiciones climáticas (125).

Para determinar el impacto del clima sobre los parámetros seminales de rutina y de

cinemática espermática, se definieron cuatro grupos estacionales con las muestras de pacientes

colectadas durante las distintas estaciones del año. Como resultado, la mayor parte de los

parámetros seminales se encontraron significativamente alterados entre muestras obtenidas en

invierno y verano para concentración espermática, cuenta, TM, vitalidad, NM, prueba de HOS,

células redondas, células peroxidasa-positivas y madurez nuclear (Figura 6).

Figura 6. Análisis estacional de parámetros seminales de rutina.
Se

encontraron valores significativamente menores de

concentración espermática, cuenta, TM, vitalidad, NM, prueba de HOS, células redondas, células peroxidasa-positivas y

madurez nuclear en el verano en comparación al invierno. *P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005; ****P<0,0001 (Prueba de

Kruskal-Wallis, post-test de Dunn).



Por otro lado, las mayores diferencias en parámetros de cinemática espermática se encontraron

entre invierno y primavera, evidenciado por la disminución primaveral de LIN, STR, WOB y MAD

(Figura 7).

Figura 7. Análisis estacional de parámetros seminales de rutina.
Se

encontraron valores significativamente menores de

LIN, STR, WOB y MAD en la primavera en comparación al invierno. *P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005; ****P<0,0001

(Prueba de Kruskal-Wallis, post-test de Dunn).

Considerando que las estaciones del año dependen de la revolución de la Tierra alrededor del Sol

y de la inclinación de su eje con respecto al plano de revolución (126), y que los cambios en los

distintos factores climáticos dependen de la radiación recibida en la superficie del planeta que

varía a lo largo del año, se estudió el impacto de las variaciones climáticas sobre la calidad

seminal. Dado que la espermatogénesis humana comprende alrededor de 74 días (127), se

calcularon los factores climáticos correspondientes al lapso definido para el proceso de

espermatogénesis (factores de espermatogénesis). Específicamente, se calculó el promedio de los

valores registrados durante los 74 días previos para temperatura, humedad, presión, heliofanía

(horas de luz solar diarias detectables mediante un heliofanógrafo), sensación térmica (ST), índice

de temperatura y humedad (ITH) y temperatura global de bulbo húmedo (TGBH). De esta forma, a

cada fecha comprendida entre enero de 2010 y diciembre de 2016 le correspondió un valor de

factores climáticos diarios, y un valor de factores climáticos de espermatogénesis (Figura 8).



Figura 8. Distribución de factores climáticos a lo largo del año. Promedio de temperatura, humedad, presión, heliofanía, ST,

ITH y TGBH durante los años 2010 y 2016 (promedio ± desvío estándar). En rojo: factores climáticos diarios. En bordó:

factores climáticos de espermatogénesis. Los 12 meses del año se expresaron en números. ST: Sensación Térmica; ITH:

Índice de Temperatura y Humedad; TGBH: Temperatura Global de Bulbo Húmedo. Se encontraron picos para la

temperatura, heliofanía, ST, ITH y TGBH de espermatogénesis entre enero y febrero. Por otro lado, los valores máximos de

presión y humedad se encontraron en abril y agosto, respectivamente.

Como primer abordaje para determinar la asociación entre los factores climáticos mencionados y

la calidad seminal, se estudió la correlación de los distintos factores climáticos y los parámetros

seminales de rutina y de cinemática espermática mediante un análisis de correlación. Como

resultado, se encontró una correlación positiva entre la mayoría de los parámetros seminales y la

humedad y presión. Por el contrario, la temperatura, heliofanía, ST, ITH y TGBH correlacionaron

negativamente con la calidad seminal. Estos resultados son sintetizados en una matriz de

correlación (Figura 9), donde los tonos bordó muestran una correlación positiva, los rosas

negativa, y los asteriscos muestran la significancia determinada por correlación de Pearson.

Figura 9. Matrices de correlación entre factores climáticos y parámetros seminales de rutina y cinemática espermática. Se

encontró una correlación negativa entre la temperatura, heliofanía, ST, ITH y TGBH y la calidad seminal (casillas rosas en el



panel izquierdo). Contrariamente, se encontró una correlación positiva entre la mayoría de los parámetros seminales y la

humedad y presión (casillas bordó en el panel izquierdo). En el panel de la derecha puede observarse el coeficiente de

correlación de Pearson (Análisis realizado sobre 11607 casos).

Sin embargo, este tipo de abordajes no permite seleccionar al factor climático que mejor predice

cada parámetro seminal. Con tal propósito, se empleó un algoritmo de aprendizaje automático, el

algoritmo de ramificación y poda (128,129), que permite seleccionar un modelo de regresión

múltiple donde el agregado de predictores (factores climáticos en este caso) depende de la mejora

en la predicción. Asimismo, este algoritmo permitió identificar aquel factor más relevante en cada

caso. En consecuencia, la humedad resultó ser el mejor predictor de estos valores determinado

mediante algoritmos de toma de decisiones y análisis de regresión. Sin embargo, los reportes de

estudios de humedad son escasos, y su estudio está limitado al impacto sobre la salud humana

asociada a enfermedades respiratorias como el asma, neumonía, y enfermedades pulmonares

obstructivas (129 130). Dado que la humedad relativa varía en función del contenido de vapor de

agua y de la temperatura del aire, varios estudios en animales han reportado su evaluación en

conjunto con la temperatura (131-133). Con respecto a la salud reproductiva masculina, se ha

reportado un aumento en la incidencia de torsión testicular asociada a valores bajos de humedad

(134). En el caso de nuestra investigación, se encontró una correlación positiva entre la humedad

y la concentración, cuenta, TM, NM, prueba de HOS, madurez nuclear, y casi todos los parámetros

de cinemática espermática. Asimismo, se encontraron valores significativamente alterados entre

poblaciones expuestas a valores altos (Cuartil 4: 70,15-83,47%; n = 2916) y bajos (Cuartil 1: 44,20-

57,72%; n = 2915) de humedad (Tabla 6). Si bien la bibliografía es escasa, estos resultados

coinciden con reportes previos que describen la correlación positiva entre la humedad y la

concentración espermática en pavos (135).

Tabla 6. Calidad seminal en períodos extremos de heliofanía.

Parámetro Baja

Humedad

Alta

Humedad

P-valor (Mann-

Whitney)

n 2915 2916

Humedad

Volumen

***52,52 ± 3,97 77,10 ± 3,50

***3,15 ± 1,54 2,89 ± 1,51

Concentración ***50,37 ± 40,97 87,16 ± 71,04

Cuenta 146,51 ±

129,37

230,26 ± ***

205,12

Motilidad ***47,35 ± 17,87 44,96 ± 18,76

TM 78,79 ± 83,67 119,73 ***

±129,58

Vitalidad 83,23 ± 9,34 83,80 ± 9,06 *

Morfología 5,36 ± 3,38 5,46 ± 3,39 ns

NM

Prueba de HOS

5,39 ± 8,02

78,56 ± 8,21 80,33 ± 8,40

8,27 ± 12,10 ***

***

Madurez 75,41 ± 10,00 77,40 ± 11,12 ***

Nuclear

VSL 26,37 ± 9,92 29,13 ± 19,03 ns

VCL 46,32 ± 9,63 50,83 ± 29,60 ns



VAP 32,24 ± 35,69 35,69 ± 22,95 ns

LIN 56,67 ± 11,58 64,82 ± 35,75 ns

STR 80,73 ± 10,22 90,59 ±41,66 ns

BCF 8,55 ±1,65 8,85 ± 2,85 ns

WOB 69,65 ± 7,19 79,92 ± 43,07 ns

ALH

MAD

2,51 ±0,50

41,16 ± 3,71

2,55 ± 1,00 ns

43,00 ± 21,12 *

La concentración espermática, cuenta, TM, vitalidad, NM, prueba de HOS, madurez nuclear y MAD resultaron

significativamente aumentadas en períodos de mayor humedad. Contrariamente, se encontró un descenso significativo en

el volumen seminal. *P<0,05 **P<0,005 ***P<0,0005 (prueba de Mann-Whitney).

Como contrapartida, se encontró una correlación significativamente negativa entre la mayor parte

de los parámetros seminales estudiados y la temperatura, heliofanía, ST, ITH y TGBT. En este

caso, la heliofanía fue determinada como el mejor predictor. Tras dicotomizar a la población de

estudio acorde a períodos de menor (Cuartil 1: 3,60-6,27hs; n = 2917) y mayor (Cuartil 4: 8,15-

10,32hs; n = 2899) heliofanía, se encontró un descenso significativo en la concentración, cuenta,

TM, vitalidad, NM, prueba de HOS, madurez nuclear, VSL, VAP, WOB, ALH y MAD asociado a

períodos de mayor heliofanía (Tabla 7).

Tabla 7. Calidad seminal en períodos extremos de heliofanía.

Parámetro Corta

Heliofanía

Larga

Heliofanía

P-valor (Mann-

Whitney)

n 2917 2899

Heliofanía 5,59 ± 0,61 ***8,90 ± 0,54

Volumen ***2,92 ± 1,47 3,08 ± 1,54

Concentración ***88,75 ± 74,23 75,23 ± 50,65

Cuenta 236,80 ±

210,96

155,52 ±

154,31

***

Motilidad

TM

45,62 ± 18,76 46,45 ± 18,04 ns

***124,59 ±

135,44

83,14 ± 98,27

Vitalidad ***83,94 ± 8,90 82,77 ± 9,81

Morfología 5,47 ± 3,34 5,47 ± 3,55 ns

NM 8,70 ± 12,72 5,83 ± 9,41 ***

Prueba de HOS ***80,63 ± 7,93 78,26 ± 9,03

Madurez 78,00 ± 10,96 77,13 ± 10,06 **

Nuclear

VSL 28,42± 19,50 25,85 ± 7,34 **

VCL 50,21 ± 30,39 45,05 ± 9,54 ns



VAP 35,01 ± 23,57 31,41 ± 6,81 *

LIN 64,36 ± 34,48 57,30 ± 11,19 ns

STR 90,64 ± 42,43 81,19 ± 9,80 ns

BCF 8,75 ± 2,90 8,51 ± 1,62 ns

WOB 79,78 ± 44,01 69,97 ± 7,16 *

ALH

MAD

2,50 ± 1,03

43,46 ± 21,62

2,45 ± 0,49 *

40,84 ± 3,65 ***

La concentración espermática, cuenta, TM, vitalidad, NM, prueba de HOS, madurez nuclear, VSL, VAP, WOB, ALH y MAD

resultaron significativamente disminuidas en períodos de mayor heliofanía. *P<0,05 **P<0,005 ***P<0,0005 (prueba de

Mann-Whitney).

Estas asociaciones resultaron de especial interés, porque si bien en humanos no hay una

regulación hormonal fotoperiódica clara, sí se observan variaciones en características de

comportamiento sexual, como son la frecuencia del coito, la tasa de enfermedades de transmisión

sexual y la venta de anticonceptivos (136-140). Asimismo, y si bien los humanos no son

reproductores estacionales, lo que significa que son sexualmente activos a lo largo de todo el año

(141), sí se observa un pico de testosterona en épocas de menor heliofanía (otoño/invierno;

139,142,143), y un pico de 6-sulfatoximelatonina (metabolito de melatonina) a principios del

invierno (142). Esto es destacable en el sentido que la melatonina es uno de los mayores

reguladores de la actividad testicular, y cuya síntesis en la glándula pineal depende de señales

lumínicas capturadas por fotorreceptores de la retina (138). Esta transducción de señales ha sido

propuesta como un mecanismo importante en la regulación hormonal del fotoperíodo en primates

como el mono Rhesus, que se aparea durante la época de menor heliofanía. Más aún, todos los

elementos necesarios para dicha respuesta estacional al fotoperíodo encontrada en monos

también están presente en humanos (141).

En conjunto, estos resultados indican que la calidad seminal de una gran cohorte de

pacientes en consulta andrológica en la región de Córdoba, Argentina, se vio afectada

negativamente por la edad avanzada, obesidad, presencia de ASA, y períodos de mayor heliofanía

o menor humedad durante el año. Este efecto se vio reflejado no solo en parámetros que hacen

referencia a la producción y viabilidad espermáticas, predictores de la tasa de embarazo tras

inseminación intrauterina (144), sino también en cuanto a la cinemática espermática, asociada

tanto al éxito de la inseminación intrauterina (49,50), como al de la fecundación in vitro (51,52).

Contribuciones futuras de estudios similares podrán reforzar estos hallazgos para asistir en el

establecimiento de guías para el asesoramiento y tratamiento de pacientes con intención de

concebir.
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Cápsula

En los últimos años, ha habido una creciente preocupación por la posible existencia de una

disminución global de la fertilidad de los hombres. Específicamente, existen evidencias que indican

que la calidad del semen ha disminuido paulatinamente con el tiempo. Sin embargo, los datos que

muestran cambios en la calidad de los espermatozoides suelen ser inconsistentes. Parte de las

contradicciones entre los estudios se atribuyen a diferencias geográficas. Sorprendentemente,

pocos estudios incluyen datos de países Latinoamericanos, lo que crea un sesgo en las

conclusiones. Este estudio tiene como objetivo determinar cómo ha evolucionado la calidad del

semen durante los últimos 30 años en Uruguay, comparando los datos con otros estudios

similares. También se pretende revisar los factores más importantes que podrían explicar los

cambios en la calidad del semen. Para ello, se analizaron historias clínicas de candidatos a

donantes de semen presuntamente sanos, con edades comprendidas entre los 18 y los 36 años,

que voluntariamente solicitaron ser considerados donantes de semen entre 1988 y 2019.

Las variables estudiadas fueron los parámetros del espermograma clásico establecidos por

la Organización Mundial de la Salud (OMS) y los factores relacionados a la calidad espermática

que figuraban en sus historias clínicas. Encontramos una disminución estadísticamente

significativa en la concentración de espermatozoides, en el porcentaje de espermatozoides que

presentaba motilidad progresiva rápida y en el porcentaje de espermatozoides con morfología

normal durante el período estudiado. No hubo disminución de la vitalidad, el volumen seminal ni la

motilidad progresiva total. Las modificaciones en dichos parámetros no se asociaron con el

consumo de drogas recreativas u otros factores ambientales. Concluimos que la calidad del semen

de los candidatos a donantes en Uruguay disminuyó durante el período analizado, observando esa

disminución en parámetros del espermograma que clásicamente se asocian con la fertilidad

masculina. Si bien estos parámetros se mantuvieron por encima de los valores normales

recomendados por la Organización Mundial de la Salud como indicadores de fertilidad, su

disminución advierte sobre la necesidad de continuar la búsqueda de los posibles mecanismos

que expliquen el suceso, así como la comprobación de si esto también se produce en la población

general, contribuyendo al aumento de la infertilidad de la pareja.



Introducción

El término infertilidad refiere a la incapacidad de una pareja para lograr un embarazo clínico luego

de un año de actividad sexual no protegida (1). Es un fenómeno multifactorial, mundialmente

extendido, que puede alcanzar entre el 8% y el 15% de la población en etapa reproductiva por lo

que en 2010 se calculó que el número total de parejas afectadas por esta condición es 48,5

millones. Dentro de sus causas, se estima que el factor masculino representa al menos 30–50%

de estos casos (2). Esto se explica porque se considera que la población masculina es

responsable de forma independiente del 20% al 30 % de los casos de infertilidad, pero que en la

totalidad de los casos, el factor masculino contribuiría en hasta el 50% cuando se le agregan

causas mixtas (femeninas y masculinas) (3).

Como consecuencia del aumento de la edad de las parejas en el momento de la

concepción, los cambios en el estilo de vida y los factores ambientales, así como otros factores

aún desconocidos, se predice que se produzca un aumento aún más pronunciado en el número de

parejas infértiles en los próximos años creando, por tanto muy probablemente, un problema de

salud no solo individual sino poblacional (4-7). En el caso del hombre, se calcula que la incidencia

de la infertilidad masculina en países industrializados ha aumentado de un 7% a 8% en 1960 a un

20% a 35% en la actualidad, lo cual significa que en un período tan corto como 60 años, la

incapacidad de concepción por causa masculina se ha triplicado (8). Mundialmente existe una

importante controversia con respecto a si existe una disminución en la calidad espermática lo cual

explicaría, al menos en parte, la disminución de los índices de fertilidad de la pareja (9).

La forma de comprobar si existe disminución en la fertilidad del hombre ha sido

tradicionalmente a través del reconocimiento de un decremento de los parámetros del semen. El

espermograma (estudio del semen, esperma o eyaculado), sigue siendo la piedra angular del

diagnóstico andrológico (10), que si bien no es indicativo absoluto de fertilidad o infertilidad, brinda

importante información sobre variables funcionales del semen y de las células espermáticas. El

deterioro de la calidad del semen fue reportado por primera vez en 1974 por Nelson y Bunge (11)

quienes observaron que los participantes de su estudio tenían una concentración de

espermatozoides promedio significativamente mucho menor (48 millones/ml) que el promedio

previamente establecido en 1951 (107 millones/ml) (12).

A partir de ese momento las publicaciones referentes al tema han sido inconsistentes y han

disparado un debate internacional acerca de la posibilidad de una disminución en los índices de

fertilidad masculina.

Disminución en la calidad del semen en las últimas décadas

En 1992 Carlsen et al publicaron un meta-análisis indicando que la calidad del semen declinaba

anualmente (13). Sin embargo, los análisis realizados posteriormente continuaron produciendo

datos contradictorios. Algunos informes mostraron un deterioro de la calidad del semen (14-17)

mientras que en otros estudios esto no se ha observado (18-19). La diferencia entre estos

hallazgos puede ser consecuencia por ejemplo de cambios descritos en los métodos de

laboratorio, problemas estadísticos, heterogeneidad de las poblaciones seleccionadas para los

estudios (hombres fértiles o infértiles, regiones geográficas, grupos étnicos) (21). Además,

características como la edad, el estilo de vida, factores como el tabaquismo, el consumo de

alcohol o drogas, el estrés y la obesidad, entre otros, han sido asociados en menor o mayor grado

con los parámetros seminales (21-25).

Nuestro trabajo se focaliza en el estudio del semen de hombres jóvenes y los factores

ambientales y sociales que pueden estar afectando los parámetros seminales con el tiempo.

Factores que alteran la calidad espermática

Como se dijo, la tendencia a la disminución de la calidad espermática ha sido relacionada con

variaciones en estilo de vida y comportamiento de la población masculina en los últimos años, a

saber, el aumento en la edad de la concepción, aumento del estrés psicológico, obesidad,



consumo de drogas y variaciones en el comportamiento sexual o factores ambientales como una

mayor exposición a tóxicos (26-29).

Edad

La edad de concepción de los hombres, al igual que en las mujeres ha ido aumentando

en las últimas décadas. Durante el periodo de 2003 a 2013 se observó que los nacimientos de

hijos de hombres de 35 a 39, 40 a 44, 45 a 49 y 50–54 han aumentado en 9%, 14%, 16%, y 8%,

respectivamente (el grupo de hombres de 30 a 34 años disminuyó 2% en ese periodo). Este patrón

se está repitiendo internacionalmente (30) y no parece haberse modificado en los últimos años2.

Se han documentado alteraciones en cuanto al volumen seminal, recuento de células

espermáticas y motilidad espermática cuanto mayor sea la edad del varón, siendo esto más claro

luego de los 40 años donde se determinó la existencia de un punto importante de inflexión (31). En

un meta-análisis publicado en el año 2014, se determinó la misma asociación negativa entre

parámetros seminales y la edad. En el mismo estudio, también se observó que la fragmentación

del ADN estaría relacionada a la creciente edad paterna, lo cual podría tener un papel predictor y

un rol preponderante en los malos resultados obtenidos en las técnicas de fertilización, en la tasa

de embarazo, así como también en las complicaciones en el mismo (32). Tomando estos datos en

conjunto, la edad avanzada en la paternidad podría explicar la caída en los niveles de fertilidad de

la pareja. Sin embargo, no alcanzaría para comprender la disminución observada en los

parámetros seminales ya que en la mayoría de los estudios esto es corregido por edad.

Contaminación ambiental

Contaminación ambiental

La contaminación ambiental de los países más industrializados ha demostrado ser un

importante determinante en los índices de calidad espermática. De hecho, es destacable que las

alteraciones del sistema reproductor masculino resultan ser buenos marcadores de la

contaminación ambiental (8). Los contaminantes que polucionan el ambiente generan alteraciones

directas en la espermatogénesis, sobre todo por un aumento de la afectación del ADN nuclear y su

correspondiente grado de fragmentación y también indirectamente a través de alteraciones

hormonales. Se han publicado varios artículos de revisión en el tema, (por ej. Mann et al. 2020)

enumerando toxinas ambientales como bisfenol A (BPA), ftalatos, cadmio y triclosán como agentes

potenciales de daño (29). El plomo también ha sido implicado en la afectación de la

espermatogénesis y los parámetros espermáticos (8). Se ha comprobado que aún exposiciones

cortas (de 2 o 3 meses) a ambientes ampliamente contaminados disminuyen de forma significativa

los niveles de motilidad espermática. Se destaca, sin embargo, que la exposición a contaminantes

tendería a ser un factor reversible: al removerse la exposición a contaminantes la motilidad

espermática reanudaría sus valores normales (8).

Radiaciones

La exposición a radiaciones electromagnéticas emitidas por artículos electrónicos es

perjudicial para la reproducción masculina. Estas radiaciones afectan principalmente a las células

madres testiculares dado su alto índice mitótico así como también a aquellas células que sufren

meiosis durante la espermatogénesis. Debido al incremento de la utilización y fácil adquisición de

equipos electrónicos que emiten radiaciones con estas características, la exposición a radiaciones

electromagnéticas se ha convertido en una importante variable a considerar (33-36).

Hábitos alimenticios y abuso de sustancias recreativas

Sobrepeso y obesidad



La obesidad es una alteración metabólica definida como un índice de masa corporal

(IMC) mayor o igual a 30 kg/m2 o perímetro abdominal aumentado (en hombres mayor o igual a

102 cm y en mujeres mayor o igual a 88 cm). Su incrementada incidencia es una preocupación

mundial; la prevalencia mundial de obesidad casi se triplicó entre 1975 y 20163 (29). Este

trastorno metabólico puede afectar a los espermatozoides a través de una variedad de fenómenos,

entre los cuales se destaca el aumento del estado inflamatorio y del estrés oxidativo. Se ha

determinado la existencia de una relación entre el sobrepeso y obesidad y el impacto negativo

sobre los parámetros seminales (37), fundamentalmente en su concentración, provocando

oligozoospermia. Los estados de hiperinsulinemia e hiperglucemia también presentan un efecto

inhibitorio directo en la cantidad y calidad seminal, situación que parece asociarse a la disfunción

mitocondrial espermática secundaria a dicho estado lípido-glucémico (38).

Dieta

Aunque la dieta y la obesidad están indudablemente relacionadas, existe una evidencia

creciente de que la dieta puede contribuir de forma independiente a la disminución de los

parámetros espermáticos. Según el Departamento de Agricultura, (USA) el promedio de calorías

consumidas por persona de "grasas y aceites agregados" ha aumentado de 337 en 1970 a 562 en

2010. Esto se asoció con un aumento de la disponibilidad per cápita de grasas y aceites de 52,5

libras por persona en 1970 a 82,2 libras en 2010 (39). Una dieta basada en alimentos de origen

vegetal, pescado y pollo se relaciona con un aumento del recuento total de espermatozoides y de

la motilidad espermática. Como contraparte, una dieta basada en carne roja procesada o en

alimentos ricos en grasas se asocia a una mala calidad seminal (38). Estudios llevados a cabo en

ratones expuestos a dietas ricas en grasas han demostrado la generación de radicales libres del

oxígeno (ROS) en cantidades significativamente mayores que los controles (38).

Alcohol

Otros hábitos como por ejemplo el consumo de alcohol en cantidades regulares, genera

una disminución del recuento total de espermatozoides, porcentaje de espermatozoides con

morfología normal e incrementa la fragmentación del ADN (38). La exposición directa de las

células espermáticas a las concentraciones de alcohol encontradas en el plasma sanguíneo luego

de un consumo moderado- intenso ha mostrado ser dañino para las mismas, afectando

principalmente su motilidad y morfología de una manera dosis-dependiente (34). De acuerdo a la

OMS, en África, América y las regiones Mediterráneas del Este, el consumo de alcohol per cápita

se ha mantenido bastante estable, en Europa ha disminuido y en Asia (específicamente regiones

Este y Sur) aumentado (40). Es decir que las diferencias regionales encontradas en los diversos

estudios pueden estar reflejando también los hábitos alimenticios o de consumo de drogas

recreativas de las diferentes poblaciones.

Consumo de sustancias recreativas

El consumo de drogas de uso recreativo, en su mayor parte ilegales, han mostrado una

asociación negativa con los índices de fertilidad masculina. El consumo regular de marihuana

estuvo asociado a una disminución del recuento y concentración espermática y este efecto

negativo se exacerba al establecer el uso combinado con otras drogas. El efecto se explicaría por

la desregulación del sistema de endocannabinoides endógenos, que resultaría finalmente en el

agravio del proceso de espermatogénesis normal (34). Con la reciente legalización de la

marihuana en muchos países han surgido nuevos estudios que investigan los efectos de la

marihuana en los parámetros de los espermatozoides. Carroll y colaboradores (41) encontraron

que los hombres con una historia reciente de uso de marihuana tenían mayor probabilidad de

presentar espermatozoides anormales en el espermograma. Además, Payne y colaboradores (42)



realizaron una revisión sistemática de 48 estudios concluyendo que, aunque el campo está poco

investigado, la evidencia hasta ahora sugiere que el consumo de marihuana puede estar

relacionado negativamente con la morfología de los espermatozoides.

Estrés psicológico

La inhibición del eje hipotálamo-hipófiso-gonadal mediada por estrés psicológico estaría

relacionada con la obtención de bajos índices reproductivos en el hombre. En sus múltiples

formas, el estrés activa los mecanismos de respuesta mediados por el sistema nervioso simpático

en conjunto con el sistema hipotálamo-hipófiso-suprarrenal, los cuales afectarían la respuesta del

eje gonadal, resultando en el decremento funcional de las células de Leydig y de las células

espermatogénicas (34).

Tabaco

Entre los fumadores, el pico máximo de consumo se observa en el entorno de los 20-45

años de edad, siendo el 40% de la población tabaquista individuos de sexo masculino en edad

reproductiva. Dada la alta prevalencia de este tipo de consumo, se estudió el efecto del tabaco

sobre la fertilidad y se observó que los componentes del tabaco y cigarrillos determinan la

presencia de alteraciones en los parámetros hormonales normales de la espermatogénesis.

Dentro de los más de 90 componentes químicos del cigarrillo, existen al menos 14 sustancias que

presentan un efecto dañino directo sobre la fertilidad (43-45). Dentro de los parámetros

espermáticos más afectados por los efectos tóxicos de los componentes del tabaco se destaca la

disminución de la vitalidad espermática, la disminución del recuento y motilidad espermática, así

como un aumento de la alteración morfológica de los mismos (teratozoospermia). Existe una

relación directa entre los años de consumo de tabaco y la cantidad de espermatozoides en el

semen, observando que en los consumidores de tabaco por más de 5 años presentan

oligozoospermia hasta en un 40% de los casos. Los tóxicos tabáquicos también generan cambios

a nivel nuclear aumentando el estrés oxidativo y la fragmentación del ADN espermático (43). Si

bien el consumo de tabaco disminuyó en los últimos años por la implementación de políticas

públicas antitabaco, más de un tercio de los hombres adultos en todo el mundo continúan con el

hábito de fumar, lo que quizás lo mantiene como uno de los contribuyentes más generalizados de

la disminución en la fertilidad masculina (46-48).

Factores regionales y calidad espermática

Muchas de las variaciones importantes en el recuento de espermatozoides y calidad del

semen se pueden probablemente atribuir a factores locales y regionales. Diferencias demográficas

en la industrialización, opciones de estilo de vida (vinculadas a áreas urbanas o rurales) y también

predisposición étnica y genética se consideran los factores más probables de las variaciones en

los resultados cuando se analiza la calidad espermática. Por ejemplo en una reevaluación del

artículo de Carlsen y colegas (13) realizada por Bahadur y colaboradores (49) reveló que el país

de origen y el tiempo son los principales factores que definen las variaciones en la calidad

espermática (9).

La mayoría de los estudios tanto en EEUU, Canadá, Europa, Australia, Nueva Zelanda y

Asia coinciden en que existe un descenso en varios de los parámetros seminales (9,50).

Sorprendentemente existen pocos datos provenientes de Latinoamérica y África (51, 52). Unos

pocos estudios llevados a cabo en Brasil (53,54) y Argentina (55) mostraron descenso de los

parámetros seminales. En Venezuela, un estudio realizado en parejas infértiles, mostró que la

proporción de hombres que presentaban azoospermia u oligospermia no se modificó entre 1981 y

1995 (56).

Tomando en cuenta lo antedicho y que falta información con respecto a la salud del hombre

relacionada a sus condiciones geográficas y ambientales, especialmente fuera de los países más



industrializados, este trabajo tiene como objetivo analizar si los valores de los parámetros

espermáticos han disminuido durante los últimos años en Uruguay.

En Uruguay, se realizó un estudio previo en 71 donantes de semen aceptados en el

programa de donación, que mostró que la concentración de espermatozoides había disminuido en

paralelo con un aumento del volumen de semen. Se observó que la concentración de

espermatozoides había sido compensada por un aumento en el volumen de semen, manteniendo

el número total promedio de espermatozoides sin cambios (57). Sin embargo, este estudio analizó

solo los donantes que efectivamente habían sido incluidos en el programa de donantes de semen

para procedimientos de reproducción médicamente asistida, lo que significa que solo se incluyeron

en el estudio hombres con mejor calidad de semen y que habían superado estrictos exámenes

médicos. El hecho de que solo se analice una pequeña población del grupo de candidatos a

donantes puede crear un sesgo en la conclusión de que la calidad del semen se mantuvo sin

cambios en los últimos años.

Para analizar si realmente podría existir cambios en la calidad espermática con los años en

el Uruguay, incluimos a todos los hombres sanos que solicitaron ser donantes de semen,

independientemente de si fueron o no aceptados en el programa de donación, del mismo centro

durante los últimos 30 años. Analizamos no solo sus espermogramas, sino que también factores

como la edad, el índice de masa corporal, el consumo de tabaco, alcohol y drogas.

Materiales y Métodos

Población de estudio

Analizamos 400 registros médicos de candidatos a donantes de semen presuntamente sanos, con

edades comprendidas entre los 18 y los 36 años, que voluntariamente solicitaron ser considerados

donantes de semen en una clínica de fertilidad (Fertilab, ahora Reprovitas) entre 1988 y 2019. De

estos individuos, 317 tenían registros de los valores de sus parámetros espermáticos.

Criterios de inclusión y exclusión

Se incluyó a los candidatos a donantes de semen que respondieron a carteles publicitarios

y anuncios en la plataforma web, solicitando que fueran presuntamente sanos y estuvieran

dispuestos a pasar una serie de pruebas que incluían la valoración de antecedentes médicos,

examen físico y pruebas de laboratorio. Para calificar como donantes, los hombres cumplieron con

tres rondas de evaluación, comenzando con una entrevista inicial y un examen físico realizado por

un médico. Durante la entrevista, se analizaron los antecedentes familiares, sus hábitos, estilo de

vida y la motivación del candidato para la donación de semen, buscando que ésta fuese altruista. A

esto le siguió un análisis de semen completo por medio del espermograma. Finalmente, se

realizaron análisis de sangre y orina de rutina que incluyeron pruebas para descartar

enfermedades metabólicas e infecciosas. Desde 2005 se ha incluido un cribado genético de

fibrosis quística.

Se solicitó a todos los candidatos que firmaran un consentimiento informado en el que se

explicaba y solicitaba autorización para que sus datos pudiesen utilizarse de forma anónima con

fines de investigación. Las personas que se negaron a dar su consentimiento informado fueron

excluidas de este estudio.

Análisis de Semen

Las muestras de semen se obtuvieron mediante masturbación después de 3 a 5 días de

abstinencia sexual. Las muestras se mantuvieron sin procesar durante aproximadamente 1 hora

para permitir que se produjera la licuefacción. Los parámetros evaluados en este estudio fueron el

volumen de semen, la concentración, el número total, la motilidad, la morfología y la vitalidad de

los espermatozoides. Las muestras de semen se analizaron mediante protocolos de acuerdo con

las direcciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS), con base en los procedimientos

descritos en el último manual de laboratorio disponible en el momento de los exámenes de las



muestras (1, 58, 59). Para el análisis estadístico se utilizaron los parámetros del semen de una

única muestra por persona (la primera presentada por el donante).

Recuento de espermatozoides. Después de la licuefacción, cada muestra se transfirió a un tubo

cónico graduado con una pipeta Pasteur estéril para la verificación del volumen. Se examinó una

alícuota mediante microscopía óptica utilizando una cámara apropiada (cámara de Makler). Los

resultados se indicaron luego de corrección estándar de cada dilución para obtener la

concentración final de millones de espermatozoides por mL (millones /mL) (1, 58, 59).

Motilidad espermática

Se colocó una alícuota de 10 μL de la muestra de semen entre dos cubreobjetos para una

doble evaluación al microscopio óptico, siguiendo los criterios recomendados por los manuales de

la OMS. Se contaron al menos 100 espermatozoides en cada portaobjetos, clasificándolos como

grado a (motilidad progresiva rápida o velocidad ≥25 μm por segundo); grado b (motilidad

progresiva lenta o velocidad <25 μm por segundo): grado c (motilidad no progresiva o velocidad <5

μm por segundo); o grado d (espermatozoides inmóviles), mostrando los resultados porcentuales

en cada categoría. La motilidad también se clasificó como progresiva (suma del porcentaje de

espermatozoides clasificados como grados a y b) y motilidad total (suma del porcentaje de

espermatozoides clasificados como grados a, b y c).

Morfología espermática

Se utilizó tinción de Papanicolaou modificada para evaluar la morfología de los

espermatozoides. Para cada muestra, se prepararon dos frotis y se evaluaron 200

espermatozoides. Las anomalías de la cabeza, el cuello y la cola de los espermatozoides se

evaluaron con un gran aumento (× 1000) utilizando un objetivo de inmersión en aceite de alta

resolución (100 ×) y una óptica de microscopio de campo brillante. Los resultados de la tinción de

la morfología de los espermatozoides se expresaron como "porcentaje de morfología normal del

semen". Las evaluaciones de la morfología de los espermatozoides se realizaron utilizando

diferentes criterios durante el tiempo del estudio. Desde 1988 y hasta diciembre de 1999 se

analizó la morfología de los espermatozoides según los manuales de la OMS disponibles en el

momento de los exámenes (58, 59). A partir del año 2000, Fertilab aplicó la categorización de

criterios estrictos de Kruger para evaluar la morfología de los espermatozoides (60).

Vitalidad espermática. La vitalidad de los espermatozoides se evaluó determinando la integridad

de la membrana de estas células utilizando un método de exclusión tintorial. Este método se basa

en el principio de que las membranas plasmáticas dañadas, así como las que pertenecen a las

células muertas, permiten la entrada de tinciones que normalmente son impermeables en la célula

viva.

Obtención de datos

Para el análisis de las variables mencionadas en este estudio, se obtuvieron los datos

necesarios de las historias clínicas de la base de datos del laboratorio Fertilab. Estos registros

médicos se disociaron irreversiblemente de los datos de identificación, lo que garantiza el

anonimato del sujeto y la confidencialidad de los datos. La disociación de datos fue realizada por

personal ajeno a la investigación. Se utilizaron hojas de registro de edad, peso, altura, consumo de

tabaco, alcohol y drogas, volumen de semen, número total de espermatozoides, concentración,

motilidad, morfología y vitalidad de los espermatozoides.

Consideraciones éticas

Además de las consideraciones éticas ya mencionadas (confidencialidad, firma el

consentimiento informado) se siguieron las observaciones éticas como se describe en la

declaración de Helsinki. El estudio fue aprobado por el Comité de Revisión Institucional Fertilab-

CEM (comiteeticaferticem@outlook.com) y el Comité de Ética de la Facultad de Medicina-

Montevideo-Uruguay.



Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó utilizando GraphPad Prism versión 8.0.0 para Windows,

GraphPad Software , San Diego, California , EE . UU . , Www.graphpad.com " , y el software

estadístico JASP Team (2020) , JASP (Versión 0.140) . Los datos se expresaron como valores de

mediana y rangos intercuartílicos , mientras que también se informaron las medias y las

desviaciones estándar ( DE) . La distribución normal de datos se probó con la prueba de normalidad

de Shapiro-Wilk. La mayoría de los valores de los parámetros de los espermatozoides no se

distribuyeron normalmente. La correlación de los valores de los parámetros seminales y el año de

recolección de la muestra se determinaron mediante la prueba de correlación de Spearman . Se

aplicó regresión lineal para calcular las modificaciones de la concentración de espermatozoides y

el número total de espermatozoides por año.

Se utilizaron las pruebas t de Student o la prueba de Mann-Whitney (según la distribución

de los datos) para comparar los datos entre dos grupos . La comparación entre múltiples grupos se

realizó utilizando la prueba ANOVA de una vía seguida de la prueba posterior de Tukey o la prueba

de Kruskal-Wallis, según la distribución de los datos . Se aplicó la prueba de chi-cuadrado para

analizar variables categóricas . La relación de la concentración de espermatozoides y su motilidad

con las variables independientes (edad en el momento de la donación , consumo de cigarrillos y

abuso de alcohol) se testeó mediante análisis de regresión múltiple . La mejor transformación de

los datos que arrojaron distribuciones normales para las variables sin distribuciones normales fue

la transformación logarítmica (base 10) , excepto para la morfología de los espermatozoides donde

se aplicó la transformación de Johnson . Evaluamos el ajuste de los modelos de regresión

probando la normalidad de los residuos e inspeccionando las gráficas de residuos . Los datos de

edad , IMC y el número de hombres que consumen drogas no se incluyeron en el análisis de

regresión múltiple . El IMC se correlacionó positivamente con la edad de los hombres , no

mostrando variaciones en el período , mientras que el consumo de drogas se registró sólo desde

2012. Los resultados se consideraron significativos con un valor de p de dos colas <0,05 .

Resultados

Descripción de la población

Un total de 400 hombres asistieron a la Clínica de Andrología durante el periodo de 1988 a 2019

solicitando ser candidato a donante de semen . La cantidad de solicitudes y, por lo tanto , de

espermogramas realizados fue muy variable durante los años del estudio (Figura 1 ) .
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Figura 1. Distribución del número de espermogramas obtenidos por año en el periodo de estudio comprendido entre 1988 y

2019.

En este estudio se analizaron un total de 317 de muestras de semen de hombres que cumplieron

con los criterios de inclusión establecidos en el protocolo . La edad de los donantes incluidos

estuvo comprendida entre 24 y 36 años (media + DE=24.5 ± 4.3) , la estatura entre 160 y 196 cm



(media ± DE=177.0 ±7), el peso corporal entre 55 y 105 kg (media± DE=74.6 ±8.9). Se calculó

también el índice de masa corporal que se distribuyó entre 18.4 y 34.55 (media ± DE=23.7±2.6)

El 20% de los hombres (42/211) declaró que fumaba regularmente, el 43% de los hombres

(91/211) indicó que consumía alcohol con regularidad y el 24% (24/114) refirió el consumo regular

de otras drogas (particularmente marihuana). Los datos faltantes en el caso del consumo de

alcohol y tabaco fueron del 33% (116/317) y del 66% (210/317) en el caso de la marihuana.

Parámetros del espermograma

Excluyendo a los hombres que fueron rechazados por no cumplir con los criterios de inclusión

establecidos o porque se negaron a firmar el consentimiento informado para ser parte del estudio,

se analizaron los datos de 317 candidatos. La Tabla 1 resume las estadísticas descriptivas de la

evaluación inicial del semen, incluido el volumen, la concentración de espermatozoides, la

vitalidad, el porcentaje de motilidad y morfología normal de los espermatozoides de cada muestra.

La media de todos los valores de los parámetros del semen estuvo por encima de los valores de

corte recomendados por la OMS desde el año 2010 (1).

Tabla 1. Descripción de los parámetros seminales de los donantes.

Volumen
Concentración Vitalidad

Morfología
Motilidad

Motilidad

progresiva

(a+b)a

3.5±1.6 64.6±40.9 85.4±12.4 13.8±11.6 28.9±14.4 60.2±13.6

N

Media ±

317 317 209 313 317 316

DE

Máximo 0.3 300 98 80 59 87

Mínimo 8.0 7 55 3 2 21

Mediana 3.2 58 90 11 27 62

25th

2.3 33.9 77.5 8 19 52

centile

75th

4.5 85.5 95 15.5 38

centile

69

Descripción de los parámetros seminales de los donantes

Los datos se obtuvieron mediante el análisis del primer espermograma de 317 individuos

recogidos entre 1988 y 2019. N = número de donantes. DE = Desviación estándar (el volumen se

expresa en mL, la concentración en millones/mL mientras que el resto de los parámetros en %).

Variaciones del semen a lo largo del tiempo

El análisis de los valores de los parámetros de los espermatozoides mostró que hubo cambios

significativos a lo largo del tiempo en la concentración de espermatozoides, la motilidad de los

espermatozoides rápida (grado a), la motilidad de los espermatozoides lenta (grado b) y la

morfología de los espermatozoides normal, mientras que las otras características del semen no se

modificaron (Figura 2, Tabla 2).

La concentración de espermatozoides se expresó como millones de espermatozoides por

mililitro y la evaluación de sus cambios a lo largo del tiempo se determinó mediante un análisis de

correlación de Spearman. El volumen de semen no mostró variaciones durante los 30 años, así

como tampoco lo hizo la vitalidad de los espermatozoides (Tabla 2).



Tabla 2. Análisis de correlación de los parámetros espermáticos en el tiempo.

Variable Spearman's rho Valor p

Volumen (ml) 0,067 0,234

Recuento (mill/ml) - 0,15 0,008

Vitalidad 0,057 0,409

Motilidad a -0,34 <0,001

Motilidad b 0,397 <0,001

Motilidad a+b 0,018 0,746

Motilidad a+b+c -0,06 0,336

Morfología normal -0,69 < 0,001

Morfología 1988-2000 -0,53 < 0,001

Morfología 2001-2020 -0,42 <0,001

Análisis de correlación de los parámetros espermáticos en el tiempo. Resultados de

correlación entre los parámetros del espermograma y tiempo expresados por el coeficiente de

correlación de Spearman y su correspondiente valor de p (p-value).

La concentración de espermatozoides disminuyó significativamente durante los 30 años

abarcados a razón de 0,9 millones/mL por año R2 = 0,03 (Fig. 2-a y Tabla 2).

Figura 2. Representación gráfica de
la

asociación entre los parámetros del semen que se modificaron significativamente y

el año del estudio. A) Concentración de espermatozoides expresada en millones de células por mililitro; n=317 b) porcentaje



de espermatozoides con motilidad progresiva rápida y c ) motilidad progresiva lenta , n= 317 d) porcentaje de

espermatozoides con morfología normal durante todo el período n=317 e ) porcentaje de espermatozoides con morfología

normal medidos hasta el año 2000 n =65 f) porcentaje de espermatozoides con morfología normal luego del año 2000

(criterio estricto de Kruger) n=252.

El porcentaje de espermatozoides que se mueven con una motilidad progresiva rápida (motilidad

a) disminuyó de forma estadísticamente significativa con el tiempo (Tabla 2 y Figura 2-b). Sin

embargo, el patrón de motilidad progresiva lenta (motilidad b) aumentó significativamente

(coeficiente r 0.39 p < 0.001 , Tabla 2 y Figura 2-c) . No hubo diferencias estadísticas ni en la

motilidad progresiva (motilidad a + b) ni en la motilidad total (motilidad a + b + c) durante el período

estudiado (Tabla 2 ) .

El porcentaje de espermatozoides con morfología normal disminuyó durante el período

estudiado (Figura 2d y Tabla 2) . La morfología espermática puede reflejar la metodología aplicada

en el momento del análisis . En consecuencia , el análisis de los datos se realizó dividiendo la

muestra en dos grupos según la fecha de reclutamiento de los aspirantes a donantes (antes o

después de 2000) . En ambos grupos , el análisis de correlación demostró una disminución en el

porcentaje de espermatozoides con morfología normal a lo largo del tiempo . En el caso de los

datos recolectados antes del año 2000, el análisis de correlación de Spearman mostró un

coeficiente r de -0.5388 , valor p <0.0001 n = 63 (Figura 2e y Tabla 2) . Después del año 2000,

fecha coincidente con el comienzo de la aplicación de los criterios estrictos de Kruger para

valoración de morfología , los datos mostraron un coeficiente r de Spearman de -0,4185 P <0,0001 ;

n= 250 (Figura 2f y Tabla 2) . Los datos se dividieron arbitrariamente en 4 grupos en ambos

períodos para incluir un número similar de donantes en cada grupo . La morfología normal de los

espermatozoides disminuyó de 39,2 ± 20,2 (media + DE) en el período 1988-1990 a 17,4 ± 10,2 en

1995-1999 (prueba de Mann-Whitney, p <0,03) . La morfología normal de los espermatozoides

disminuyó de 13,1 ± 6,0 (media + DE) en 2001-2007 a 8,5 ± 2,8 en 2016-19 (prueba t de Student,

p <0,05) ( Figura 3) .
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Figura 3. Representación gráfica de la relación entre la morfología normal de los espermatozoides del donante y el tiempo

(según la metodología de análisis aplicada) . Se dividió cada población en 4 grupos y se representa el número de

espermatozoides considerados normales a ) Representación gráfica de los espermatozoides morfológicamente normales

entre el período 1988-1999, n = 65 b) Modificaciones de la morfología de los espermatozoides normales entre 2000 y 2019,

n = 252. Prueba ANOVA de una vía , post prueba de Tukey * p <0,05 ; ** p <0,01 ; p <0,001 .
***

Por otra parte, encontramos que el volumen de semen no cambió estadísticamente con el tiempo

(Tabla 2) . El número total de espermatozoides de las muestras de semen analizadas no se

modificó durante el período del estudio (Spearman r -0.08764, p = 0.1194 y análisis de regresión

lineal: R2 = 0.022).



Características epidemiológicas de los hombres y su relación con los valores de los

parámetros seminales con el tiempo

Para evaluar si las variaciones de los valores de los parámetros del semen con el tiempo

dependían de las características epidemiológicas de los sujetos , se estratificó la población de

estudio en tres grupos , cada grupo representando el número total de hombres reclutados en

aproximadamente diez años ( Figura 4) .
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Figura 4. Evolución de las características epidemiológicas de hombres fértiles candidatos para donación de semen durante

el tiempo del estudio tomados en períodos de 10 años . a ) Edad de los individuos b) Índice de masa corporal c) Número de

donantes fumadores (rojo) y no fumadores (negro) d ) Número de donantes que consumen alcohol (rojo) y que no lo hacen

(negro) . Todos los datos fueron obtenidos en periodos de 10 años consecutivos . ** p<0,01 Prueba de Chi cuadrado.

No hubo diferencias en la edad de los donantes durante el período de estudio (Figura 4a) ni en el

índice de masa corporal (Figura 4b) por lo cual estas variables no se incluyeron en los análisis

estadísticos de correlación múltiple ) . Observamos diferencias en el consumo de tabaco con una

disminución en el número de fumadores (Figura 4c) . El hábito de consumo de tabaco no se vio

asociado a la disminución de los principales parámetros seminales: la media de la concentración

de espermatozoides de los no fumadores en comparación con los fumadores fue de 64.6±41,6

versus 73,3+35,4 p=0.07 , la motilidad progresiva 60,5+ 12,8 versus 60,2 ±12,0, p=0.9, prueba de

Mann-Whitney, mientras que la media de morfología fue de 13,7± 13,7 en no fumadores versus

15,7+ 8,7 p=0,35 en los no fumadores (analizada con la prueba de t de Student).

Hubo un aumento en la incidencia de consumo de alcohol en los hombres analizados.

(Figura 4d) . Sin embargo , no hubo disminución de la media + DE de los valores de los parámetros

de los espermatozoides en los hombres que tenían un consumo basal de alcohol frente a los que

no consumían alcohol (concentración de espermatozoides: 67,9 ± 43 frente a 64,7 ± 36 millones /

ml, prueba de Mann-Whitney p=0,6; el porcentaje de motilidad espermática progresiva 59,9 ± 12,2

vs 61,6 ± 13,4% , prueba t de Student p = 0,3 , y el porcentaje de morfología espermática normal

15,9 ± 14,0 vs 11,8 ± 5,7 , prueba de Mann-Whitney p = 0,09) .



El análisis de regresión múltiple no reveló una relación estadísticamente significativa entre

los valores de los parámetros de los espermatozoides y las variables independientes probadas. El

volumen de semen no se pudo predecir por la edad de los hombres, ni por el consumo de

cigarrillos o alcohol (F (3,204)=1,998 p=0,12 R2=0.03). La concentración de espermatozoides

tampoco tuvo asociación estadística con la edad, el tabaquismo o el consumo de alcohol (F

(3,204) = 1,849 p = 0.14 R2 = 0.026). Ni la motilidad progresiva de los espermatozoides (F (3,204)

= 0,44 p = 0,735 R2 = 0,006) ni la morfología espermática normal (F (3,106) = 0,552 p = 0,6 R2 =

0,016) pudieron predecirse mediante las mismas variables analizadas.

El consumo de drogas recreativas se comenzó a registrar a partir de 2012, por lo que los

datos con respecto a esta variable sólo estaban disponibles para el último grupo (2011-2019)

siendo de un 24% de los donantes de ese período y la variable no se incluyó en los análisis

lineales múltiples. El consumo de drogas no se asoció estadísticamente con modificaciones en

ninguno de los valores de los parámetros espermáticos analizados. La media ± DE de los valores

de los parámetros de los espermatozoides en los hombres que consumieron drogas frente a los

que no fueron se muestran de la siguiente manera: concentración de espermatozoides: 61,5 ± 42,5

vs 58,8±26,4 millones / ml (prueba de Mann-Whitney p = 0,8); el porcentaje de motilidad

espermática progresiva: 60,9±13,5 frente a 58,7 ± 26,4%, (prueba t de Student, p = 0,8), y el

porcentaje de morfología espermática normal: 9,8 ± 8,0 frente a 9,9 ± 3,7 (prueba de Mann-

Whitney p = 0,4), respectivamente.

Discusión

Los datos que indican que la calidad espermática ha disminuido en los últimos 50 años se han ido

acumulando mundialmente y parecen acompañar un fenómeno de decaimiento en la fertilidad

general de la población, especialmente en los países desarrollados (9). Sin embargo, los datos de

otras regiones, especialmente provenientes de países de América del Sur son mucho más

escasos.

Para intentar disminuir esta brecha en el conocimiento, en este trabajo hemos analizado los

cambios en la calidad del semen en los últimos 30 años en Uruguay. Elegimos una población de

aspirantes a donantes de semen que respondieron voluntariamente a las solicitudes que

periódicamente se emiten desde el laboratorio de andrología y banco de gametos (Fertilab). El

propósito de Fertilab es reclutar hombres que deseen participar en los programas de donación de

semen, lo que significa que la población de estudio está compuesta por hombres jóvenes

(menores de 36 años). Además, no incluimos a los hombres portadores de patologías que puedan

comprometer su fertilidad (por ejemplo, diabetes, obesidad extrema, cáncer o presión arterial alta),

lo que significa que los datos recopilados pueden considerarse provenientes de un grupo de

hombres jóvenes sanos. Descubrimos que hubo una disminución en los valores de los parámetros

del semen de estos hombres potencialmente fértiles a lo largo de los años. Específicamente, la

concentración de espermatozoides, la morfología y el tipo de motilidad "a" disminuyeron durante el

período analizado. No se encontró evidencia estadísticamente significativa que apoye la hipótesis

de deterioro de otros parámetros, por ejemplo: motilidad progresiva total, vitalidad de los

espermatozoides o volumen de semen.

Trabajos previos han demostrado que la disminución de la concentración de

espermatozoides puede reflejar un aumento en el volumen de semen, por lo que contrarresta

cualquier modificación significativa de estos parámetros (57). En comparación con el estudio

mencionado, al analizar 317 donantes en lugar de 71 hombres, no detectamos un aumento en el

volumen de semen, por lo que nuestros datos respaldan una disminución real en el número de

espermatozoides con el tiempo.

La concentración de espermatozoides y el volumen del eyaculado han sido los dos parámetros

más estudiados con el tiempo. La concentración de espermatozoides disminuyó durante este

período, y nuestros resultados son concordantes con estudios similares que incluyen candidatos

para la donación de espermatozoides (20, 61). La medida de la concentración de

espermatozoides y el volumen del eyaculado son consideradas de las medidas más objetivas y

precisas, al menos si son comparadas con la motilidad y la morfología espermática (20). Estos

parámetros pueden ser considerados los menos dependientes de las diferencias y sesgos

explicados por variaciones de los procedimientos de laboratorio o técnicos que los llevan a cabo, y

son los parámetros en los que más consistentemente se han encontrado variaciones en el



transcurso del tiempo (13, 20, 61). Por el contrario, la motilidad y la morfología tienen más sesgos

que dependen de métodos e incluso de diferentes criterios de clasificación. En el caso de la

motilidad, observamos que el porcentaje de motilidad progresiva rápida (motilidad a) disminuyó,

pero se acompañó de un aumento de la motilidad b.

En conjunto, estos resultados indican que no hubo diferencias estadísticas en la

motilidad progresiva (motilidad a+b) durante los 30 años (Tabla 2). En consecuencia, la motilidad

progresiva no se modificó durante el período analizado. La motilidad progresiva se considera

menos subjetiva que la clasificación de la motilidad de los espermatozoides en función de su

velocidad, por lo que el análisis recomendado por la OMS generalmente se basaba en esta (1).

Sin embargo, la presencia de los espermatozoides rápidamente progresivos son esenciales para la

concepción (62-64), hecho recientemente señalado en la sexta edición del Manual de la OMS4 por

lo que es posible que el descenso de la motilidad rápidamente progresiva observado en este

estudio puede tener consecuencias en la fertilidad masculina. Acerca de la variación en la

morfología de los espermatozoides, este estudio encontró que el porcentaje de espermatozoides

considerados normales también ha sufrido una marcada disminución, como lo establece el análisis

de correlación aplicado para esta variable. Para asegurarnos de que esta asociación no es

producto de cambios en los procedimientos en el análisis del semen, fue necesario segmentar la

población en dos grupos: aquellos individuos estudiados entre 1988 y 2000, y los estudiados

desde 2000 hasta 2019. Esta separación se justifica por los diferentes criterios de evaluación

morfológica realizados en el laboratorio de andrología de Fertilab durante esos períodos.

En este sentido, se realizó un cambio mundial en estos criterios a lo largo de los años. En

los últimos 25 años, los investigadores comenzaron a utilizar "criterios estrictos de Kruger" (21).

Esto no solo redujo los puntos de corte considerados "normales", sino que también implicó una

clasificación más estricta para catalogar a un espermatozoide como normal. En el caso de Fertilab,

el cambio se ha introducido desde enero del año 2000. El análisis de ambos grupos permitió

establecer una disminución del porcentaje de espermatozoides considerados normales en el

tiempo, independientemente de la metodología o los criterios de clasificación.

La disminución de los parámetros espermáticos durante los últimos años se considera

multicausal. La espermatogénesis en el hombre, en comparación con la de otros mamíferos, es

particularmente vulnerable a factores externos y es más probable que los humanos se presenten

más susceptibles frente a la situación de exposición a agentes ambientales y agentes tóxicos (23,

65). Analizamos posibles factores ambientales asociados con la disminución de los parámetros de

los espermatozoides y la fertilidad de los hombres, como la edad y la obesidad (definida a través

del IMC), así como la exposición a sustancias tóxicas. Nuestro estudio consideró solo a hombres

sanos entre 18 y 36 años ya que este es uno de los requisitos para ser aceptado como donante de

semen. Por lo tanto, no es de extrañar que tanto la edad como el IMC de los individuos no

estuvieran asociados con ningún cambio en los valores de los parámetros del semen. Una

disminución en los parámetros del semen se espera por encima de los 40 años de edad (31), por

lo que es concordante que estos individuos considerados dentro de la categoría “jóvenes”, no

muestren alteraciones asociadas a esta característica. Asimismo, el IMC medio en la muestra

analizada fue de 23,74 (DE ± 2,56), correspondiendo la mayoría de los individuos a la categoría de

"peso normal" o “normopeso”, por lo que en este estudio no se presentó la asociación ya conocida

de parámetros espermáticos y un IMC alto (37). En consecuencia, la disminución observada de

los valores de los parámetros del semen se produce en una población de hombres potencialmente

fértiles que, por lo demás, son sanos.

Al evaluar el consumo de alcohol, tabaco y marihuana, este estudio no detectó una

asociación significativa de estas características con ninguno de los parámetros de calidad del

semen. El número de hombres que declaran consumir alcohol y drogas aumentó durante el

período estudiado, pero no así el número de personas que indicó consumir tabaco, que mostró

una disminución. Esto podría explicarse por la aplicación de políticas contra el consumo de tabaco



que, desde 2003-2004 han aumentado en Uruguay contribuyendo así a la disminución del número

de fumadores (66). Sin embargo, el uso de Cannabis (droga de principal consumo en este estudio)

se ha flexibilizado en Uruguay desde 2013, a partir de cuándo el consumo ha sido más aceptado,

probablemente aumentando su incidencia, especialmente entre los adultos jóvenes (67). Por lo

tanto, los datos recolectados en este estudio pueden reflejar los hábitos de la población uruguaya

durante este período. No hemos podido establecer o estratificar la cantidad de consumo por parte

de los donantes, por lo que no se pudieron determinar los posibles efectos dosis-dependientes

como en otros estudios (22, 43). Sin embargo, nuestros resultados subrayan la importancia de

analizar los datos en el contexto de las características geográficas y ambientales de la población.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que, en Uruguay, al igual que en otros países

como Estados Unidos, países europeos y asiáticos, existe una tendencia a la disminución de la

calidad del semen (13, 16, 17, 20, 23, 54, 68). Estos resultados contrastan con lo propuesto por

autores como Multigner y Oliva (69) y Tortolero (56), quienes demostraron que la tendencia al

deterioro de la calidad del semen no era tan marcada en países sudamericanos. Como se indicó,

aunque se ha demostrado que el deterioro de la calidad espermática es un problema mundial,

algunos autores sugieren que la disminución es más pronunciada en los países desarrollados e

industrializados, lo que estaría explicado por cambios en factores de estilo de vida modificables

(por ejemplo, dietas poco saludables, estilos de vida, y contaminación) como las principales

causas (9). Sorprendentemente y a pesar de que se postulan estas diferencias regionales, existen

pocos datos provenientes de otros países diferentes de Europa, EEUU o Canadá. Especialmente

existen pocos datos provenientes de los países sudamericanos en este tipo de estudios. Es

importante resaltar que la falta de estudios que puedan extrapolarse ampliamente a la población

general de estos países, así como la existencia de pocos estudios que describan la situación

actual en términos de fertilidad y calidad seminal en esta región del mundo, puede determinar un

sesgo en las conclusiones cuando se los compara con los datos mundiales.

Reconocemos que existen algunas limitaciones del estudio, como por ejemplo el número

de muestras consideradas se distribuye de forma heterogénea, con una mayor concentración de

datos en los últimos diez años. No pudimos reconocer cuáles fueron las causas que generaron

esta distribución asimétrica de la muestra, pero podrían estar relacionadas con la mayor

disponibilidad y difusión de información sobre los bancos de semen y una mayor accesibilidad a

los programas de donación, entre otras razones. En cuanto a la representatividad de la muestra,

debemos mencionar que los datos fueron obtenidos de un solo laboratorio, considerando una

población de individuos bien definida, lo que dificulta extrapolar los resultados obtenidos para otras

poblaciones. El número de hombres analizados en este estudio es menor que otros que también

analizaron donantes de esperma (17, 20) pero tiene la fortaleza que incluye una población definida

de hombres presuntamente sanos. También destacamos la ausencia de datos sobre ocupación,

exposición a factores ambientales y origen étnico, así como los datos faltantes con respecto a

algunos donantes (por ejemplo, ausencia de datos sobre tabaquismo, consumo de alcohol o

drogas). En el futuro, pretendemos correlacionar estos datos con una muestra pareada de

personas que consultaron durante los mismos períodos no como aspirantes a participar del

programa de donación, sino por problemas de fertilidad, además de agregar información sobre

factores ambientales.

Por último, no creemos que la disminución de la calidad del semen a lo largo del tiempo

pueda atribuirse a cambios en el personal técnico, las técnicas realizadas o el equipo utilizado

para ello. Durante los 30 años del estudio, hubo pocos cambios de personal en el laboratorio.

Además, Fertilab es el único banco de gametos del país y ha estado bajo el mismo comité

directivo y con estrictos controles de calidad. Los técnicos tenían la misma formación, el método

de estudio no sufrió grandes variaciones, excepto en el caso de la morfología (como fue

analizado), y la calidad de las pruebas diagnósticas se controló periódicamente.

Conclusiones

La calidad del semen en Uruguay ha disminuido en los últimos 30 años principalmente en el

número de espermatozoides y la morfología de los mismos. Múltiples y variados son los factores



de riesgo que se han encontrado asociados a la calidad espermática . Ninguno de estos factores

puede ser el único justificante de los dramáticos cambios en la incidencia de la infertilidad , siendo

este un problema multifactorial . Es , más bien , la exposición simultánea , articulada y sumatoria a

estos factores la cual tendría los efectos que se manifiestan en la calidad espermática .

Estos datos deberían ser una advertencia sobre un posible descenso de la fertilidad

masculina. Debemos tener en cuenta , sin embargo , que el valor medio reportado al final de este

estudio estaba por encima de los valores considerados normales por la OMS ( 1 , 58 , 59) . En el

futuro, será necesario hacer un seguimiento de los parámetros de los espermatozoides para

comprobar si esta tendencia se verifica y se continúa , así como también identificar sus posibles

causas .
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La infertilidad afecta globalmente a 15-20% de las parejas en edad reproductiva (1) y se

caracteriza por la incapacidad de concebir naturalmente tras un año de relaciones sexuales sin

uso de anticonceptivos durante la fase fértil del ciclo menstrual (2). Esta enfermedad puede ser

definida como primaria y secundaria, correspondiendo la primera a aquellas personas que nunca

concibieron, mientras que la segunda a aquellas personas con al menos una concepción previa.

Alrededor del 35% de los casos se debe a factores masculinos, 35% a femeninos, un 20% a

factores combinados, y el 10% restante es de origen aún no asignable por limitaciones en el

diagnóstico (2,3,4).

La evaluación de la fertilidad masculina comprende la realización de la evaluación

exhaustiva de la historia clínica del paciente, su salud física general y reproductiva y, finalmente, el

análisis de semen. Este último permite obtener información relevante sobre la funcionalidad

testicular, de las glándulas accesorias, así como la capacidad eyaculatoria de la persona (5,6).

Provee información sobre el volumen de eyaculado y algunos parámetros físico-químicos, así

como la cantidad (concentración y cuenta) de espermatozoides presentes en el eyaculado, como

su movilidad y morfología. En este sentido, una concentración y cuenta espermática menor a la

definida como normal (oligozoospermia), así como la presencia de alteraciones en el porcentaje de

espermatozoides mótiles (astenozoospermia) y morfológicamente normales (teratozoospermia)

han sido asociados a una baja tasa de éxito en la fecundación (7). Sin embargo, el análisis seminal

solo puede predecir la fertilidad indiscutiblemente en casos de azoospermia, definidos por

eyaculados con ausencia de espermatozoides (7-9). Las limitaciones en el diagnóstico de la

infertilidad masculina podrían atribuirse, al menos en parte, a una falla en la comprensión de las

bases moleculares de la infertilidad, ya que se estima que solo entre un 6 y 27% de los hombres

con infertilidad presentan parámetros seminales dentro de los valores definidos como normales

(normozoospermia) (10,11), por lo que resulta de gran importancia identificar marcadores

moleculares que permitan establecer las causas de la infertilidad para así poder mejorar el

diagnóstico actual y ofrecer tratamientos personalizados en cada caso.

En el área de la medicina reproductiva, existen pruebas complementarias al análisis de

rutina del semen, entre las que se destaca el estudio de la fragmentación del ADN, y pruebas

adicionales, como el cariotipo, la detección de microdeleciones ligadas al cromosoma Y, y el

estudio de mutaciones en genes específicos asociados a patologías moleculares ya establecidas

(12,13).

En las últimas décadas, el avance tecnológico en técnicas de biología molecular y su

asequibilidad creciente ha permitido la identificación de potenciales biomarcadores a través de



abordajes de estudios globales o de las ómicas (genómica , transcriptómica , proteómica y

metabolómica) . Las ómicas son disciplinas que estudian eventos e interacciones de entidades

moleculares , estructuras celulares y procesos biológicos desde el ADN hasta su expresión y la

función de las entidades resultantes . La genómica estudia el conjunto completo de genes de un

individuo ( 14 ) , mientras que la transcriptómica evalúa el contenido total de transcriptos o ácidos

ribonucleicos (ARNs) , ofreciendo información sobre los perfiles de expresión en células o tejidos

(15), y la proteómica el conjunto de las proteínas resultantes ( 16) . Desde el área de la genómica y

transcriptómica , el rápido desarrollo de tecnologías de alto rendimiento , caracterizadas por el

análisis de una gran cantidad de muestras y datos mediante microarreglos de ADN y

secuenciación de ADN y ARN , ha resultado en la caracterización exitosa de mutaciones a nivel

genómico y del perfil de expresión a nivel de transcripto de varios organismos y tipos celulares.

Este conocimiento llevó a un enriquecimiento en el entendimiento de varias patologías y sus bases

moleculares . A estas disciplinas se han sumado otras ómicas , que analizan modificaciones

epigenéticas y genéticas que regulan el transcriptoma y el proteoma , y más recientemente la

glicómica , lipidómica , y metabolómica , entre otras . En conjunto , las ómicas permiten estudiar el

comportamiento normal y las alteraciones fenotípicas a fin de evaluar a los sistemas biológicos

desde un enfoque de la fisiología normal y anormal . Y a la aplicación del concepto de medicina

personalizada , que hace referencia al abordaje personalizado del tratamiento de un paciente

considerando un conjunto de datos que permiten predecir su respuesta a distintos tratamientos

(17), y que comenzó a utilizarse a principios del siglo XXI luego de la publicación del "Human

Genome Projecť en el año 2003 (18) .

Asimismo , las bases de datos originadas a partir de estos estudios resultan cada vez

mayores, involucrando grandes tamaños muestrales para la obtenciónpara la obtención de resultados

estadísticamente significativos . A su vez, estos estudios están contenidos en repositorios a gran

escala destinados a la investigación clínica y translacional , que han crecido a nivel mundial en los

últimos años y contienen información proveniente de estudios de análisis de expresión global , así

como también información clínica de los pacientes involucrados en los mismos. El crecimiento

constante de los repositorios de literatura hizo imperativo el uso de herramientas computacionales

para identificar información relevante y ponerla en el contexto del conocimiento biomédico actual .

Por este motivo , se han desarrollado numerosas herramientas , entre ellas DisGeNET

(https://www.disgenet.org/) , una plataforma que contiene información acerca de asociaciones entre

genes y enfermedades humanas ( 19,20) y que ha sido ampliamente empleada en el estudio de las

enfermedades y sus mecanismos moleculares subyacentes . Este crecimiento sostenido de la

información biomédica fue acompañado de abordajes integradores tales como la bioinformática

translacional , disciplina enfocada en la convergencia de bioinformática molecular, bioestadística ,

genética estadística e informática clínica , para transformar la información en conocimiento y así

profundizar en los mecanismos subyacentes a las enfermedades y proveer información útil para la

práctica clínica . Actualmente , la bioinformática se enfrenta a nuevos desafíos en la investigación

translacional . La bioinformática translacional se ha propuesto y desarrollado como un nuevo

campo en la investigación biomédica (21,22) . El descubrimiento de conocimiento impulsado por el

fenómeno de big data , definida como el conjunto de grandes cantidades de datos devenidos del

uso de tecnologías de alto rendimiento, es el nuevo paradigma para la medicina translacional (23).

Específicamente en lo que concierne a la Salud Reproductiva Masculina , las ómicas se han

comenzado a aplicar en años recientes , permitiendo estudiar de manera global y en mayor detalle

los aspectos moleculares de la gameta masculina, así como describir los perfiles genómicos ,

transcripcionales y proteicos de pacientes para identificar biomarcadores de infertilidad y elegir

estrategias compatibles con su diagnóstico . Finalmente , la integración de los datos recabados con

las diversas ómicas en bases de datos de multi-ómicas , han permito iniciar un acercamiento de la

patología de la infertilidad masculina a la era de la medicina personalizada (24-26) .

En el presente capítulo se reseñarán algunos avances en genómica , transcriptómica ,

proteómica , metabolómica , glicómica y lipidómica y algunas herramientas bioinformáticas

asociadas al estudio de la salud reproductiva masculina (Figura) .

Genómica

El potencial fértil masculino puede verse afectado por diversos factores , entre los que se destacan

factores intrínsecos , como son la obstrucción del tracto genital masculino , fallas en la

espermatogénesis o resistencia a hormonas, generalmente asociadas a alteraciones genéticas



(27,28) y factores extrínsecos como pueden ser la exposición a tóxicos, consumo de cigarrillo o

alcohol, y condiciones medio-ambientales deletéreas (29,30).

Las alteraciones genéticas que podrían impactar sobre la fertilidad humana resultan, en

algunos casos, de aberraciones estructurales o numéricas a nivel cromosomal, y mutaciones a

nivel génico (31). Las pruebas genéticas más utilizadas incluyen el estudio del cariotipo para las

detecciones de aberraciones numéricas o estructurales a nivel cromosómico y evaluación de la

presencia de microdeleciones en el cromosoma Y (empleando PCR multiplex de marcadores de

sitio etiquetados con secuencia mapeadas dentro de regiones específicas (32). Las alteraciones

cromosómicas representan el 7% de las causas de fallas en la espermatogénesis (33). A modo de

ejemplo, el síndrome de Klinefelter, determinado por un cariotipo 47 XXY, se caracteriza por la

expresión de un fenotipo masculino eunucoide con azoospermia (34,35), y representa el 14% de

los casos de azoospermia (36). Por otro lado, las microdeleciones del cromosoma Y se encuentran

en el 10% de individuos con azoospermia obstructiva (OA) y en el 5% de individuos con

oligozoospermia severa (37). Las microdeleciones frecuentes en la región del factor de

azoospermia (AZF) del cromosoma Yq están asociadas con fallas en la espermatogénesis. Hay

tres regiones distintas en AZF, AZFa, AZFb y AZFc, cada una de las cuales contiene varios genes

para una variedad de funciones. AZFa se encuentra más proximal al centrómero, seguido de AZFb

y, más distalmente, AZFc (38). Las deleciones graves de AZFa y AZFb no son transmisibles,

mientras que los hombres con deleciones de AZFc comúnmente requerirán técnicas de

reproducción médica asistida (TRMA).

El hallazgo de asociaciones entre la infertilidad y fenotipos asociados permite un mejor

diagnóstico, manejo y tratamiento de las parejas en consulta por infertilidad. Asimismo, la

identificación de estas alteraciones también permite determinar los riesgos a nivel hereditario por

screening preconcepcional, y así optimizar las TRMA a emplear (39). Dado el amplio repertorio de

entidades involucradas en el desarrollo del potencial fértil, resulta difícil la identificación de las

causas genéticas de la infertilidad en la mayoría de los casos. Sin embargo, con las nuevas

tecnologías para la secuenciación masiva de ADN y el acompañamiento por el desarrollo de

abordajes bioinformáticos para su estudio, existe una creciente evidencia sobre distintos conjuntos

de genes asociados a distintas causas genéticas de la infertilidad (40).

Uno de los desafíos presentes a la hora de discernir en qué conjunto de genes resulta

óptimo el estudio de alteraciones genéticas asociadas a la infertilidad, es la distinción entre

infertilidad sindrómica o no sindrómica. La infertilidad sindrómica se refiere a aquella devenida

como una manifestación dentro de un conjunto de alteraciones inherentes a un síndrome particular

(40), mientras que la no sindrómica se refiere al fenotipo de infertilidad sin otras manifestaciones

clínicas relevantes (41). Dentro de la infertilidad sindrómica se destacan el hipopituitarismo, el

síndrome endócrino caracterizado por la reducción o ausencia de una o más hormonas pituitarias,

el hipogonadismo hipogonadotrófico, caracterizado por bajos niveles de las hormonas folículo

estimulante (FSH) y luteinizante (LH), y la disquinesia ciliar primaria, asociada a la

astenozoospermia (42).

Dentro de las alteraciones genómicas, se ha determinado que existen variantes

estructurales con cambios en el número de copias ADN específico (CNV, del inglés copy number

variation), y son las principales causas de variabilidad cuantitativa del genoma humano debida a la

eliminación o duplicación de la secuencia original, sin ningún tipo de mutación. En este sentido, un

estudio de análisis de perturbaciones espermatogénicas reveló que los CNV ligadas al cromosoma

X se asocian más con hombres infértiles que los controles (43). Así, la eliminación de CNV67

afecta a MAGEA9, un gen en el cromosoma X que se expresa específicamente en el testículo bajo

condiciones fisiológicas (44). Sin embargo, es de destacar que además de los genes ligados al

cromosoma X, se han identificado varios loci autosómicos que pueden afectar la fertilidad

masculina como consecuencia de los CNV (45).

Además de los CNV, los polimorfismos genéticos de nucleótido simple (SNP, del inglés

single nucleotide polymorphism) son variaciones genómicas en las que dos o más genotipos o

alelos están presentes simultáneamente en una población. Los SNP son variaciones causadas por

mutaciones en una sola posición en una secuencia de ADN. La mayoría de las variantes genéticas

asociadas a la infertilidad masculina se encuentran en los cromosomas sexuales (46). También se

han identificado otros polimorfismos autosómicos. Por ejemplo, los SNP en el gen que codifica

para la enzima metileno-tetra-hidro-folato reductasa (MTHFR), un componente clave en el

metabolismo del folato, contribuyen a un mayor riesgo de infertilidad masculina (47). Las

alteraciones en el gen que codifica la enzima ADN polimerasa gamma (POLG), una enzima

responsable de la replicación y reparación del ADN mitocondrial, también están asociadas a la



disfunción espermática; sin embargo, el papel de POLG en la infertilidad masculina sigue siendo

cuestionado (48). Los SNP en los genes MMR, vía que juega un papel crítico en el mantenimiento

de la integridad del genoma, recombinación meiótica y gametogénesis, reducen la función MMR y

pueden conducir a mutaciones en otros genes. Específicamente la presencia de SNPs en los

genes MMR (MLH1, MSH2, PMS2, MLH3, MSH4, MSH5 y MSH6) se ha asociado a la infertilidad

masculina (49).

Entre las alteraciones en el semen, la azoospermia o ausencia de espermatozoides en el

eyaculado afecta al 1% de la población masculina y se corresponde con el 20% de los casos de

infertilidad en el hombre (50). Su origen puede deberse a la obstrucción del tracto reproductor

masculino (OA), o a fallas en la espermatogénesis (azoospermia no obstructiva, NOA). En la NOA,

un estudio reciente ha identificado un conjunto de variantes de nucleótido simple en los genes:

ESX1, TEX13A, TEX14, DNAH1, FANCM, QRICH2, FSIP2, USP9Y, PMFBP1, MEI1, PIWIL1,WDR66, ZFX, KCND1, KIAA1210, DHRSX, ZMYM3, FAM47C, FANCB, FAM50B (genes

previamente asociados a infertilidad), TKTL1, IGSF1, ZFPM2, VCX3A (variantes nóveles causales

de enfermedades), y ALG13, BEND2, BRWD3, DDX53, TAF4, FAM47B, FAM9B, FAM9C,

MAGEB6, MAP3K15, RBMXL3, SSX3 y FMR1N, genes que podrían estar involucrados en la

espermatogénesis (51). Por su parte, en la OA, la ausencia congénita de los conductos deferentes

(CAVD, del inglés congenial agenesis of vas deferens) es una de las principales causas, y las

mutaciones en los genes CFTR y ADGRG2 causan la mayoría de las agenesias. A pesar de esto,

el 10%-20% de los pacientes con CAVD permanecen sin un diagnóstico genético claro (52).

En los pacientes en los que se identifica la presencia de teratozoospermia, se destacan la

macrozoospermia y la globozoospermia. La macrozoospermia tiene una incidencia menor al 1% en

hombres con infertilidad, y se caracteriza por la presencia de espermatozoides con cabezas de

gran tamaño y múltiples flagelos (53). Las causas principales de la macrozoospermia se asocian a

mutaciones en el gen AURKC, cuya forma proteica se encuentra involucrada en la segregación de

cromosomas y en la citoquinesis (54). Por otro lado, la globozoospermia se caracteriza por la

presencia de espermatozoides con la cabeza redondeada y sin acrosoma, acompañados por

defectos en la pieza media y alteraciones en la membrana nuclear (53). Este fenotipo se encuentra

asociado a mutaciones en los genes SPATA16 y DPY19L2. El primero codifica para una proteína

específica del aparato de Golgi enriquecida en testículo, y el segundo para una proteína necesaria

para la elongación de la cabeza del espermatozoide y la formación del acrosoma durante la

espermatogénesis (42). Y estudios recientes han identificado nuevos genes relacionados a esta

patología altamente compleja (55).

Con respecto a la astenozoospermia, su origen puede deberse a alteraciones en el

axonema, mitocondria u otras estructuras del flagelo (56). Específicamente, se la ha asociado a

mutaciones en los genes DNAH1, CFAP43, CFAP44, SLC26A8, CATSPER1, SEPT12, CFAP43,

CFAP44, DNAH1 y PLCZ1 (42).

Contrastando con las patologías arriba mencionadas, en casos de infertilidad idiopática no

existe un claro trasfondo genético que permita sospechar alteraciones genéticas puntuales, lo que

dificulta su análisis por cariotipo o genes individuales. En este aspecto, la utilización reciente de la

secuenciación de nueva generación (NGS; next-generation sequencing) representa una alternativa

para mejorar y personalizar el diagnóstico de la infertilidad masculina mediante el análisis

simultáneo de una gran cohorte de individuos y el screening de múltiples genes y variantes (39).

Un estudio reciente de análisis de asociación genómica (genome-wide association study) delineó

una región genómica polimórfica de FSHB como el principal determinante de los niveles de FSH

en hombres con infertilidad idiopática. Dado el papel esencial de la FSH, la detección molecular de

una de las variantes de nucleótido simple identificadas que causan la disminución de la FSH y, por

lo tanto, disminuye la espermatogénesis, podría resolver el origen inexplicado por este factor

etiológico (57).

Si bien todavía se carece de un consenso con respecto a los genes más representativos de

cada fenotipo asociado a infertilidad, existen evidencias del aporte de paneles para asistir en el

diagnóstico y terapéutica de la infertilidad. En este sentido, el avance en el diseño de paneles

específicos se ha enfocado recientemente en genes involucrados en la etiología de distintas

anomalías seminales, como son la azoospermia, teratozoospermia y astenozoospermia. El diseño

de paneles específicos permite restringir el universo a explorar, al analizar las causas genéticas de

la infertilidad en ciertas subpoblaciones. A diferencia de los estudios de microarreglos de ADN que

proveen medidas promedio de la expresión de transcriptos, la secuenciación de nueva generación

permite la cuantificación a nivel de bases individuales. Si bien la NGS permite el estudio

simultáneo de una gran cantidad de genes y muestras, su procesamiento, almacenamiento e



interpretación pueden resultar un desafío a la hora de encontrar nuevos potenciales

biomarcadores. Esta capacidad trae aparejada la necesidad de visualizar estos resultados

únicamente dentro de un marco genómico con herramientas específicas. Por lo tanto, se ha

iniciado el desarrollo de plataformas que compilan la información recabada por los estudios

genómicos y de otras ómicas, como es el repositorio Male Infertility Knowledgebase (MIK;

http://mik.bicnirrh.res.in/) (58), que integra información sobre ~17 000 genes, sus vías asociadas,

ontología génica, enfermedades y herramientas de análisis basadas en genes y secuencias y

desarrollado para impulsar la investigación sobre la etiología genética de la infertilidad masculina.

Además, incorpora información sobre aberraciones cromosómicas y asociaciones sindrómicas con

la infertilidad masculina. Asimismo, ReproGenomics Viewer (RGV; http://rgv.genouest.org) (59), es

un entorno de trabajo de especies múltiples y cruzadas para la visualización, extracción y

comparación de conjuntos de datos ómicos publicados para la comunidad científica reproductiva. A

partir de toda esta información compilada, el diseño y validación de paneles se podrá constituir en

una herramienta fundamental para facilitar el acceso y el manejo de la información a nivel génico,

adaptándose a la demanda para la terapéutica y adecuándose a las tecnologías que se aplican en

otros campos de la medicina de precisión en infertilidad masculina.

Epigenómica

La epigenómica estudia los cambios epigenéticos en una célula, sin alterar la secuencia del ADN

(60). La metilación del ADN y la modificación de histonas se encuentran entre los procesos

epigenéticos mejor caracterizados (60). Asimismo, se ha involucrado a los ARN largos no

codificantes (lncRNAs) y otros ARN no codificantes en la inducción de cambios epigenéticos (61).

El mantenimiento epigenómico es un proceso continuo y juega un papel importante en la

estabilidad de los genomas eucariotas al participar en mecanismos biológicos cruciales como la

reparación del ADN (62).

La metilación del genoma es un proceso reversible y heredable, y se caracteriza por una

modificación química covalente en los dinucleótidos de citosina-fosfato-guanina (CpG) que se

encuentran en altas concentraciones cerca de los promotores de los genes. Las 'islas CpG' están

ubicadas en diferentes regiones metiladas (DMR, del inglés differentially methylated regions) de

genes, y su metilación difiere entre los alelos paternos y maternos, lo que influye en la

transcripción de genes (63). La metilación ocurre durante el desarrollo embrionario y está

implicada en numerosos procesos fisiológicos, como la impronta o “imprinting” genómica, la

inactivación del cromosoma X y la expresión génica diferencial. Después de la fecundación, los

alelos paternos se desmetilan activamente, mientras que el ADN materno sufre una desmetilación

pasiva. Las primeras fases de la espermatogénesis se caracterizan por una reorganización que

implica metilación del ADN, que se mantiene durante la meiosis y el posterior desarrollo de las

gametas, afectando únicamente a genes específicos. Los llamados "genes impresos" escapan a la

reprogramación epigenética después de la fecundación, lo que conduce al mantenimiento de la

metilación del ADN de los espermatozoides en el embrión en desarrollo. La persistencia de

patrones de línea germinal específicos de los padres podría justificar la participación epigenética

en el riesgo potencial para la descendencia durante la TRMA (64).

Después de la meiosis, las células germinales experimentan varios reordenamientos de la

cromatina, especialmente el reemplazo de histonas por protaminas, que son proteínas básicas

pequeñas nucleares específicas del espermatozoide responsables de la condensación del genoma

haploide (65). La relación entre las protaminas y el ADN da como resultado una remodelación

estructural y molecular significativa del ADN espermático en las estructuras toroidales de

nucleoprotamina. La interacción protamina-ADN no solo facilita la morfología normal y la forma

hidrodinámica de la cabeza del espermatozoide, sino que también a la protección del ADN contra

la oxidación y fragmentación (65,66). Dado que en los espermatozoides maduros el ADN está

densamente empaquetado con protaminas y el genoma materno está densamente empaquetado

con histonas, la estructura altamente condensada de la nucleoprotamina debe desempaquetarse y

reorganizarse en una estructura nucleosomal durante la fecundación (67).

Es por esto que las modificaciones epigenéticas incorrectas durante cada etapa de estos

procesos pueden conducir a la infertilidad masculina severa. Los estudios iniciales revelaron que la

hipermetilación del ADN, especialmente en las regiones promotoras de los genes PLAG1, PAX8,

DIRAS3, MEST, SFN, NTF3 y HRAS, podían estar asociadas con una disminución en el conteo, la

motilidad y la morfología normal de los espermatozoides (68). También se encontró que el gen H19

estaba hipometilado en hombres con teratozoospermia y oligoastenoteratozoospermia (69). El gen



H19 es parte de un grupo de genes en el brazo corto (p) del cromosoma 11 que se somete al

imprinting genómico, y también está involucrado en el crecimiento y desarrollo (70).

Posteriormente, un estudio comparó la metilación CpG de los genes LIT1, SNRPN, MEST, H19,

PLAGL1, PEG3 e IGF2 en espermatozoides de hombres fértiles e infértiles, e identificó una

relación significativa entre la alteración de la espermatogénesis y la hipermetilación de los genes,

excepto en el gen IGF2 (71).

En un trabajo de recapitulación reciente, Rotondo y colaboradores (72) indicaron que las

investigaciones publicadas respaldan la hipótesis de que la metilación del ADN espermático está

asociada con alteraciones espermáticas que pueden afectar a varios parámetros del semen y se

asocian a infertilidad. En el metanálisis de ensayos clínicos controlados que comparan hombres

con infertilidad idiopática con controles fértiles, se incluyeron veinticuatro estudios. Como

resultado, los niveles de metilación del gen H19 resultaron significativamente más bajos en

hombres infértiles. Por su parte, el nivel medio de metilación de los genes MEST y SNRPN fue

significativamente mayor en hombres infértiles. Y los niveles de metilación del gen LINE-1 no

difirieron entre hombres infértiles y controles.

En cuanto a los ARNs no codificantes pequeños (sncRNA, del inglés small non coding

RNA), trabajos recientes mostraron cambios dinámicos en los espermatozoides a medida que

transitan a través del entorno testicular hacia los segmentos del epidídimo. Los estudios

demostraron que los cambios están mediados por los epididimosomas durante el tránsito a través

del conducto adluminal en el epidídimo, y los cambios en el contenido de sncRNA de los

espermatozoides se derivan de agresiones ambientales que alteran significativamente el desarrollo

embrionario temprano y predisponen a la descendencia a trastornos metabólicos (73). En la

siguiente sección se mencionarán otros antecedentes sobre los ARN no codificantes (ncRNA).

Un conocimiento profundo del estado de metilación del ADN espermático en asociación con

un potencial reproductivo reducido podría mejorar el desarrollo de nuevas herramientas de

diagnóstico para esta enfermedad. Teniendo en cuenta el uso generalizado de las TRMA, la

metilación del ADN de genes específicos implicados en la espermatogénesis adquiere una

relevancia clínica cada vez mayor, lo que representa una posible explicación del aumento de la

incidencia de síndromes relacionados con la impronta genómica en embarazos asistidos

médicamente.

Transcriptómica

Como se mencionó previamente, la transcriptómica es el estudio del transcriptoma, término que

incluye el conjunto de todas las moléculas de ácido ribonucleico (ARN) expresadas en una célula,

tejido u organismo (74). Durante mucho tiempo, el dogma central de la biología molecular asumió

que un gen se transcribía en un ARN mensajero (ARNm), que a su vez se traducía en una proteína

que cumplía una o varias funciones estructurales, biológicas y/o reguladoras dentro de la célula.

Sin embargo, ahora está claro que el transcriptoma es una maquinaria mucho más compleja,

compuesta por varias clases de ARN que realizan una miríada de funciones. Es así como un gran

porcentaje de los genes humanos contienen más de un exón empalmado de forma alternativa (75)

y, por lo tanto, pueden producir numerosas formas deARN y proteínas.

Según lo indican diferentes estudios, el testículo es el órgano que expresa mayor cantidad

de genes y proteínas tejido-específico (76-78) y un mayor número de eventos de splicing

alternativo en numerosos genes (79-82). Además, los genes expresados en la gonada masculina

muestran una mayor tasa de divergencia entre especies tanto a nivel génico como proteico (83).

Estas características se atribuyen a la selección sexual por medio de la cual se ejerce una presión

de selección específica que permite que se den mutaciones que provean una ventaja reproductiva

transmisible más fácilmente a la progenie, fijándose así relativamente más rápido (84). Para poder

generar espermatozoides mótiles capaces de fecundar, las células germinales del testículo llevan

a cabo el proceso de espermatogénesis durante el cual deben realizar la meiosis y la

espermiogénesis. Este es un proceso de diferenciación extremo que involucra factores

moleculares específicos de funciones, muchos de ellos expresados durante la espermatogénesis

(84).

Además, durante la evolución de las especies euterias, el cromosoma Y se acortó

progresivamente, impidiendo el alineamiento entre los cromosomas X e Y en la profase I de la

meiosis; por este motivo, para prevenir los alineamientos y recombinaciones defectuosas, los

cromosomas sexuales se condensan en una estructura nuclear específica llamada cuerpo XY



(85,86) cuya alta condensación lleva al silenciamiento transcripcional completo durante esta etapa

(87), en un proceso conocido como inactivación meiótica de los cromosomas sexuales. Para

compensar el cese de transcripción de genes cruciales para las células, un gran número o de

genes ligados al X se han transpuesto a cromosomas autosómicos durante la evolución,

adquiriendo una expresión meiótica y post-meiotica especifica (88,89). Por último, debido a la

heterocigosis de los cromosomas sexuales en machos que permite que rasgos reproductivos

ventajosos se fijen más rápidamente, los genes ligados al cromosoma X se encuentran

sobreexpresados entre aquellos que se expresan preferencialmente en células somáticas

testiculares espermatogonias y espermátides post-meióticas (90). Las especificaciones

mencionadas respecto del programa de expresión de la célula germinal masculina hacen de este

un ambiente rico para estudiar los mecanismos reguladores de la expresión génica a diferentes

niveles, así como el descubrimiento de nuevos genes e isoformas proteicas (84).

El análisis global de los ARN mensajeros (ARNm) de los espermatozoides y del testículo ha

permitido cuantificar la expresión de miles de genes expresados diferencialmente (DEG, del inglés

differentially expressed genes) en una única muestra, y de esta manera avanzar hacia un mejor

entendimiento de las bases moleculares del potencial fértil del hombre, así como la identificación

de nuevos biomarcadores que se relacionen con la infertilidad masculina (91,92). En este sentido,

una de las tecnologías más ampliamente utilizadas para el estudio de la transcriptómica son los

microarreglos de ADN, tecnología a partir de la cual se han podido identificar alteraciones en los

perfiles de transcripción de eyaculados de pacientes con anomalías en la calidad seminal. En

estudios publicados en 2007, se determinó que los genes RBMY1, DAZ1, TSPY1 y DDX3Y se

encontraban diferencialmente expresados en varones con oligozoospermia o azoospermia en

comparación con controles de individuos normozoospérmicos (93). Por su parte, Montjean y

colaboradores (94) estudiaron el transcriptoma en espermatozoides de pacientes con

oligozoospermia y lo compararon con el de individuos normozoospérmicos; como resultado,

identificaron 157 transcriptos sobre/infraexpresados, y el 83 % de los genes regulados se

encontraron al menos 2 veces infraexpresados en los pacientes infértiles. Asimismo, observaron

una reducción de hasta 43 veces en la expresión de genes implicados en la espermatogénesis y

motilidad de los espermatozoides, así como asociados a procesos antiapoptóticos de las células

germinales (PRM2, SPZ1, SPATA-4, MEA-1, CREM).

Utilizando también la tecnología de microarreglos de ADN, Jodar y colaboradores (95)

analizaron la expresión de transcriptos en espermatozoides de pacientes astenozoospérmicos y

donantes fértiles. Como resultado, se identificaron varios transcriptos presentes en diferente

abundancia en los pacientes en comparación con los controles. Y validaron la expresión diferencial

de tres de los transcriptos detectados (ANXA2, BRD2 y OAZ3), mediante PCR en tiempo real en

un conjunto mayor de muestras, identificándose una correlación positiva entre la expresión de

estos transcriptos y la motilidad progresiva.

A fin de determinar si la expresión de genes testiculares sirve para definirlos como

biomarcadores predictivos de la presencia de espermatogénesis en pacientes con NOA, Hashemi

y colaboradores estudiaron la expresión del gen ZMYND15 y los genes blanco TNP1, PRM1 y

SPEM1 en biopsias testiculares de pacientes con NOA y en pacientes con OA. Los niveles de

estos transcriptos también se compararon en muestras de pacientes azoospérmicos con

recuperación de espermatozoides positiva y negativa. Como resultado, el nivel de expresión de los

genes estudiados fue significativamente menor en las muestras testiculares de pacientes con

NOA. De manera similar, los niveles de expresión de estos transcriptos fueron menores en las

muestras con recuperación espermática negativa frente a la positiva. Los autores concluyeron que

el nivel de expresión de ZMYND15 puede tener potencial para predecir una recuperación exitosa

con una sensibilidad del 90 % y una especificidad del 60 % para la población total y una

sensibilidad del 100 % y una especificidad del 75 % para NOA. En un estudio posterior del mismo

grupo realizado sobre 63 hombres azoospérmicos (16 OA y 47 NOA sometidos a microdisección

de tejido testicular) se estudiaron siete marcadores moleculares ESX1, DAZ, DAZL (marcadores

premeióticos) y ZMYND15, PRM1, TNP1 y SPEM1 (marcadores posmeióticos) para predecir el

éxito de la recuperación de espermatozoides. Como resultado, se determinó que SPEM1 fue el

gen con el mejor poder positivo (96 %) y negativo (85 %) para predecir el resultado de

microdisección de tejido testicular (96).

Los estudios globales del transcriptoma también han sido empleados en pacientes

sometidos a diferentes TRMA, para comparar los perfiles de expresión de aquellos que obtuvieron

un embarazo exitoso o no, y así poder trasladar los resultados a la clínica. En particular, se

compararon los perfiles de transcripción de grupos de pacientes que realizaron una inseminación



intrauterina, y se encontraron diferencias de expresión entre aquellos que lograron el embarazo

respecto de los que no lo lograron. Como resultado, en el grupo de los pacientes que lograron

embarazo, se identificaron 756 genes con expresión aumentada y 741 con expresión exclusiva,

mientras que solo 194 genes presentaron expresión aumentada en el grupo que no logró

embarazo y 976 de expresión exclusiva. Dentro de los transcriptos diferencialmente expresados,

se identificó una expresión exclusiva del gen BCL-2 (del inglés B-cell lymphoma 2) que se

encuentra relacionado con la apoptosis, así como del gen codificante de la protocadherina 1

(PCDH1) y de integrina beta 4 (ITGB4), ambos relacionados con el reconocimiento e interacción

célula-célula, en los pacientes donde la inseminación no fue exitosa (97). El mismo grupo reportó

también las diferencias entre los perfiles de transcripción de grupos de pacientes que realizaron

una inyección intracitoplasmática (ICSI), encontrándose 50 transcriptos diferencialmente

expresados en el semen fresco de los pacientes que lograron la ICSI exitosa, respecto de los que

no, y más de 2000 transcriptos expresados exclusivamente en uno de estos dos grupos. Para el

caso del semen congelado, no se encontraron genes diferencialmente des-regulados entre los dos

grupos, pero se encontraron cientos de genes exclusivos para uno de los dos grupos. Las

diferencias observadas en todos los casos se atribuyen al fallo en la ICSI, ya que se encontraron

diferencias en los transcriptomas de los espermatozoides de pacientes que lograron una ICSI

exitosa cuando comparados con los que no lo lograron (98).

En años recientes, los estudios de expresión del ARN empleando NGS han ganado

relevancia. Así, el estudio del transcriptoma de espermatozoides de 96 parejas diagnosticadas con

infertilidad idiopática que realizaron diferentes tratamientos en la clínica, llevó a la identificación de

648 SRE (SRE, del inglés sperm RNA elements) que no presentaron variabilidad en 32 de las 35

parejas del estudio que lograron un embarazo con nacimiento vivo por coito programado

(CP)/inseminación intrauterina (IIU). Las parejas que presentaron estos 648 SER presentaron una

mayor tasa de éxito mediante CP/IIU (73%) que aquellas que tuvieron falta de alguno de estos

SREs (27%). Además, 40% de los SRE identificados fueron encontrados en regiones exónicas de

genes involucrados en espermatogénesis, motilidad espermática, fecundación y en los primeros

estadios de la embriogénesis previo a la implantación. Y 8 de estos SRE se relacionaron con

problemas de infertilidad, por lo cual los pacientes con falla de estos no lograrían un embarazo con

CP/IIU, pero sí podrían tener éxito con TRMA. Por otra parte, algunos SRE ausentes en pacientes

que no lograron un embarazo exitoso por reproducción asistida, podrían estar relacionados con la

fecundación o embriogénesis temprana, por lo que estas técnicas no serían viables para conseguir

el embarazo. De esta manera, los autores sugieren que la implementación de SRE en la clínica

permitiría evitar los 2 a 4 ciclos que suelen hacerse de IIU antes de derivar a otros procedimientos

en parejas que tienen bajas posibilidades de embarazo por falta de SRE, así como ayudar a la

toma de decisiones de las parejas donde los SRE sugieren una baja chance de embarazo aún con

procedimientos de reproducción asistida, evitando así exponer a la mujer a procedimientos

invasivos con poca probabilidad de resultados exitosos (99). Estudios posteriores expandieron los

anteriores y reportaron un conjunto de genes relacionados a la infertilidad idiopática: ACE, GIGYF2

y ODF2 presentaron correlaciones negativas, mientras que GPX4, NDRG1 y RPS24 tenían SRE

ausentes en al menos un individuo de la cohorte de prueba. Asimismo, GPX4 y RPS24 fueron

asociados con defectos de desarrollo y/o letalidad neonatal (100).

Como se mencionó previamente, además de los ARNm, una gran parte del transcriptoma

está compuesto por ARN que no codifica para proteínas, conocidos como ncRNA. Estos ARN

están involucrados en una amplia variedad de procesos biológicos, y los relacionados a la biología

reproductiva no escapan a su regulación (101). Entre ellos se incluye su rol en la

diferenciación/desarrollo de los testículos (102) y la espermatogénesis (103). Los ncRNA largos

(lncRNA, del inglés long non coding RNA), de más de 200 pb, están involucrados en muchos

mecanismos, como la regulación transcripcional, postranscripcional y directa de la actividad

proteica (104). Los sncRNA, de menos de 200 pb, entre ellos los micro ARN (miRNA), los ARN

pequeños de interferencia (siRNA) y los Piwi–interacting RNA (piRNA), en su mayoría regulan la

expresión génica a nivel transcripcional y/o postranscripcional (105,106).

Los ncRNA presentes en el semen podría evidenciar desregulaciones en la

espermatogénesis, con el consecuente impacto en la calidad del semen y los trastornos de la

fertilidad. Algunos estudios, de hecho, sugieren el potencial de los ncRNA como biomarcadores de

enfermedades reproductivas o para el éxito de la reproducción (107). Un estudio de Cui y

colaboradores (108) analizó un conjunto de miRNA espermáticos y demostró que el hsa-miR-34c-

5p es el único ncRNA en semen que muestra un valor predictivo robusto para infertilidad idiopática

masculina en hombres tratados con TRMA, asociándose en los resultados del tratamiento ICSI con

calidad embrionaria, implantación, embarazo clínico, y nacido vivo. Por otro lado, Abu-Halima et al.



(109) usaron qRTPCR para validar en una cohorte de 226 hombres en tratamiento por infertilidad

un conjunto de 5 microRNAs (hsamiR-34b-5p, 34b-3p, 34c-5p, 122-5p y 429), e informaron que

estos miARN muestran un buen valor de diagnóstico de oligozoospermia. Por su parte, Wang y

colaboradores reportaron la potencia diagnóstica de hsa-miR-122-5p, 146-5p, 181a-5p, 34c-5p,

374b-5p, 509-5p y 513a-5p para azoospermia (110), el panel de 3-miARN hsa-miR-141, 429 y 7-

1-3p para NOA (111), hsa-miR-122-5p, 146-5p, 181a-5p, 34c-5p, 374b- 5p, 509-5p y 513a-5p

para astenozoospermia (110) y hsa-miR-210-3p para diszoospermia inducida por varicocele

(112).

Otras investigaciones analizaron el potencial de diagnóstico de los piRNA para la

azoospermia y la astenozoospermia. En particular, el estudio de Hong y colaboradores (113)

empleó tecnología de secuenciación de alto rendimiento en una cohorte de 302 hombres, e

identificó un panel de 61 piRNA expresados diferencialmente entre donantes normozoospémicos y

pacientes infértiles. Después de validación por qRT-PCR, demostraron la regulación hacia

menores niveles de 5 piRNA individuales (piR-30198, 31068, 31925, 43771 y 43773) en plasma

seminal de pacientes con azoospermia y astenozoospermia, en comparación con los hombres

normozoospérmicos. Los mismos investigadores también probaron el potencial de diagnóstico de

estos piRNAs combinados en un panel de 5 piRNAs (piR-31068, 31925, 43771, 43773, y 30198) y

otro de 4 piRNAs (piR-31068, 31925, 43771 y 43773), y encontraron un mayor valor diagnóstico

para azoospermia en el panel de 5 piRNAs. Es más, estos investigadores informaron que piR-

30198 puede discriminar entre pacientes con astenozoospermia y azoospermia, mientras que

Barceló y colaboradores (114) reportaron al piR-58527 como un biomarcador útil para diferenciar

NOA de OA. La aplicación potencial de estos ARN no codificantes como biomarcadores de semen

no invasivos podrían minimizar o evitar la toma de muestras quirúrgicas para el diagnóstico y

tratamiento, sin embargo, deben ser validados por otros grupos antes de su uso clínico.

Proteómica

La proteómica es la disciplina de los estudios globales que estudia los proteomas, o conjuntos de

proteínas de tejidos, células y fluidos, para determinar su composición, su estructura primaria

(secuencia de aminoácidos), y en ciertos casos sus modificaciones postraduccionales, su

localización de forma cualitativa y cuantitativa (115). Si bien la mayoría de los protocolos de

análisis empleando microarreglos de ADN o NGS utilizados para abordar estudios de

transcriptómica involucran la selección de los ARNm poliadenilados por medio de oligo-dTs, debe

tenerse en cuenta que no es correcto asumir que la abundancia de los ARNm se corresponde bien

con la de las proteínas, ya que el destino de los ARNm se encuentra regulado por modificaciones,

procesamientos, almacenamientos, entre otros. Por lo tanto, si se extrapolaran los cambios de la

expresión génica a los de la expresión proteica, podría interpretarse incorrectamente el impacto

funcional de estos datos (116). Es por ello que, a pesar de conocer los perfiles de transcriptómica

de las personas sanas y pacientes afectados con diversas enfermedades, se ha demostrado que

el estudio de los perfiles de proteómica aporta información valiosa y distintiva. En particular, la

transcripción y la traducción en el testículo no se encuentran acopladas, por lo que estos dos

procesos no están necesariamente relacionados. Por su parte, el espermatozoide es una célula

altamente compleja pero de fácil accesibilidad, por lo que los estudios de proteómica pueden

hacerse a fin de caracterizar la composición proteica de la gameta masculina y sus alteraciones en

asociación con diversas patologías (117). Según el trabajo de Assidi y colaboradores (118), la

proteómica de los espermatozoides maduros generalmente revela dos tipos de proteínas: (a) las

proteínas de origen extracelular, principalmente de glándulas sexuales accesorias, adsorbida en la

superficie de la gameta, entre ellas seminogelina-1 y antígeno prostático específico (PSA), y (b) las

proteínas celulares divididas en fracciones solubles e insolubles en detergente. La fracción soluble

en detergente comprende proteínas en el citoplasma, moléculas de señalización y receptores de

membrana, mientras que la fracción insoluble en detergente comprende principalmente proteínas

del citoesqueleto y de asociación a cromatina nuclear. Hasta un 11% de las proteínas

espermáticas participan en la defensa celular contra el estrés oxidativo y la apoptosis.

El análisis de proteómica se ha aplicado al estudio de pacientes con alteraciones en el

semen. En estudios realizados en muestras de semen de pacientes con astenozoospermia se

identificó una expresión diferencial de proteínas; en el estudio de Wang y col (119) se identificaron

45 proteínas sobreexpresadas y 56 infraexpresadas en comparación con el control, identificándose

entre las infraexpresadas a PARK7 (anteriormente DJ-1). En otro estudio sobre pacientes con

astenozoospermia, se identificaron 66 fosfoproteínas diferencialmente reguladas. Las proteínas

más desreguladas pertenecieron principalmente a las HSPs (del inglés heat shock protein, o



proteínas de choque térmico), proteínas del citoesqueleto, de la vaina fibrosa y del metabolismo

energético. Además, por microscopia electrónica se observaron defectos en las mitocondrias y

vainas fibrosas de los espermatozoides, que los autores sugieren que podrían estar relacionados

con las alteraciones observadas en el proteoma. Más aún, el análisis de las vías de señalización

reveló que el metabolismo energético de carbohidratos, la señalización de AMPc mediada por

PKA, la señalización de PI3K/AKT y la vía de señalización regulada por actina basada en la

motilidad por Rho estuvieron significativamente alteradas, indicando que la motilidad espermática

estaría regulada por estas vías. De esta manera, con el uso de tecnologías de proteómica, los

autores identificaron moléculas de firma o “signature” de la astenozoospermia (120). Otro estudio

comparó los perfiles proteómicos de las colas de espermatozoides de 35 pacientes

astenozoospérmicos y 33 normozoospérmicos con el uso de cromatografía liquida en combinación

con espectrometría de masas (LC-MS/MS). Como resultado, se identificaron 14 proteínas con

abundancia alterada al compararlas con las de los controles. De estas, 10 ya habían sido

previamente relacionadas con la astenozoospermia (GAPDS, COX6B, ODF2, AKAP4, PHGPx,

CLU, GST Mu3, KRT1, VDAC2 y HSPA2), pero las 4 proteínas restantes (HSPA9, TUBB2B,

SPANX B y ASRGL1) se asociaron con esta condición por primera vez en este estudio (121).

Teniendo en cuenta el impacto que tiene la obesidad sobre la calidad seminal, en otro

estudio se compararon los perfiles de proteómica de 3 pacientes con astenozoospermia y

obesidad y 3 pacientes fértiles empleando LC-MS/MS. Se cuantificaron en total 1975 proteínas de

las cuales 127 presentaron cambios en su abundancia estadísticamente significativos (105

disminuidas y 22 aumentadas en los pacientes con obesidad). Las proteínas con baja abundancia

en la astenozoospermia asociada a obesidad se pueden separar en diferentes grupos (proteínas

del citoesqueleto, proteínas vesiculares, proteínas del proteasoma) todas ellas relacionadas con la

espermatogénesis cuyos cambios podrían causar un funcionamiento anormal del espermatozoide.

Dentro de las proteínas con abundancia afectada se encontró a ERp57, una proteína multifunción

bien caracterizada cuya función principal es mediar el correcto plegamiento y control de calidad de

glicoproteínas recién sintetizadas en el retículo endoplasmático. Por otra parte, se encontró

disminuida a la proteína ACTRT2 en el grupo en estudio, proteína del citoesqueleto se localiza en

la región post-acrosomal y en la pieza media, por lo que su deficiencia podría causar

anormalidades en el citoesqueleto, especialmente en la pieza media donde se encuentra la vaina

mitocondrial que provee de energía para la motilidad espermática (122).

Otros estudios han identificado varias proteínas que se correlacionan con la integridad del

ADN del espermatozoide y pueden servir como marcadores para discriminar OA de NOA

(123,124).

Dado que el varicocele es la causa más común de infertilidad masculina, resulta de interés

caracterizar, a través de estudios de proteómica, las alteraciones en los perfiles proteicos de

pacientes con esta patología. En el estudio de Hosseninifar y colaboradores (125), se compararon

los perfiles proteómicos de 20 pacientes oligozoospérmicos con varicocele con los de 20 donantes

control normozoospérmicos empleando la electroforesis en gel de dos dimensiones. Como

resultado, se encontraron 15 “spots” con diferencias consistentes entre los grupos estudiados. En

el grupo de individuos con varicocele, uno fue exclusivo de este grupo, 12 presentaron su

abundancia disminuida y 2 aumentada. Los 15 “spots” correspondieron a 10 proteínas de “shock”

térmico, mitocondriales y del citoesqueleto (ACPP, CLU, PARK7, KLK3, PIP, SOD1, SEMG2,

SEMG2re, ATP5D, HSPA5). Más adelante, el mismo grupo demostró que en 20 pacientes a los

que se les realizó una varicocelectomía, las abundancias de 3 de las proteínas identificadas

(HSPA5, SOD1, ATP5D) relacionadas con producción espermática, protección de la integridad del

ADN y motilidad espermática, difirió antes y luego de la cirugía, siendo estas comparables con las

de pacientes control sanos luego de la cirugía (126). En un estudio posterior, Agarwal y

colaboradores (127) compararon los perfiles proteicos de muestras de espermatozoides de 5

hombres infértiles con varicocele unilateral con los de 5 hombres fértiles control. Como resultado,

se identificaron 369 proteínas diferencialmente expresadas entre ambos grupos. De estas, 29 se

identificaron como proteínas de interés por su rol en espermatogénesis y otros eventos

reproductivos fundamentales como la maduración espermática, la adquisición de motilidad, la

hiperactivación, la capacitación, la reacción acrosomal y la fecundación. Las anotaciones

funcionales de este estudio mostraron evidencias de que el varicocele unilateral afecta

principalmente a la bioquímica de pequeñas moléculas y a las modificaciones post-traduccionales

de las proteínas.

En relación a los cambios en la expresión de proteínas y el varicocele en adolescentes, un

estudio reportó los resultados de proteómica empleando electroforesis en dos dimensiones y



espectrometría de masas del plasma seminal de tres grupos de adolescentes de entre 10 y 19

años en un estadio de Tanner V, distribuidos en 3 grupos: 21 adolescentes sin varicocele y

parámetros seminales normales (control), 28 adolescentes con varicocele grado II o III con

parámetros seminales normales (VNS) y 18 adolescentes con varicocele y parámetros seminales

anormales (VAS). Como resultado, del total de “spots” identificados en la electroforesis, 47 fueron

caracterizados, identificándose proteínas relacionadas con la espermatogénesis, la motilidad y la

capacitación, la inmunidad, la apoptosis, el transporte de moléculas, y la inflamación. En particular,

se identificaron en el grupo VAS a las proteínas IBP-3 y SMG1 exclusivamente expresadas, que se

relacionan con la regulación de la apoptosis, en los VNS a BRE1B y E3-beta, que mantienen la

espermatogénesis y función espermática durante hipertermia e hipoxia tisular y en el grupo control

a NPC2, IDH y la proteína linfoide restringida a membrana, cuya presencia podría asociarse con la

homeostasis y el mantenimiento de la función espermática en un ambiente inocuo. De esta

manera, se identificaron proteínas reguladoras de la apoptosis sobreexpresadas en los pacientes

con varicocele y semen anormal, mientras que las proteínas relacionadas con espermatogénesis

se vieron sobreexpresadas en el grupo con varicocele y parámetros seminales normales respecto

del control que expresó proteínas relacionadas a la homeostasis. Por este motivo, los autores

proponen la utilización de algunas de las proteínas identificadas para un diagnóstico más

temprano del varicocele, incluso ante ausencia de cambios en el análisis seminal (128).

También se ha utilizado la proteómica para evaluar las diferencias de perfiles entre

hombres que logran el embarazo o no, luego de TRMA. Se ha presentado un caso de estudio

donde se observaron diferencias entre los perfiles obtenidos con electroforesis en dos

dimensiones de un paciente que falló en el tratamiento de FIV y 3 pacientes fértiles control, estudio

en el que se identificaron proteínas correspondientes a 20 “spots” diferenciales entre el paciente y

los controles (6 faltantes, 3 adicionales, 4 menos abundantes y 7 más abundantes). Dentro de las

proteínas identificadas, se destacó a la proteína secretora de unión a actina cuyo incremento

podría causar una mayor interacción con las células T, una interacción con proteínas claves del

citoesqueleto o afectar a la unión con la Zona Pellucida produciendo fallas en la fertilidad. Otra

proteína alterada fue la proteína de la fibra densa externa 2 (ODF2) que se localiza en las

estructuras del citoesqueleto de la cola rodeando el axonema en la pieza media y principal del

flagelo; la alteración en esta proteína podría resultar en espermatozoides morfológicamente

anormales (129). Unos años más tarde, se compararon los perfiles proteómicos de 3 pacientes

normozoospérmicos según los criterios de la OMS o pacientes con parámetros espermáticos

anormales pero compatibles con FIV que fracasaron en el primer ciclo de esta técnica (es decir,

que no tuvieron unión de espermatozoides a la Zona Pellucida o hubo deficiencia en la misma), y 3

pacientes control con espermatozoides normales que lograron fecundar previamente al ovocito

durante una FIV que se recomendó debido a factores tubáricos en la mujer. Se observaron 14

proteínas diferencialmente expresadas entre el grupo en estudio y el control, de las cuales 12

fueron identificadas por espectrometría de masas. Entre ellas, se identificó a la proteína ribosomal

p40 involucrada en la adhesión celular, así como la L-xilulosa reductasa o p34H que ya se había

demostrado que se presenta en tasas anormalmente bajas en pacientes que fallan en la FIV. De

esta manera, a pesar de que los pacientes del estudio pudieron superar los problemas

presentados en la FIV realizando ICSI, se lograron identificar proteínas que podrían comprometer

el éxito de la FIV y pueden asociarse a fallos en esta técnica (130). Más recientemente, por medio

de espectrometría de masas con marcación en tandem se obtuvieron los perfiles proteómicos de 6

donantes involucrados en TRMA (ya sea FIV o inseminación artificial, IA) resultando en 5

embarazos clínicos en menos de 8 ciclos de FIV o IA, y 6 donantes cuyos espermatozoides no

lograron un embarazo clínico en más de 15 ciclos de FIV y IA. Se identificaron 21 proteínas

diferencialmente expresadas en los donantes que no alcanzaron un embarazo clínico respecto de

los que sí, y de éstas, 5 fueron validadas (A2LD1, CRISP2, ATP1B3, PGRMC1 y FBXO2). Las

proteínas A2LD1, ATP1B3 y FBXO2 mostraron el mismo patrón diferencial observado en el análisis

de espectrometría de masas mientras que la discordancia observada para CRISP2 y PGRMC1

sugiere que otros homólogos de las familias de estas proteínas podrían estar teniendo un rol

importante (131). En otros estudios, la clusterina, la proteína secretora E1 del epidídimo y el PSA

se han propuestos como biomarcadores seminales para el éxito de la FIV en parejas infértiles

(132) y se correlacionó con la calidad, la motilidad y la viabilidad espermática (133).

Un estudio reciente recopiló un total de 17 estudios de proteómica que reportaron un total

de 32 biomarcadores de proteínas del semen para predecir diferentes parámetros la calidad

espermática, así como su funcionalidad y/o su capacidad fecundante, algunos de los que resultan

de estudios de proteómica (134). Algunos candidatos a biomarcadores mostraron un alto valor de

diagnóstico para trastornos como azoospermia, astenozoospermia y oligozoospermia, así como



por alteraciones de la fisiología espermática, tales como la actividad mitocondrial, la estabilidad del

acrosoma y el ADN integridad, siendo así prometedores biomarcadores candidatos para la clínica

diagnóstico de trastornos de la reproducción masculina. En particular, el trabajo reseña el estudio

de Intasqui y col. (135), que realizó un análisis proteómico utilizando una cohorte de 156 hombres

normozoospérmicos y reveló algunas proteínas del plasma seminal capaces de identificar

espermatozoides de baja actividad mitocondrial (proteómica perfil de Anexina A7 y CD63;

AUC=0,993), integridad del acrosoma alterado (perfil proteómico de PLTP y COL12A1;

AUC=0,972) y alta fragmentación del ADN (CRISPLD1; AUC=0,882). Otras proteínas espermáicas

y de plasma seminal identificadas pueden predecir el potencial fertil del eyaculado. Así, la

concentración espermática de BAG6 y HIST1H2BA (136), fue capaz de discriminar entre hombres

fértiles y subfértil/infértiles que muestran un análisis de semen anormal, con AUC de 0,921 y 0,935

respectivamente.

Los trabajos mencionados resaltan la utilidad de la proteómica como herramienta no sólo

para la identificación de nuevos biomarcadores, sino también para la mejor comprensión a nivel

molecular de la infertilidad. Más aún, el conocimiento de las diferencias entre los perfiles

proteómicos de pacientes permitiría, en un futuro, podrá brindar un mejor diagnóstico de la

infertilidad y elegir TRMA que tengan una mayor probabilidad de éxito según cada paciente,

contribuyendo así a la medicina personalizada.

Metabolómica y otras ómicas

La metabolómica se define como el estudio de las células, tejidos o fluidos biológicos a través de

sus metabolitos, siendo estos el producto final de los procesos celulares. De esta manera, la

secuencia de metabolitos creados por una organización biológica comprende el metaboloma de la

misma (137). Se considera que los metabolitos se encuentran en la última etapa de la jerarquía

metabólica de la célula, y son los productos finales de la actividad celular, de los procesos

reguladores y de los sistemas biológicos siguiendo cambios ambientales y genéticos, se

encuentran más cercanos a replicar el estado fenotípico exacto de la célula que el transcriptoma y

el proteoma (138).

Al igual que en otros sistemas, hay publicaciones que revelan que la metabolómica puede

aplicarse al estudio de la salud reproductiva en el hombre. Uno de los primeros estudios que se

realizaron en el plasma seminal utilizó la resonancia magnética nuclear (RMN)1H para analizar la

metabolómica de 14 pacientes con OA (vasectomizados) y 7 con oligoastenozoospermia severa y

comparar los resultados con los correspondientes a 18 donantes normozoospérmicos (control).

Como resultado de la medición del área de los picos de los espectros de diferentes metabolitos, se

observó que los correspondientes a glicerilfosforilcolina (GPC), citrato y lactato eran mayores en

pacientes normozoospérmicos cuando comparados con los de los pacientes azoospérmicos o con

oligoastenozoospermia. Además, se determinaron diferencias significativas entre los cocientes de

los picos citrato:lactato y GPC:lactato en los tres grupos respecto del control, pero no en el

cociente GPC:citrato. También se encontraron diferencias significativas en el cociente GPE:GPC

(siendo GPE la gliceril fosforiletanolamina) entre hombres con fallas en la espermatogénesis y

aquellos que presentaron azoospermia (vasectomizados). De esta manera los autores sugirieron

que la combinación de métodos bioquímicos y de resonancia magnética nuclear en el plasma

seminal podrían aportar a la determinación de las bases moleculares de patologías (139).

Años más tarde, se utilizó también la RMN para analizar los metabolitos del plasma

seminal de 103 pacientes: 6 control, 17 con infertilidad idiopática, 20 con oligozoospermia, 20 con

astenozoospermia, 20 con teratozoospermia y 20 con azoospermia. Como resultado del estudio,

se encontraron diferencias entre los perfiles de los pacientes infértiles respecto del grupo control,

destacándose en el estudio las diferencias entre los pacientes con infertilidad idiopática, resultados

que revelan el impacto metabólico asociado a la infertilidad idiopática (140).

En otro estudio, se analizaron por RMN los perfiles metabolómicos del plasma seminal de

33 pacientes astenozoospérmicos, y los resultados se compararon con los de 30 controles sanos,

encontrándose 19 metabolitos alterados en los casos patológicos. Entre ellos, se observó un

aumento o disminución de varios aminoácidos, cambios en el metabolismo de lípidos, de

fosfolípidos (en particular, la colina), del colesterol, de los nucleósidos, de la energía y del ciclo de



Krebs en los pacientes con astenozoospermia. Según los autores, este análisis permitió describir

las características metabólicas de la astenozoospermia desde un punto de vista integral, poniendo

en evidencia las limitaciones de los análisis seminales de rutinas y destacando la importancia de la

metabolómica para un mejor entendimiento de los mecanismos fisiopatológicos y eventualmente

un mejor diagnóstico y tratamiento de la astenozoospermia (141).

También se ha utilizado otro enfoque para el estudio de la metabolómica de pacientes con

astenozoospermia. Específicamente, se utilizó la espectroscopía de Raman, que se caracteriza

por su bajo costo, así como por ser una metodología rápida y precisa sin ser sensible al agua

como otras alternativas tales como la espectroscopia de infrarrojo cercano. Más aún, esta técnica

permite una fácil preparación de las muestras y análisis del plasma seminal. Como resultado del

análisis de los perfiles metabolómicos de 13 pacientes normozoospérmicos y 13

astenozoospérmicos, se encontró 83% de predicciones correctas, por lo que esta tecnología

puede identificar cambios significativos en el metaboloma del plasma seminal de pacientes

astenozoospérmicos respecto de los normozoospérmicos (142). Además, el mismo grupo utilizó

más adelante esta tecnología para evaluar el perfil metabólico del plasma seminal y predecir la

espermatogénesis en pacientes con NOA a ser tratados con TRMA (143). El estudio comparó un

grupo de 10 pacientes, de los cuales se logró una extracción de espermatozoides testiculares

(TESE) positiva, 10 que fueron TESE negativos y un grupo de 15 donantes control. Como

resultado del análisis, se lograron distinguir los pacientes TESE negativos de los positivos,

presentando estos últimos una superposición con los perfiles del grupo control fértil.

Asimismo, posteriormente un estudio reveló niveles reducidos de metabolitos en plasma

seminal, incluidos aminoácidos, lactato, citrato, creatinina, ácido alfa-cetoglutárico, espermina y

putrescina, alteraciones que permitieron distinguir pacientes con oligoastenoteratozoospermia de

controles normozoospérmicos (144). Y en otro estudio, se identificaron 63 metabolitos, los que

podrían constituirse en biomarcadores potenciales de la infertilidad masculina, pues 17 fueron

correlacionados con los parámetros seminales (145).

En un estudio reciente, se analizó el perfil metabolómico en pacientes añosos

conjuntamente con los parámetros de rutina del semen y el índice de fragmentación del ADN.

Como resultado, los autores identificaron que la edad masculina se correlacionó positivamente con

concentración espermática, así como el índice de fragmentación de ADN, y negativamente con

conteo progresivo de espermatozoides móviles, conteo total de espermatozoides, volumen de

espermatozoides y motilidad progresiva de los espermatozoides. Los metabolitos diferenciales

fueron significativamente enriquecidos en varias vías metabólicas, y cuatro de estos metabolitos

diferenciales (pipamperona, 2,2-bis(hidroximetil)-2,2’,2’’-nitrilotrietanol, Arg-Pro y fosfato de trietilo)

se utilizaron para establecer un panel de biomarcadores para identificar el envejecimiento del

semen (146).

La metabolómica también se ha aplicado en el estudio del varicocele, donde se buscaron

potenciales biomarcadores metabolómicos para distinguir pacientes infértiles con varicocele de los

pacientes fértiles sin varicocele. Para ello se estudió el perfil metabolómico de un grupo de 35

hombres con varicocele y 24 donantes control por RMN en el plasma seminal. Al segregar los

grupos se identificaron 19 metabolitos: caprato, 2-hidroxi-3-metilvalerato, leucina, valina, 3-

hidroxibuirato, lactato, alanina, 4-aminobutirato, isoleucina, citrato, metanol, glucosa, glicósidos,

glicerol-3-fosfocolina, n-acetil tirosina, glutamina, tirosina, arginina y uridina. De estos metabolitos,

la mayoría se encuentran involucrados en el estrés oxidativo causado por el varicocele y su

respuesta, por lo que se resalta la importancia de estos mecanismos en la patogénesis del

varicocele (147).

Finalmente, es posible estudiar la fertilidad masculina no solo a través del metaboloma del

plasma seminal, sino que también puede tenerse en cuenta el metaboloma urinario. Al comparar

los perfiles obtenidos por cromatografía liquida y espectrometría de masas de 158 donantes

fértiles y 135 pacientes oligozoospérmicos infértiles, se identificaron 10 marcadores potenciales

para la oligozoospermia. Entre ellos se observó la acilcarnitina, el ácido aspártico y la leucilprolina

disminuidas, así como la adenina y metilxantina aumentadas (148). Otra alternativa, es el estudio

del metaboloma sanguíneo, ya que se han comparado los perfiles obtenidos por cromatografía

gaseosa y espectrometría de masa de 70 pacientes infértiles, de los cuales 26 presentaron

disfunción eréctil y 44 anomalidades seminales (oligozoospermia) y 61 pacientes control a fin de

identificar potenciales marcadores. Entre ellos, el 1,5 anhidrosorbitol y el ácido α- hidroxi

isovalérico permitirían distinguir a los pacientes sanos de los infértiles, mientras que el lactato,

glutamato y colesterol a aquellos con disfunción eréctil de los que presentan anormalidades en el

semen (149).



Además de la metabolómica, debe destacarse el aporte de otros estudios globales, como la

glicómica (estudio integral de azúcares libres o presentes en moléculas más complejas de un

organismo), y la lipidómica (estudio a gran escala de vías y redes de lípidos celulares en sistemas

biológicos), tecnologías de análisis con gran potencial para caracterizar procesos celulares e

identificar biomarcadores de diagnóstico. En este sentido, se ha sugerido que el perfil de glicómica

del plasma seminal puede estar asociado con el potencial reproductivo masculino (150). Asimismo,

se han informado niveles elevados de ácido araquidónico y otros ácidos grasos en

espermatozoides de pacientes con astenozoospermia (151). Para evaluar la relación entre los

lípidos y el impacto en los resultados de ICSI, se analizaron los perfiles lipídicos mediante

cromatografía líquida de ultra alta resolución acoplada a espectrometría de masas de muestras de

espermatozoides utilizadas en ciclos de ICSI que dieron lugar a un embarazo con aquellas que no

lo condujeron. Como resultado, se detectaron 151 lípidos diferentes en las muestras, 10 de los

cuales aumentaron significativamente en las muestras del grupo que no dio embarazado, con un

cambio de 1,10 a 1,30 veces. Estos lípidos fueron principalmente ceramidas, esfingomielinas y

glicerofosfolípidos, una lisofosfatidilcolina y dos especies de plasmalógenos. Además, también se

encontraron niveles más altos de 2-monoacilglicerofosfocolina en el grupo de las fallas de

embarazo (152). Dado que los lípidos componen la mayor parte de la membrana plasmática de los

espermatozoides, los estudios son de gran interés y abren las puertas a una caracterización de la

composición lipídica del espermatozoide normal y a la identificación de nuevos biomarcadores.

Multiómicas

Mientras que las ómicas simples pueden reflejar principalmente un aspecto del sistema biológico,

las multiómicas permiten la comprensión sistemática del flujo de información a través de diferentes

capas ómicas. Los análisis multiómicos que aprovechan estas tecnologías de genómica,

transcriptómica, epigenómica, proteómica, metabolómica y otras áreas ómicas, se consideran la

clave para el avance de la medicina de precisión en la clínica. Las tecnologías ómicas de alto

rendimiento permiten la recuperación de información biológica integral y holística, mientras que las

capacidades computacionales permiten el modelado de datos de alta dimensión. Además, la

bioinformática ha permitido la integración integral de datos clínicos y multiómicos para una

interpretación perspicaz. El avance de las tecnologías de secuenciación global y de una sola

célula, así como los métodos computacionales relacionados para la multiómica, han facilitado el

desarrollo de la biología de sistemas y la medicina de precisión en numerosos órganos y en

diversas patologías. Este abordaje innovador de la medicina tiene como objetivo proporcionar un

diagnóstico y tratamiento eficaz e individualizado a través de un enfoque integral basado en datos

obtenidos a partir de técnicas ómicas así como otros estudios de imágenes e historia clínica del

paciente.

Los avances recientes en las tecnologías multiómicas han dado lugar a esfuerzos sin

precedentes, al caracterizar cambios moleculares que subyacen en el desarrollo y la progresión de

una amplia gama de enfermedades humanas complejas, incluyendo el cáncer, las infecciones y las

enfermedades relacionadas con la edad (153). Específicamente, en lo que concierne a la salud

reproductiva masculina, los avances en la secuenciación completa del genoma y amplificación del

transcriptoma completo han acelerado la secuenciación de cantidades diminutas de ADN y ARN de

una sola célula y han proporcionado un alcance más representativo de la naturaleza de

heterogeneidad genómica y transcriptómica que ocurre tanto en pacientes normales como

enfermos (154,155).

La identificación de biomarcadores moleculares fiables en el semen podría ayudar en el

diagnóstico y tratamiento de afecciones causando trastornos en la calidad del semen y la fertilidad

masculina. En esto sentido, explorando biomarcadores de semen que muestran alta diagnóstico

valor es de gran interés para determinar su potencial para convertirse en herramientas clínicas

para el diagnóstico de disfunciones en la calidad del esperma y predecir la fertilidad masculina y el

éxito de ART. La combinación de biomarcadores independientes para llegar a una biología de

sistemas en el campo de la andrología está actualmente en su infancia.

Abordar la compleja etiología de la infertilidad masculina requiere un enfoque integral que

combine todos los aspectos relevantes para lograr medicina de precisión para la infertilidad

masculina, que incluya el análisis seminal, la cirugía robótica, la terapia celular, las TRMA, las

tecnologías de análisis multiómico presentadas en este capítulo, y las pruebas/imágenes de

células individuales. Además del valor agregado de las tecnologías de “big data” y visualización

digital, se necesita enfatizar que la teranóstica de la infertilidad masculina también debe integrar el



análisis del estilo de vida individual , y los factores ambientales como determinantes clave que

complementan los esfuerzos clínicos . Los factores ambientales pueden afectar los perfiles

hormonales , la diferenciación de las células testiculares , la maduración de los espermatozoides, y

transporte en el epidídimo. Los hábitos alimentarios también determinan la composición de la

microbiota intestinal , que ofrece opciones preventivas y terapéuticas directas e indirectas

adicionales, aunque el papel de la microbiota , tanto intestinal como urinaria y genital aún debe ser

caracterizado.

Hasta el momento , se han publicado numerosos estudios enfocados a la comprensión de la

infertilidad masculina donde se implementan las diferentes ómicas de manera individual . Sin

embargo, se ha demostrado que la combinación de dos ómicas diferentes , pero biológicamente

relacionadas entre sí, es un abordaje integral para estudiar la infertilidad masculina multifactorial

(156) . Este tipo de enfoques integrativos tienen un gran potencial para el entendimiento de las

bases moleculares asociadas a la fertilidad , ya que las condiciones clínicas y fisiológicas de una

célula son el resultado de la interacción entre diferentes componentes individuales del sistema

biológico que pueden verse reflejados en las diferentes ómicas . Por otra parte , una única

anotación no refleja de forma precisa la función de un gen y más aún , se puede obtener

información a partir de falsos positivos , por estos motivos la investigación a partir de datos

obtenidos por ómicas independientes no descifra de manera fiable la información como lo hacen

las diferencias moleculares que se encuentran al estudiar múltiples módulos de ómicas.

El enfoque ómico integrado se ha utilizadoha utilizado para definir la microtubuloma de

espermatozoide humano , combinando proteómica , transcriptómica e interactómica y los resultados

de este análisis sugieren que CUL3 y DCDC2C juegan un papel en el funcionamiento del flagelo

del espermatozoide (157) . Las tecnologías multiómicas también se están aplicando en modelos

animales . En este contexto , Talluri et al ( 158) realizaron un extenso estudio multiómico integrado

sobre la fertilidad del toro , identificando la desregulación de 4 766 ARNm , 785 proteínas y 33

metabolitos entre toros de alta y baja fertilidad .

Actualmente existen relativamente pocos estudios integrados ómicos sobre la infertilidad

masculina , a pesar de sus prometedoras aplicaciones . Un enfoque multiómico para comprender

los fenotipos de infertilidad puede generar una visión más holística de la enfermedad y contribuir al

desarrollo de mejores métodos de detección y opciones de tratamiento . Por lo tanto , además de

descubrir causas genéticas de infertilidad aún desconocidas , la integración de múltiples campos de

estudio podría generar contribuciones valiosas para comprender el desarrollo de la enfermedad .

Estudios futuros multiómicos permitirán integrar información fragmentada y facilitar el

descubrimiento de biomarcadores y tratamientos en la infertilidad masculina .
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Resumen

Se cree que el "factor masculino" es responsable de al menos el 50% de toda la infertilidad en todo

el mundo. A pesar de la importancia clínica de esta condición, es decepcionante observar que

hemos avanzado muy poco hacia la resolución de los mecanismos fisiopatológicos subyacentes.

Este escaso progreso es en parte un reflejo de nuestro limitado conocimiento de las vías

fundamentales de desarrollo que sustentan la generación de espermatozoides funcionales

capaces de fertilizar el ovocito in vivo. Paradójicamente, esta infeliz circunstancia se ha visto

exacerbada por la introducción de la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) en la

práctica clínica habitual. En el lado positivo, el advenimiento de la ICSI ha permitido a muchos

hombres gravemente infértiles tener hijos cuando su condición clínica estaba fuera del alcance de

la fecundación in vitro convencional. Sin embargo, este avance técnico tuvo una consecuencia

inesperada, ya que desalentó la investigación sobre las causas fundamentales de la infertilidad

masculina y, en cambio, se convirtió en un tratamiento predeterminado para todas las formas de

infertilidad humana, independientemente de su etiología. Afortunadamente, este estado de cosas

está mejorando gradualmente, en parte como un reflejo de nuestra creciente conciencia de que el

tratamiento de los hombres infértiles no debe diseñarse solo para lograr el embarazo, sino para

garantizar el nacimiento de un niño sano que tendrá una salud normal a lo largo de su vida. Dado

que las mutaciones de novo se generan predominantemente en la línea germinal masculina, la

calidad del espermatozoide fertilizante es un determinante crítico de la salud de la descendencia.

Por lo tanto, si bien la andrología aún puede ser una disciplina en su infancia, se está progresando

gradualmente en la comprensión de cómo la calidad del semen se relaciona con la fertilidad y la

salud de la descendencia. En la era de las técnicas de reproducción asistida, han surgido dos

factores principales de suma importancia: el estrés oxidativo y la integridad del ADN.

Introducción

La tecnología de reproducción asistida (TRA) se desarrolló originalmente como un método para

abordar la obstrucción tubárica bilateral, que representaba la principal causa de infertilidad en la

Gran Bretaña de la posguerra (1). Sin embargo, pronto se hizo evidente que la TRA podría usarse

para abordar otras formas de patología reproductiva, particularmente cuando esto involucraba

infertilidad idiopática o defectos en los espermatozoides que impedían que estas células

participaran en la fertilización in vivo (2,3). Por ejemplo, los hombres que muestran autoinmunidad



contra los antígenos de los espermatozoides (4), los hombres con azoospermia u oligozoospermia

obstructiva (5) y los hombres cuyos espermatozoides no logran ascender el tracto reproductivo

femenino al lugar de fertilización (6) podrían ser tratados con una técnica simplemente diseñado

para lograr la yuxtaposición física de espermatozoides y ovocitos. Sin embargo, la aplicación de

esta tecnología a la infertilidad masculina claramente tiene sus límites cuando existe una motilidad

deficiente y altos niveles de infiltración leucocítica identificados como las principales causas de

fertilización fallida in vitro (3). Posteriormente, se dedicó un gran esfuerzo a probar la capacidad

de una variedad de compuestos para promover la funcionalidad de los espermatozoides in vitro,

incluida la cafeína (7), la pentoxifilina (8) y la 2-desoxiadenosina (9). Además, se desarrollaron

metodologías, como la centrifugación por gradiente de densidad, con la separación cuidadosa de

los espermatozoides de los leucocitos infiltrantes y las células germinales (10). Sin embargo,

todas estas intervenciones se volvieron esencialmente redundantes con la aparición de la

inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), que esencialmente evita todos los

procesos biológicos asociados con el reconocimiento y la fusión de gametos (11). A raíz de la

introducción de ICSI, los médicos dejaron de hacer preguntas sobre aspectos fundamentales de la

salud reproductiva masculina y, durante un tiempo significativo, vimos poco progreso en los

métodos que utilizamos para evaluar la calidad del semen, nuestra comprensión de los

mecanismos fisiopatológicos subyacentes o el desarrollo de técnicas terapéuticas mejoradas que

se centran en el hombre infértil y no en su inocente pareja femenina fértil.

Como resultado, el interés clínico en la infertilidad por factor masculino disminuyó hasta tal

punto de que en las últimas dos décadas la única pregunta que se le ha hecho a la pareja

masculina ha sido si tiene o no un número suficiente de espermatozoides para realizar ICSI. La

competencia funcional de los espermatozoides se consideró irrelevante. En los casos en que los

espermatozoides no estaban presentes en cantidades adecuadas debido a obstrucción o

hipospermatogénesis, se desarrollaron técnicas quirúrgicas innovadoras para recuperar

espermatozoides del epidídimo o los testículos para permitir el tratamiento mediante el

procedimiento ICSI. Este enfoque ciertamente ha tenido éxito al permitir conseguir embarazos

viables en pacientes que exhiben formas obstructivas y no obstructivas de oligozoospermia grave

(12). A pesar de que los resultados de tales enfoques microquirúrgicos para el tratamiento de la

infertilidad fueron significativamente mejores cuando se involucró la obstrucción (13), el éxito

evidente de la ICSI en el tratamiento de la infertilidad masculina grave ha limitado el interés de la

investigación en la comprensión de las causas múltiples de esta afección y, a la luz de esta

información, la creación de nuevos enfoques para el diagnóstico y el tratamiento. En lugar de

centrarse en una etiología, la tendencia actual es idear métodos cada vez más ingeniosos para

recuperar, o incluso generar, espermatozoides para ICSI.

La futura generación de gametos in vitro

Científicamente, las etapas terminales de la diferenciación de espermatozoides (espermiogénesis)

durante las cuales las células precursoras haploides, las espermátidas, se diferencian en

espermatozoides, es un proceso biológico notable. Tal fascinación existe, porque esta

transformación dramática en uno de los tipos de células más especializados del cuerpo ocurre en

ausencia completa de transcripción de genes de novo. Es durante la espermiogénesis que una

espermátida esférica poco notable e indiferenciada se convierte en un espermatozoide capaz de

hacer la transición de un individuo a otro, localizando solo otro tipo de célula en el huésped (el

ovocito) y luego participando en una cascada de interacciones celulares que conducen a una serie

de eventos de fusión de membranas, como la reacción del acrosoma y la fusión espermatozoide-

ovocito, que culminan en el inicio del desarrollo embrionario. Recrear la diferenciación de un tipo

de célula tan complejo in vitro es extremadamente complicado; sin embargo, no es imposible. Ya

se han logrado algunos avances en la generación de espermátidas a partir de células madre

pluripotentes y embrionarias (14,15) y estas células haploides han demostrado ser capaces de

generar descendencia fértil. En los mamíferos, orquestar condiciones que luego permitan que

estas espermátidas derivadas de células madre se diferencien en espermatozoides in vitro ha sido

un desafío. Sin embargo, la diferenciación in vitro de la espermatogonia en espermatozoides

funcionales capaces tanto de la fecundación como de la inducción del desarrollo embrionario se ha

logrado en una especie teleóstea, el durmiente de cuatro ojos (Bostrychus sinensis) (16). Además,

es prometedor un informe reciente que describe la generación de células haploides, que eran

morfológicamente similares a los espermatozoides, a partir de células testiculares de ratón

neonatales utilizando testículos artificiales biodiseñados a través de la impresión 3D de la matriz

extracelular derivada de los testículos (17). Las espermátidas también se han generado in vitro



mediante el cultivo de células madre embrionarias de primates macaco rhesus. Posteriormente, se

demostró que estas células haploides eran capaces de fertilizar óvulos utilizando ICSI e iniciar el

desarrollo embrionario hasta la etapa de blastocisto (18). Aunque la funcionalidad de tales

espermatozoides generados in vitro aún no se ha confirmado, hay suficiente impulso en este

campo para sugerir que la generación exitosa de espermatozoides a partir de células madre in

vitro es una propuesta realista en un futuro lejano. Sin embargo, hay muchos obstáculos técnicos,

genéticos, epigenéticos y éticos que superar antes de que esto se convierta en una realidad.

Mientras tanto, tenemos que tratar de mejorar la calidad del semen in vivo. En este contexto, el

trabajo avanza lentamente en el esclarecimiento de las diversas causas de la infertilidad masculina

y el desarrollo de modalidades terapéuticas que se basan en un conocimiento de los factores que

contribuyen a esta condición.

El diagnóstico de la infertilidad masculina

En los últimos 20 años, dos factores principales han surgido como altamente relevantes para los

orígenes de esta infertilidad masculina: el estrés oxidativo y la mutación genética. El progreso en

cada una de estas áreas de investigación se resume a continuación.

Estrés oxidativo. Hemos sido conscientes de que el estrés oxidativo es un factor clave en la

etiología de la infertilidad masculina, ya que la importancia de la vitamina antioxidante, alfa-

tocoferol, para la función reproductiva masculina se estableció por primera vez en las décadas de

1930 y 40 (19). Se cree que el estrés oxidativo surge como resultado de deficiencias en los

niveles de protección antioxidante proporcionados a los espermatozoides y / o la exposición de

estas células al exceso de especies reactivas de oxígeno (ROS) con un origen tanto extra como

intracelular (Figura 1). Los espermatozoides son particularmente vulnerables al estrés oxidativo

por varias razones. En primer lugar, estas células altamente especializadas se caracterizan por el

volumen limitado y la distribución restringida del espacio de citoplasmaen el que albergar los

factores antioxidantes que protegen a la mayoría de los tipos de células somáticas del ataque

oxidativo. Como consecuencia, son altamente dependientes de la protección que brindan los

antioxidantes ubicados en el espacio extracelular. En el tracto reproductivo masculino esta

protección antioxidante es proporcionada en gran medida por las secreciones líquidas del túbulo

seminífero y el epidídimo y, en el momento de la eyaculación, por el plasma seminal. Después de

la inseminación, estas células están protegidas por factores antioxidantes en la luz del tracto

reproductivo femenino.

En general, la protección antioxidante es proporcionada por una combinación de

secuestradores de radicales libres de pequeño peso molecular y enzimas antioxidantes (20).

Estos últimos incluyen sistemas enzimáticos antioxidantes ampliamente distribuidos, como las

formas mitocondriales y citoplasmáticas de la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa, las

peroxiredoxinas (particularmente la peroxiredoxina 6) y la glutatión peroxidasa. Además, hay

isoformas de enzimas antioxidantes que desempeñan un papel más especializado dentro del

tracto reproductivo masculino, incluida una forma secretora de superóxido dismutasa. Los de

secuestradores de radicales libres de pequeño peso molecular en el tracto reproductivo masculino

y femenino incluyen taurina, ácido úrico, vitamina E, vitamina C, selenio, zinc, L arginina y glutatión

(21). En principio, las deficiencias en tales antioxidantes podrían ser una causa importante de

estrés oxidativo y, por lo tanto, de una función defectuosa de los espermatozoides en pacientes

con infertilidad (22). Los análisis de la capacidad antioxidante total de las muestras de semen

humano indican claramente una diferencia en los niveles de protección antioxidante observados en

hombres infértiles frente a fértiles (23), mientras que se han observado deficiencias en factores

antioxidantes específicos como el selenio y la vitamina E en hombres infértiles. Además, en varios

(24) pero no en todos (23) se ha observado una correlación significativa entre los niveles de

antioxidantes observados en el plasma seminal y la circulación general. Tales observaciones son

importantes porque sugieren que la falta de protección antioxidante proporcionada a los

espermatozoides por el plasma seminal puede reflejar una deficiencia sistémica que no se limita al

tracto reproductivo. Condiciones como la adiposidad, la mala alimentación, la exposición a tóxicos

ambientales y las infecciones virales que conducen a un estado proinflamatorio generalizado,

podrían contribuir a tal deficiencia sistémica de antioxidantes. Alternativamente, sería posible

imaginar situaciones como una infección localizada del tracto genital que conduzca a la infiltración

leucocítica en las glándulas sexuales secundarias, que agotaría los antioxidantes en la

eyaculación, sin afectar los niveles de protección antioxidante registrados en la circulación. Del



mismo modo, se sabe que la presencia de un varicocele conduce a un aumento del estrés

oxidativo reflejado por las concentraciones de malondiadehído seminal (MDA) (25-27) que

probablemente se localice en el tracto masculino.

Dada la multitud de factores que pueden influir en los niveles de protección antioxidante

observados en diferentes compartimentos celulares, cada individuo probablemente tendrá su

propio perfil único de protección / deficiencia antioxidante, lo que dificulta la generalización.

Además, la relación propuesta entre deficiencia antioxidante e infertilidad masculina es a menudo

asociativa más que claramente causal (28). Sin embargo, los estudios que muestran correlaciones

claras entre la deficiencia de antioxidantes y los marcadores de estrés oxidativo, como el aumento

de la expresión de aldehídos lipídicos, como el malondialdehído (MDA), demuestran que existen

relaciones causales (24). De hecho, el hecho de que los bajos niveles de MDA seminal se hayan

asociado repetidamente con una excelente calidad del semen, apoya claramente una cadena

propuesta de causa y efecto entre la deficiencia de antioxidantes, el estrés oxidativo y la mala

calidad del semen (29). Dados los vínculos evidentes entre la protección antioxidante agotada, el

estrés oxidativo y la calidad del semen, se ha propuesto que un enfoque sensible para identificar a

los pacientes adecuados para el tratamiento con suplementos antioxidantes sería medir la

proporción de protección antioxidante y agresión prooxidante en muestras de semen humano

(Figura 1). Por ejemplo, la luminometría se ha utilizado para medir la relación entre la actividad

antioxidante total (TAC) y la generación de ROS en pacientes con infertilidad masculina con gran

efecto (30). Una medida aún más sólida podría ser calcular la relación MDA: TAC, aunque este

enfoque no parece haber sido considerado en un contexto reproductivo. Un ensayo que

proporcionara datos sobre la relación aldehído lipídico: TAC, sería una ventaja considerable para

identificar a los pacientes en los que el estrés oxidativo contribuye de manera importante a su baja

fertilidad.

Tales desarrollos técnicos son importantes porque presentan un medio simple y efectivo

para seleccionar pacientes para la terapia antioxidante. Hasta la fecha, el uso de tratamiento

antioxidante para abordar la infertilidad masculina ha sido una enorme pérdida de tiempo y de

recursos. Aunque se han realizado muchos ensayos, una revisión Cochrane reciente de los datos

disponibles concluyó que "hay evidencia de certeza muy baja ... lo que sugiere que la

suplementación con antioxidantes en hombres subfértiles puede mejorar las tasas de nacidos

vivos para las parejas que asisten a clínicas de fertilidad. Todavía se necesitan ensayos aleatorios

controlados con placebo de gran tamaño y bien diseñados que estudien a hombres infértiles e

informen sobre el embarazo y los nacidos vivos para aclarar el papel exacto de los antioxidantes

(31). Uno de los principales problemas con tales ensayos es que rara vez se selecciona a los

pacientes sobre la base del estrés oxidativo (32). Los pacientes incorporados a tales ensayos son

generalmente simplemente hombres infértiles o hombres que sufren de astenozoospermia. Muy

raramente se han realizado ensayos clínicos en los que los pacientes fueron seleccionados sobre

la base de una medición del estrés oxidativo, como la formación de MDA o incluso la generación

de ROS. El tratamiento antioxidante de pacientes que no sufren de estrés oxidativo no solo no

tiene sentido, sino que en realidad puede ser perjudicial porque corre el peligro de crear estrés

reductor, que a su vez es perjudicial para la función de los espermatozoides (33). En los sistemas

biológicos, el objetivo es crear un equilibrio redox mediante el cual la provisión y aceptación de

electrones esté en equilibrio dinámico (Figura 1). El estrés oxidativo (un déficit de electrones) o el

estrés reductivo (un exceso de electrones) son dañinos. Por lo tanto, es esencial, cuando

diseñamos tales ensayos, que la terapia antioxidante solo se administre a aquellos pacientes para

los que hay evidencia de estrés oxidativo.

Por lo tanto, es fundamental el desarrollo de sistemas sencillos en el punto de atención

para detectar dicho estrés como preludio a la prescripción de una terapia antioxidante. Si bien

existen diversas técnicas bioquímicas para detectar definitivamente el estrés oxidativo en los

sistemas biológicos, incluidos los métodos que se basan en resultados complejos y sofisticados de

espectrometría de masas (34), tales técnicas no son útiles para la evaluación de rutina de los

pacientes en un contexto clínico. Una solución innovadora a este problema ha sido medir el

potencial óxido-reductor estático (sORP) o el potencial redox del semen humano como un medio

simple para detectar el estado redox de la eyaculación. El potencial redox se refiere al equilibrio de

compuestos oxidantes y reductores en cualquier sistema dado. Un alto potencial sugiere que el

sistema está fuertemente ponderado hacia compuestos oxidados que son altamente receptivos a

la donación de electrones. Por el contrario, un potencial redox negativo sugiere que los



compuestos reducidos dominan el sistema y están listos para renunciar a sus electrones para

mantener un equilibrio redox. Aunque un bajo potencial redox sugiere la presencia de abundante

protección antioxidante, depende de la naturaleza de los compuestos que mantienen el equilibrio

redox. Sin embargo, en general, las mediciones del potencial redox se han encontrado útiles para

revelar los oxidantes y antioxidantes en fluidos biológicos y, como tal, se ha encontrado aplicación

en muchas áreas de la práctica clínica (35). Desafortunadamente, la aplicación de métodos

potenciales redox a la infertilidad masculina ha estado envuelta en controversia. Los informes

iniciales con el sistema MyOXSYS para medir el potencial oxido-reductor en eyaculaciones

humanas parecían prometedores, proporcionando evidencia de asociaciones significativas con

elementos del perfil de semen convencional, así como correlaciones débiles (típicamente r = 0.25-

0.45) con las tasas de fertilización, embarazo clínico y tasas de nacidos vivos en programas de

concepción asistida (36,37). Sin embargo, tales asociaciones parecen estar profundamente

influenciadas por la forma en que se expresan los resultados. En lugar de simplemente expresar la

lectura de sORP en mV, como es la práctica convencional, los defensores del sistema MyOXSYS

generaron un índice dividiendo la lectura de sORP por el recuento de espermatozoides (sORP mV

/ 106espermatozoides / ml). Como resultado de este enfoque, el índice sORP está obviamente

altamente correlacionado con el conteo de espermatozoides y parcialmente correlacionado con

todos los otros atributos de la calidad del semen (por ejemplo, motilidad, morfología y daño al

ADN) que están intrínsecamente asociados con el número de espermatozoides. La razón detrás

de este enfoque no está clara. La medición de sORP no cambia significativamented si los

espermatozoides se eliminan del semen y todas las correlaciones relacionadas con la calidad del

semen desaparecen cuando el recuento de espermatozoides no se utiliza como denominador en la

creación del índice sORP (38). Por lo tanto, si bien la medición de sORP es una sugerencia

perfectamente sensata, los datos generados con MyOXSYS en el pasado reciente son

problemáticos, debido a la forma en que se han expresado los resultados. La necesidad de una

técnica diagnóstica eficaz para detectar el estrés en las eyaculaciones humanas sigue existiendo,

pero es evidente que hay que realizar más estudios para encontrar un método sensible validado

para realizar tales evaluaciones. Hay cierta urgencia para lograr este objetivo. Una industria

comercial masiva se ha desarrollado en torno al uso de suplementos antioxidantes para tratar la

infertilidad masculina (39-41) que no pueden alcanzar su máximo potencial hasta que se hayan

desarrollado métodos efectivos y confiables para monitorizar el estrés oxidativo en pacientes con

infertilidad masculina. La medición del potencial redox puede ser una solución a este problema,

pero los métodos actuales para adquirir y expresar estos datos deben ser reexaminados.

Consecuencias genéticas de la infertilidad masculina en la descendencia

Una de las consecuencias del estrés oxidativo en la línea germinal masculina es la inducción del

daño oxidativo del ADN en los espermatozoides. Cuando los espermatozoides se colocan bajo

niveles crecientes de estrés oxidativo, es notable que pierden su integridad de ADN antes de

perder su capacidad de fertilización (42). Como consecuencia, es bastante posible que un

espermatozoide que transporta ADN oxidativamente dañado logre la fertilización. Las bases de

ADN oxidadas en tales espermatozoides, particularmente 8-hidroxi-2′-desoxiguanosina (8OHdG),

son extremadamente mutagénicas y podrían resultar en un aumento de la carga mutacional en la

descendencia que luego puede afectar su trayectoria de salud de por vida. Por ejemplo, el

aumento significativo en el riesgo de cáncer infantil asociado con el tabaquismo paterno podría

estar razonablemente asociado con el daño oxidativo del ADN que este hábito induce en los

espermatozoides (43,44). De hecho, el tabaquismo paterno ha sido probablemente responsable de

introducir millones de mutacionesen nuestra especie (45) desde que Cristóbal Colón descubrió el

tabaco en 1492. Por supuesto, fumar no es el único estilo de vida o factor ambiental capaz de

inducir daño oxidativo en el ADN en espermatozoides humanos. Una amplia gama de factores,

desde la radiación electromagnética, la obesidad, la infección, la criopreservación y los

contaminantes químicos comunes como el bisfenol A, pueden afectar potencialmente la carga



mutacional transportada por los niños como resultado de la reparación aberrante del daño del ADN

de los espermatozoides en el ovocito (46, 33). De todas estas diversas causas de daño oxidativo

del ADN en espermatozoides humanos, quizás la más importante es la subfertilidad en sí. Los

niveles de 8OHdG en la cromatina espermática son significativamente elevados en los hombres

que asisten a clínicas de infertilidad (47,48). De acuerdo con la hipótesis de la "colusión de

ovocitos post-meióticos" (33) la reparación aberrante de dicho daño después de la fertilización in

vitro aumentará la carga mutacional posteriormente transportada por la descendencia,

particularmente cuando se utiliza ICSI como técnica de inseminación. De hecho, la evidencia en

apoyo de esta hipótesis ya ha surgido a la luz de un estudio reciente que informa un aumento

significativo en la incidencia de mutaciones espontáneas de novo en la descendencia concebida

por concepción asistida (49). Es importante destacar que el 87.9% de tales mutaciones se

originaron en la línea germinal paterna y se asociaron con infertilidad en el padre (49,33). La

principal mutación observada en estas circunstancias, las sustituciones de C>T en sitios CpG,

podría implicar factiblemente un ataque oxidativo a las citosinas en el núcleo espermático, como

mecanismo mutacional primario (50).

Por lo tanto, el daño oxidativo del ADN en la línea germinal paterna puede estar asociado

con una amplia gama de patologías en la descendencia como resultado del mecanismo mutacional

descrito anteriormente. El cáncer infantil ya se ha mencionado en el contexto del tabaquismo

paterno, pero también hay una amplia gama de afecciones neuropsiquiátricas (por ejemplo,

autismo, esquizofrenia espontánea, enfermedad bipolar y epilepsia) que pueden tener un origen

similar (32). En este contexto, puede ser significativo que el mapeo de los loci genéticos afectados

por el daño oxidativo del ADN en espermatozoides humanos haya puesto de relieve la importancia

del cromosoma 15 como particularmente vulnerable al ataque oxidativo (51). En términos de la

salud y el bienestar de la descendencia, es notable que la región vulnerable en el cromosoma 15,

se ha relacionado con trastornos complejos del desarrollo neurológico, incluido el síndrome de

Prader-Willi (PWS), que puede implicar deleciones hereditarias paternas y disomía materna dentro

de la región 15q11-q13, o síndrome de Angelmann, que implique deleciones maternas o disomía

uniparental paterna de esta región cromosómica. Es importante destacar que las deleciones de

novo en la copia paterna del cromosoma 15 representan ∼70% de los casos de PWS (52). La

existencia de informes que indican que los niños concebidos utilizando procedimientos de

concepción asistida, exhiben una mayor prevalencia de trastornos de impronta como PWS (53)

ciertamente sugiere un papel del daño oxidativo del ADN espermático en la aparición de esta

condición. También se sabe que las alteraciones genéticas en esta y otras regiones del

cromosoma 15 están involucradas en la etiología de los retrasos en el desarrollo, los trastornos del

espectro autista, la susceptibilidad a la epilepsia, la esquizofrenia, el trastorno bipolar, el síndrome

de Marfan, los defectos cardíacos congénitos y el trastorno obsesivo-compulsivo (33).

Curiosamente, la mayoría de estas condiciones están altamente correlacionadas con la edad del

padre en el momento de la concepción, lo que, a su vez, se asocia con un aumento del estrés

oxidativo en el semen y los espermatozoides, así como un aumento correspondiente en los niveles

asociados a la edad de daño al ADN en la línea germinal (54-56). Por lo tanto, puede existir una

cadena de causa y efecto con la edad aumentando los niveles de estrés oxidativo en los

espermatozoides, lo que lleva a un daño oxidativo del ADN en el núcleo del espermatozoide que

luego se fija como una mutación en el óvulo fertilizado como resultado de una reparación

defectuosa, promoviendo así la aparición de enfermedades genéticas, como el autismo, en la

descendencia (33). El hallazgo de que las tasas de autismo aumentan significativamente en los

niños concebidos por ICSI en comparación con los concebidos naturalmente nuevamente respalda

las asociaciones causales propuestas entre el daño oxidativo del ADN en los espermatozoides, la

concepción asistida y la enfermedad neuropsiquiátrica en la descendencia (57).

Causas genéticas de la infertilidad masculina

También se debe enfatizar que una de las condiciones ocasionadas en la descendencia por el

daño del ADN en la línea germinal paterna puede ser la infertilidad, particularmente la infertilidad

masculina. Existe un peso creciente de la evidencia que indica que los factores genéticos juegan

un papel importante en la etiología de esta afección, como se revisó recientemente en profundidad

(58). En cierto modo, las causas genéticas de la infertilidad parecen contradictorias porque no es

posible heredar una mutación genética dominante que cause una falta de potencial fertilizante, por

razones obvias. Cuando las mutaciones están involucradas en la causalidad de la infertilidad

masculina, generalmente deben ser recesivas y mantenerse dentro de la población en la forma

heterocigota o, solo en la línea germinal femenina, como recesivas homocigotas. Cuando surge



una mutación genética dominante capaz de inducir la infertilidad, tiene que ser una mutación

espontánea de novo. Los ejemplos clásicos de mutaciones genéticas dominantes que surgen

espontáneamente causan infertilidad masculina y luego se pierden porque no se pueden transmitir

a la siguiente generación, son las deleciones del cromosoma Y. Estos últimos comprenden la

causa genética más común de infertilidad masculina y generalmente se encuentran en hasta el

15% de los hombres con oligozoospermia o azoospermia (59), aunque esto varía

considerablemente entre las poblaciones. En China, por ejemplo, el 10,8% de los hombres que

exhiben azoospermia u oligozoospermia severa, transportan una microdeleción del cromosoma Y

(60), mientras que análisis similares de hombres del norte de la India y Túnez encontraron que la

incidencia fue del 8,5% (61) y del 2% (62) respectivamente. El hecho de que las mutaciones del

cromosoma Y no se puedan heredar y, sin embargo, su incidencia sea tan alta, revela cuán

comúnmente tales deleciones genéticas ocurren espontáneamente en la línea germinal masculina.

La etiología de tales mutaciones es incierta en la actualidad, pero dado que tales deleciones están

frecuentemente flanqueadas por secuencias palindrómicas, parece razonable proponer que la

recombinación intracromosómica aberrante está involucrada, posiblemente secundaria a la

inducción de la fragmentación del ADN (33).

A pesar de los mejores esfuerzos de la naturaleza para eliminar las mutaciones dañinas,

generadoras de infertilidad y espontáneas de la población, tales salvaguardas pueden eludirse por

completo mediante el uso de la terapia TRA, y la ICSI en particular. En el caso de las deleciones

del cromosoma Y, el principal problema con tal enfoque terapéutico es que, si el proceso de

fertilización asistida resulta en el parto de un hijo varón, heredará la misma deleción del

cromosoma Y que poseía su padre y sufrirá la misma falta de fertilidad. Este patrón de causa y

efecto también puede aplicarse a otras formas de mutación causante de infertilidad. Si la mutación

suprime la fertilidad masculina al inducir defectos funcionales en los espermatozoides (por

ejemplo, la diversa gama de mutaciones que resultan en defectos de la cola de los

espermatozoides), entonces es perfectamente posible que dichos pacientes sean tratados por

ICSI, promoviendo así la propagación del defecto genético en la próxima generación (58). Puede

ser por esta razón que se ha encontrado que los hombres nacidos por ICSI poseen una calidad de

semen más pobre que sus pares concebidos naturalmente (63). Un tema importante a considerar

para los andrólogos es hasta qué punto la práctica clínica actual, particularmente el uso

indiscriminado de ICSI, en realidad está promoviendo la infertilidad masculina en las generaciones

futuras, en lugar de prevenirla. De hecho, cuando los procedimientos de concepción asistida se

llevan a cabo a gran escala, existe un peligro inherente de que cuanto más usemos la TRA para

resolver la infertilidad en una generación, más lo necesitaremos en la siguiente (64). Seguramente,

en lugar de limitarse a dejar de usar TRA, los andrólogos del futuro, cuando se les presente un

paciente infértil, abordarán la causa subyacente de la infertilidad en lugar de recurrir

indiscriminadamente a la ICSI, colocando así toda la carga terapéutica sobre la pareja femenina.

Conclusiones

La era de las técnicas de reproducción asistida ha tenido un gran compromiso sobre la práctica de

la andrología, para bien y para mal. No cabe duda de que la introducción de la ICSI permitió a los

varones severamente infértiles engendrar un hijo que de otra forma habría sido imposible. Sin

embargo, la desventaja de esta innovación ha sido una contracción en los esfuerzos de

investigación para tratar de entender por qué tantos hombres son infértiles. Además, el papel que

la ICSI está desempeñando en el aumento de la carga mutacional espontánea, así como la

incidencia de defectos congénitos manifiestos por parte de los niños concebidos por TRA, solo

ahora está recibiendo una atención seria (65,49, 66). Claramente, la industria de la concepción

asistida no solo debe estar interesada en generar embarazos per se, sino que debe hacer todo lo

posible para garantizar que los niños que nacen como resultado de dicha terapia sean normales.

Dado que la mayoría de las mutaciones espontáneas surgen en la línea germinal masculina,

debemos asegurarnos de que los espermatozoides que se utilizan para fines de concepción

asistida posean niveles muy bajos de daño en el ADN. Esto podría lograrse utilizando tecnologías

avanzadas de selección de espermatozoides (67) o, dado que la mayor parte del daño al ADN en

la línea germinal masculina es inducida oxidativamente, a través del uso juicioso de

antioxidantes. En el futuro, se espera que los andrólogos continúen irrumpiendo en la etiología

fundamental de la infertilidad masculina y los tratamientos actuales que abordan directamente la

patología o, idealmente, eviten que surja una situación patológica en primera instancia. Podemos

estar seguros de que la infertilidad masculina tiene muchas causas, por lo que el viaje será largo.

Sin embargo, los conocimientos recientes sobre el papel del estrés oxidativo y las mutaciones



genéticas en la causalidad de esta afección representan un primer paso importante en la dirección

correcta .

Diet

High levels ofPUFA

Pollutants

e.g. BisphenolA

Polyphenols

NOX 5 R
O
S

Pro-oxidant factors

Age Parabens
Heat Retinoic acid

Homocysteine

ROS

t

ROS

ROS ROS

+

Transition metals

Oxido-reductive stress

thiolactone

Radiofrequency

electromagnetic

radiation

Spinal cord injury

R
O
S

Small molecular mass scavengers

Glutathione Taurine Vitamin C Vitamin E Uric acid

+

Antioxidant enzymes

Superoxide Catalase Glutathione Peroxiredoxin

dismutase peroxidase

IL411

Antioxidant factors

Figura 1. Un resumen de los factores que contribuyen al estrés oxidativo en la línea germinal masculina . Por un lado , una

amplia variedad de factores ambientales y de estilo de vida , incluida la edad , la contaminación y la radiación

electromagnética. Los conservantes y la lesión de la médula espinal pueden desencadenar la generación de ROS por

espermatozoides , ya sea directamente o como consecuencia de inducir una forma truncada de apoptosis . Las ROS

generalmente emanan de las mitocondrias , pero otros contribuyentes son posibles como la NADPH oxidasa , NOX5, o la L-

aminoácido oxidasa , IL411 . Es importante destacar que el impacto dañino de las ROS puede verse exacerbado por trazas

de metales de transición como el hierro o el cobre . En general , el limitado espacio citoplasmático disponible para los

espermatozoides limita su capacidad antioxidante intrínseca , creando un estado de vulnerabilidad . Sin embargo , los fluidos

en los que estas células se bañan in vivo son altos y enriquecidos en factores antioxidantes que incluyen eliminadores de

radicales libres de baja masa molecular y enzimas antioxidantes . Si la generación de ROS finalmente molesta la capacidad

antioxidante de las células , entonces se induce un estado de estrés oxidativo que afecta la competencia fisiológica de los

espermatozoides y la integridad de su ADN . Por el contrario , si domina el lado antioxidante de la ecuación, se induce un

estado de estrés reductivo que también es perjudicial para la función de los espermatozoides . Un equilibrio redox es

esencial si se quiere mantener la función normal de los espermatozoides .
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Cápsula

La Iniciativa de Salud Reproductiva Masculina (MRHI) se formó en respuesta a la falta de

conocimiento en la investigación , el lento progreso en nuevas estrategias diagnósticas y

terapéuticas , y los datos alarmantes que asocian la salud reproductiva y somática .

Introducción

El logro en 1978 del nacimiento de un bebé sano nacido después de la fecundación humana in

vitro (FIV) revitalizó la investigación científica sobre la salud reproductiva masculina y, más

específicamente , sobre la infertilidad masculina . Seguidamente, se hizo hincapié en utilizar los

métodos estandarizados de análisis de semen de la Organización Mundial de la Salud (OMS) para

discriminar mejor entre hombres fértiles y subfértiles . Además, se desarrollaron pruebas de la

función de los espermatozoides que contribuyen a la fecundación para proporcionar datos adjuntos

a los resultados del análisis de semen , por ejemplo , ensayos de penetración de espermatozoides

de las envolturas del ovocito , la cinemática y la capacitación de espermatozoides . Luego, en 1992,

nació el primer bebé nacido de la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI ) . Esta

técnica ayudó a transformar el campo de la FIV que hasta ese momento había tenido solo un

mínimo de éxito en casos de factor masculino significativo o no diagnosticado , por ejemplo ,

oligoastenoteratozoospermia , obstrucción de los conductos deferentes . Hoy en día , estos avances

son una parte integral de la reproducción médicamente asistida (MAR , del inglés medically

assisted reproduction) y han brindado a millones de personas en todo el mundo la posibilidad de

realizar su sueño de formar una familia .

Hoy en día , MAR es una industria global de más de $30 mil millones de dólares y está

creciendo a más de $50 mil millones de dólares en menos de 10 años . Junto con este desarrollo

histórico sobrevienen algunas preocupaciones, como el uso generalizado de ICSI para condiciones

de factor no masculino y el declive de la investigación de función espermática translacional , la

desaparición de la mayoría de las pruebas de función espermática y una aparente indiferencia

hacia el análisis de semen tradicional , a lo que se suma un adagio de ' por qué hacer un análisis de

semen cuando solo necesitamos unos pocos espermatozoides para ICSI ' . Es importante

mencionar al principio de este capítulo que , debido a que los diagnósticos y tratamientos para la

infertilidad por factor masculino son insuficientes , se ha colocado erróneamente una carga

significativa sobre las mujeres como sustitutas para el "tratamiento" de los casos de infertilidad por

factor masculino y no masculino.

El propósito de este capítulo es presentar la Iniciativa de Salud Reproductiva Masculina (MRHI)

a través de una revisión histórica , y 1 ) la base para su formación , a la que se ha aludido

anteriormente , 2) su misión y metas , y 3) logros y direcciones futuras .



MRHI – Una llamada de atención para la acción

En 2012, la Organización Mundial de la Salud (OMS) encargó a un grupo de expertos que

analizara la base de datos bibliográfica sobre el diagnóstico de la infertilidad masculina con el fin

de desarrollar pautas integrales. Se utilizó el sistema GRADE para evaluar la calidad de la

evidencia y para hacer recomendaciones para las preguntas priorizadas con respecto al

diagnóstico de infertilidad masculina. La publicación resultante (1) que detalla el resultado después

de analizar la literatura no fue alentadora. Una de las preguntas prioritarias formuladas fue "¿Cuál

es la prevalencia de la infertilidad masculina y qué proporción de infertilidad es atribuible al

varón?". Luego del análisis de la evidencia, se llegó a la conclusión de que no era posible

determinar la prevalencia imparcial de la infertilidad masculina en la población general debido a

que la calidad de la evidencia fue muy baja. Este hallazgo es asombroso, especialmente dado que

han pasado más de 30 años desde el advenimiento de la FIV y 20 años desde que se desarrolló la

ICSI. Retrospectivamente preocupante, el consentimiento informado se proporcionó a nivel

mundial a cientos de miles de pacientes con respecto a la prevalencia y la contribución de la

infertilidad masculina, pero sin tener datos basados en evidencia.

Una segunda pregunta clave que se hizo fue "¿Cuál es el valor clínico de los parámetros

tradicionales del semen?". Una simple pregunta que muchas personas habrían pensado que la

respuesta era comúnmente conocida. El análisis resumido mostró que la fuerza de la evidencia era

alta para 1) la combinación de varios parámetros de semen es un mejor predictor de fertilidad que

un solo parámetro, y 2) un solo análisis de semen es suficiente para la mayoría de las decisiones

clínicas y, si un parámetro es anormal, es apropiado repetir el análisis de semen. Si bien estos

resultados parecen favorables, el panel expresó una necesidad urgente de llenar los vacíos en el

conocimiento científico que se descubrieron con respecto a la formación, maduración y fisiología

de los espermatozoides tanto normales como disfuncionales. Esta recomendación se hizo 60 años

después de los descubrimientos revolucionarios de Austin y Chang, quienes publicaron evidencia

del requisito de capacitación en la fertilización de mamíferos. Resulta más que un poco

decepcionante que, incluso hoy en día, todavía existen lagunas críticas en nuestro conocimiento

sobre el funcionamiento del espermatozoide humano.

Las inquietantes realidades resultantes de la investigación del panel de expertos de la OMS

estimularon un amplio debate entre los líderes de opinión clave (KOL, del inglés Key Opinion

Leaders) en el campo, en particular los profesores Richard Sharpe, Christopher Barratt y

Christopher De Jonge. La culminación de estas discusiones se formalizó en una publicación

titulada “‘Man Up’: la importancia y la estrategia para colocar la salud reproductiva masculina en el

centro de la agenda política y de investigación” (2). En el documento, los autores plantearon

preguntas con respecto a 1) el problema de salud global de la disminución del conteo de

espermatozoides y sin evidencia clara de causas conocidas, 2) la observación de una falta

sustancial en el progreso para responder preguntas fundamentales (brechas) en andrología, y 3) la

desaparición virtual de los ensayos de función espermática como complemento del análisis de

semen, y con pocos ensayos nuevos probados rigurosamente para llenar el vacío. La combinación

de estas preguntas arrojó luz sobre un aumento global rápido y conspicuo en el uso de la ICSI

para la infertilidad por factores no masculinos. Colectivamente, estas preocupaciones estimularon

la necesidad de formular una "hoja de ruta de la salud reproductiva masculina" que identificaría de

manera integral las limitaciones en la investigación y reclutaría, como socios, a las diversas partes

interesadas, por ejemplo, científicos, organismos de financiación encargados de formular políticas,

etc., necesarios para impulsar el(los) cambio(s) que podría tener un impacto positivo en las

agencias de financiación y los responsables de la asignación de fondos. Una conclusión general

del documento es que la conciencia sobre la salud reproductiva masculina (MRH, del inglés Male

Reproductive Health) debe hacerse más visible no solo dentro de las comunidades científica y

médica, sino también en la sociedad. Por ejemplo, se espera que al empoderar a los hombres con

información sobre salud reproductiva y la asociación con la salud en general, los movilizará para

participar más regularmente en la atención médica. Además, con el desarrollo de nuevas pruebas

y tratamientos para la infertilidad masculina, se anticipa que se aliviará la carga que las mujeres

soportan actualmente para el tratamiento de la infertilidad masculina. Finalmente, se anticipa que

un resultado positivo de una hoja de ruta de salud reproductiva masculina completamente

ejecutada ofrecerá beneficios socioeconómicos a la sociedad.

Si bien las publicaciones impactantes y las voces movilizadoras dentro del campo de la salud

reproductiva masculina son un punto de partida para el cambio, ejecutar completamente la hoja de

ruta requiere un “llamado a las armas” (por la frase en inglés “Call to arms”) dentro y más allá de la

disciplina, para incluir a un amplio espectro de partes interesadas y, en última instancia, para



estimular la respuesta de los hombres, sus parejas y las comunidades, porque para lograr el

progreso necesario se requiere la participación y el esfuerzo de muchos.

En el año 2019, se presentó la oportunidad de anunciar un "llamado a las armas" en

colaboración con la American Society of Andrology (Sociedad Estadounidense de Andrología;

ASA) , que se estaba preparando para convocar su reunión anual . El profesor Barratt y yo nos

comunicamos con el Consejo Ejecutivo de la ASA y ofrecimos la propuesta de que la ASA

considere apoyar un taller titulado "La crisis en la salud reproductiva masculina (MRHI) : la

necesidad de una hoja de ruta política , social y de investigación " . El objetivo declarado del taller

fue formular estrategias específicas para abordar los problemas que actualmente faltan o no se

abordan pero que son vitales para el hombre sano . Para lograr el objetivo por completo , se requirió

la participación de una variedad de partes interesadas , incluidos científicos , médicos, Andrology

Australia/Healthy Male (grupo predicador de apoyo/educación de la salud reproductiva masculina) ,

Resolve (grupo de apoyo para pacientes) , NICHD (agencia de financiación ) , la industria y la Male

Contraceptive Initiative (organización sin fines de lucro) . ASA fue un apoyo abrumador;

proporcionaron un comunicado de prensa anunciando el evento e hicieron posible la participación

virtual global . El taller fue un gran éxito y sirvió para atraer a más KOL para formar posteriormente

el Grupo de Trabajo MRHI (ver agradecimientos) . Es importante mencionar que otra consecuencia

del taller fue que otras sociedades profesionales se dieron cuenta y amablemente extendieron

invitaciones para correr la voz sobre el MRHI en sus reuniones anuales . Su apoyo resultó ser

invaluable .

Fue en ese momento que se publicó un artículo impactante para crear conciencia sobre la

salud reproductiva masculina (3) . El título advertía sobre una " ...crisis actual en la salud

reproductiva masculina ..." y el artículo hacía referencia a datos emergentes y preocupantes sobre

la salud reproductiva masculina , su relación con la salud somática y las condiciones hereditarias

que un padre puede transmitir a su descendencia . Estos datos preocupantes llevaron a la

contundente conclusión de que deben ocurrir los cambios necesarios en las políticas públicas y en

la educación, la investigación básica y clínica , y en el financiamiento necesario para apoyar la

implementación de las mismas. También fue en esta publicación que se anunció formalmente la

formación del MRHI junto con los objetivos del grupo, que son "crear la conciencia de la sociedad ,

las agencias políticas y de financiación , y otros , sobre ( i ) la importancia de la salud reproductiva

masculina , (ii ) la conexión con la salud y la enfermedad general del hombre , (iii ) el papel que tiene

el hombre en la salud y el bienestar de su descendencia y la próxima generación , y ( iv) ayudar a

aliviar la carga significativa que actualmente soporta su pareja femenina cuando busca diagnóstico

y tratamiento de la infertilidad". El documento concluyó con la advertencia de que "si no se toman

medidas rápidamente , los hombres seguirán muriendo más jóvenes , sufrirán más tiempo con

enfermedades crónicas y, sin saberlo , seguirán transmitiendo sus firmas genómicas y

epigenómicas potencialmente alteradas a las generaciones futuras . ¡ La salud de los hombres es la

salud de la comunidad mundial!" De hecho, la salud del hombre es la salud de la mujer y la salud

de la familia .

Con el anuncio formal de MRHI , se hizo imperativo que se desarrollara una declaración de

misión para informar a las partes interesadas sobre su propósito , intención general y dirección . La

misión de la Iniciativa de Salud Reproductiva Masculina (MRHI) es una colaboración global

dedicada al avance de la ciencia y la práctica de la medicina reproductiva masculina . El MRHI

cumple su misión 1 ) promoviendo y contribuyendo a la investigación de alta calidad tanto en

ciencia básica como clínica , 2) forjando relaciones de colaboración con sociedades profesionales

para contribuir a una misión de educación , y 3) abogando desde el MRHI ante todas las partes

interesadas , incluido el apoyo al paciente grupos , agencias de financiación , organizaciones sin

fines de lucro, la industria y el público . Los objetivos del MRHI son aumentar la conciencia de la

sociedad, las agencias de políticas y de financiamiento y otros sobre 1 ) la importancia de MRH, 2)

la conexión con la salud y la enfermedad masculina en general , 3 ) el papel que tiene el hombre en

la salud y bienestar de su descendencia y la próxima generación , y 4 ) Ayudar a aliviar la carga

significativa que actualmente lleva la pareja femenina cuando busca un diagnóstico y tratamiento

para la infertilidad .

Como se mencionó anteriormente , se formó un grupo de trabajo de MRHI que incluía KOL de

ciencias básicas y clínicas y grupos de defensa de pacientes . El primer acto colectivo del grupo fue

publicar un artículo de opinión para aclarar los objetivos de la hoja de ruta de la salud reproductiva

masculina (4) . Una pregunta crítica planteada fue "¿Cuáles son las preguntas de investigación

importantes y sensibles al tiempo?" . Si bien algunas de las preguntas se introdujeron

anteriormente en este capítulo , se identificó en el documento que era necesario profundizar más



para abarcar la totalidad del campo. Al momento de escribir este capítulo, se está enviando un

manuscrito para su publicación que detalla 13 preguntas de investigación sensibles al tiempo que

identifican brechas clave en el conocimiento científico sobre la salud reproductiva masculina. Para

llevar a cabo la investigación necesaria, se planteó una pregunta crucial sobre los modelos

experimentales óptimos, independientemente de la especie, que pudieran generar más

rápidamente los datos más relevantes. En última instancia, el documento reforzó que la política,

las sociedades profesionales y las agencias de financiación son socios fundamentales para la

colaboración para optimizar el éxito de los esfuerzos de investigación, y que la sociedad es integral

porque identificar y satisfacer las necesidades de la sociedad es el objetivo de resultado general.

Salud reproductiva masculina - Financiamiento de la investigación y socioeconomía

Como se mencionó anteriormente, surgieron preguntas sobre las vacancias en el conocimiento y

la financiación de la investigación. Específicamente, si podría haber una relación de causa y efecto

por la que los niveles de financiación de la investigación estuvieran por debajo del apoyo a la

investigación translacional y clínica en la salud reproductiva masculina. Una de las razones para

hacer la pregunta provino de investigar el total de dólares gastados por el gobierno nacional en

toda la investigación médica per cápita y la cantidad que se distribuyó posteriormente para la

investigación de la salud reproductiva masculina per cápita en Australia, EE.UU., Reino Unido y

Alemania (Tabla 1 en referencia 4). Australia asignó el 0,3% del total de dólares de investigación

per capita para financiar la investigación de la salud reproductiva masculina y EE.UU. asignó la

mayor cantidad con un 3%. Los datos son notables, especialmente considerando lo siguiente: 1) la

infertilidad está clasificada como una enfermedad por la Asociación Médica Americana, la

Organización Mundial de la Salud y otras agencias, 2) la frecuencia global con la que la

enfermedad afecta a parejas en edad reproductiva que desean un bebé es estimado entre 14-

17%, y 3) existe una asociación entre la infertilidad masculina y la salud somática, por ejemplo,

enfermedades cardiovasculares y trastornos metabólicos. Por lo tanto, un gran porcentaje de la

población mundial sufre de infertilidad, sin embargo, la cantidad gastada por los gobiernos para

aprender más sobre la enfermedad parece palidecer en comparación con otros estados de

enfermedad.

Teniendo en cuenta estos hallazgos, se realizó una investigación más profunda para examinar

específicamente la financiación del Reino Unido y los EE. UU. más de cerca para la salud

reproductiva masculina y la infertilidad (5). Sorprendentemente, esta publicación fue el primer

informe comparativo de financiamiento gubernamental para la investigación sobre la infertilidad y

la salud reproductiva de hombres y mujeres. Las conclusiones resultantes fueron confirmatorias y

alarmantes. En primer lugar, si bien la infertilidad masculina representa un riesgo mundial para la

salud de muchos millones de hombres, la financiación de la investigación para desarrollar mejores

herramientas de diagnóstico y regímenes de tratamiento no se encuentra en un nivel adecuado.

En segundo lugar, la financiación de la investigación sobre la reproducción masculina y femenina

está muy por debajo de lo que se esperaría dada la clasificación de la infertilidad como una

enfermedad y la frecuencia con la que las mujeres y los hombres son afectados y tratados por

infertilidad, y el posible impacto socioeconómico en la sociedad.

Como se hizo mención previamente en este documento, la sociedad es un actor clave para

impulsar el éxito de la hoja de ruta de la salud reproductiva masculina. Dada la relativa escasez de

fondos asignados a la investigación de salud reproductiva masculina y la falta de nuevas pruebas

diagnósticas y terapias, surgió la pregunta de si la infertilidad masculina como enfermedad tiene un

impacto socioeconómico (6). En este capítulo, se ha hecho mención de una asociación entre salud

reproductiva masculina y trastornos de salud somáticos, como enfermedades cardiovasculares y

metabólicas. Además, dado que existe una línea de tendencia de parejas que forman familias más

tarde en la vida, existe una asociación entre la edad paterna avanzada y 1) trastornos espectrales,

por ejemplo, autismo y esquizofrenia, 2) trastornos epigenéticos transmitidos paternamente a la

descendencia y 3) periparto complicaciones maternas, por ejemplo, preeclampsia (por ejemplo,

3,7,8). El año de vida ajustado por discapacidad (AVAD) es una medida de la carga de enfermedad

general, expresada como el número de años perdidos debido a problemas de salud, discapacidad

o muerte prematura. Sorprendentemente, no hay datos de DALY con respecto a ninguno de los

problemas de salud del hombre, su pareja femenina o la descendencia nacida. Además, las bases

de datos impactantes, como Pew Charitable Trust, Eurostat, CDC, carecen notablemente de

información completa sobre los hombres, la salud reproductiva y la fertilidad. En conclusión, el

impacto socioeconómico que podría resultar de los hombres que sufren de infertilidad no está claro

en la actualidad. La consecuencia es que las políticas sociales y las disposiciones de atención de



la salud, por ejemplo, los seguros y la financiación de la investigación para mejorar las pruebas de

diagnóstico y los tratamientos terapéuticos, siguen arraigadas como el statu quo a pesar de que la

evidencia demuestra que los hombres mueren más jóvenes y viven más tiempo con enfermedades

que sus contrapartes femeninas. y la preocupante relación entre salud reproductiva y somática.

Los hombres y su infertilidad

Numerosos datos de la literatura informan que los hombres suelen participar mucho menos en la

búsqueda de atención médica que las mujeres (p. ej., 3, 9). Cabe destacar que requiere una

condición aguda que obligará a una visita al médico. La adherencia a las normas tradicionales de

género sobre masculinidad y los temores de una afección médica grave sospechosa o

desconocida son factores que influyen en los hombres para buscar atención médica de manera

irregular. En consecuencia, la mayor parte de la toma de decisiones sobre el cuidado de la salud

de la familia recae en la mujer. Sorprendentemente, se sabe muy poco sobre las actitudes de los

hombres sobre la búsqueda de atención médica para la infertilidad. La mayor parte de la

información se refiere a los sentimientos y actitudes de los hombres mientras se someten a la

investigación y el tratamiento de MAR. Una sensación general de estos informes es que los

hombres tienden a sentirse "excluidos" de la conversación sobre la infertilidad; sentir que el

proceso está centrado en la mujer y que el papel del hombre está subordinado a servir solo como

fuente de ADN. Por lo tanto, se hizo la pregunta "¿Cómo se sienten los hombres acerca de su

infertilidad"? La respuesta a esta pregunta aparentemente obvia no se ha planteado previamente.

Además de esta pregunta, se formularon otras preguntas que culminaron en un cuestionario

anónimo dirigido a hombres infértiles de 6 preguntas que se distribuyó a nivel mundial a través del

sitio web de Fertility Europe (9), una organización que representa a las asociaciones de pacientes

en el campo de la infertilidad en más de 20 naciones europeas. Este fue el primer estudio a gran

escala y culturalmente diverso que informó específicamente sobre cómo se sienten los hombres

acerca de su infertilidad y su disposición a hablar al respecto, qué los motivó a buscar atención

médica y qué recursos utilizan para aprender sobre su condición. El objetivo era que, al aprender

las respuestas a estas preguntas, pudiera arrojar luz sobre cómo pueden sentirse más

comprometidos individualmente y en colaboración con su pareja a lo largo del viaje MAR. Una

forma necesaria de lograr este objetivo es comprender cuáles son las necesidades emocionales y

prácticas de los hombres, que a su vez les permiten compartir sus sentimientos. Además, este

estudio enfatizó la importancia de que los hombres sean más abiertos y compartan sus

sentimientos con su pareja, familia, amigos y grupos de apoyo, y al hacerlo se sentirán

empoderados, lo que resultará en una mentalidad emocional más positiva y, en consecuencia,

estar en una mejor posición de apoyo para su pareja.

Conclusiones

La Iniciativa de Salud Reproductiva Masculina MRHI surgió debido a la rápida acumulación de

evidencia de que el campo de la salud reproductiva masculina estaba desatendido, como lo

sugiere una disminución en la investigación traslacional y clínica en el área, datos que reflejan

disminuciones globales en el conteo de espermatozoides y datos emergentes de una asociación

entre salud somática y reproductiva, y algunas de las consecuencias negativas de esa asociación

se transmiten potencialmente a la descendencia.

Al generar conciencia sobre las brechas de conocimiento en MRH, el MRHI espera estimular a

los formuladores de políticas para que realicen cambios transformadores para aumentar el apoyo

financiero para la investigación de la salud reproductiva masculina, lo que resultará en mejores

pruebas de diagnóstico y mejores estrategias terapéuticas que, en última instancia, conducirán a

una reducción de la carga que actualmente soportan las mujeres. como sustitutos de la infertilidad

masculina. Además, MRHI tiene la intención de desarrollar recursos educativos que aborden las

necesidades de los hombres para que tengan más probabilidades de participar activamente en la

búsqueda de atención médica de MRH. El éxito de esta meta educativa tendrá un impacto positivo

no solo para el hombre que lucha contra la infertilidad sino también si su pareja sufre de infertilidad

porque se sentirá más cómodo para expresar abiertamente sus sentimientos y brindará más apoyo

emocional a su pareja a lo largo de este viaje MAR.
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