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INTRODUCCION

Gerardo Cerezo Parra
Rocio Nufiez Calonge
Monica Vazquez-Levin

Salud Reproductiva Masculina refiere al estudio del sistema reproductivo masculino, incluyendo
la funcién sexual y el potencial fértil, y puede verse influenciada por una variedad de factores, que
incluyen la genética, los habitos de estilo de vida, las exposiciones ambientales y ocupacionales,
asi como la edad. La infertilidad y las infecciones de transmisién sexual, asi como la andropausia
afectan la salud reproductiva masculina. Ademas, datos recientes indican que los hombres
infértiles tienen un mayor riesgo de trastornos somaticos, como el cancer, y mueren mas jovenes
en comparacion 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 anticoncepcion.

La evaluacién de la salud reproductiva masculina involucra el examen fisico y la historia
clinica, pruebas de laboratorio y estudios de imagenes del paciente. Las pruebas de laboratorio
incluyen la evaluacion del semen, desde caracteristicas basicas de los espermatozoides, estudios
bioquimicos de marcadores del plasma seminal y analisis de otros tipos celulares, asi como la
deteccién de anticuerpos antiespermaticos, infecciones bacterianas y virales. Las tecnologias
actuales incluyen en algunos casos, la evaluacién del nucleo espermatico y parametros
cinematicos del espermatozoide. De igual forma, en asociacién con los resultados de la evaluacion
clinica y de laboratorio, se realizan ensayos de diagndstico genético y molecular. En el futuro,
estos estudios se incrementaran con la incorporacién de herramientas de analisis global al
diagnéstico y seguimiento de los tratamientos, de manera similar a los abordajes utilizados en
otras patologias. La infertilidad masculina puede ser tratada con procedimientos orientados a la
restitucion de las funciones del aparato reproductor, asi como la aplicacién de diversos métodos
para la seleccion espermatica, procedimientos de reproduccién médica asistida de baja o alta
complejidad y otros asociados, como la criopreservacion vy vitrificacién espermatica. Se encuentran
en desarrollo tecnologias que no solo se centran en mejorar la performance del gameto masculino,
sino ademas su uso alternativo, por ejemplo, como transportador de drogas.

Mantener una salud reproductiva masculina adecuada es importante para el bienestar
general y especificamente para la funcidon sexual y reproductiva. Los chequeos regulares, las
opciones de estilo de vida saludables y las practicas sexuales seguras son importantes para
promover una salud reproductiva masculina 6ptima a lo largo de la vida. Abordar cualquier
problema relacionado con la funcién sexual, la fertilidad u otros problemas puede ayudar a
identificar y abordar los problemas de salud subyacentes y promover una calidad de vida éptimas.

El libro electrénico Salud Reproductiva Masculina, editado por los Dres. G. Cerezo
Parra, R. Nufiez Calonge y M. Vazquez-Levin, es el resultado de los generosos aportes de
expertas y expertos andrélogos de habla hispana, asi como de referentes internacionales que
enviaron sus capitulos en inglés y fueron traducidos por los editores para compendiar toda la
informacion en idioma castellano. El libro comprende un total de 30 capitulos con los aportes de 73
autores. Las tematicas abarcan aspectos importantes de la salud reproductiva masculina, desde
aspectos relevantes al diagndstico y tratamiento actual de la infertilidad masculina, tematicas de
anticoncepcion hormonal y la andropausia hasta temas innovadores como el concepto del uso de
los espermatozoides como micro-robots.

En relacion a la infertilidad masculina, el libro incluye varios capitulos que abordan
aspectos clinicos: “Evaluacion clinica de la infertilidad masculina”, a cargo de los Dres. C.G.
Salazar Lépez Ortiz, P. Cuapio Padilla y J.C. Salazar Trujillo; “Andrologia reproductiva del varén
adolescente”, por el Dr. F. Vasquez Rengifo; “Varicocele: Mas alla de un trastorno vascular’, a
cargo de los Dres. R. Lozano Hernandez y A. Rasguido y “La Azoospermia: Causas y
tratamientos”, por el Dr. G. Rey Valzacchi.



El libro ademas compendia capitulos relacionados al espermatozoide y estudios de
laboratorio para el analisis del semen. En particular, incluye un capitulo a cargo de los Dres. R.
Reyes Luna, H.M. Rodriguez Hernandez y G. Cerezo Parra titulado “Fisiologia del
espermatozoide humano” y otro a cargo del Dr. G. Voulgaridis sobre “Introduccién a la
espermatologia”’. El libro cuenta con un capitulo sobre “El analisis basico del semen”, a cargo
de Dres. G. Cerezo Parra, L. M. Lépez Pérez, S.A. Gonzalez Ortiz, L. Sarabia y H.M. Rodriguez
Hernandez. Destacamos ademas el aporte del Dr. T. Kruger, con su capitulo “El valor de la
morfologia espermatica en la practica clinica” y el del Dr. S. Long con el capitulo “Analisis de
células redondas y semen: Importancia y determinacién”. A estos materiales se suman los
aportes de los Dres. R. Lozano Hernandez y J. Velasco Carrillo sobre el “Impacto de las
infecciones en la fertilidad masculina” y el capitulo sobre “Efectos toxicos de la exposicion a
metales y plaguicidas sobre los espermatozoides, y su repercusion en la fertilidad”, a cargo
de los Dres. B. Quintanilla Vega, M. de J. Solis Heredia, A. Larrafiaga Parrado y E. Rojas Prado.

Teniendo en cuenta la relevancia que ha tenido el Manual de Evaluaciéon del Semen
Humano, emitido por la Organizacion Mundial de la Salud desde su primera edicion en el afio
1980, y que ha presentado su Sexta Edicion en 2021, es para nosotros un honor contar en este
libro con el aporte del Dr. L. Bjérndahl, uno de los expertos que desarrolld la ultima edicién, con su
capitulo titulado “Actualizacién 2021 sobre el examen basico del semen por la OMS y la ISO”.

La evaluacion del nicleo espermatico ha cobrado vital relevancia en este compendio y por
eso contamos con dos capitulos a cargo de la Dra. E. Baldi, experta a cargo de la elaboracion del
Manual de la OMS 6ta edicion. El primero, junto con las Dras. M. Muratori, S. Marchiani y L.
Tamburrino, es el capitulo titulado “Origen de la fragmentaciéon del ADN espermatico: Papel de
la apoptosis, inmadurez y estrés oxidativo”, y el segundo, “Fragmentacién del ADN
espermatico. Fundamentos y metodologia diagnéstica para el laboratorio de andrologia”, a
cargo de los Dres. J. Cicaré, C. Avendario 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
capitulo 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 acidos nucleicos, proteinas, metabolitos y lipidos, asi como de
la bioinformatica, se encontrard un capitulo sobre “Estudios globales en Andrologia: de la
investigacion al laboratorio clinico”, a cargo de los Dres. M.H. Vazquez-Levin, G.L. Verén, AA.
Manjon, C. Mariatti y D. Catalano.

Con una visién innovadora sobre el espermatozoide, su rol en la fecundacion y sus
propiedades como carrier de drogas para otras patologias, se incluye un capitulo titulado
“Microrrobética 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 criopreservacion
de semen humano y espermatozoides recuperados de tejidos del tracto y de la vitrificacion. Al
respecto, destacamos los aportes de los Dres A. Del Valle y M.H. Bhat, con su capitulo “Banco de
espermatozoides humanos en Canada”, el capitulo “Vitrificacion de espermatozoides
humanos: Efecto de crioprotectores y métodos de enfriamiento en la criopreservacion
espermatica” a cargo de los Dres. M. Wang, E. Isachenko, G. Rahimi, P. Kumar, P. Mallmann y V.
Isachenko, y el capitulo “Criopreservacion de espermatozoides testiculares”, a cargo de los
Dres. R. Nufiez Calonge y P. Caballero Peregrin. Dado que el estudio de la cinematica
espermatica sigue siendo de gran valor en el estudio del semen, el libro también incluye un
capitulo titulado “La importancia y las aplicaciones del analisis espermatico asistido por
computadora (CASA) en laboratorios de andrologia y centros de reproduccién 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 caida de la
calidad seminal en las ultimas décadas en otras regiones del globo, el libro incluye capitulos en
dichas tematicas, uno titulado “Impacto de la edad, los factores clinicos y socio-ambientales
en la calidad del semen”, a cargo de los Dres. G.L. Verdn, R. Molina y M.H. Vazquez-Levin, y un
capitulo “Disminucién de la calidad del semen en los ultimos 30 afios”, a cargo de la los Dres.
L.R. Villagran, N. Barrera, J. Montes y R. Sapiro.

El libro también incluye capitulos sobre los diferentes abordajes actuales para el
tratamiento de la infertilidad masculina: “Perspectiva actual del uso clinico 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. Garcia, R. Oliva y J.M.
Corral; “La andrologia en la era de las técnicas de reproduccioén asistida: La importancia del
estrés oxidativo y la genética” a cargo del Dr. J. Aitken; “Técnicas de procesamiento del
semen para inseminacién”, a cargo de los Dres. R. Nufiez Calonge, P. Caballero Peregrin y G.
Cerezo Parra y un capitulo sobre “Técnicas de micromanipulacion espermatica en el
laboratorio de reproduccioén asistida”, a cargo de los Dres. S. Fleming y D. Morroll.

El libro cuenta con dos capitulos altamente relevantes en la tematica de salud reproductiva
como son la andropausia y la anticoncepcion masculina. Al respecto de la primera tematica, los
Dres. C. Palma Ceppi, M. Marconi Toro, G.E. Ortiz Lara y S.A. Camarena Romero han aportado el
capitulo “Andropausia”, que aborda una revision actualizada de los diferentes aspectos del
Sindrome el Hipogonadismo de Inicio Tardio, que incluye datos epidemiolégicos, fisiopatoldgicos y
relacionados con alternativas terapéuticas del mismo. En relacién con la segunda tematica,
tenemos el honor de contar con la contribucién de cargo de los Dres. C. Wang, W. Butt, MD, H.S.
Lee y R. Swerdloff titulado “Anticoncepcién hormonal masculina: Una realidad”.

Ademas de los capitulos que abordan aspectos clinicos 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 mision”. Este capitulo describe el MRHI, sigla de la
Male Reproductive Health Initiative, una colaboracion mundial de expertos dedicada al avance de
la ciencia y a la practica de la medicina reproductiva masculina, que promueve la investigacion de
alta calidad tanto en ciencias basicas como clinicas, forjando colaboraciones con sociedades
profesionales para contribuir a la educacién e interaccion con grupos de apoyo a pacientes y
agencias de financiacion.

Estamos orgullosos del material compilado, de acceso libre y gratuito, al que pueden
acceder todos aquellos profesionales en formacién y formados de habla hispana. Agradecemos al
Dr. Craig Niederberger, Andrélogo renombrado de gran trayectoria internacional y hasta hace
muy poco Editor en Jefe de la revista Fertility and Sterility, por haber leido el libro y enviado su
comentario. Nuevamente agradecemos a todos y a cada uno de los autores de los capitulos de
este libro que han aportado con su conocimiento a la educacién permanente de los Andrélogos de
habla hispana. Esperamos que los contenidos sean de interés para los lectores.

Biol. Gerardo Cerezo Parra, Dra. Rocio Nufiez Calonge y Dra. Ménica Vazquez-Levin
Editores
2023
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Resumen

La intencidn de este capitulo sera otorgar las herramientas basicas 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 patologias mas
comunes.

Introduccion

La infertilidad es un problema de salud publica que en los ultimos afios 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 tendran como diagndstico infertilidad inexplicable o infertilidad idiopatica (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 excepcion, ya que no contamos con estudios que valoren la prevalencia de nuestra
poblacidn. En la mayoria de los casos, cuando los pacientes acuden a consulta con diagnosticos
de infertilidad, el factor masculino normalmente es el menos estudiado, por lo que este capitulo
tratara de otorgar las herramientas basicas para realizar una correcta historia clinica y anamnesis
integrando diagnésticos 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: anatomico, infeccioso, endécrino, genético y funcional, iniciando siempre con una evaluacion
masculina detallada a través de una historia clinica, examen fisico y analisis seminal para asi
poder identificar condiciones reversibles o factores que requieran de tratamientos especificos (3).

Es importante tener en cuenta que en algunos casos se necesitan estudios adicionales al
andlisis seminal debido a que el analisis de semen no proporciona informacion 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 concentracion y motilidad normales pero también alteraciones cromosémicas.
Ademas, la funcion y el grado de los defectos del ADN espermatico son controvertidos, hay



ejemplos en los que incluso con un analisis de semen normal, los hombres pueden tener
espermatozoides con componentes anormales.

El espermatozoide es la célula encargada de llevar y transmitir la informacién genética del
padre. Ademas, durante la fecundacion aporta al ovocito el centriolo necesario para la division
celular y un factor activador llamado oscilina. Ya que el espermatozoide aporta su genoma
haploide, es importante la integridad de su acido desoxirribonucleico (ADN) para la descendencia
(4,5).

Diagnéstico actual

Andlisis de
U - FIV/ICSI Muestra semen avanzado
espermatozoides
Analisis
multiparametrico
Terapia
Factor Inexplicable Diagnéstico futuro quimica

Tratamiento futuro

Figura 1. Diagnésticos y tratamientos. El factor masculino se indica en azul. Estd presente en el factor inexplicable. Se
muestran las herramientas de diagnéstico y los tratamientos. TESA (aspiracién de esperma testicular), TESE (extraccién de
esperma testicular), 1IU (inseminacién intrauterina), FIV (fertilizacién in vitro) e ICSI (inyeccién intracitoplasmatica 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 evaluacién como son a) el analisis de semen, b) pruebas especiales, c) técnicas de
reproduccion asistida y d) pruebas genéticas (4).

La historia clinica nos permitira identificar factores de riesgo desde edad, peso, talla, indice
de masa corporal (IMC) asi como antecedentes personales patoldgicos (antecedente de torsion
testicular, orquitis, epididimitis, trauma) y no patoldgicos (tabaco, alcohol, drogas, radioterapia,
quimioterapia, anabdlicos, funcidon sexual, pubarca, desarrollo sexual, descenso testicular) e
inclusive antecedentes traumaticos o quirdrgicos, todo aquello que puedan poner en riesgo la
fertilidad de la pareja, con el fin de integrar sintomas a través de los signos presentados por los
pacientes.

La exploracion fisica debe de ser sistematica, es decir, debe llevar un orden idealmente de
cabeza a pies, valorando datos clinicos como signos de obesidad, de endocrinopatias (estrias,
acantosis), tamarfio de glandula tiroides, presencia o ausencia de ginecomastia, asi como genitales
externos y la presencia de testiculos en bolsas escrotales, volumenes testiculares, distribucion de
vello, caracteres sexuales secundarios, epididimo, cordones espermaticos 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,
asi como descartar presencia de hipospadias o alteraciones anatomicas que dificulten la
eyaculacion. Durante la exploracion fisica también se valora la presencia, consistencia y volumen
testicular a través del orquiddmetro de Pradder, que mide el largo y ancho testicular mediante la
formula de Lambert, ya que los testiculos no presentan una forma esférica sino una forma
elipsoidal.

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

(Longitud x Ancho x Grosor x.5236). Volimenes menores a 15 ml se consideraran pequefios
(criptorquidia). Independientemente del método de eleccién debemos de recordar que el estandar
de referencia para medicion de volumenes testiculares continia siendo el ultrasonido testicular ya
que pose mayor especificidad y sensibilidad que el orquidémetro.

El ultrasonido nos permite valorar de manera sistematica y detallada el resto de los
genitales internos, otorgandonos informacién valiosa en conjunto con la morfologia y las
caracteristicas ecogénicas del tejido testicular (lesiones difusas, concéntricas, asi como hipo
ecoicas o hiperecoicas e inclusive presencia de micro litiasis,hidrocele). Es importante recordar
que al hablar de volumenes testiculares por ultrasonido el corte de normalidad sera por arriba de
los 12 cc (6).

Los cordones espermaticos se deben valorar desde una posicidbn supina y erecta
permitiendo detectar asi la presencia o ausencia de varicocele, una de las patologias mas
comunes al momento de la exploracion fisica que afecta indiscutiblemente la fertilidad en menor o
mayor grado dependiendo de etapa clinica en la que se encuentre. El varicocele se clasifica
acorde a los hallazgos en la exploracién fisica (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 valoracion (2,3) (Tabla 1).

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

Grado Palpable Clinica
0 No palpable No visible (Hallazgo
ultrasonogréfico)
1 Palpable (con Valsalva) || No Visible
2 Palpable con reposo No Visible
3 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 quirdrgicos dependera de la sintomatologia presentada y del grado
clinico que presente el paciente ya que la varicoceletomia tiene una tasa de éxito del 55-70%, por
lo que se concluye que el 40 % restante de pacientes no presentan una mejoria clinica posterior a
la cirugia (8,9).

Otra alteracién anatémica es la criptorquidia. Esta es una alteracién congénita frecuente
caracterizada por la ausencia de uno o ambos testiculos en la bolsa escrotal. Se encuentra en 5%
de los recién nacidos modificandose esta cifra a 2% ya que en algunos casos hay correccion
espontanea a lo largo de los primeros 3 meses de vida. En 20% de los casos de criptorquidia, los
testiculos no se lograran palpar ya que la localizacién sera a nivel de cavidad abdominal. La causa
de esta patologia es multifactorial aunque el factor determinante es una anomalia endocrina, por lo
que se vera afectada la fase de descenso testicular transabominal o inguinal dando como



resultado criptorquidia. Esto resulta secundario a una disfuncién en la sensibilidad y produccion de
androégenos esenciales para el descenso testicular en ambas fases.

Analisis de semen

El analisis seminal (OMS 2020) consta de un eyaculado, una mezcla de aportaciones de diferentes
glandulas como la prostata, las vesiculas seminales, Cowper y Littre. Se produce a partir de una
suspensiéon concentrada de espermatozoides almacenada en los epididimos emparejados,
mezclada y diluida principalmente por el liquido prostatico en la uretra y seguido del vaciado de la
secrecion de las vesiculas seminales. Las fracciones secuenciales no estan compuestas por igual.
El eyaculado tiene dos atributos cuantificables principales.

El nimero de espermatozoides refleja la produccion de espermatozoides por los testiculos,
la permeabilidad del sistema de conductos postesticulares, la eficacia de las contracciones del
musculo liso en los epididimos y los conductos deferentes para transportar activamente los
espermatozoides a la uretra, y la eficiencia eréctil de la eyaculacién para expulsar un eyaculado
rico en esperma. El volumen de liquido que aportan las distintas glandulas accesorias refleja la
actividad secretora de las glandulas y las siguientes contracciones del musculo liso que vacia cada
glandula. La vitalidad, motilidad y morfologia, junto con la composicién de los fluidos del
eyaculado, son importantes para la funcion de los espermatozoides. Existe evidencia de que el
volumen total y el contenido de espermatozoides de los eyaculados varian segun las
circunstancias en las que se produce el eyaculado. Los eyaculados producidos por la
masturbacion y recolectados en recipientes en una habitacién 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 duracién
diferente de la excitacion sexual, ya que el tiempo dedicado a producir una muestra mediante la
masturbacion también influye en el volumen y contenido de la eyaculacion.

El andlisis del semen es usado para evaluar la capacidad fértil del hombre. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha establecido una serie de parametros que relacionan la calidad del
semen con la fertilidad. Las caracteristicas analizadas son: volumen, pH, numero de
espermatozoides por unidad de volumen, motilidad, viabilidad y morfologia. En el 2010 se publicé
la informacién del 5° manual donde se mencionan los parametros macroscépicos y microscépicos
para poder determinar la calidad seminal de un individuo, indicando en las pruebas macroscdpicas
que para una muestra seminal normal el volumen minimo es de 1.5 mL, licuefaccién (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 microscopicas se debe tener movilidad espermatica = al 40%,
vitalidad = al 58%, concentracion =2 a 15 millones de espermatozoides por mL y morfologia normal
2 al 4%. Actualmente acaba de publicarse la actualizacion del 2020. En la Tabla 2 se muestran los
valores actuales y anteriores de evaluacion seminal (WHO 2020). Se estima que
aproximadamente del 10 al 15% de los varones infértiles presentan parametros dentro de los
rangos normales (10,11).

Tabla 2. Valores de referencia de los parametros del semen publicados en manuales consecutivos
de la OMS.

Manual OMS OMS OMS OMS OMS OMS oMS
1980 1987 1992 1999 2010 2020
Versidén 1st 2nd 3rd 4th 5th 6th

Caracteristica del
semen

Volumen (ml) ND z2 52 22 1.5 1.4




Recuento de 20 - =20 =20 =20 15 16
espermatozoides 200
(mill)
Recuento total de ND =40 =40 =40 39 239
espermatozoides
(mill/ml)
Motilidad total (%) 2 60 250 250 250 40 42
Motilidad progresiva || > 2* 2 25 220 225 32 30
(%) (Grado (Grado (Grado
a) a) a+b)
Vitalidad (%) ND 250 275 275 58 54
Morfologia (%) 80.5 250 > 308 141 4/ 4
formas normales
Leucocitos (mill/ml) <47 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
* Limite de referencia inferior obtenido a partir del valor del percentil quinto. Basado en
criterios de fertilidad; T Grado a, motilidad progresiva rdpida (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 eyaculacién; ¥ Progresién hacia adelante (escala 0-3); §Valor arbitrario; Valor
no definido, pero se sugiere un criterio estricto; // Criterio estricto (Tygerberg). OMS:
Organizacién Mundial de la Salud; ND: no definido. Tomado y modificado de Suresh et al,
2016.

Una vez evaluado el analisis seminal y en base a los parametros de la OMS, se define las
diferentes alteraciones seminales que puede tener un eyaculado y se da un diagnéstico. Dentro de
las etiologias o alteraciones que pueden encontrarse, mencionamos las siguientes:

Oligozoospermia

La oligospermia puede deberse a varios factores y a menudo es idiopatica. Suele asociarse
con otras alteraciones en el analisis de semen como la astenozoospermia o teratozoospermia. Los
pacientes con oligozoospermia deben evaluarse con estudios hormonales para descartar la
presencia de endocrinopatias. Cuando el recuento de espermatozoides desciende a niveles
inferiores a 5 millones requiere evaluacion con estudios genéticos, principalmente cariotipo y
microdelecién del cromosoma Y.

Astenozoospermia

La astenozoospermia es un término que se aplica cuando hay una disminucién de la
movilidad en los espermatozoides. En este caso, se necesitan estudios de viabilidad espermatica
para descartar necrozoospermia. También se debe plantear la sospecha de sindrome de cilios
inmdviles, que debe excluirse mediante una historia (infecciones recurrentes del tracto
respiratorio), examen fisico (situs inversus que denota sindrome de Kartagener en el 50% de los
casos) Yy microscopia electrénica que muestre la ausencia de los brazos de dineina, por lo que



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

consecuencia de condiciones asociadas con el estrés oxidativo, como el varicocele y la exposicién
al calor o a sustancias quimicas. También se reconocen infecciones genitales y mas cominmente,
etiologias idiopaticas.

Teratozoospermia

La importancia clinica, el tratamiento y las implicaciones de la teratozoospermia siguen sin
estar claras. Muchos estudios han explorado la influencia de criterios morfolégicos estrictos en la
inseminacion intrauterina (l1U), la inseminacion in vitro (FIV) y el embarazo con resultados mixtos.
Condiciones como el varicocele, la exposicion a farmacos téxicos, sustancias quimicas, calor y
enfermedades estan asociadas con una morfologia anormal de los espermatozoides.

Azoospermia

El primer paso en la evaluacién de un paciente con azoospermia es proceder con un
enfoque de diagnéstico y tratamiento organizado. Es obligatorio un examen fisico completo que
enfatice el tamario testicular y la presencia o ausencia de los conductos deferentes. Los estudios
de laboratorio, niveles séricos de FSH y testosterona, analisis del cariotipo en sangre y las pruebas
de microdelecion de Y y del volumen de semen también son de igual importancia. Un tamario
testicular adecuado junto con niveles normales de FSH indica la presencia probable de
espermatogénesis normal y sugiere "azoospermia obstructiva". Un testiculo de pequefio tamario,
por otro lado, con altos niveles séricos de FSH sugiere insuficiencia testicular o "azoospermia no
obstructiva" (12,13).

Pruebas complementarias

Dado que la seleccion natural permite que solo los espermatozoides con ADN intacto fertilicen, las
pruebas de dicha integridad del ADN se han vuelto mas relevantes debido al uso cada vez mayor
de técnicas de reproduccion asistida (TRA). El dafio del ADN de los espermatozoides afecta la
fertilidad y el resultado del embarazo, situaciones que no pueden detectarse mediante analisis de
semen de rutina. Se han desarrollado varias pruebas de fragmentaciéon del ADN durante los
ultimos 30 afios pero todavia existen muchos desafios relacionados con la estandarizacién de
dichas técnicas, ademas de que muchas de ellas son costosas de realizar. Estas pruebas son:

Ensayo de estructura de cromatina espermatica (SCSA)

Utiliza un tinte metacromatico que tiene una propiedad fluorescente diferente en presencia
de ADN monocatenario (rojo) o bicatenario (verde). La prueba es facil y rapida, pero esta limitada
por la subjetividad interobservador y el rapido desvanecimiento de la fluorescencia. Mide la
susceptibilidad del ADN del espermatozoide a la rotura y permite el analisis de gran cantidad de
espermatozoides. Sin embargo, proporciona solo el porcentaje de espermatozoides con mayor
susceptibilidad a las roturas del ADN pero no mucha informacién sobre la cantidad de dafio 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 faciimente
detectables, pero la configuraciéon de la técnica requiere mucha mano de obra, necesita un
software especifico para analizar los resultados y el dafio del ADN puede sobreestimarse.



La prueba de dispersion de cromatina espermatica (Halo)

La prueba del halo puede detectar faciimente el nimero de roturas de ADN de una o dos
hebras de los espermatozoides simples en un gran nimero de células. Al igual que con el ensayo
de cometa, la configuracion no es facil, se necesita un software dedicado y el dafio al ADN se
puede sobreestimar.

Evaluacioén de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Se han detectado ROS en el semen de muchos hombres infértiles con leucocitos
elevados. La prueba es particularmente util 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 estandar para evaluar oxidantes seminales, no hay consenso en este
momento con respecto a la inclusién del analisis como parte del diagnostico de rutina de un varén
infértil. Los siguientes son varios métodos para medir el estrés oxidativo seminal.

Quimioluminiscencia

El ensayo de quimioluminiscencia es el método mas comun para evaluar la concentracion
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 atii muy corta y deben medirse
rapidamente después de la recoleccién de semen. La reaccién produce fotones que se convierten
en sefiales eléctricas que se miden con un luminémetro. 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 aromatico nitro-sustituido, soluble en agua, amarillo,
que reacciona con los iones superoxido celulares para formar un derivado de formazan. Esto se
puede medir cuantitativamente con un espectrofotémetro. La reduccion de NBT es una prueba
facilmente disponible, facil de realizar, econdmica y altamente sensible.

Citometria de flujo

La citometria de flujo distingue los espermatozoides viables y no viables utilizando tintes
especificos como el yoduro de propidio (Pl) y Yopro-1. Sin embargo, la técnica implica el uso de
costosos instrumentos de citdmetro de flujo, personal capacitado y software para el analisis de
datos.

Determinacion de antioxidantes seminales

La medicidon de los niveles de catalasa, glutation peroxidasa y superéxido dismutasa
proporciona una evaluacion indirecta del nivel de oxidacién seminal. Se sabe que estas enzimas
antioxidantes naturales protegen a los espermatozoides contra el dafio oxidativo.

Estudios hormonales



Se solicitaran analisis hormonales Unicamente en aquellos pacientes en los cuales se sospeche
patologia de base ya que no se recomienda como estudio basico en pacientes masculinos con
infertilidad. Estas patologias pueden ser: disminucion de libido, disfuncién eréctil, oligozoospermia
y durante el abordaje de azoospermia cuando se sospeche de causa obstructiva, criptorquidia y
atrofia testicular (7).

Se solicitaran niveles hormonales de FSH, LH, Testosterona (total y libre), Estradiol, TSH
y Prolactina. Estos dos ultimos en aquellos pacientes con sospecha de patologias como
hiperprolactinemia secundaria a prolactinomas con datos clinicos como diplopia cefalea, tc ya que
se estima que hasta en el 40% de las hiperprolactinemias estaran asociadas a prolactinomas. La
medicién testosterona debe de realizarse entre las 8 y 10 am, siempre solicitando fraccion libre en
aquellos pacientes en los cuales se sospecha de hipogonadismo. La importancia de medir TSH
radica en que en pacientes con diagnosticos de hipotiroidismo se ha observado una disfuncién en
el epididimo y funcionamiento de células de Sertoli, lo que produce una disminucién de niveles de
SHBG, LH y FSH y una disminuciéon en niveles de volumen seminal, movilidad espermatica y
volumenes testiculares (2).

Pacientes en quien se sospeche la presencia de hipogonadismo hipergonadotropico (FSH
y LH elevadas con testosterona baja) se observara una deficiencia testicular con disminucion en la
produccién espermatica (Sx Klinefelter). En cuanto a pacientes con sospecha de hipogonadismo
hipogonadotrépico (FSH y LH bajas) asi como de esteroides sexuales, se debe de descartar
patologias como Sindrome 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 exploracién fisica o en analisis seminal, se
debera 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 parametros seminales asi como distintas patologias como prostatitis, uretritis,
orquitis y epididimitis siendo los responsables en la mayoria de los Escherichia coli, Chlamydia
Trachomatis, Ureaplasma realyticum y Neisseria gonorrhoeae. El tratamiento serda a base de
antibiético sugerido por antibiograma asi como el uso de antiinflamatorios y analgésicos en
algunos de los casos (2).

Pruebas genéticas

La contribucién de la genética al conocimiento de la infertilidad masculina es uno de los temas mas
estudiados en medicina reproductiva. Se reconoce claramente la influencia de varias alteraciones
genéticas que se detallan en revisiones excelentes sobre el tema, asi como en revisiones
especificas del paciente con azoospermia. Por lo general, los pacientes con afectacion en los
cromosomas sexuales, como el sindrome de Klinefelter (47,XXY) y las microdeleciones del
cromosoma Y, son infértiles.

No obstante, el advenimiento de las técnicas de reproduccion asistida de alta complejidad
como la fertilizacién in vitro, la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides y sobre todo la
combinacion de esta ultima con la recuperacion 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 trasmision de estas
enfermedades a la descendencia, por ejemplo, el paciente con sindrome de Klinefelter tiene un
riesgo tedrico de tener 50% de espermatozoides con contenido cromosémico aneuploide (con un
cromosoma de mas o de menos) y que al utilizarlos en un procedimiento de reproduccién asistida
estos espermatozoides trasmitan la constitucion cromosémica anormal (un cromosoma X
adicional) al embrién. En el caso de microdelecion del cromosoma Y, ésta se transferiria al 100%



de los hijos varones, que también serian 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, metodologia para su
diagndstico e implicaciones de trasmision.

Variante Fenotipo Prueba genética Implicaciones
genética diagnéstica genéticas
Sindrome de Hipogonadismo Cariotipo en sangre Riesgo de
Klinefelter hipergonatrépico, periférica, otros trasmisién por
(47,XXY) azoospermia tejidos, 0 ambos. ICSI
FISH para

cromosomas sexuales
(descartar mosaicos)

Otras variantes Variable Cariotipo en sangre Riesgo de
cromosOmicas: (infertilidad, periférica, otros trasmision por
alteraciones en insuficiencia tejidos, o ambos técnicas de
cromosomas testicular) reproduccién
sexuales, asistida
translocaciones

de autosomas

Microdeleciones
del cromosoma
Y
AZFa Principalmente Deteccidn de 100% de
sindrome de sélo STSs del Y por trasmisién a
células de Sertoli. PCR hijos varones
por técnicas de
reproduccién
asistida
AZFb, AZFc, Oligozoospermia Deteccidn de 100% de
AZFb+c severa 0 azoospermia. STSs del Y por trasmision a
PCR hijos varones
por técnicas de
reproduccion
asistida
gr/gr ;Oligozoospermia? Deteccién de En teoria 100% a
STSs del Y por los hijos
PCR varones,
implicaciones
desconocidas
b2/b3, b2/b4 ;Oligozoospermia? Deteccién de En teoria 100% a
STSs del Y por los hijos
PCR varones,
implicaciones
desconocidas




Mutaciones en Azoospermia Busqueda de Riesgo de
el gen obstructiva mutaciones trasmisién por
CFTR por obstruccién més frecuentes técnicas de
idiopatica epididimal, del gen CFTR. reproduccién
0 por ausencia Secuenciacion asistida
congénita de vasos completa del
deferentes. gen CFIR.
Fibrosis quistica.
Mutaciones en Enfermedad de Busqueda de Trasmision
el receptor Kennedy. tamafio del natural.
de andrégenos Cuadro de repetido CAG Riesgo tedrico
insensibilidad enelexénl. | de transmisién
a los andrégenos. Secuenciacién || por técnicas de
del receptor de reproduccién
andrégenos asistida
Mutaciones en Deficiencia aislada de Secuenciacién Riesgo tedrico
KAL-1, FSH o LH, retraso o del gen o genes de trasmisién
KAL-2 (FGFR1), trastorno del relacionados por técnicas de
PROK2/ desarrollo sexual, reproduccién
PROK2R, CHD7 || insuficiencia testicular. asistida
FGF8
GnRH1/GNRHR,
KiSS1/GPR54,
TAC3/TAC3R
Mutaciones en Deficiencia aislada de Secuenciacién Riesgo tedrico
FSHB, LHB o sus FSH o LH, retraso o del gen o genes de trasmisién
receptores trastorno del relacionados por técnicas de
(FSHR, LHCGR) desarrollo sexual, reproduccién
insuficiencia asistida
testicular

Pruebas genéticas e infertilidad del factor masculino

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

1. Azoospermia u oligospermia grave.

2. Testiculo de tamarfio pequefio o ausencia de conductos deferentes.

3. Varios abortos espontaneos.

También se deben realizar estudios para determinar las posibles alteraciones genéticas por factor
masculino. Estas son:

Aneuploidia cromosdmica en espermatozoides

La aneuploidia es una anomalia en el nimero de cromosomas y se produce como resultado de
un defecto meidtico durante la espermatogénesis. La hibridacién fluorescente in situ proporciona
un método para probar la aneuploidia cromosémica de los espermatozoides. Estas pruebas
detectan anomalias en los cromosomas (p. Ej., microdeleciones, translocaciones del cromosoma Y
o la presencia de mutaciones genéticas especificas, como el gen de la fibrosis quistica), que estan



asociadas con la obstruccion o la falta de los conductos deferentes. Se recomienda realizar
pruebas para detectar enfermedades genéticas cuando la infertilidad en hombres con < 5%
espermatozoides mdviles totales y podria estar relacionada con deleciones de genes, mutaciones
0 anomalias cromosomicas.

Anormalidad cromosémica

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 condicién se conoce como "sindrome de
Klinefelter" y resulta en infertilidad masculina. Durante una prueba de cariotipo, se pueden
encontrar otras anomalias cromosomicas, especialmente en parejas que tienen varios abortos
espontaneos 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 evaluacién adicional del
cromosoma Y muestra algunas secciones faltantes de este cromosoma Y. La descendencia
masculina también heredara dicha delecion del cromosoma .

Mutaciones de gen unico / fibrosis quistica (FQ)

Aunque la FQ es una afeccion 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 testiculos en estos hombres mediante
extraccion quirdrgica 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
diagnéstico, las posibles alternativas de tratamiento y las pruebas que se puedan aplicar.

Asimismo se debe realizar la exploracion fisica del varon para descartar alguna etiologia
previa a los procedimientos de reproduccion, posteriormente se debe realizar un andlisis seminal
completo en base a la normativa de la OMS y determinar la calidad del mismo. Se sabe que no es
suficiente con el andlisis de semen, por lo que se requiere saber el fundamento de aquellas
pruebas complementarias que ayuden en la evaluacién del gameto masculino.

Se debe de tomar en consideracion ademas la evaluacion 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 reproduccion es el proceso por el cual los organismos crean descendientes. Es una
caracteristica comun que presentan todos los seres vivientes y es esencial para asegurar la vida de
las especies. En la reproducciéon humana, dos clases de células sexuales o gametos se encuentran
involucrados, el espermatozoide, que es el gameto masculino y el évulo, el gameto femenino.

A partir de un grupo de células madre que se renuevan automaticamente, las células
germinales masculinas se desarrollan en los tibulos seminiferos de los testiculos 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 morfoldgicas para dar lugar a los espermatozoides maduros.

Testiculos

Los testiculos humanos son dos érganos con forma ovoidea, de superficie lisa, con un diametro de
2,5 x 4 cm que se encuentran contenidos en una capsula de tejido conectivo, la tinica albuginea. El
parénquima de los testiculos se encuentra dividido en unos 370 I6bulos (Figura 1A), estos consisten
en tabulos seminiferos y tejido intertubular, que contienen grupos de células endocrinas, las células
de Leydig y otras adicionales. Los tubulos seminiferos son asas en espiral (Figura 1B), sus
extremos se abren a los espacios de la rete testis (2). El liquido secretado por los tubulos
seminiferos es conducido de la rete testis al conducto eferente y depositado en el epididimo.

Estructura de los tubulos seminiferos

Los tubulos seminiferos estan constituidos del epitelio germinal y tejido peritubular (lamina propia)
(Figura 1C). El didametro promedio de los tubulos es de aproximadamente 180 pym, la altura del
epitelio germinal es de 80 um y el grosor del tejido peritubular es de 8 um. El epitelio germinal
consiste de células en diferentes estados de desarrollo que se denominan espermatogonias,
espermatocitos primarios, secundarios y espermatides. Estas células se encuentran dentro de
invaginaciones de las células de Sertoli (Figura 2A).
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Figura 1 (A) Dibujo de una seccién transversal de un testiculo humano incluido en parafina. (B) Dibujo semiesquematico del
arreglo de los tubulos seminiferos en el testiculo humano y del sistema de ductos en el epididimo. (C) Dibujo de una seccién
transversal de un tubulo seminifero.

Las células de Sertoli estan conectadas por uniones estrechas a través de sus membranas
plasmaticas que separan el epitelio germinal en un compartimento basal y adluminal. Las "uniones
estrechas" forman la barrera hemato-testicular de los testiculos. Durante la maduracion, las células
germinales atraviesan esta barrera y entran al compartimento adluminal donde encuentran
proteccién de sustancias extrafias. Otras funciones de las células de Sertoli son (3).

1. Sustento y nutricién para las células germinales.
2. Liberacién de las espermatides a la luz del tibulo seminifero (espermiacion).

3. Produccién de sustancias endocrinas y paracrinas para la regulacion de la
espermatogénesis.

4. Secrecion de una proteina (ABP) que es necesaria para el mantenimiento de una
concentracion adecuada de testosterona en el epitelio seminifero.

5. Interaccién endocrina con las Células de Leydig.



Espermatocito
primario

Espermatide Célula de Sertoli
madura
Espermatide
inmadura
Lamina
propia

Figura 2. Dibujo de una seccién del epitelio germinal en el tibulo seminifero.

El tejido peritubular (lamina propia de los tubulos seminiferos) consiste en aproximadamente 5
capas de mioblastos entremezclados con tejido conectivo. Los mioblastos provocan contracciones
peristalticas del tubulo seminifero que transportan a los espermatozoides inmaoviles al rete testis (4).
El espesor del tejido peritubular es de alrededor de 8 um.

Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso complejo en donde una poblacién de células germinales
produce espermatozoides. Se inicia en la pubertad después de un largo periodo de preparacién en
el feto y el infante. Se pueden distinguir dos etapas principales: 1) la espermatocitogénesis, que
corresponde a la diferenciacién de las espermatogonias hasta las espermatides; esta etapa incluye
varias divisiones mitéticas y las dos divisiones meidticas y 2) la espermiogénesis que se refiere a la
transformacion de las espermatides hasta los espermatozoides y no incluye divisiones celulares (5).

1.- En la espermatocitogénesis, las células espermatogénicas mas primitivas reciben el
nombre de espermatogonias primitivas o células madre espermatogénicas, las cuales tienen una
dotacion cromosdmica diploide (2n) y estan situadas en la porcién mas periférica de los tubulos
seminiferos 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 mas indiferenciadas de las células espermatogénicas, presentan un nucleo
ovoide notablemente baséfilo 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 nucleo es menos basdfilo. Estas células al
dividirse por mitosis dan lugar a las espermatogonias de tipo B. Las espermatogonias tipo B
aumentan de tamario presentan un nucleo 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 cromosdmica 46XY. Estos espermatocitos primarios son
células mas voluminosas y representan la ultima generacion de espermatogonias que se originan
por mitosis (6).

Los espermatocitos primarios experimentan la meiosis en donde se observan cambios en la
configuracién de la cromatina en el nucleo después de la ultima division de la espermatogonia. Los
espermatocitos primarios son las células mas grandes del epitelio germinal (Figura 3) (7) y su
meiosis inicia en leptoteno de la profase | en el compartimiento basal del epitelio germinal. Después
de pasar la barrera de las células de Sertoli los espermatocitos alcanzan el compartimiento
adluminal y contintian con cigoteno, paquiteno y diploteno. Durante la profase | se lleva a cabo la
duplicacién del ADN, la condensacion de los cromosomas, el apareamiento de los cromosomas
homdlogos y los entrecruzamientos. Después de la primera division meidtica, las células se
denominan espermatocitos secundarios, estas células ya no experimentan duplicacién de ADN y se



dividen rapidamente para formar las espermatides. Las dos divisiones celulares de cada
espermatocito dan como resultado cuatro células haploides denominadas espermatides, estas
células experimentaran un proceso de diferenciacion 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 citoplasmaticos que forman sincicios, esto permite un desarrollo sincronizado de
las células espermatogénicas, las cuales garantizan una produccion constante de espermatozoides
(5). Las conexiones sinciciales son mantenidas a través de las etapas de espermatogonia y
espermatocitos y son disueltas en las etapas avanzadas del desarrollo de las espermatides. 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.
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Figura 3. Imagen tomada de: Cerezo Parra, G. (Eds). (2022). Manual para el Andlisis del Semen Humano: Una Guia
Préactica.

Espermiogénesis

Cada una de las espermatidas entran en un proceso de citodiferenciacién denominado
espermiogénesis, durante el cual van a sufrir una serie de cambios que los transforma en un
espermatozoide haploide con una morfologia caracteristica. Este se lleva a cabo en tres fases:

1) Condensacién de la cromatina nuclear en aproximadamente un décimo del volumen de
una espermatide inmadura. Durante esta fase la espermatide sufre una serie de cambios nucleares
que incluyen la condensacién de la cromatina y la migracién del resto del citoplasma hacia la region
que sera en futuro la pieza intermedia y el flagelo. La condensacion de la cromatina comienza con
la formacion del nucleosoma, que es la base estructural de la cromatina. El nucleosoma comprende
una cadena de DNA que rodea un octamero o nucleo de histonas (H2A, H2B, H3, H4), (8). Cada

nucleosoma esta conectado por un ‘“linker” (histona H1) al DNA que le da a la cromatina de tipo
somatico la apariencia cuendas en un collar (9). Esta organizacién de la cromatina desaparece y las
histonas son reemplazadas por proteinas de transicién que posteriormente seran reemplazadas por
protaminas que son las responsables de la condensacion final y la estabilizacién de la cromatina del



espermatozoide (10). La interaccion del DNA con las protaminas es unica, involucra el
enrollamiento del DNA espermatico en subunidades toroidales, también conocidas como “doughnut
loop”. Al final de la espermiogénesis el nucleo del espermatozoide puede estar empaquetado en
50,000 estructuras toroidales (11). En esta etapa de condensacién los granulos de cromatina se
transforman en un fino material homogéneo que llena de manera uniforme todo el nucleo
espermatico. La remodelacion de un nucleo esferoide a uno alargado y aplanado es llevada a cabo
en esta fase y produce espermatozoides caracteristicos de cada especie. Asi, la espermatide se
transforma finalmente en un espermatozoide funcionalmente inmaduro que sera liberado en el
tubulo seminifero (12).

2) Formacion de la vesicula acrosomal a partir del aparato de Golgi y su unién al nucleo en
la parte apical de la célula. En esta fase los granulos post-acrosémicos que emergen del aparato de
Golgi se fusionan para formar el pro-acrosoma el cual tiene la apariencia de una vesicula que se

coloca sobre la parte anterior o apical del nucleo y que finalmente se transformara en acrosoma
(12).

3) Desarrollo de la estructura del flagelo e implantacién en el nucleo. Al mismo tiempo que
se forma el pro-acrosoma, se inicia la formacién del flagelo en el polo opuesto al de la adhesion de
la vesicula acrosomal. El centriolo proximal se acerca mas al nucleo y forma una base para la unién
del flagelo con la cabeza (12).

De esta forma la espermatide desarrolla la configuracién que la capacita para dejar el
epitelio germinal y ser liberados a la luz de los tubulos seminiferos durante el proceso denominado
espermiacién. Normalmente un numero de espermatides presenta malformaciones. Estas
malformaciones pueden afectar solo el acrosoma, el nucleo o el flagelo o puede ser la combinacién
de ellas (13). Normalmente, un gran numero de espermatidas presenta malformaciones que pueden
afectar el acrosoma, el nucleo o el flagelo.
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Figura 4. Imagen tomada de: Cerezo Parra, G. (Eds). (2022). Manual para el Anélisis del Semen Humano: Una Guia
Practica. Diferenciacién de un espermatozoide sin acrosoma. La condensacién nuclear y el desarrollo de las estructuras del
flagelo no se alteran. El acrosoma no establece contacto con el ntcleo de la espermatide y permanece en el citoplasma de la
célula de Sertoli.



Espermiacién

La liberacion de las espermatidas maduras del epitelio germinal al lumen de los tibulos seminiferos
es manejada por las células de Sertoli, como resultado de la cooperacién de filamentos
intermediarios y tabulos citoplasmaticos de las mismas células. Las espermatides maduras cerraran
sus puentes citoplasmaticos se desconectaran del epitelio germinal y se liberaran, en este momento
se les denomina espermatozoides. Al mismo tiempo, pequefias partes de las espermatides con
granulos de RNA, algunas mitocondrias, gotas de lipidos y fragmentos de membranas son
liberadas, éstos ultimos forman los llamados cuerpos residuales.

Espermatozoide

La forma que adquiere el espermatozoide es adecuada para su transporte hacia el gameto
femenino. Por ello, el nucleo 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 mamifero mas diferenciada, mide 60 ym de largo; esta
formado por la cabeza y el flagelo. El nicleo 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 formara el cigoto. El acrosoma es una vesicula secretora que se encuentra en la parte
apical de la cabeza y que participara en la reaccién acrosomal.

La cabeza es aplanada y mide de 4 - 5 ym de largo y 3 um de ancho; esta formada por el
nucleo y el acrosoma. El nucleo 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 formara el
cigoto. El acrosoma es una vesicula secretora que se encuentra en la parte apical de la cabeza y
que participara en la reaccion acrosomal.

El flagelo tiene tres regiones: cuello, pieza intermedia y pieza principal, el diametro del
flagelo es de 1 — 2 pym y la longitud total de 60 pm. El cuello es un estrechamiento que sigue a la
cabeza y da origen al flagelo, este es corto y esta 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
pm, es el extremo proximal del flagelo y contiene el axonema y un par central de microtubulos mas
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 plasmatica
que la limita externamente (Figura 5). La pieza principal sigue a la pieza intermedia y es la parte
mas larga del flagelo (=45 um). En ella, la envoltura mitocondrial ha sido sustituida por la envoltura
fibrosa. La configuraciéon de las fibras densas varia de la pieza intermedia a la pieza principal. A
medida que avanzan hacia el extremo caudal del flagelo, las fibras densas son mas finas (5).

La morfologia 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 maduracién de las membranas celulares. La
movilidad de los espermatozoides depende principalmente del normal desarrollo de la estructura
denominada axonema (por ejemplo, los dobletes de microtubulos, brazos de la proteina dineina,
etc), la presencia de la envoltura de mitocondrias en la pieza media y la implantacion del flagelo en
el nucleo 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).

Fisiologia del sistema reproductor masculino

En el feto masculino, los testiculos se desarrollan cerca de los rifiones y justo antes del nacimiento
descienden al escroto. La testosterona es producida en los testiculos, estimula la produccion de
espermatozoides y da las caracteristicas sexuales secundarias al inicio de la pubertad.

Los testiculos presentan dos funciones: 1) endocrinas (produccién de hormonas sexuales) y
2) génesis y maduracion de los gametos masculinos o espermatozoides.

Las hormonas sexuales masculinas desarrollan por primera vez su efecto en la primera
etapa embrionaria para la diferenciacion sexual, hacia la séptima semana de gestacion se libera
una pequefia cantidad de andrégenos, que inhibe la formacion o el desarrollo de ese embridén en un
ser femenino. Si no se produjera esta liberacion, apareceria el pseudohermafrodismo, que es un
trastorno en la diferenciacion sexual en donde los testiculos apareceran en el abdomen y los
individuos poseen genitales externos femeninos.

La siguiente fase en la producciéon de hormonas, aparece en la pubertad, desaparece un
freno hipotaldmico y empiezan a producirse los ciclos hipotalamicos-hipofisiarios (maduracién
sexual). En la maduracién, aparece la formacion del semen por la accion de la hormona foliculo
estimulante (FSH) que actia sobre las espermatogonias presentes en los tubulos seminiferos,
encargados de la produccién y maduracién de los espermatozoides.

La regulaciéon de la funcién testicular es mediada por el eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo
mediante un mecanismo denominado feed-back. La produccion de espermatozoides y la secrecién
de testosterona por el testiculo son dependientes de la estimulacién por las gonadotropinas de la
pituitaria: la FSH y la hormona luteinizante (LH), que son secretadas en respuesta a la hormona
liberadora de gonadotropinas hipotalamicas (GnRH). La testosterona (T), que es esencial para la
iniciacion y mantenimiento de la espermatogénesis, es secretada por las células de Leydig adultas
bajo la estimulacién de la LH. La testosterona actua via receptores de andrégenos (ARs) en las
células de Sertoli, Leydig y peritubulares, en lugar de actuar sobre las células germinales (16).

La FSH actia via receptores de superficie acoplados a la proteina G localizados
exclusivamente en las células de Sertoli. La FSH presenta un papel clave en el desarrollo del
testiculo inmaduro, particularmente al controlar la proliferacion de las células de Sertoli (17).
Ademas, la espermatogénesis en humano es cuantitativamente dependiente de FHS. Las
secreciones de FSH son reguladas por una alimentacién 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 ademas de sus funciones endocrinas. Existe evidencia de que las células de
Leydig expresan serotonina, enzimas que sintetizan catecolamina, diferentes antigenos
caracteristicos de las células nerviosas, también como neurohormonas y sus receptores,
neuropéptidos, moléculas de adhesién celular, componentes del sistema NO/cGMP, componentes
del sistema renina/angiotensina, proteinas de los neurofilamentos, proteinas de las vesiculas
sinapticas y de almacenamiento y numerosos factores de crecimiento y sus receptores. Ademas,
las células de Leydig poseen antigenos caracteristicos 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-mitdsis, que no se dividen y con propiedades pluripotenciales.
Algunos de los antigenos neuronales (por ejemplo, la sustancia P, NO, péptido natriurético tipo C,
catecolamina, IGF1, TGF-B, PDGF) estan involucrados en los mecanismos de regulaciéon autocrino
y/o paracrino del testiculo (19) tales como produccién de testosterona, mantenimiento del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadal, la comunicacién local entre las células soméaticas del 6rgano (Células
de Leydig, células peritubulares, células de Sertoli), la regulacion del flujo sanguineo en los vasos
del testiculo y la permeabilidad de hormonas y sustancias nutrientes, también como la
contractibilidad de los tabulos seminiferos y de la tanica albuginea. Las células de Leydig ahora son
consideradas una parte del sistema neuroendocrino (19, 20, 21).

Diferentes aspectos de la organizacion y funcion de las células de Leydig como
degeneracién, hiperplasia o tumores degenerativos comiunmente aparecen a lo largo de las
alteraciones de la espermatogénesis. El numero de células de Leydig no necesariamente



correlacionan con la producciéon de la hormona. Se ha demostrado por investigaciones
inmunohistoquimicas que en los casos de un incremento en el nimero de células de Leydig la
produccion de testosterona se lleva a cabo en muy pocas de estas células (22).
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Objetivo

Revisar nuestro conocimiento y metodologia 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 Espermatologia, a pesar de que algunos
especialistas en Reproduccién Humana suelen malinterpretar su relacién con la Andrologia. Ellos
soélo estan interesados en la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides ignorando que el
semen en realidad puede proporcionarnos informacion sobre el estado de salud del tracto genital
masculino. Los hombres rara vez presentan sintomas cuando su tracto genital no esta sano. Es
por esto por lo que el chequeo androldgico preventivo periddico, que necesariamente incluird un
andlisis de semen, es aun mas 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 Espermatologia especializados que brinden acceso equitativo a la atencién
médica de calidad adecuada.

Definiciones

Espermatologia es la rama de la Biologia que se ocupa del estudio (del griego: -Aoyia, -
logia, de la raiz Aoy-; variante ablativa de Aey-, Aéyeiv, hablar; el sustantivo en -Aoyia denota el
departamento de conocimiento o estudio) del semen (del griego: oTrépua, spérma, semen; genitivo
otrépparog, spérmatos, del semen), en todos los niveles de organizacion desde la célula hasta el
organismo.

Espermatdlogo es el cientifico graduado en Ciencias Bioldgicas y que se ocupa del estudio
del semen.

Laboratorio de espermatologia es un laboratorio dirigido por un cientifico graduado en
Ciencias Biolégicas y que se ocupa del estudio del semen.

Andrologia es la rama de la Medicina que se ocupa del estudio del hombre (del griego:
avdpag, andras, hombre (masculino); genitivo avdpdg, andros, del hombre (masculino)) y es una
subespecialidad clinica (en algunos paises una especializacién) de Urologia.

Concienciacion ineficiente sobre la salud masculina

La conciencia ineficiente sobre la Salud del Hombre a nivel mundial expone a hombres, mujeres y
nifios a un riesgo significativo de sufrir una situacién que amenaza su calidad de vida, lo que
también puede conducir a una condicion que amenaza la vida.



Las irregularidades en el ciclo menstrual notifican a una mujer sobre un mal funcionamiento
de sus ovarios. Ademas, las infecciones genitales suelen ser sintomaticas en las mujeres, que de
todos modos consultan regularmente a su ginecélogo. De hecho, hace varios afios que a las
mujeres se les ensefia a someterse a un chequeo preventivo que incluye la prueba de
Papanicolaou.

Los hombres apenas pueden percibir una infeccién de préstata o un mal funcionamiento de
sus testiculos. A pesar de la falta de sintomas, a los hombres no se les ha ensefiado a consultar a
un urélogo de manera preventiva ya en la adolescencia. Los Sistemas Nacionales de Salud
promueven el chequeo uroldgico preventivo solo para hombres mayores de 50 afios.
Desafortunadamente, a esa edad la cronicidad de una infeccion urogenital asintomatica ha llevado
a darios irreversibles.

Dado que los hombres jéovenes no suelen consultar a un urélogo, cuando se trata de
fertilidad, siempre es la mujer quien debe consultar a su ginecélogo. En ausencia de su urélogo, es
el ginecdlogo el que solicita un andlisis 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 ginecdlogos, ignorando este hecho, utilizan los valores de referencia de la OMS para decidir si
aconsejar la inseminacion intrauterina (1IlU) o fecundacién 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 reproducciéon en humanos se logra mediante la “colaboracion” de ambos sexos,
esta colaboraciéon no se cumple en el campo de la Reproduccién Asistida

Los ginecologos no suelen aconsejar a los hombres subfértiles que deben consultar a un urélogo.
La OMS no es una excepcién. Hace dos afios, la Asociacién Helénica de Espermatologia (HAS)
comunico al Departamento de Salud e Investigacion Sexual y Reproductiva (SRH) de la OMS la
publicacién de una investigacion que trata sobre un andlisis de semen que evalua el tracto genital
masculino y la promocién de un chequeo preventivo de los varones en la adolescencia (1).
Inesperadamente, esa comunicacion fue respondida por un ginecélogo, quien también pidié la
opinidn de otros dos ginecélogos. Aunque el H.A.S. apoya la cooperacién interdisciplinar, sostiene
que los urdlogos, no los ginecologos, son los competentes para tratar cualquier cuestion relativa a
la salud de un hombre, incluida su capacidad fecundante. Las respuestas del departamento de
SSR de la OMS fueron decepcionantes. Se admitié que el departamento de la OMS dedicado a la
Reproduccién Humana carece de urélogos. El departamento también sugirié contactar a las
asociaciones ginecoldgicas IPPF y ESHRE para expertos en temas relacionados con la Salud del
Hombre ignorando que la ESHRE, una organizacién formada por ginecélogos para los intereses
de los ginecélogos, a pesar de que dice tener un grupo de Andrologia (SIGA), esta dirigido por
ginecodlogos; mientras que la IPPF también es una organizacion formada por ginecélogos, pero los
ginecélogos de esta ultima estan interesados principalmente en la anticoncepcién mas que en la
concepcion.

El departamento de Salud e Investigaciéon Sexual y Reproductiva de la OMS es en realidad
un departamento de Salud de la Mujer

El departamento de SSR esta dividido en siete Unidades técnicas, todas ellas relacionadas con la
Salud de la Mujer. Irénicamente, a pesar de que este departamento afirmé que el titulo
recientemente atribuido a este departamento refleja con mayor precision el trabajo que realiza su
personal (https://www.who.int/reproductivehealth/news/msg-from-RHR-HRP/en/), el la biografia del
mismo personal demuestra que todos se enfocan en la salud de la mujer. Incluso los valores de
referencia de la OMS para la evaluacién 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 Organizacion Mundial de la Salud carezca de urélogos,
urdlogos-andrélogos y bidlogos-espermatdlogos es inaceptable. Estos son los cientificos
competentes para tratar los temas relacionados con la salud de los hombres, es decir, la salud de
la mitad de la poblacién mundial humana. La necesidad de racionalizar la organizacion y
funcionalidad del departamento de SSR es por lo tanto obvia y obligatoria. Un departamento
dedicado a la salud sexual y reproductiva debera brindar servicios iguales a mujeres y hombres.
Estudiara la salud sexual y reproductiva de las mujeres por igual que la salud sexual y
reproductiva de los hombres. Este servicio estara, por tanto, dirigido a partes iguales por



ginecélogos, endocrinélogos, urélogos-andrélogos, bidlogos-embriélogos, bidlogos-
espermatdlogos y psicologos.

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

Como ya se mencioné anteriormente, la falta de educacién en el chequeo preventivo del tracto
genital masculino, la falta de sintomas en los hombres y el hecho de que generalmente se
establece que los ginecélogos son competentes y suficientes por si 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 despertara la
preocupacion publica.

Las decisiones de la OMS son fundamentales para sincronizar las campafias
internacionales y los programas nacionales de salud con este fin. La conciencia centralizada es
fundamental para la planificacion estratégica de las directrices internacionalmente aceptadas. En
consecuencia, es obligatoria la provision de un departamento dedicado a la Salud del Hombre en
la Sede de la OMS. Este servicio estara dirigido por urélogos, urélogos-andrélogos y bidlogos-
espermatdlogos. Llevara 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 reproduccion.

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

La Organizacién Mundial de la Salud admite que el analisis de semen siguiendo sus valores de
referencia y las metodologias de la OMS no se utilizara con fines de diagndstico (2) (3). De hecho,
la explicacion de que la OMS que cita en el prefacio de la 42 edicion del manual para la valoracion
del semen humano es caracteristica: ‘Cabe sefialar que no es objeto del manual establecer los
valores seminales minimos o mas bajos compatibles con la consecucién de un embarazo, in vivo o
in vitro. ... Los rangos de referencia para el semen humano presentan algunas dificultades
conceptuales. La relacion 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 aun pueden
ser fértiles, mientras que los hombres con una calidad de semen mejor que el promedio producen
embarazos a tasas mas altas que el promedio. ... . Finalmente, se debe enfatizar que el objetivo
principal de este manual es fomentar el uso de procedimientos estandar para establecer valores
de referencia (anteriormente llamados valores "normales”) para el analisis 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 seguian las mismas
metodologias para la evaluacion de los parametros seminales. No estaban evaluando los mismos
parametros, 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 andlisis de semen de acuerdo con el manual de la
OMS” (Organizacion Mundial de la Salud, 2010, cap.1 par.1.1, pag.1). De hecho, los valores de
referencia de algunos parametros se estimaron utilizando 400 analisis y algunos otros utilizando
los datos de 1900 andlisis. Desde el punto de vista de un estadistico, el proceso antes
mencionado utilizado para la determinacion de los valores de referencia hace que estos valores
sean, sin duda, poco fiables. Ademas, 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 parametros fisicoquimicos y los tipos de anomalias morfolégicas no han despertado
suficientemente la preocupacion de los interesados en la capacidad fecundante del semen. Como
resultado, estdn mal descritos en el manual de la OMS y rara vez se reportan en un analisis de
semen, especialmente cuando este analisis se realiza en un laboratorio no especializado o en una
clinica de FIV. Incluso cuando estos parametros se evaltian e informan en el analisis de semen, la
mayoria de los expertos no estan interesados en su valor diagnéstico. La OMS revela su
subestimacion de las caracteristicas fisicoquimicas, una vez mas, en la 62 edicién de su manual. A
pesar de que el equipo editorial acusé la “falta de detalle en manuales anteriores” por la
discordancia entre laboratorios, los autores de la Ultima edicion lo volvieron a hacer.
Lamentablemente, el equipo editorial confunde varias veces la viscosidad con la licuefaccién y



viceversa (4). Ademas, no es de extrafiar que el pH seminal, un indicador muy fuerte de
inflamacion, esté absolutamente desacreditado. Irénicamente, la presencia de inflamacion es
fundamental en el desarrollo de especies reactivas de oxigeno, lo que, por el contrario, atrajo el
interés del ultimo equipo editorial. Dedicaron el tercer y cuarto capitulo a los “examenes” sin valor
diagnéstico probado. Después de todo, el equipo editorial esta interesado en la capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides, no en el estado de salud del tracto genital masculino.

Ademas, una vez mas, la OMS dudas sobre la ortodoxia de los métodos descritos en su
manual: “Los métodos descritos aqui pretenden ser una guia para mejorar la calidad del andlisis
del semen y la comparabilidad de los resultados. No necesariamente deben ser tomados como
obligatorios por los organismos de acreditacién 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 diagnosticos en la practica clinica (World Health Organization,
2010, ch.1 par.1.3, pag.1). Los ginecologos usan estos valores para decidir si el semen de alguien
es fértil o no. Mas preocupante aun es el hecho de que estos valores estan siendo mal utilizados
por los urélogos para decidir si un varicocele debe ser operado quirargicamente o no.

Como la OMS admite en el citado extracto, los valores de referencia dependen de factores
exdgenos, como la ‘fecundidad femenina’. Obviamente, los valores de referencia que dependen de
factores exdgenos no son apropiados para la evaluacion de una condicion intrinseca,
especialmente para la evaluacién de la salud de un hombre. Por lo tanto, un analisis de semen se
referird a factores endégenos. Ademas, para determinar los intervalos de confianza de los valores
fisiologicos de cada uno de los parametros seminales, la evaluacion se realizara con referencia a
la funcion fisiolégica del aparato genital masculino.

Por ultimo, pero no menos importante, como ya se menciond, varios estudios verificaron
que los criterios y metodologias de la OMS no se implementan ni desde los laboratorios no
especializados ni desde las clinicas de FIV, a pesar de que afirman realizar analisis de semen
segun el manual de la OMS.

Aunque la OMS consciente de la interpretacion erronea y el mal uso de sus
recomendaciones antes mencionado, la Organizacion insiste en editar manuales que traten sobre
la capacidad fecundante del semen y en contratar a ginecdlogos que se dicen expertos en
Andrologia y Espermatologia en la redaccion del manual que trata sobre el estudio del semen, un
producto del aparato genital masculino.

El analisis de semen debera ser realizado unicamente por personas con titulo en Ciencias
Biolégicas y con formacién especial en Espermatologia

Un estudio reciente, en Grecia, que incluyd 139 analisis de semen de 67 laboratorios, de los
cuales eran 39 de Microbiologia, 2 de Biologia Molecular, 23 de A.R.T. laboratorios y 3 laboratorios
de Espermatologia, mostr6 que ninguno de los laboratorios de Microbiologia sigue las
recomendaciones de la OMS, que los analisis realizados en las clinicas de FIV (laboratorios de
TRA) tienen omisiones importantes y que solo los laboratorios de Espermatologia realizan un
andlisis de semen segun las recomendaciones de la OMS (Voulgaridis, 2018, par.5, pag.10-13 y
anexo |, pag. 42-50). Varios estudios en otros paises y mas precisamente en Polonia, Reino Unido,
Espaina, Noruega, Alemania, EE. laboratorios especializados es la falta de equipo adecuado y
capacitacion, mientras que para las clinicas de FIV es la falta de interés (1, 5, 6, 7, 8, 9).

Después de todo, dado que la Espermatologia es una rama de la Biologia, solo una persona
con un titulo en Ciencias Bioldgicas y una formacion especial en Espermatologia es competente
para realizar estudios de investigacion en Espermatologia y realizar un analisis de semen.

El problema radica en que el analisis de semen siempre se ha considerado como una
prueba de fertilidad

De hecho, los ginecdlogos (y, por lo tanto, las clinicas de FIV, que administran) solo estan
interesados en si hay suficientes espermatozoides para la inseminacion intrauterina, o solo unos
pocos para la fertilizacion in vitro. Solo estdn interesados en lograr un embarazo
independientemente del hecho de que, el pH alto indica la presencia de una infeccidon del tracto
urogenital. No es el estado de salud de su pareja lo que le interesa al ginecdlogo, ni es
competente para tratarlo. Irénicamente, 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. Ademas, en la 42 edicién del manual para la valoracion del semen, laOMS



expresa su preocupacion por la creciente incidencia de las patologias del tracto urogenital,
principalmente del tumor testicular. Este es un hallazgo que despierta la preocupacion del publico.

Todos estamos de acuerdo en que los ginecélogos no son competentes para diagnosticar
un varicocele, un cancer de préstata, una epididimitis o un tumor testicular. A pesar de que estas
patologias son solo algunas de las tantas que pueden afectar o incluso ser la causa de un semen
“débil”, es comunmente aceptable que un ginecdlogo interprete un analisis 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 reproduccion médicamente asistida
independientemente de que el varén haya consultado o no previamente a un urélogo. Después de
todo, los valores de referencia de la OMS se definen sobre la base de la potencialidad de lograr un
embarazo.

Ademas, los ginecdlogos que afirman ser expertos en Andrologia sostienen que son
competentes para tratar con semen humano. Por lo tanto, no es de extrafiar que en el equipo
editorial de los manuales de la OMS haya muchos ginecélogos. Mucho mas que los urélogos-
andrologos y los bidlogos-espermatélogos que cualquiera esperaria encontrar en el equipo
editorial de un libro de texto sobre el ciclo menstrual. Recordando las definiciones del primer
parrafo, resulta obvio que el término correcto para un laboratorio que se ocupa del andlisis de
semen es el término "laboratorio de espermatologia”. Por lo tanto, el bidlogo-espermatdlogo
analiza el semen y el urélogo-andrélogo combina la informacién proporcionada por el analisis del
semen con otros hallazgos de laboratorio y clinicos, para poder hacer el diagnéstico. Colaboran,
pero provienen de distinguidas escuelas de Ciencias.

El hecho de que los hombres jévenes no acostumbren a consultar a un urélogo, es la razén
por la cua,l cuando se trata de fertilidad, siempre es la mujer la que consulta a su ginecélogo. En
ausencia de su urélogo, es su ginecélogo para pedir un analisis de semen. Como resultado, esta
prueba se convirtié en la herramienta del ginecélogo en el camino para lograr un embarazo. Dado
que se les permitio tratar la subfertilidad masculina, afirman ser expertos en Andrologia. Dado que
administran clinicas de fertilidad, generalmente sin urdlogos, se les permiti6 nombrar como
"laboratorios de andrologia" a sus bancos que realizan analisis de semen. Sin embargo, lo anterior
no hace que los ginecélogos sean graduados en Biologia.

Indebidamente, la confusién entre estas dos ramas de la ciencia es promovida en el
manual de la OMS, que se refiere al término erréneo “laboratorios de andrologia” en lugar del
término correcto “laboratorios de espermatologia”.

Un analisis de semen no se trata solo de un "recuento de espermatozoides”. Considerando
que el liquido seminal es producido por las glandulas accesorias, se hace evidente que las
caracteristicas fisicoquimicas no son menos importantes en la evaluacion del estado de salud del
aparato genital masculino. Por lo tanto, un analisis de semen es una herramienta esencial para el
urélogo en la evaluacion de la salud de los hombres. La OMS. tiene que considerar seriamente la
revision de la evaluacién del semen humano bajo el prisma de la salud genital masculina.

El anadlisis que sigue las recomendaciones de la OMS para la evaluacion de la capacidad
fecundante del semen esta comprometiendo la Salud Publica (lo que va en contra de los
principios basicos de la Constitucion de la OMS)

A pesar de que la OMS esta tratando de estandarizar un conjunto de procedimientos comunmente
aceptados para la evaluacion 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 diagnéstico, los médicos utilizan
estos valores para diagnosticar la infertilidad o decidir operar quirdrgicamente un varicocele. De
hecho, los valores de referencia suelen malinterpretarse como valores fisiologicos del semen. El
hecho de que el andlisis de semen se refiera a la fertilidad, hizo que los hombres consultaran a un
ginecélogo por la funcidén de sus testiculos. A pesar de que los ginecélogos no son competentes
para diagnosticar, por ejemplo, un tumor testicular, 'tratan' el semen 'débil' mediante fertilizacién in
vitro sin recomendar al examinado que consulte primero a un urélogo. De esta manera, el
examinado permanece sin tratamiento y su pareja se somete a una fertilizacion in vitro debido a un
diagnéstico erréneo. Los hechos mencionados son suficientes para sustentar que el analisis que
evalua 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 convirtié en la razén por la cual el semen era solo el material que los ginecélogos
usaban para embarazar a sus clientas. También es obvio que necesitamos revisar los criterios
utilizados para la evaluacion del semen (humano). Necesitamos hacer que los hombres consulten
a su urdlogo de forma preventiva, de forma regular. Los urdlogos deben estar capacitados en
Andrologia y el andlisis del semen debe ser capaz de describir el estado de salud del aparato
genital masculino. Por ultimo, pero no menos importante, un sistema de auditoria eficaz y confiable
debera garantizar que la evaluacion, el analisis, el examen y el procesamiento del semen humano
se realicen de manera imparcial y con competencia, capacidad y adecuacién documentadas.

Andro-test: el andlisis de semen que evalua la salud de los hombres

Un analisis de semen que puede decirle a un hombre si su tracto genital esta sano se desarroll6
después de ocho afios de investigacion que incluyé a 1197 examinados. Cada analisis de semen
se realizé utilizando estrictos criterios estandarizados con el fin de minimizar los factores que
pudieran comprometer la fiabilidad de las conclusiones deducidas. El estudio observacional fue
disefiado por bioestadisticos y la valoracion de cada muestra de semen fue realizada en un
laboratorio de Espermatologia, por bidlogos con especial formacién en Espermatologia, siguiendo
las recomendaciones de los manuales de la OMS (42 y 52 edicion). El estudio se realizé sobre
datos de muestras que ya habian sido evaluadas, con el fin de evitar la parcialidad del técnico que
evalua la muestra. Solo se incluy6 en el estudio el analisis de la primera visita de cada examinado,
para evitar sesgos por tratamiento incompleto en el siguiente analisis del mismo examinado.

Cada muestra del estudio se habia sometido a un examen microbioldgico completo que se
realizé desde un laboratorio independiente. El analisis estadistico investigé la relacion entre los
parametros 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 analisis estadistico no pudo deducir conclusiones significativas sobre otras
patologias del tracto genital masculino. Por lo tanto, los valores fisiolégicos determinados se
refieren principalmente a la presencia de infecciones del tracto urogenital. Sin embargo, es
importante sefialar que este estudio utilizé dunicamente criterios endégenos para la determinacion
de los valores fisioldgicos de cada parametro del semen humano.

La determinacion de los valores fisiolégicos condujo a la descripcién de los Criterios de
SpermLab y el andlisis de semen para Men's Health. Ademas, los valores fisiolégicos de este
andlisis de semen se relacionaron con condiciones patoldgicas especificas del tracto genital
masculino y los riesgos relativos (odds ratio) para cada parametro (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 significacién
muy alto (valor p <0,05). Las caracteristicas fisicoquimicas y los tipos de anomalias morfolégicas
resultaron particularmente importantes en la evaluacion del estado de salud del aparato genital
masculino. El nuevo enfoque restablecidé el reconocimiento que siempre merecieron, pues se
demuestra que estan fuertemente relacionados con la presencia de una condicién patolégica. Se
demostré que la importancia de los parametros fisicoquimicos del semen es fundamental en el
desarrollo del Autoexamen del Semen y el Chequeo Androlégico Anual. En las conclusiones de la
publicacién se describen los factores que limitaron las potencialidades del estudio y el autor alienta
la realizacion de estudios en individuos con antecedentes androlégicos conocidos, que se espera
perfeccionen los resultados y mejoren nuestro conocimiento en salud masculina.

Un estudio muy reciente (10) demuestra la importancia del analisis de semen siguiendo los
Criterios de SpermLab y del Autoexamen de Semen en el chequeo preventivo de los hombres y el
procedimiento diagnéstico del examen androlégico. En este ultimo estudio se comprueba que en
casi 9 de cada 10 casos (87,68%), si al menos uno de los parametros seminales esta fuera de los
valores fisioldgicos, se detecta un microorganismo en la muestra de semen en examen. También
esta comprobado que en el 98,76% de las muestras donde se detectdé un microorganismo, al
menos uno de los parametros seminales estuvo fuera de los valores fisioldgicos.

Una infeccion del tracto urogenital en los hombres afecta primero a los parametros
fisicoquimicos del semen, ya que describen la funcion de la préstata y los tabulos seminiferos, que
se encuentran en la parte anterior del tracto genital. El estudio que condujo a la descripcion de
andro-test confirmé que, en presencia de una infeccion del tracto urogenital, al menos uno de
estos parametros del semen esta fuera de los valores fisiologicos. Es por esto por lo que cuanto



menos de estos parametros sean evaluados, menos probable es sospechar la presencia de un
microorganismo en la muestra de semen en examen.

El andro-test permitié el desarrollo del 'Autoexamen del Semen’, un método que permite a
cada hombre, sin necesidad de entrenamiento especial o equipo de laboratorio, ni ningun costo,
controlar la salud de su tracto genital regularmente, con comodidad y discrecién de su espacio
personal. Con este autoexamen se espera sensibilizar a los hombres de todo el mundo sobre la
importancia del chequeo androlégico preventivo. Para garantizar que este chequeo preventivo se
realizara de forma estandarizada, se le da el nombre de “Chequeo Androlégico Anual’.

El Autoexamen de Semen consiste en la evaluacidon de cuatro caracteristicas del semen
que cada hombre puede evaluar en la comodidad de su espacio personal, sin ningun laboratorio o
equipo especializado. Tres de estas caracteristicas, el volumen, la licuefaccion y la viscosidad,
valoran el estado de salud de las glandulas accesorias (principalmente la préstata y los tabulos
seminiferos) y sus valores anormales se relacionan con una infeccion del tracto genital (odds
ratio=1, 60 y p-valor=0,040). La cuarta caracteristica, el color del semen, evalta principalmente la
funcién de los testiculos y sus valores anormales estan relacionados con una baja poblacion de
espermatozoides en la muestra de semen (odds ratio=24,03 y p-value<0,001). En un primer
momento, se comprobé si el Autoexamen de Semen por si solo podia predecir la deteccion de un
microbio en la muestra considerando las tres primeras caracteristicas. Se observd que en el
88,08% de las muestras en las que al menos una de estas tres caracteristicas fisicoquimicas del
Autoexamen de Semen estaba fuera de los valores fisioldgicos, se detecté un microorganismo
(valor predictivo positivo; abreviado ‘PPV’). También se comprobd si la deteccién de un
microorganismo en la muestra podia predecir si al menos una de estas caracteristicas
fisicoquimicas del Autoexamen de Semen se encuentra fuera de los valores fisiologicos.

Se observé que en el 87,66% de las muestras donde se detecté un microorganismo, al
menos una de estas caracteristicas fisicoquimicas del Autoexamen de Semen estaba fuera de los
valores fisioldgicos (test de sensibilidad).

El Autoexamen de Semen puede predecir con precisiéon tanto una baja poblacién de
espermatozoides (PPV=95,35%) como la presencia de una infeccion del tracto urogenital
(PPV=88,08%), cuando al menos uno de sus cuatro parametros esta fuera los valores fisiologicos.
Sin embargo, parece que no puede excluir una condicién patolégica cuando sus cuatro parametros
estan dentro de los valores fisiolégicos. Esta observacion se debe principalmente a que algunos
de los parametros fisicoquimicos no estan incluidos en este autoexamen por la necesidad de
equipo de laboratorio.

Una infeccion del tracto urogenital casi siempre (98,76%) afecta al menos uno de los
parametros seminales del andro-test, que parece estar fuera de los valores fisiologicos.
Inversamente, en casi 9 de cada 10 casos (87,68%), si al menos uno de los parametros seminales
esta fuera de los valores fisioldgicos, se detecta un microorganismo en la muestra de semen en
examen.

Revision de los criterios para la valoraciéon de la morfologia de los espermatozoides

En la evaluacion de las anomalias morfolégicas de los espermatozoides, la mayoria de los
laboratorios especializados utilizan criterios estrictos definidos en funciéon de la capacidad de los
espermatozoides para atravesar el moco cervical. Si bien este pasaje parece ser un criterio I6gico
considerando que el analisis de semen es utilizado para describir la capacidad fertilizadora de los
espermatozoides, algunos espermatozoides aun pueden ser capaces de fertilizar, a pesar de que
existe una infeccién del tracto urogenital, que a su vez puede amenazar la finalizacién del
embarazo Obviamente, no nos interesa sélo la capacidad fecundante de los espermatozoides.
Estamos interesados en 'llevar un bebé a casa'. Por lo tanto, necesitamos definir nuevos criterios
para la evaluacion de la morfologia de los espermatozoides en funcion 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 "insercién" incorrecta del cuello no es exacto, ya
que el cuello no esta realmente "insertado" en la cabeza del espermatozoide. Por el contrario, esta
superado por él. Ademas, el término 'gotas' citoplasmaticas tampoco es exacto, ya que no
describe algo sobre lo que se 'cayd' o de alguna manera se 'agregé’ al espermatozoide. Estos
hallazgos son en realidad cantidades de citoplasma que no han sido descartadas por el
espermatozoide durante su maduracién en el epididimo. Por lo tanto, es obvio que el término mas



preciso para estos hallazgos es "residuos citoplasmaticos". Ademas, 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 estan relacionadas con esta
estructura celular (lea p.31, Voulgaridis et al. ., 2018, https://doi.org/10.30551/ijs.v1i1.1).

Ademas, dado que los espermatozoides completan su maduracién en los epididimos,
cualquier factor que afecte la funcionalidad de estos 6rganos, puede potencialmente afectar y
definir la morfologia del espermatozoide. Esta hipétesis llevd a investigar si las anomalias
morfoldgicas podrian indicar un mal funcionamiento de los epididimos. También se pensé en
investigar si las anomalias morfolégicas no deberian considerarse como una caracteristica
permanente de los espermatozoides de una persona. Por el contrario, se observé que algunas
anomalias estan relacionadas con la presencia de microorganismos especificos y que estas
anomalias desaparecen regularmente después del tratamiento de la infeccién, con excepcion de
algunos casos donde la cronicidad causé dafios irreversibles y permanentes del tracto genital
masculino.

El estudio que condujo a la descripcién del andro-test investigé la relacion entre las
diversas anomalias morfol6gicas de los espermatozoides y la presencia de una infeccién del tracto
urogenital. Se comprob6 que efectivamente existe una fuerte relacion entre la presencia de un
microorganismo y la observacion de anomalias morfolégicas bien definidas de los
espermatozoides. Sorprendentemente, también se comprobd que algunas anormalidades son
caracteristicas de la presencia de ciertos microorganismos. También se demostré que esta ultima
observacion es un fuerte indicio de la presencia de cierto microorganismo en la muestra de semen.
También se describié la sensibilidad y especificidad para cada anomalia morfolégica (10). Dado el
valor diagnostico del tipo de anomalias morfoldgicas, los laboratorios especializados deberan
proporcionar una descripcién completa de las anomalias morfoldgicas en el analisis del semen.

La evaluacién de las anomalias morfoldgicas 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 realizé en frotis secos de semen a pesar de que se sostiene que este enfoque es
incorrecto. De hecho, por ejemplo, los valores fisioldgicos de las dimensiones de un corazén
humano se definen en base a las observaciones del corazon de individuos vivos. Las dimensiones
del corazén de un cadaver humano difieren significativamente y lo mismo ocurre con las
dimensiones de un corazén humano seco. Si bien todos estamos de acuerdo en que seria un error
utilizar los valores observados en un coraz6n humano seco para evaluar la funcionalidad del
corazén de un ser humano vivo, en realidad cometemos este error en la evaluacion de las
anomalias morfologicas del semen humano. Es por ello que los laboratorios especializados en
Espermatologia deben realizar un estudio multicéntrico para la definicion de los valores
morfométricos fisiolégicos de los espermatozoides humanos mediante la realizacion de
valoraciones morfoldgicas en espermatozoides frescos (no secos).

¢(Es realmente indispensable un nuevo analisis de semen?

El andro-test es un analisis de semen caracterizado por el hecho de que lo que se evalua es el
estado de salud general del tracto urogenital masculino y no solo la capacidad de fertilizacion del
semen. También se caracteriza por un propdsito diferente, un objetivo diferente, criterios diferentes
y valores fisiolégicos diferentes.

Para distinguir el andro-test de otros analisis de semen, se le da un nombre que no nos
recuerda a la fertilidad. Su nombre se basa en la palabra griega 'avdpag' (sp. andras, 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 terminologia latina como radical o primera sintesis de términos médicos
relacionados con el hombre, p. andrégenos, andrologia, 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 ortografica con el conocido
Papanicolaou, incita a un test regular al que todo hombre se acostumbrard a hacerse
periodicamente. Se espera que esta similitud anime a un hombre a visitar a su urélogo
periédicamente de manera similar a lo que ya se le ha ensefiado 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 andlisis de semen. Para garantizar que la prueba andro se
ejecutara e implementara correctamente, esta prueba ya ha sido patentada y solo se puede
realizar bajo certificacion, acreditacion y licencia. Se pretende una red de asociaciones nacionales



de Espermatologia para auditar el cumplimiento de las directrices de buenas practicas de los
laboratorios especializados en Espermatologia.

Hacer que los hombres se preocupen por su salud

La valoracién de las caracteristicas fisicoquimicas del semen nos aporta informacién sobre la
funcién de las glandulas del aparato genital masculino, principalmente de la préstata y de los
tubulos seminiferos, ya que estos dos son los primeros afectados cada vez que se produce una
infeccién del aparato genital. Algunas de las caracteristicas fisicoquimicas del semen pueden ser
evaluadas por el propio individuo. De hecho, un volumen de semen de tres dias menor que el
volumen de una avellana o mayor que el volumen de una cereza es una fuerte evidencia de
infeccién que cualquier hombre podria evaluar facilmente en casa observando la eyaculacion en el
conddn o incluso mas confiablemente con un tapon de orina y una jeringa de 5 ml. Sin embargo,
un volumen fisiolégico no excluye una infeccion. Otros parametros, como el pH o la morfologia,
pueden ser los uUnicos que se vean afectados, sin embargo, solo un bidlogo experto podria
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 testiculos. Ademas, a diferencia de las mujeres, los hombres rara
vez perciben los sintomas de una infeccién de su tracto urogenital. Como resultado, un hombre no
busca asesoramiento a un urélogo. Sin embargo, aunque a cada mujer se le ha ensefiado a visitar
regularmente a su ginecologo desde la adolescencia, nunca se ha aconsejado a los hombres
jovenes que visiten a un urélogo de manera preventiva, a pesar de la alta prevalencia de ITU en
hombres jévenes. Por ello, es su ginecdlogo el que se ocupa de la astenozoospermia de su pareja,
que casi siempre se salva aplicando una técnica de reproduccion asistida (ART.). La baja motilidad
puede indicar una infeccidn, lo que podria influir negativamente en el resultado de la fertilizacion in
vitro y comprometer la salud de su préstata, 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
reproduccion asistida, si aun es necesario.

Aunque las infecciones urogenitales suelen presentarse con sintomas en mujeres, las de
Ureaplasmas, Mycoplasmas o Chlamydia suelen ser asintomaticas en ambos sexos. Ademas,
estas infecciones son las mas prevalentes y pueden amenazar seriamente la reproduccién
provocando, entre otras, salpingitis, aborto espontaneo, infecciones del sistema nervioso central
del lactante y epididimitis. Estas infecciones dificiimente se detectan a menos que se realicen
costosas pruebas de diagnoéstico. Por lo tanto, incluso cuando la deteccion 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 infeccién, haciendo de esta prueba una
herramienta valiosa que podria guiar el diagnostico 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 mas adecuada
en un concepto de chequeo preventivo periddico de la salud de un hombre.

Dado que un hombre rara vez percibe los sintomas de una infeccion de su tracto urogenital,
debera realizarse un androtest periodicamente y al menos cada vez que su pareja presente
sintomas de una ITU. Ademas, un hombre podria sospechar directamente una infeccién de su
tracto urogenital simplemente evaluando por si mismo algunas de las caracteristicas
fisicoquimicas de su semen. Para ello se ha definido el autoexamen de semen. Este autoexamen
consiste en tres sencillos pasos que todo hombre puede seguir facilmente, como se muestra en el
siguiente cuadro:

Autoexamen de semen

Paso uno. Evaluar el volumen de semen: un volumen de semen de tres dias mas pequefio
que el de una avellana o mas grande que el de una cereza es una fuerte evidencia de infeccién
que cualquier hombre podria evaluar facilmente en casa observando la eyaculacién en el condén o
incluso de forma mas fiable con un tapén para orina y una jeringa de 5 ml.

Paso dos. Evaluar el color y la consistencia del semen: el liquido no debe ser transparente,
rojo o marrén y no debe contener geles que se disuelvan mas tarde de 30 minutos desde la
eyaculacion.



Paso tres. Evaluar la viscosidad del semen: el liquido no debe ser acuoso.

Advertencia. Las declaraciones anteriores consisten solo en indicaciones que inducirén a un
hombre a visitar a un urélogo. La ausencia de estas indicaciones no excluye una condicién
patolégica. Otros parametros, como el pH o la morfologia, pueden ser los unicos afectados, sin
embargo, solo un biblogo experto puede evaluarlos, siendo necesario un equipo de laboratorio
especializado. Por lo tanto, se recomienda el andro-test periédico.

Es obligatorio que cada sistema nacional de salud sensibilice a los hombres sobre un chequeo
preventivo periédico de su tracto urogenital. Inspirar, crear y potenciar el vinculo entre el hombre y
su urélogo. De manera similar al autoexamen de mamas, a cada hombre se le puede ensefiar a
palpar sus testiculos y evaluar las caracteristicas de su semen. Debera visitar a su urélogo de
forma preventiva y hacerse un andro-test periédicamente.

La conocida prueba de Papanicolaou puede detectar una neoplasia o inflamacion solo en la
zona del cuello uterino, mientras que no nos proporciona ningun indicio del patégeno involucrado.
El resultado negativo de un examen microbiol6gico consecuente en orina, secreciones vaginales o
frotis cervical no puede excluir la presencia de infeccién.

La medicién de los niveles de PSA (antigeno prostatico especifico) en sangre se implementa
en la evaluacion de la glandula prostatica. Aunque la prueba de PSA ha sido aprobada para la
deteccion anual de cancer de préstata en hombres mayores de 50 afios, no es especifica para el
cancer de prostata. Sus niveles pueden estar elevados en una hiperplasia prostatica benigna,
mientras que, en una prostatitis, que a menudo ocurre en hombres mas jovenes, sus niveles
pueden ser mas altos de lo normal o incluso notablemente bajos, pero no se han determinado los
limites inferiores para el PSA. Sin embargo, debido a la falta de especificidad y la asociacion de la
prueba de PSA con el diagndstico de cancer, podria no ser el candidato ideal para la deteccién de
prostatitis en hombres de todas las edades. Recientemente, investigadores australianos se
centraron en la deteccidon de biomarcadores especificos para el cancer de prostata en el liquido
seminal (14). Esto convierte al semen en un material biolégico ideal para el chequeo masculino.

Ademas, el andlisis del semen segun los criterios de SPERMLAB (andro-test) nos aporta
mucha mas informacién que la del estado de la préstata. No solo valora el estado de todo el
aparato genital, sino que también nos proporciona las indicaciones del patégeno implicado, hecho
que contribuye esencialmente en la deteccidon del patégeno mediante un examen microbiolégico
exhaustivo o incluso su repeticion cuando el clinico lo considere oportuno. La deteccion del
patégeno en un hombre consiste en una fuerte evidencia de que este patégeno también esta
presente en su pareja, independientemente del uso de condén, 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 comun tocar los genitales con la misma mano que se quitd el condén hace un
momento. Sin embargo, el examen microbiolégico puede simplemente no detectar el patégeno, a
pesar de que puede estar presente.

En consecuencia, el andro-test es la prueba mas adecuada para la evaluacién de la salud
del tracto genital de un hombre, mientras que su implementacion periddica en el concepto de un
chequeo preventivo periddico de un hombre puede contribuir esencialmente en el diagnéstico y
prevencién de condiciones patoldgicas graves en hombres, mujeres y nifios.

Un analisis de semen para la concienciacion de los hombres sobre la importancia del
chequeo androlégico preventivo

El andro-test condujo al desarrollo del Autoexamen del Semen, un método que permite a cada
hombre, sin necesidad de capacitacién especial, equipo de laboratorio o cualquier costo, verificar
la salud de su tracto genital, regularmente, con comodidad y discrecién de su espacio personal.
Este autoexamen pretende sensibilizar a los hombres de todo el mundo sobre la importancia del
chequeo androlégico preventivo. Con el fin de garantizar que este chequeo preventivo se realizara
de forma estandarizada, se le da el nombre de Chequeo Androlégico Anual. En cuanto a la mejora
de los servicios para promover la salud global, se denota la importancia del andro-test en la
practica clinica y la prevencion de cuadros patoldgicos graves en hombres, mujeres y nifios.

Los laboratorios especializados en Espermatologia deberan abandonar la investigacion de
estandarizar los procedimientos de evaluacién de la capacidad fecundante del semen humano y
considerar seriamente investigar la importancia de evaluar los parametros seminales bajo el



prisma de la salud integral del aparato genital masculino. Los Criterios de SpermLab y la nueva
clasificacion de anomalias morfolégicas descritas en el estudio de andro-test deben convertirse en
una guia fundamental para futuros estudios.

El andro-test es realizado unicamente por laboratorios especializados en Espermatologia

La principal causa de la falta de cumplimiento de las recomendaciones de la OMS para la
evaluacién de la capacidad de fertilizacion del semen es la falta de equipo adecuado y
capacitacion de los laboratorios no especializados y la falta de interés de las clinicas de FIV.
Irénicamente, siempre que el analisis de semen se considere una prueba de fertilidad, las clinicas
de FIV se consideran justificadamente como si fueran los expertos. El diagnéstico y tratamiento
correctos dependen de tres condiciones esenciales: a) la correcta instalacion del laboratorio, b) la
correcta evaluacion de la muestra y c¢) la competencia del médico. Por lo tanto, para garantizar la
correcta implementacion e interpretacién de andro-test, esta prueba es realizada unicamente por
técnicos acreditados en laboratorios certificados bajo la condicién de que sigan los Criterios de
SpermLab.

Ya hay miles de bidlogos con formacion especial en la evaluacién del semen humano en
todo el mundo. Estos técnicos pueden gestionar ellos mismos un laboratorio especializado en
Espermatologia o ser empleados en un laboratorio debidamente equipado. El técnico acreditado
solo tiene que iniciar sesidon en una plataforma basada en la nube apropiadamente disefiada,
insertar los resultados del analisis e imprimir el formulario de andro-test en cuya parte inferior se
recomienda al examinado consultar a un urdlogo-andrélogo para la interpretacion de los
resultados. La plataforma contiene pautas para el andro-test. Los datos de identificacion 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 urélogo-androélogo.

La acreditaciéon de los técnicos y la certificacion del laboratorio es competencia de la
Asociacion Nacional de Espermatologia como miembro de la Asociacion Internacional de
Espermatologia. El técnico debera ser graduado en Ciencias Biolégicas y capacitado en el analisis
de semen humano para ser miembro de la Asociacion Nacional de Espermatologia. La pertenencia
a la Asociacién nacional garantiza que el técnico respetara y seguira las directrices de buenas
practicas y las decisiones de la Asociacion Nacional/Internacional de Espermatologia.

Una red de Asociaciones nacionales de Espermatologia

Como ya se demostrd, la implementaciéon correcta de una prueba es fundamental. Ya existe
suficiente experiencia del mal uso de las recomendaciones de la OMS en la realizaciéon de un
analisis de semen para la evaluacién de la capacidad fecundante y la interpretacion errénea de los
resultados. Para evitar confusiones con el andlisis de semen para la evaluacion 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 tenia que estar protegido
por derechos de autor y alguien tenia que auditar la correcta aplicacion de la prueba. Por lo tanto,
la nueva prueba fue patentada y se le asigné el nombre de andro-test en 2015. Ademas, esta
prueba se realizara en todo el mundo y la mejor manera de garantizar el correcto desempefio de
esta prueba es crear una red de Asociaciones locales de Espermatologia que auditen la
conformidad de los laboratorios y de los técnicos con las normas de buenas practicas en
Espermatologia acordadas internacionalmente. En Grecia, ya hemos constituido la organizacion
no gubernamental sin animo de lucro Hellenic Association of Spermatology (HAS), en 2017, con el
propoésito de promover el conocimiento, el control de calidad y las buenas practicas en el campo
de la Espermatologia humana para proteger la salud humana. Los bidlogos interesados en el
estudio del semen humano de todo el mundo estan invitados a reunirse en Asociaciones
nacionales no gubernamentales de Espermatologia sin fines de lucro bajo la coordinacion de la
Asociacion Internacional de Espermatologia. Se espera que el trabajo en red resalte el papel del
bidlogo-espermatdlogo, fortalezca el reconocimiento de su competencia y cree un nuevo mercado
de laboratorios especializados en Espermatologia (dirigidos por bidlogos). Considerando la
situacién actual descrita en los parrafos anteriores con respecto a la Salud Masculina, se hace
evidente que la necesidad mundial de laboratorios especializados en Salud Masculina es notable.
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Introduccion

El analisis basico del semen (ABS) es un estudio sistematico de los diferentes componentes que
forman el eyaculado; es la prueba de laboratorio mas util que nos permite conocer la fisiologia
reproductiva masculina. Uno de los principales objetivos para realizar este estudio, es evaluar la
fertilidad del hombre.

El ABS es subjetivo por naturaleza y esta sujeto a errores propios de su analisis; de ahi que
lograr una estandarizacién de este estudio constituye un gran reto, ya que existe variabilidad en
los parametros del ABS entre diferentes laboratorios. Desde estudios hechos hace mas de 75 afios
hasta los afios recientes, se han venido mostrando diferencias en los métodos de evaluacion 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 estandarizacién 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 Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé el primer manual para el
andlisis del semen humano, y posteriormente se han publicado diferentes ediciones en los afios,
1987, 1992, 1999, 2010 y 2021. (Figura 1) Estas publicaciones contienen recomendaciones con el
objetivo de lograr una estandarizacién en el ABS a nivel mundial.
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Figura 1. Publicaciones del manual para el analisis del semen humano de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS).

Nuevos criterios del manual de la OMS

En el afio 2021 y después de 11 afios desde su ultima edicién, la OMS publicé la 62 edicion de su
manual para el andlisis y procesamiento del semen humano. En este capitulo comentaremos las
actualizaciones del analisis basico del semen de esta ultima edicion. Como todos los estudios del
laboratorio clinico, el ABS debe contar con la fase preexamen, fase examen y fase post examen
para lograr un estudio que garantice la calidad de su analisis.

Coleccién 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 continuacion, se puntualizan estas instrucciones:

a) El paciente debe acudir al laboratorio con las manos y el pene aseados,

b) Tener de 2 a 7 dias de abstinencia sexual o eyaculacion,

¢) La coleccién de la muestra seminal debe ser de preferencia por masturbacion,

d) Utilizar un recipiente de plastico de boca ancha y tapa hermética, de preferencia estéril,

e) Recolectar la muestra de semen en una habitacién privada cercana al laboratorio,

f) La muestra seminal se debe colectar completamente dentro del recipiente y no se debe perder
ninguna fraccién del eyaculado,

g) Si el paciente no puede colectar la muestra en una habitacion privada, puede colectar la
muestra en un lugar cercano al laboratorio, ya sea en su casa o0 en una habitacién de un hotel,

h) Si el paciente no puede colectar la muestra por masturbaciéon, puede colectar el semen
mediante una relacion sexual, siempre y cuando utilice condones especiales,



i) Informar al paciente que el coitus interruptus no es una medida aceptable de coleccion de la
muestra de semen, ya que puede perderse la primera fraccién del eyaculado y porque las
secreciones vaginales pueden contaminar el semen (3).

Coleccion de las muestras seminales

Los recipientes mas utilizados son los vasos recolectores de muestras de orina/heces y los
condones especiales (Figura 2); éstos siempre deben ser estériles, no toxicos 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 recoleccién, muestra completa o incompleta, dias de abstinencia sexual, nombre
del médico y procedimiento a seguir (3).

Figura 2. Recipientes utilizados para la coleccion del semen a) Recipiente de plastico estéril de 120 ml. de boca ancha. b)
Condon especial Male-FactorPak de polipropileno, no téxico para los espermatozoides.

Andlisis macroscépico del semen

El semen humano es una mezcla de componentes producidos por las glandulas accesorias del
tracto reproductivo y los espermatozoides (6).

Coagulo

El componente responsable de la formacién espontanea del coagulo seminal que se forma
inmediatamente después de la eyaculaciéon (Figura 3), es un complejo de proteinas llamadas
semenogelina | (Sg |) y semenogelina Il (Sg Il), dichos elementos son producidos en la vesicula
seminal y liberados en la ultima porcién del eyaculado para formar parte del plasma seminal total,
constituyendo del 20% al 40% de las proteinas presentes en el plasma (7).



Figura 3. Coagulo presente en el semen, previo al proceso de licuefaccion.

Licuefaccion

Es un proceso de protedlisis catalizado por enzimas hidroliticas secretadas por la préstata,
epididimo y el espermatozoide; estas enzimas incluyen al activador de plasmindgeno, el antigeno
especifico prostatico (PSA) asi como algunas proteasas, peptidasas y a-amilasas (8).

El tiempo de licuefacciéon es definido como el tiempo que transcurre en el paso del gel del
eyaculado (masa semisdlida o coagulo) hasta volverse un liquido homogéneo (9). La licuefaccion
del semen a temperatura ambiente normalmente ocurre entre los 15 y 60 minutos post-
eyaculacioén; cuando se ha completado este proceso se genera un liquido con textura homogénea,
sin embargo, algunas muestras seminales pueden presentar algunos granulos gelatinosos que no
parecen tener ningun significado clinico (3).

Es recomendable seguir las siguientes indicaciones:
a) Una vez colectada la muestra de semen, se debe colocar en una incubadora a 37°C.

b) La muestra de semen debe observarse cada 10 minutos para saber si se licué
completamente. La mayoria de los eyaculados se licuan dentro de los primeros 30
minutos.

c) Revisar bien si la muestra contiene coagulos o filamentos.

d) Cuando la muestra esté completamente licuada se debe anotar el tiempo que tardé en
hacerlo (tiempo de licuefaccion).

Para ayudar a que el semen se licue correctamente se puede utilizar un mezclador orbital durante
los primeros 15 minutos (3). En algunas muestras no sucede la licuefaccion completamente
dificultando la evaluacién del semen, en estos casos, es necesario utilizar tratamientos para
romper la hiperviscosidad del semen. La OMS recomienda el uso de jeringas, medio fisiolégico o
bromelina que es una enzima proteolitica.

Viscosidad
La evaluacién de la viscosidad (Figura 4) se realiza de la siguiente manera:

a) Primeramente, homogenizar la muestra de semen y aspirarla con una pipeta Pasteur o
de plastico, se deja caer y se observa la longitud del filamento.

b) Se considera viscosidad normal, si la muestra de semen presenta gotas pequefias bien
definidas, cayendo libremente con cierta consistencia, 6 forma un filamento menor a 2 cm.

c) Se considera viscosidad anormal, si 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 concentracién de espermatozoides es muy baja, el semen es traslucido, o puede tomar
coloraciones rojas cuando hay presencia de células sanguineas en el eyaculado (hemospermia).
En algunos casos el semen es de color amarillo, cuando el paciente estd 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 edicion pasada del manual de la OMS, para la evaluacién 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 obtencién de la muestra de semen.

b)  Pesar nuevamente el recipiente, una vez que el paciente haya depositado el semen en el
recipiente.



c) Se resta el valor del peso del recipiente vacio, al peso del recipiente con la muestra de
semen.

d) Se obtiene la diferencia de peso en gramos (la densidad del semen esta entre 1.03 y 1.04
gramos, se asumen que 1 gramo es igual a 1 mililitro) y el volumen se reporta en mililitros

@).

Figura 6. Evaluacion del volumen utilizando una balanza digital, a) Previo a la coleccién del semen, b) Posterior a la
coleccion del semen.

pH
El pH se debe medir inmediatamente después de la licuefaccion 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 ultima ediciéon del manual de la OMS, no es obligatorio
evaluar el pH del semen.

Motilidad
Homogenizacion de la muestra

Con una pipeta de plastico, mezclar la muestra de semen muy suavemente, evitando hacer
burbujas.

Preparacién de la alicuota

Una vez que se haya homogeneizado la muestra de semen, tomar 2 alicuotas de 10 pl
cada una y cubrir con cubreobjetos de 22 X 22 mm. Realizar 2 evaluaciones a una temperatura de
20 a 37°C.

Eleccién de los campos microscopicos

Evaluar la motilidad espermatica 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 microscopicos como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. a) Seleccion sistematica de los campos dentro de la cuadricula para el conteo de la motilidad. b) Limites de 5 mm
dentro de la alicuota que no se debe utilizar para contar y campos seleccionados para el conteo.

La motilidad espermatica se clasifica de acuerdo con las siguientes categorias:

-Motilidad Progresiva rapida (Espermatozoides con velocidades 2 25 ym/s): Espermatozoides
con movimiento activo; lineal o en circulos 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 pm/s):
Espermatozoides con movimiento activo, lineal o en circulos 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 ym/s): Todos los patrones de
movilidad con ausencia de progresién, por ejemplo: nado en circulos pequefios, la fuerza del
flagelo dificilmente desplaza a la cabeza del espermatozoide o cuando unicamente se observa el
batimiento del flagelo.

-Inmétiles: Espermatozoides sin movimientos progresivos 0 no progresivos.

Conteo de la motilidad

a) Evaluar diferentes campos (minimo 5) y contar minimo 200 espermatozoides por todas las
categorias.

b) Contar primero, en cada campo y en forma simultanea, la categoria de los espermatozoides con
motilidad progresiva rapida (PR) y los de motilidad progresiva lenta (PL), posteriormente, en el
mismo campo donde se contaron las categorias anteriores y en forma simultdnea, contar los
espermatozoides no progresivos (NP) y los Inméviles (IM).

Realizar 2 conteos en 2 alicuotas diferentes. Primero se pone la primera alicuota y se realiza el
conteo, al terminar, se pone la segunda alicuota 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 sefiala cual es la
diferencia maxima 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
alicuotas y conteos.



Tabla 1. Diferencia maxima 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.
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Muestras con bajo niumero de espermatozoides

En los casos donde el numero 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 nimero de espermatozoides méviles (Figura 8).
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Figura 8. Escaneo de toda la placa (aproximadamente 1200 campos, magnificacion de 200X).

Aglutinacioén Espermatica

Cuando se evalia la motilidad de los espermatozoides (en un objetivo de 40X), también
se debe evaluar la aglutinacién y agregacion espermatica.

La aglutinacién espermatica es la unién de cabeza-cabeza, cola-cola, pieza intermedia-
cola de 2 o mas espermatozoides moviles (3; Figura 9).
La aglutinacion se clasifica de la siguiente manera:

- Grado 1 (Aislado): <10 espermatozoides por aglutinacién, muchos espermatozoides
libres

- Grado 2 (Moderado): 10-50 espermatozoides por aglutinacion, 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 unién 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 aglutinacién 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).



GRADOS DE AGLUTINACION

1. Aislada 2. Moderada 3.Larga 4. Gruesa
(< 10spz { 10-50 spz { >505spz (Todos los spz
aglutinados)  aglutinados) aglutinados) aglutinados)

A. Cabeza con
cabeza

B. Cola cola, |as cabezas
son libres y se mueven
libres de la aglutinacion

C. Punta de flagelo con
punta de flagelo

D. Mezclado
(Aglutinacién de
cabeza con cabeza y flagelo
con flagelo)

E.Enredado (Cabezas y
flagelos enredados. Las
cabezas no estan libres de
la aglutinacién )

Figura 9. Diferentes grados de la aglutinacién espermatica.

Agregacién Espermatica

La agregacion es la adherencia de un grupo de espermatozoides moéviles a otro grupo de
espermatozoides inmoviles, pero también es la adherencia de los espermatozoides moviles a los
filamentos de moco presentes en el semen, asi como a otro tipo de células o detritus (3,10; Figura
10).



Figura 10. Espermatozoides agregados y aglutinados: a) agregacion a célula epitelial, b) agregacién a residuo o detritus, c)
y d) aglutinaciones.

Vitalidad

La vitalidad espermatica es la cantidad de espermatozoides vivos en la muestra seminal, la
cual es determinada por la evaluacion de la integridad de la membrana y nucleo 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
inmdviles muertos o inmaoviles vivos (3).

La técnica mas recomendada por el manual de la OMS es la tincién con eosina-nigrosina y a
continuacion se describe:

1. Homogeneizar la muestra de semen.

2. Colocar 50 ul de semen y 50 ul de la solucién de eosina-nigrosina e
incubar por 30 segundos en un tubo cénico pequefio.

3. Tomar de 12 a 15 ul de la mezcla y hacer un frotis uniforme sobre el
drea completa del portaobjetos (excepto en el drea de la etiqueta).

4. Evaluar minimo 200 espermatozoides con el objetivo de 100x.

5. Lavitalidad es expresada como el porcentaje de espermatozoides vivos.



Figura 11. Vitalidad espermatica (Tincién Eosina-Nigrosina): a) Espermatozoide muerto, b) Espermatozoide vivo.

IMPORTANTE: Las cabezas no tefiidas 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
regién del cuello, esto se considera una membrana del cuello con fugas, pero no un signo
de muerte celular.Prueba hipo-osmética para evaluar vitalidad.

La prueba de hinchazén hipo-osmética (HOS) estd basada en el principio de que un
espermatozoide vivo mantiene un gradiente osmético controlado, que al colocarse en un medio de
baja molaridad generara la entrada de agua adentro de la célula, provocando la hinchazén de
algunas partes del flagelo lo que resulta en el rizado de su cola, mientras que un espermatozoide
muerto, presenta hinchazén 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 continuacion:

1.
2.

Colocar 1 ml de solucién hipo-osmética en un tubo y calentar a 37°C
Adicionar una alicuota de 50 pl de semen, mezclar suavemente e
incubar a 37°C durante 30 minutos

Colocar una alicuota de 10 ul de esta mezcla en un portaobjetos, cubrir
con un cubreobjetos de 22x22 mm y dejar reposar durante 1 minuto
antes de evaluar.

. Evaluar al menos 200 espermatozoides con el objetivo de 40x, contando

el nimero de espermatozoide vivos (hinchados) y muertos (colas rectas;
Figura 12)

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.

Concentracion

Para la evaluaciéon de la concentracion espermatica, la sexta edicién del manual de la OMS, asi
como en ediciones anteriores, recomienda utilizar la camara de Neubauer. No recomienda
camaras de llenado por capilaridad y de poco volumen en las cuales no se realice dilucién de la
muestra e inmovilizacion del espermatozoide (12).

Dependiendo de la dilucion y el numero de espermatozoides contados, se utilizan
diferentes areas de la camara de Neubauer para determinar la concentracién de espermatozoides.

En general, la cuadricula central (C) de la camara de Neubauer se utiliza para contar los
200 espermatozoides, y las ocho cuadriculas periféricas (P), se utilizaran cuando no se cuenten
200 espermatozoides en la C (Figura 13).
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Figura 13. Representacion de la camara de neubauer. a) Camara 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. ¢) Cada cuadro
de 4 nanolitros contienen 16 cuadros pequefios de 250 picolitros.



A continuacién, mostramos los pasos para la evaluacién de la concentracién
espermatica:

Determinacidén de la Dilucién:

1) Homogenizar la muestra de semen para que la toma de la alicuota sea
representativa.

2) Tomar 10 uL de semen y observar en objetivo de 40x o 20x.



3) Calcular la media de los espermatozoides observados en 3 campos vistos
a 40x 0 20x

4) De acuerdo al promedio de espermatozoides contados en los 3 campos,
se realizara la dilucién por duplicado de acuerdo a la tabla 2.

TABLA 2. Determinaciéon de la dilucién de acuerdo con el promedio de
espermatozoides observados en los campos microscépicos.

Promedio de
espermatoozides
contados en 3 campos
microscépicos

__, - Férmula
— . Dilucién Semen Fijador  Volumen a evaluar ilizad
Objetivo  Objetivo (ul) () Utilizada
40X 20X
> 200 > B0 1:50(1 +49) 50 2450
40-200 160-800 12001 +19) 50 950 e <10 spz contar la cuadricula s
central completa (25 cuadros) o (N/F)
1640 64-160 1:10(1+9) 50 450 ® 10-40 spz contar 10 cuadros
e > 40 spzcontar 5 cuadros
215 864 15(144) 50 200
<2 <8 12(1410) 100 100
<2 <8 1200+1) 100 100
Bajas Cémara completa C= (N/M)'
concentraciones

C= Concentracién Espermitica; N= Nimero de espermatozoides contados en ambas camaras; F= Factor de correccién (determinado por la dilucién y el
ndmero de cuadros o periferias contadas (Tabla 4).

IMPORTANTE:

~La misma cantidad de cuadros o periferias contadas en la cdmara A, se deberd contar en la cimara B.

= Al leer periferias, estas se tendrin que |eer ¢

- En bajas concentraciones, cuando el conteo es menor a 25 espermatozoides en cada cdmara, la concentracién puede ser reportada como <56,000
espermatozoides/ml, con el comentario: “No se pudo determinar la concentracién exacta porque se encontraron pocos espermatozoides” (WHO, 2021)

Instrucciones para el llenado en la cAmara de Neubauer:

1) Homogenizar las diluciones con un vértex por 15 segundos.

2) Llenar por capilaridad la cdmara Neubauer respectivamente (se
recomienda 10 pl para cada dilucién).

3) Colocar la cAmara de Neubauer en ambiente himedo durante 10 a 15
minutos en posicién horizontal.

4) Evaluar al menos 200 espermatozoides por duplicado utilizando
objetivos de 20x 0 40x.

Procedimiento para el conteo en la cimara Neubauer:

1) Utilizar 6ptica 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 nimero de espermatozoides observados en el
cuadro superior izquierdo de la cuadricula central “C”, se decidird cuantos
cuadros se analizardn para el conteo, de acuerdo a lo siguiente:

- <10 espermatozoides observados, se contardn 25 cuadros
(cuadricula C),
- 10-40 espermatozoides observados, se contardn 10 cuadros
(cuadricula C).



- >40 espermatozoides observados, se contardn 5 cuadros (cuadricula

C).
3) El mismo nimero de cuadros o cuadriculas que se cuente en la
cdmara A, se deberd contar en la cdmara B.
4) Para bajas concentraciones se debe de contar toda la cdmara de

Neubauer (4rea completa)

Sumatoria y diferencia de los dos conteos:

1) Se deberdn comparar los conteos de la cdmara A y la cdmara B para
contrastar con lo establecido en las tablas de las diferencias maximas
aceptables para dicho procedimiento.

2) Verifique en la tabla 3 (sumatoria y diferencias de los conteos), si es
aceptable la diferencia entre los dos conteos de las diluciones. Si es
aceptable, sustituir los valores con la formula correspondiente.

3) La concentracién espermditica se expresa en millones de
espermatozoides/ml de semen. La cantidad total de espermatozoides en la
muestra de semen se obtiene multiplicando la concentracién espermatica
por el volumen del eyaculado, y se expresa en millones de
espermatozoides.

IMPORTANTE: El Factor de Correccién (Volumen por duplicado x Factor de
Dilucién), es la suma de los dos recuentos de réplicas aceptados se divide por un
factor que estd determinado por la dilucién y el niimero de cuadrados (4 nl) o
cuadriculas (100 nl) evaluados en ambas cdmaras 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 limite
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
indicacién de la incertidumbre del resultado final basado en el nimero de
observaciones (nimero de espermatozoides evaluados).



969-1000| 61 3.2% | |s28-550 | 45 44% || 219234 29 6.8% 44-51 13 15.1%
938-968 | 60 33% | |s04-527 | 44 45% || 206.218| 28 7.0% 3843 12 | 162%
907937 | 59 33% | |482503 | 43 46% ||q00205 | 27 73% || 3237 1n | 177%
876906 | 58 34% | |460481 | 42 47% || 176180| 26 7.5% 27-31 10 |192%
846875 | 57 34% | |438450 | 41 48% ||163475| 25 7.8% 2236 9 | 213%
817-845 [ 56 35% | |417-437 | 40 49% || 150-162 24 8.2% 17-21 8 24.3%
788-816 | 55 36% | |396416 | 39 50% || 138140 23 8.5% 13-16 7 27.7%
760-787 | 54 36% ||376-395 [ 38 52% || 126137 | 22 8.9% 10-12 6 |316%
732-759 | 53 37% | [357375( 37 53% |lnsas| 2 9.3% 79 5 | 378%
704731 | 52 38% |[338356| 36 54% |l105-114| 20 9.8% 56 4 | 447%
678-703 51 3.8% 319-337 35 5.6% 04-104 19 103% 34 3 57.7%
651-677 | 50 39% ||301318| 34 58% || gso3 18 | 108% 2 2 | 707%
625650 | 49 40% || 284300 33 59% || 76-84 17 | 115% 1 1| 1000%
600-624 | 48 41% || 267-283| 32 6.1% || 67-75 16 | 122%

576599 | 47 42% | [251-266 | 31 6.3% || 5966 15 | 13.0%

551575 | 46 43% ||235-250| 30 65% || 5258 14 | 139%

La férmula para la obtencién de la concentracién espermatica es: C=N/F donde:
C= Concentracién Espermatica
N= Sumatoria de los dos conteos de la cimara de Neubauer.

F= Factor de correccién (volumen del drea contada por duplicado x factor de
dilucién).

Tabla 4. Obtencién del factor de correccién.

Namero de cuadros Nimero de cuadriculas contadas en
contados en la

cuadricula central (5) la cdmara de Neubauer

=8 B0l 1258 00 B0 B4 BSR B0 B7
Factor de Correccion

1:2 |20 | 40 |100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900
80 |120 | 160 (200 | 240 | 280 | 320 | 360
110 | 4 | 8 |20 |40 | 60 | 80 | 100 | 120|140 | 160 | 180
20
8

Dilucion

120 |2 | 4|10 30 | 40 |50 | 60|70 | 80|90
12 |16 |20 | 24 | 28 | 32 | 36

Formula para utilizar con una dilucién 1:2 para baja concentraciéon espermatica



1) Identificar las 4reas contadas de la cdmara de Neubauer.

2) Si se contaron 9 cuadriculas de 100 nl (conteo de toda la Cdmara), la férmula a
utilizar es: C= N/900 dénde:

C: Concentracién Espermatica
N= Sumatoria de los dos conteos de la cAmara de Neubauer.

900= Factor de correccién (volumen del drea contada por duplicado x factor de
dilucién).

Morfologia

La morfologia del espermatozoide ha sido considerada uno de los principales predictores de su
capacidad fecundante, pues se ha observado que los gametos con una buena conformacién tienen
mejor cinética y mayores posibilidades para unirse a la zona pelicida de un ovocito homologo
(13,14).

Espermatozoide Ideal

La cabeza debe poseer una longitud de 4 a 5 ym, un ancho de 2,5 a 3,5 ym, pudiendo
presentarse pequefias diferencias segun la tinciéon utilizada. El acrosoma debe verse definido
como una zona clara que comprende al 40 a 70% de la cabeza. No debe observarse anomalias en
el cuello o la cola. Si tiene residuo citoplasmatico debe ser menor a 1/3 del tamarfio de la cabeza
del espermatozoide.

ESPERMATOZOIDE IDEAL

Figura 14. Forma ideal del espermatozoide (Tincién Papanicolaou).

Anormalidades

De acuerdo con las diferencias en tamafo, estructura y forma, las anormalidades se
pueden clasificar en las siguientes cuatro categorias:

- Anormalidades de cabeza: Esta categoria incluye las cabezas piriformes, grandes, pequefas,
alargadas (tapering), amorfas, redondas (pueden no tener acrosoma), dobles, vacuoladas (mas de



2 vacuolas), acrosoma pequefio (menos del 40% de la superficie de la cabeza), acrosoma grande
(mas del 70% de la superficie de la cabeza).

- Anormalidades de pieza media y cuello: En esta categoria se encuentran los espermatozoides
con mala insercion de la pieza media (la cual forma un angulo 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 citoplasmatico: Para ser considerada una anomalia debe tener un tamafio
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.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE ESPERMATOZOIDES
CON DEFECTOS DE CABEZA

Figura 15. Espermatozoides con anormalidades en cabeza (Tincién Papanicolaou): a) Amorfo, b) Piriforme, c) Cabeza
elongada d) Tapering e) Acrosoma pequefio, f) Superficie irregular.



ORFOLOGICAS

\ DEFECTOS DE CA

Figura 16. Espermatozoides con anormalidades en cabeza (parte 2, Tincion Papanicolaou): g) Macrocéfalo, h) Microcéfalo,
i) Cabeza redonda, j) Cabeza de alfiler, k) Doble cabeza, |) Cabeza vacuolada.



Figura 17. Espermatozoides con anormalidades de pieza media (Tincion Papanicolaou): a) Pieza media ancha, b) Doblada,
c) Insercion asimétrica, d) Residuo citoplasmatico.



CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE ESPERMATOZOIDES
CON DEFECTOS DE FLAGELO

d)
| m|a |

Figura 18. Espermatozoides con anormalidades en flagelo (Tincion Papanicolaou): a) Doble flagelo, b) Delgado, ¢) Corto d)
Enrollado.

Tinciones

Primeramente, se debe de realizar un extendido. Se toma una alicuota de 10 pl
(dependiendo de la concentracién) 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 fijacion y la tincion.

La tincién de Papanicolaou es la mas recomendada por el reciente manual de la OMS, sin
embargo, también recomienda procedimientos de cito-coloracion mas rapidos, de dos o tres
tiempos y otros como la tincién de Shorr. La tabla 5 muestra estas tinciones:

TABLA 5. Métodos de tincién para la evaluacién de la morfologia espermatica.



TINCION PROCEDIMIENTO

Etanol 80° - 30 segundos
Papanicolaou Etanol 50°- 30 segundos

Lavar con H,0d - 30 segundos
Hematoxilina de Harris - 4 minutos
Lavar con H,0d - 30 segundos
Etanol acidico - 4 a 8 inmersiones
Lavar con H,0d - 30 segundos
Lavar con agua corriente por goteo - 5 minutos
Etanol 50° - 30 segundos

Etanol 80° - 30 segundos

Etanol 95°- 15 - 20 minutos
Orange G-6 - 1 minuto

Etanol 95° - 30 segundos

Etanol 95° - 30 segundos

Etanol 95° - 30 segundos

Green EA-50- 1 minuto

Etanol 95° - 30 segundos

Etanol 95° - 30 segundos

Etanol 100% - 15 segundos
Etanol 100% - 15 segundos
Xileno

Sumergir las placas en etanol 75°- 1 hora
Lavar en agua corriente - 12 a 15 inmersiones
Hematoxilina de Harris - 1 - 2 minutos

Lavar con agua corriente - 12 a 15 inmersiones
Etanol amoniacal - 10 inmersiones

Lavar con agua corriente - 12 a 15 inmersiones
Etanol 50° - 5 minutos

Tincién de Shorr - 3 a 5 minutos

Etanol 50° - 5 minutos

Etanol 75° - 5 minutos

Etanol 95° - 5 minutos

Shorr

Sumergir en solucién fijadora (Diff-Quik fix) - 15 segundos
(o sumergir en metanol al 95% durante 1 hora)

Dejar secar al aire

Solucién de tincién 1 (Diff-Quick 1) - 10 segundos
Solucién de tincién Il (Diff-Quick Il) - 15 segundos

Lavar con agua corriente 10 a 15 veces

Dejar secar al aire

Montaje

Diff-Quik

Evaluacion de los extendidos

Evaluar al menos 200 espermatozoides con microscopia clara a 100x, utilizando aceite de
inmersion. (3; Figura 19)




Figura 19. Esquema de la forma como debe realizarse la evaluacion, con la finalidad de no hacer conteos repetidos de las
mismas células (usualmente llamada guarda griega).

Con ayuda de un contador de células mecanico 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 anomalias de cabeza, pieza media, cola y exceso de residuo citoplasmatico.

Evaluar al menos 200 espermatozoides por extendido. Es necesario utilizar contadores mecanicos
que contengan varias teclas, para cada una de las caracteristicas de morfologia a evaluar. Estas
son: “normales”, defecto de cabeza, defecto de pieza media, defecto de flagelo o cola y exceso de
residuo citoplasmatico.

Utilizando un contador mecénico, cada vez que se evalia 1 espermatozoide sera contado
como 1 en el recuento total, pero si es 2anormal, se podran ingresar hasta 4 anomalias al mismo
tiempo (presionando las 4 teclas simultaneamente), mientras que solo se habra registrado 1
espermatozoide.

Figura 20. Contador de células mecanico; permite el conteo de espermatozoides individuales con sus diferentes
anormalidades.

indice de teratozoospermia (TZI)

El indice 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 citoplasmatico. Esto deriva en que por cada espermatozoide anormal podemos como
maximo tener cuatro anomalias.

Este indice se calcula como el numero total de anomalias dividido por el nimero 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, ademas de espermatozoides, pueden estar presentes células derivadas del proceso
espermatogénico que se desarrolla en los testiculos, y que son precursoras de los
espermatozoides, por ello se conocen como células inmaduras o germinales; entre ellas se
encuentran las espermatidas, espermatocitos y rara vez espermatogonias (Figuras 21 y 22).
También se pueden encontrar leucocitos en el semen, con predominio de neutréfilos (16), sin
embargo, un nimero excesivo de estas células (superiores a 1 millon/ml) sugiere la existencia de
una infeccién y pobre calidad del semen (3). Para distinguir a los leucocitos, (principalmente
polimorfonucleares), de las formas inmaduras (espermatidas y espermatocitos), se utiliza la tincion
de Papanicolaou 6 Diff-Quick (16).

Las células epiteliales en el semen tienen relacién con el funcionamiento e integridad de las
estructuras del aparato reproductor masculino. Las actividades proliferativas y secretoras de las
glandulas explican la presencia de este tipo de células en el semen, sin embargo, tomando en
cuenta los criterios citologicos de los tipos celulares ya mencionados, el exceso de epiteliales en el
liquido seminal refleja una proliferacion excesiva o descamacion anormal, de las laminas basales
de los endotelios involucrados (17).



OTRAS CELULAS PRESENTES EN EL SEMEN

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) Espermatida.



OTRAS CELULAS PRESENTES EN EL SEMEN

Figura 22. a) Macréfago, b) Macréfago fagocitando espermatozoides, ¢) Monocito, d) Polimorfonuclear.

Calculos

La concentracion 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 evaluacion de la morfologia espermatica (3)
aplicando la siguiente férmula:

C =S x N/200
Donde:
C= Concentraci6n de células redondas en millones / mi
S= Concentracion de espermatozoides en millones / mi

N= Numero de células redondas contadas entre 200 espermatozoides.

Control de calidad en el analisis seminal

El analisis basico 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 analisis, esto es un problema que acarrea incertidumbre para el médico que trata al
paciente. La amplia variaciéon que presenta el analisis de semen es debida al error humano y a la
falta de estandarizacion. (18,19).

Pese a que dicho estudio es realizado con instrumentos volumétricos exactos, los
parametros como la movilidad y la morfologia espermatica revisten una gran subjetividad en si
mismos y es comun encontrar diferencias entre los resultados (20,21). Este problema seguira



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 andlisis 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 (CCl) 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 sistematica o aleatoria entre diferentes operarios, siendo
de gran utilidad para detectar la precision.

La fase preexamen, es el filtro de entrada de la prestacion del servicio; pero que conlleva
diversas actividades especificas como la preparacion del paciente basado en indicaciones claras y
precisas, sujetos a evaluacién periédica. La fase examen se refiere al analisis de las muestras bajo
estricto control de calidad que incluye la capacitaciéon y actualizacion del personal operativo, la
calibracién de equipos de medicién y apoyo, la calidad de los insumos, entre otros. La fase post
examen, valida el resultado obtenido en la fase analitica.

Respecto al control de calidad, la fase analitica cobra mayor relevancia, ya que es la parte
que asegura el analisis de la muestra y para ello, es importante que el operario conozca todos los
aspectos involucrados en el analisis seminal, considerando los factores del medio interno y externo
(Figura 23). Tdmese en cuenta que la calidad del proceso asegura el éxito (22).

Proceso

Analisis de
Muestras biclogicas

' ! !

[ Preparacicn [ Instrumento ] [ Analisis ]

Aseguramiento

1‘ del reporte de
¥ r
. resultados
Instruccionas al Insumas (reactivas, Capacitaciondel
paciente controdes y calibradores) Analista
Temperatura, Iz, Medio ambiente en
humedad, agua, etc. general

Figura 23. Fase examen del control de calidad (Fuente: M.I.C. Sergio A. Gonzalez Ortiz).

La evaluacion externa de la calidad (EEC) es una parte integral del proceso de control de calidad,
para lo cual existe un variado nimero de esquemas formales que permiten llevarlo a cabo (19,21).
La EEC es importante para la valoracion de los efectos de la estandarizacion de los
procedimientos, permitiendo que un grupo de laboratorios pueda comparar sus resultados con los
demas.

En resumen, el control de calidad interno en el laboratorio de andrologia, s6lo se podra
lograr, si la calidad en cada paso del proceso de recepcion, analisis y evaluacién de la muestra es
Optima. Aunado a lo anterior, debe tenerse muy claro que el CCl 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, asi
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
andlisis de semen es excepcionalmente complicado y dificil 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 interpretacién de
dos o mas personas de la lectura de la misma muestra) la variacion puede adquirirse de fuentes
comerciales o fabricarse en el laboratorio.

La fase post examen, se refiere a la emision del resultado del analisis basico del semen en
la que es necesario atender y corregir los posibles errores que se presentan, entre ellos:

a) Errores en el calculo de magnitudes biolégicas. Estos errores se generan cuando algunos
valores se calculan a partir de otros, como sucede en el laboratorio clinico 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 sera incorrecto. De aqui 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 analisis basico del semen sigue siendo manual, por lo que debe tenerse cuidado en el
célculo 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) Errores en la transcripcién del resultado. En el pasado, la mayor parte de los errores se
debia a la transcripcion manual de resultados. En la actualidad, el uso de equipos interfazados
ha permitido la disminucién de estos errores, considerando que la programacion y
configuracién de los equipos sea la correcta. No obstante, en el analisis seminal, el
procedimiento continta siendo manual, por lo que el operario debe tener especial cuidado en
la transcripcion de resultados, considerando la existencia de formatos de registro durante el
andlisis de las muestras en la fase examen, que le permitan validar la informacién al final de
todo el proceso.

c) Errores en la comunicacion de valores de alerta. Un valor de alarma es un valor que sefiala
una condicién especial en el paciente que puede poner en riesgo su vida, o no. En el
laboratorio clinico, un valor de alarme puede ser un valor alto de glucosa, de bilirrubinas o de
algun otro componente que ponga en riesgo la vida del paciente y que debe ser comunicado
inmediatamente. En el laboratorio de andrologia, es muy poco probable la existencia de
valores de alarma que signifiquen riesgo para el paciente, lo mas que puede reportarse
significativamente es un diagndéstico 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.

d) Errores en el cumplimiento de los tiempos de respuesta. Cada examen de laboratorio

presenta caracteristicas Unicas, como el tiempo que en debe determinarse algun componente
biolégico, desde su recepcion en el laboratorio. Por ello, no es de esperarse que se tomen los
tiempos de llegada de las muestras al laboratorio, pues tan sélo para registrar el tiempo de
licuefaccion, 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 andrologia.
Se recomienda que exista un documento con estos datos registrados de manera accesible a
todo el personal del laboratorio clinico, de manera que todo el personal sea consciente de la
necesidad de cumplimiento de estos tiempos de respuesta, de los cuales es recomendable
una revisiéon periédica, como sucede en el laboratorio de urgencias, dénde el tiempo de
respuesta debe ser prioritario.



e)  Errores en la interpretacién de resultados. Por lo regular, existen errores en la interpretacion
de los resultados que realiza el médico solicitante. En este sentido, es deber del laboratorio
elaborar un informe que facilite la interpretacion de los resultados que presenta. Existen
diferentes estrategias para facilitar la interpretacion, cémo definir el orden adecuado de
aparicion de las magnitudes biolégicas, disponer de correctos valores de referencia o valores
discriminantes, comentarios interpretativos en los casos en los que sea necesario como por
ejemplo los anadlisis genéticos, simbolos 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 area de analisis, limpios y libres de borrones, marcas, tachaduras o enmendaduras, con
sefialamiento 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 andrologia no emite diagndstico, pues ello compete al médico tratante (26).

Por ultimo, los cambios en las practicas de control de calidad no siempre son faciles de
implementar debido a los paradigmas, “asi lo hemos hecho siempre” o “lo hacemos a la antigua”.
Estas practicas perjudican el desarrollo de la prueba y retrasan el procedimiento. En este sentido,
los directores, coordinadores o jefes de laboratorio, asi como los gestores de calidad y personal
operativo, deberia tomar en consideracion toda la informacién generada en sus areas de trabajo,
ya que son responsables de la implementacién de procedimientos y por consecuencia de planes
de calidad para el mejor desarrollo de las pruebas. No obstante, la mayoria de las veces soélo el
gestor de la calidad conoce las fallas y aunque las dé a conocer, permanece sélo 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).

Estandarizacion del analisis del semen en Latinoamérica

En el 2005 el Biol. Gerardo Cerezo fue profesor del curso: Estandarizacion del analisis de semen
humano, organizado por la Asociacion Mexicana de Andrologia (AMA) en la Ciudad de México con
la finalidad de estandarizar los criterios de la OMS. Después del curso que organizé la AMA en
2005, hemos organizado y participado en mas de 150 cursos de analisis de semen en México, en
colaboracién 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 area de
andrologia, creamos el Programa Latinoamericano para la Estandarizacién del Analisis Seminal
(PLEAS). El PLEAS fue conformado por: Luis Sarabia (Chile), Ricardo Gutiérrez (Colombia),
Gerardo Cerezo (México), Roger lziga-Goicochea (Peru), Ricardo Lozano (Venezuela), Carlos
Ortiz (Nicaragua) y Maria José Munuce (Argentina).

El PLEAS se presentd durante la XXI reunion bienal de la Asociacién Latinoamericana de
Investigadores en Reproduccion Humana (ALIRH) llevada a cabo en S&o Paulo, Brasil, en abril de
2009, en un simposio dedicado al PLEAS, y se acordd iniciar un trabajo amplio y en colaboracion
con todos los paises latinoamericanos. La estandarizacion del ABS es una necesidad urgente en
Latinoamérica.

Para ayudar a esta estandarizacion, es importante comentar que en el 2021 se publico la
primera norma internacional para el examen basico del semen: 1ISO23162: 2021, mediante un
grupo de trabajo liderado por el Dr. Lars Bjoérndahl. Esta norma especifica los requisitos minimos
para el equipo y los aspectos criticos de los métodos de prueba para las mejores practicas en
laboratorios, que realizan examenes basicos de semen humano recolectado por eyaculacion, y
también a la preparacion de muestras para el andlisis de espermatozoides asistido por
computadora (CASA).

La norma 1S023162:2021 nos ayudara a asegurar resultados confiables y facilitara a los
laboratorios la acreditacién para el analisis de semen humano (29).

Conclusiones



A pesar de las nuevas tecnologias en medicina reproductiva, el ABS sigue siendo un estudio
necesario para evaluar la fertilidad del hombre. Establecer los estandares mundiales de este
procedimiento en los laboratorios de andrologia, constituye un reto importante, ya que se requiere
realizar analisis que produzcan resultados confiables que sirvan como apoyo en la practica
médica, proporcionando con ello, una herramienta mas para ofrecer a las parejas infértiles que
buscan algun tratamiento.

La reciente publicacién del manual de la OMS y la nueva norma ISO, ayudaran a lograr
esta estandarizacion 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. Si se siguen estas
directrices, los estudios y datos de nuestras investigaciones, seran importantes y de utilidad clinica
para ser tomados en cuenta en las nuevas publicaciones del manual OMS.
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Capsula

En 2021 se revisé el manual de la OMS sobre el analisis del semen y se public6 una norma
internacional sobre el examen basico de semen, para mejorar la calidad de las investigaciones
sobre la salud reproductiva masculina.

Resumen

El manual de la OMS sobre el analisis del semen, se ha convertido en una recomendaciéon mundial
para realizar un trabajo adecuado de laboratorio para el analisis del semen. La reciente revision
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
adicioén para facilitar los procedimientos de acreditacion de los laboratorios individuales.

Introduccion

Una base para la evaluacién de la salud reproductiva masculina es el examen del eyaculado. Esto
es esencial no solo cuando la principal preocupacion es la infertilidad, sino también en la
investigacion de posibles trastornos reproductivos masculinos, como el hipogonadismo. Una
adecuada produccidn de espermatozoides puede servir como un indicador de la funcién testicular,
asi como un indicador de la restauracion de las funciones endocrinas. Este capitulo se centra en
algunas mejoras importantes, de la edicién mas reciente del manual de la OMS (1) y la publicacion
de la primera norma internacional sobre el examen basico del semen (1SO23162: 2021) (2).

El manual de la OMS para el examen del semen es una publicacion mundialmente
conocida. Su origen (3) fue una parte importante de los esfuerzos realizados, para desarrollar un
anticonceptivo masculino funcional. Los métodos de laboratorio 6ptimos para detectar la
disminucion y la eliminacién de la produccion espermatica, asi como para encontrar evidencias de
restauracion, eran una necesidad. A partir de recomendaciones muy breves, el manual se convirtié
en descripciones mas elaboradas de procedimientos operativos, y técnicas adicionales
relacionadas con la investigacion y la reproduccion asistida (RA), en las ediciones posteriores (4-
7). Se ha invertido mucho trabajo para describir la fisiologia y fisiopatologia subyacentes, y poder
explicar los desafios muy especificos que se asocian con el examen del eyaculado: jun “fluido
corporal” que no existe en el cuerpo! En realidad, el eyaculado se forma durante la eyaculacién, 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 ultimas fracciones del
eyaculado ejerce un efecto negativo sobre la motilidad del espermatozoide, la supervivencia y
proteccién del contenido de la cromatina (9-11).

El manual de la OMS nunca ha sido una guia clinica. 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 clinico
basado en la evidencia para el mejor tratamiento disponible, en diferentes situaciones médicas.

En el mundo de los laboratorios, la acreditacién 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 1ISO15189 (12). Aunque
cubre los principios generales de organizacién, competencia y documentacion, no cubre los
aspectos especificos del examen del semen. Esto ultimo resulté ser un problema en muchos
paises: la acreditacion especifica 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 inici6 un Grupo de Proyecto por parte del Comité
Técnico ISO 212 (Pruebas de laboratorio clinico y sistemas de pruebas de diagnéstico in vitro),
Grupo de Trabajo 1 (Calidad y competencia en el laboratorio médico) con el alcance de
estandarizacioén y orientacion en el campo de la medicina de laboratorio.

OMS 2021, la edicién revisada (1)

El Comité Editorial estuvo formado por expertos en el campo del semen y la ciencia del
espermatozoide, por invitacién de la OMS, y expertos dentro de la OMS. Se formaron grupos de
trabajo mas pequefios para escudrifiar el texto de la 52 edicion.

En principio, las técnicas descritas en la 52 ediciéon (7) se basaron en procedimientos
sustentables. Sin embargo, la experiencia de los cursos estandarizados con entrenamiento tedrico
y practico (13-16) mostraron que los procedimientos debian ser revisados, para ser mejor
entendidos y cumplir con las recomendaciones de la OMS. Por lo tanto, la revisién se centré en
describir los pasos practicos en un orden mas légico, y las explicaciones y comentarios
adicionales, se trasladaron a una subseccién especial.

El capitulo sobre control de calidad también se ha revisado con menos atencién, para la
mayoria de los lectores, (por férmulas matematicas complicadas), y se ha dado mas atencion a
ejemplos practicos con calculos explicados paso a paso.

Motilidad espermatica

En ediciones anteriores (5, 6) la evaluacion de la motilidad distinguia entre espermatozoides
progresivos rapidos y lentos. Esto fue importante porque se ha demostrado que la ausencia de
espermatozoides rapidos, es un factor negativo muy fuerte para el éxito reproductivo, tanto in vivo
como in vitro (8, 17-28). El motivo principal de la decisién de abandonar la recomendacioén de
distinguir entre espermatozoides de progresion rapida y lenta, fue la supuesta dificultad de ese
procedimiento en la evaluacion manual (29). Sin embargo, existe evidencia de que con la
capacitacién adecuada, el personal de laboratorio puede proporcionar resultados con alta precision
(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 pm / s 0 mas (o mover
aproximadamente media cola de esperma por segundo).

Morfologia de los espermatozoides

Los principales procedimientos para la evaluacion de la morfologia de los espermatozoides
humanos, siguen siendo de ediciones anteriores. Sin embargo, se ha expresado con mas claridad,
que la tinciébn recomendada es la tincién de Papanicolaou adaptada para espermatozoides. La
razon es que es con esta técnica de tincién, se han evaluado los Criterios Estrictos de Tygerberg,
en relacion al éxito reproductivo in vivo e in vitro (32-36). Los criterios estrictos se desarrollaron a
partir de estudios sobre espermatozoides humanos, que habian penetrado el moco cervical, y
ademas, sobre espermatozoides capaces de unirse a la zona pelltcida humana (34).

Otra ampliacién importante de las perspectivas del examen de semen, es que la morfologia
no solo debe considerarse como una herramienta de pronostico para el éxito reproductivo in vivo o
in vitro. La morfologia de los espermatozoides puede proporcionar informacién crucial sobre la
funcién testicular (espermatogénesis), asi como explicar, por ejemplo, las causas de la motilidad
deficiente de los espermatozoides (por ejemplo, trastornos ciliares) o explicar el fracaso de la



fertilizacion (por ejemplo, defectos de los acrosomas). Ademas, dado que las anomalias de la
cabeza son un defecto dominante, puede resultar tentador solo informar la morfologia de los
espermatozoides, basandose unicamente en la morfologia de la cabeza. Para contrarrestar que se
ignoren otros defectos, la recomendacién en la nueva edicidon es aplicar un orden estructurado y
secuencial de evaluacién morfolégica basado en una técnica publicada por Rothmann y cols. (37).
Para la formacién, asi 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 andlisis de
la morfologia de los espermatozoides. Esto es necesario incluso para los laboratorios que no
informan el TZI (indice de Teratozoospermia (32)), ya que la proporcién de espermatozoides
"normales” o "ideales" no solo depende de los defectos de la cabeza.

Evaluaciones repetidas

Para la concentracion de espermatozoides solo se requiere una dilucién, siempre que dicha
dilucion se realice estrictamente de acuerdo con las recomendaciones (38). Aun asi, es esencial
realizar la evaluacion en la camara de recuento en dos repeticiones y comparar los resultados para
reducir el riesgo de alicuotas no representativas, de la suspension de espermatozoides diluida.
También para la evaluacion de la motilidad, se requiere comparar la evaluacién repetida para
obtener resultados precisos.

Con respecto a la evaluacion de la morfologia y la vitalidad de los espermatozoides en
frotis tefiidos, es mas 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 recomendacién de realizar evaluaciones
duplicadas de la morfologia y vitalidad de los espermatozoides.

Limites de referencia

Un problema comun es un malentendido general de los datos, de la distribucién de datos, de una
poblacion de referencia (40). Hasta la 5% edicion, los limites de consenso se publicaron como
orientacién, aunque se alent6 a cada laboratorio a desarrollar sus propios limites. En la 52 edicion,
se publicé 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 62 edicion (42).

Un problema fundamental es que a menudo se cree que el percentil 5 de los datos de la
poblacion de referencia, es un limite verdadero y simple, entre hombres fértiles y hombres
infértiles. Pero eso no es verdad.

Primero, la poblacion 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 mayoria de las parejas que dejan de usar anticonceptivos conciben dentro
de los cuatro meses (43). Una publicacion reciente (44) muestra que los hombres en parejas que
comienzan un embarazo en unos pocos meses, tienen resultados de analisis de semen mucho
mas 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 "limites" no deben considerarse como el punto de corte para la fertilidad; lo que es ain mas
importante, el limite 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
participacion internacional comenzando con los Grupos de Proyectos (GP) donde los expertos son
nominados por los paises participantes en los CT. Luego, las sugerencias de los expertos se
distribuyen en varios pasos a los paises miembros, primero en el GT, luego en el CT y finalmente
entre todos los paises participantes en la Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO, por
sus siglas en inglés) con un voto formal de aprobacion o desaprobacién. Después de cada
votacion, 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 paises miembros. Si se aprueba, la
norma es publicada por la 1SO.



La nueva norma (1SO23162: 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 necesitara demostrar que los métodos utilizados son precisos, esto seria
muy complicado y causaria mucho trabajo adicional, si no existiera esta nueva norma 1SO.

Conclusiones

El manual de la OMS y la norma ISO concomitantemente, se han desarrollado para facilitar el
trabajo de los laboratorios que realizan andlisis de semen, y poder lograr resultados precisos. En el
manual de la OMS se han revisado los procedimientos basicos para aumentar el cumplimiento y la
utilidad clinica. Con la norma ISO se espera facilitar los procedimientos de acreditacion.
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Fertilizacién in vitro (FIV): antecedentes histéricos

Con la primera publicacion en 1986 sobre el impacto de la morfologia de los espermatozoides en
la tasa de fecundacion y embarazo en reproduccién asistida (Kruger et al., 1986), no se
comprendié como esta observacion impactaria en la investigacion en este campo y en la arena
clinica en las técnicas de reproduccion asistida (TRA) en los siguientes 30 afios. Inicialmente se
pens6 que se habia hecho una observacion que era exclusiva de Sudafrica, 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 morfologia de los espermatozoides eran visibles en los
pacientes varones en los EE. UU. En el Instituto Jones, los pacientes a menudo se presentaban
sin fertilizacion, pero los cientificos no reconocieron en ese momento que habia un problema en la
morfologia de los espermatozoides, en muchos de estos hombres. Estos defectos en los
espermatozoides podrian explicar la falta de fertilizacién en muchos de los casos. Se les informé
de esta anomalia y esta conciencia condujo a un segundo estudio observacional prospectivo sobre
el impacto de la morfologia de los espermatozoides, en la tasa de fertilizacion y la tasa de
embarazo en su programa de TRA. Los datos se correlacionaron con los de la publicacién de
Tygerberg de 1986 en Fertility and Sterility (Kruger et al. 1986) y una segunda publicacién siguio
en 1987 con datos obtenidos en el Instituto Jones en Norfolk (Kruger et al., 1987). La informacion
sobre la morfologia de los espermatozoides y su impacto en la tasa de fertilizacioén 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 morfologia de los espermatozoides. Siguieron
numerosas publicaciones sobre este tema y la mayoria confirmé las observaciones iniciales sobre
fertilizacion y embarazo en fertilizacion in vitro.

En la primera publicacién de 1986 se afirmé que se han descrito diferentes medios para
evaluar las caracteristicas morfolégicas normales. Sin embargo, para responder a la pregunta de si
existe un valor pronéstico en cuanto a fecundacion y tasa de gestacién en fecundacion in vitro,
utilizando este parametro (utilizando criterios estrictos). (Kruger y col. 1986). La definicién
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 publicacion de 1986.

Para reiterar la conclusién del estudio de 1986, se afirmo claramente que la morfologia de los
espermatozoides es un factor importante para predecir el resultado de la fertilizacién y el
embarazo. En un modelo de regresién logistica también se destacdé que el numero 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 publicacién se explicé 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
citd a Menkveld (datos no publicados) diciendo que nuestro laboratorio tiene un alto grado de



exactitud y precision en la evaluacion de la morfologia estricta de los espermatozoides. Esto se
publicé mas tarde en detalle (Menkveld et al., 1990).

La publicacion en 1986 fue el comienzo de un viaje cientifico que abrié nuevas e interesantes
avenidas en el campo de la infertilidad masculina a nivel nacional e internacional.

Se publicaron varios articulos 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 morfologia de los espermatozoides en la tasa de fertilizacion 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 publicacién de 1986 en Ciudad del Cabo.

Patrones de morfologia de los espermatozoides

El siguiente paso en la busqueda por comprender mejor el grupo de baja morfologia (<14%) fue
estudiar este grupo con menor potencial de fertilizacion. En este articulo se establecié claramente,
por primera vez, que 3 patrones morfolégicos se utilizarian clinicamente [patron P, patrén G y
patron N] (Kruger et al., 1988). El patrén P, de 0 a 4% de formas normales, es el grupo de patrén
pobre. En este articulo se informé una tasa de fertilizaciéon del 7,6% para el grupo de patrén P en
comparacion con el 63,9% para el grupo de patron G (5 a 14% de formas normales). El grupo de
patron G se defini6 como aquellos con buen pronéstico. El término patrén N se utilizé para
aquellos con formas normales por encima del 14% de lo normal y en publicaciones anteriores
tenian una tasa de fertilizacién de mas del 80%. Esta publicacidén y la publicacion de 1986 se
convirtieron en una de las publicaciones mas citadas en la historia de la fertilidad y la esterilidad
segun se informé en 2006 (Yang y Pan 2006). El uso de estos patrones en la practica clinica siguié
en todo el mundo, con varias publicaciones para probar la validez de los umbrales de morfologia
espermatica sugeridos.

Acceder a la aceptacion de la literatura internacional de las observaciones iniciales y los
informes cientificos. Una revisién de la literatura estructurada después de 10 afios

Pasaron mas de 10 afios después de la primera publicacion sobre morfologia de los
espermatozoides en 1986, con numerosas publicaciones y debates en conferencias
internacionales, para "resolver" el problema predictivo de la morfologia de los espermatozoides
para la fertilizacion in vitro. Un estudiante de doctorado en el Departamento de Medicina
Reproductiva del hospital Tygerberg, el Dr. Kevin Coetzee utiliz6 una revisién estructurada de la
literatura para estudiar la pregunta, ¢ existe un valor predictivo universal de la morfologia normal en
la FIV? Estos hallazgos se publicaron en 1998 (Coetzee et al., 1998). En este estudio (metanalisis)
la tasa de fertilizacion fue del 59,3% (1979/3337; por ovocito) en el grupo de patrén P en
comparacion con el 77,6% (10345/13327; por ovocito) en los grupos de patrén G / N. Las tasas
generales de embarazo fueron del 15,2% por ciclo (60/395) (patrén P) y del 26% (355/1368) por
ciclo en los grupos de patron G / N. De importancia fue el hecho de que el 24% de los pacientes no
tuvieron transferencia en el grupo de patron P en comparacién con el 7,4% en los grupos de
patron G y N. Se concluyé que la morfologia normal de los espermatozoides evaluada con
precision, como parte integral del analisis de semen estandarizado, hace que este sea el medio
mas rentable de evaluar al hombre con capacidad predictiva, para ayudar al médico y al cientifico
en la toma de decisiones. En una publicacion de 1999, en Human Reproduction Update, se
resumié y explico con mas detalle el papel de la morfologia de los espermatozoides en la
fertilizacion in vitro (Kruger et al., 1999). También hubo una reflexién en este articulo sobre la
correlacién de las pruebas funcionales de los espermatozoides, asi como la evaluacién de los
espermatozoides asistida por computadora con la morfologia manual de los espermatozoides.

La capacidad predictiva de la morfologia de los espermatozoides y otros parametros del
semen es un debate en curso. (Ejemplos de articulos que apoyan la morfologia de los
espermatozoides como predictor de la fertilizacion in vitro y las tasas de embarazo (Donnelley ET
et al.) Mientras que otros no encontraron ningun beneficio en absoluto (Van den Hoven et al.)

Explorar la influencia de la morfologia de los espermatozoides en la tasa de embarazo por
inseminacioén intrauterina (l1U)



La IlU es mas simple, mas barata y mas disponible para el publico en general como tratamiento
para la infertilidad, ya sea que se use para la infertilidad idiopatica o la infertilidad por factor
masculino. La pregunta fue hecha por van Waart (Van Waart et al., 2001): ¢es la morfologia de los
espermatozoides un indicador del resultado del embarazo en el grupo de patréon P versus los
patrones G y N en un programa de 11U?.

Después de realizar una cuidadosa revision estructurada de la literatura, se demostré en un
meta-analisis que hay una mejora significativa en la tasa de embarazo por encima del umbral del
4% para criterios estrictos. Esta fue una publicaciéon importante que mostré por primera vez que las
observaciones realizadas in vitro eran repetibles en la situacion in vivo, en este caso los
programas de |lU. La tasa de embarazo en el patron P frente al patron G mostré 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 IlU. En un estudio realizado por un médico visitante de Malta, se
sugiri6 estudiar los factores masculinos y femeninos y el posible efecto sobre el resultado del
embarazo en el programa de 1lU en el Hospital Tygerberg (Montanaro et al., 2001). En este gran
estudio de 522 ciclos de tratamiento se concluyé que el numero de foliculos era de importancia en
el resultado del embarazo, especialmente en el caso de un factor masculino. En cuanto a la
morfologia de los espermatozoides, informamos una tasa de embarazo del 2,6% en el grupo de
patron P, 11,4% en el grupo de patréon G y 24% en el grupo de patron 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 pronéstico aumentando
el numero de foliculos, especialmente en casos de infertilidad severa por factor masculino.

Todavia hay un debate en curso sobre los hallazgos anteriores donde algunos encuentran
una tasa de embarazo significativamente mas baja en el grupo de patrén P vs el grupo del patrén
G (Lemmens L et al., Patounakis G et al.) y otros no ven diferencias, ningun impacto de la
morfologia del esperma en las tasas de embarazo con IlU (Erdem M et al., Deveneau NE et al.).
Sin embargo, la mayoria recomienda la 1lU como primera opcién de tratamiento antes de las
modalidades de tratamiento de FIV / ICSI que son de mayor costo. Una explicacion de la variacion
en los resultados, como se explicd anteriormente, puede deberse a una desviacion en la precision
en la evaluacion de la morfologia del esperma mediante criterios estrictos. Morbeck y col. ilustré
esta observacién en un elegante articulo que estudia 2 épocas. Franken y col. demostr6é que la
formacion en morfologia de los espermatozoides y el control de calidad de seguimiento por parte
de un laboratorio de referencia mantendra una lectura precisa y unos resultados confiables. La
falta de capacitacién en el campo es uno de los problemas que conduce a resultados clinicos
inexactos o resultados clinicos diferentes, por ejemplo, en los programas de 1lU, como se ilustra
arriba.

Para evaluar el valor de la seleccion de espermatozoides para la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl): ;Deberia realizarse ICSI en todos los
pacientes de FIV?

Roldan escribié que el uso generalizado de ICSI se basa, en parte, en la creencia de que no es
necesario prestar atencion a los aspectos de la funciéon de los espermatozoides porque la
seleccion de los espermatozoides se vuelve irrelevante si se inyecta un espermatozoide en el
ovocito (Roldan et al. 2006). Por otro lado, la comprensién de los mecanismos subyacentes de la
funcién de los espermatozoides durante la fertilizacién, es importante para obtener resultados
exitosos con ICSI. Esta comprensién puede conducir a una mejora adicional de los resultados de
la fertilizacién que conducen a una mejor calidad del embrion y, por lo tanto, a mejores tasas de
embarazo. Roldan también sugirié 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 ayudaran 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 / cientifico. Es
importante que el médico mantenga su habilidad para hacer un buen diagnéstico clinico y poder
ofrecer soluciones simples para los problemas de infertilidad en muchos casos. Sin una
comprension del andlisis de semen tanto para el cientifico como para el clinico, esta habilidad se
perdera con claras consecuencias para el paciente y la ciencia reproductiva en su conjunto. Este



fue el trasfondo del articulo escrito, que aborda la cuestion de si se debe ofrecer ICSI a todos los
pacientes (Kruger et al. 2009).

Existen numerosos estudios sobre diferentes métodos de seleccion y una revisidn reciente
resumio los diferentes métodos elegantemente ((Rajasingam S) Para el propésito de este capitulo,
solo se discutira la union del acido hialurénico que también se ocupa de la morfologia de los
espermatozoides y la IMSI.

Estudiar el impacto de la seleccién de espermatozoides en la practica clinica en ART
Seleccién de espermatozoides mediante la unién de acido hialurénico

Se informd que los hombres con baja morfologia de los espermatozoides (patrén P) tenian mas
anomalias en el ADN y aneuploidia de los espermatozoides que los grupos con patron G y patron
N (Lee et al., 1996). Estos grupos de patrén P también tenian peor unién de espermatozoides a la
zona pellucida y capacidad de reaccion del acrosoma en comparacion con los hombres con
parametros de semen normales (Oehninger et al., 2000, Bastiaan et al., 2003). Fue este
conocimiento y la experiencia practica de la baja tasa de fertilizacion en el grupo de patrén P lo
que despert6 el interés en la seleccién de espermatozoides para ICSI. Se discutié a menudo la
publicacién de Menkveld (Menkveld et al., 1999) sobre la seleccion de las formas normales por la
zona pelucida. Surgié la pregunta, ¢por qué todas estas formas normales perfectas estaban
unidas a la zona pelacida?

La observacion de Huzar (Huzar et al., 2007) de que las formas normales unidas a la zona
eran ricas en acido hialurénico (AH) y que habia menos aneuploidia reportada en las formas
observadas fue de gran interés para la comunidad cientifica. Estos autores (Huzar et al., 2007)
también han demostrado que los espermatozoides maduros se unen selectivamente a AH en
estado solido. Estos espermatozoides carecen de retencion citoplasmatica, histonas persistentes y
fragmentacion del ADN con menor frecuencia de aneuploidia cromosdmica. Los espermatozoides
de forma ovalada normal también fueron significativamente mas ricos en acido hialorénico en
comparacion con las formas amorfas. Un estudio colaborativo seguido iniciado por Huzar. En un
estudio ciego, después de que se realizé la selecciébn con acido hialorénico de los
espermatozoides en comparacién con un grupo de control no seleccionado, se ley6 el porcentaje
de formas normales. Esto llevd a la publicacion de Prinosilova (Prinosilova et al., 2009). Se
observé que tuvo lugar una mejora significativa en la seleccion de las formas ideales en el grupo
de acido hialurénico (prueba) en comparacién con el control.

En un metanalisis que compard la selecciébn de espermatozoides con acido hialorénico
frente al control de Beck-Fruchter et al., Informaron que la calidad del embrién y la tasa de
implantacion fueron superiores en el grupo hilarénico, al incluir todos los articulos disponibles.
Cuando solo se incluyeron estudios prospectivos, la ventaja en la tasa de implantacion
desaparece. Para los dos resultados principales (tasa de fertilizacion y tasa de embarazo clinico) o
para la tasa de nacidos vivos, no observaron ningun beneficio. Se concluyé que no existe una
indicacion clara para el uso rutinario de la seleccién de espermatozoides con acido hialurénico. Sin
embargo, animaron a que se realicen mas investigaciones en este campo. (Beck-Fruchter et al.).
Ademas, 2772 parejas fueron asignadas al azar para recibir PICSI (n = 1387) o ICSI (n = 1385), se
incluyeron en el analisis primario. El término tasa de nacidos vivos no difirié 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 (seleccion de acido hialurénico). Este estudio no se incluyé en el
metanalisis discutido anteriormente.

Sin embargo, en mi opinién, el veredicto aun esta abierto para la seleccion 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 retencion citoplasmatica, histonas persistentes y fragmentacion del ADN con menor
frecuencia de aneuploidia cromosomica), en comparacién con los espermatozoides anormales.
Por lo tanto, al menos en el factor masculino severo, la selecciéon de espermatozoides con acido
hialurénico y una evaluacion cuidadosa de los espermatozoides que se inyectaran es obligatoria
para el laboratorio especializado de ICSI. Se necesita mas investigacion para los casos graves de
factor masculino con respecto a la seleccion de espermatozoides.



Razones para una cuidadosa evaluacion morfolégica antes de ICSI

De Vos (De Vos et al. 2003) informé que con una seleccion cuidadosa de la forma ideal, utilizando
el microscopio invertido, las tasas de prefiez se pueden mejorar significativamente. Esta
observacion clinica puede posiblemente explicarse por el hecho de que los espermatozoides
anormales, tienen aberraciones cromosomicas estructurales cuatro veces mas altas, y otros
problemas segun lo informado por Huzar y (por ejemplo, fragmentacién anormal del ADN de los
espermatozoides) como se menciond en la seccion anterior. (Lee et al. 1996) (Huzar et al. 2007)
(Garolla et al.)

Seleccion de espermatozoides utilizando IMSI (Inyeccién de espermatozoides
seleccionados de morfologia intracitoplasmatica )

El trabajo de Bartoov (Bartoov et al. 2001) que trajo el concepto de seleccién de esperma a un
primer plano. La seleccién de espermatozoides con gran aumento, seleccionando la forma ideal si
es posible, resolvié las bajas tasas de embarazo en parejas con fracasos repetidos. Este método
se llamo IMSI. Berkovitz (Berkovitz et al. 2001) observé una peor calidad del embridn y tasas de
embarazo mas bajas, con tasas de aborto mas altas, si no se encontraban espermatozoides
normales para la inyeccion de espermatozoides.

En un ensayo controlado aleatorizado, Antinori informé 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
observé una tasa de natalidad significativa mas 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). (ElI Khattabi et al. 2013). En los dltimos afios, varios cientificos estudiaron un solo
espermatozoide y sus caracteristicas fisioldgicas, y estas observaciones pueden ser la explicacion
de un mayor éxito en pacientes con factor masculino grave. Garolla (Garolla et al. 2008) informé
que los espermatozoides ideales tienen menos aneuploidia, menos dafio mitocondrial y menos
fragmentacién del ADN que los espermatozoides con 1 o mas 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 evaltan el uso de IMSI en el campo de la medicina
reproductiva clinica han extraido conclusiones contrastantes. Un metaanalisis de Teixeira et al.
revis6 nueve ensayos controlados aleatorios que evaluaron 2.014 parejas, y concluyé que la
evidencia actual no respalda adecuadamente el uso rutinario de IMSI. Debido a que también es un
procedimiento costoso, se necesitan mas estudios con tamafios de muestra mas grandes para
confirmar su valor antes de recomendarlo.

En 1986 se informé que el porcentaje de formas normales tiene un impacto en las tasas de
fecundacion y prefiez (Kruger et al. 1986). Inicialmente se observd que la unidén de la zona, la
reaccion del acrosoma, la entrada de calcio y el ensayo de penetracion de los espermatozoides se
vieron afectados en los grupos del patron P (defectos fisiologicos) (Oehninger et al. 2000,
Oehninger et al. 1994, Franken et al. 1990, Bastiaan y col., 2003). Estos defectos fisiolégicos se
informaron en pacientes con anomalias graves en la forma de los espermatozoides (patrén P).
Ahora tenemos nueva evidencia de que un solo espermatozoide morfolégico normal es
fisiolégicamente mas competente. (Garolla et al. 2008). (Menos fragmentacion de ADN,
aneuploidia o descondensacion de cromatina) Los espermatozoides morfolégicamente anormales
0 aquellos con al menos una vacuola observada tienen altos niveles de aneuploidia de
espermatozoides, fragmentacién anormal de ADN o descondensacién de cromatina.

El "efecto paterno tardio" comienza después de la activacion gendmica del embrién, en la
etapa de 4-8 células. Un efecto tardio deteriorado podria cambiar la capacidad del embrion en
etapa de escision temprana, para convertirse en blastocitos viables. En consecuencia, se puede
sugerir que la mejora en LBR después de IMSI en comparacion con ICSI en presencia de
teratozoospermia severa, se explica por una seleccion 6ptima de espermatozoides con una
cantidad minima de vacuolas, que tienen las mejores posibilidades de producir un blastocisto
viable. Se necesitan mas estudios para comprender los mecanismos subyacentes de la formacién
de vacuolas y sus consecuencias en el desarrollo del embrién.

A pesar de los mismos resultados clinicos en el metandlisis ICSI vs. IMSI de pacientes con
factor no masculino, se debe preguntar cuales seran 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 mas bajas. Ademas, de los elegantes articulos de Garolla y vanderzwalmen sobre
patologia de los espermatozoides, se puede concluir que existe un lugar para la seleccién de
espermatozoides basada en la evidencia fisiolégica de un solo espermatozoide.

Para realizar la IMSI y la seleccion de espermatozoides para cada caso de rutina,
definitivamente no hay ninguna indicacion. Pero en casos severos de factor masculino y
teratozoospermia severa (morfologia de patron P) (ElI 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 seleccién de espermatozoides con acido hialorénico seguida de
una evaluacién cuidadosa de los espermatozoides (de Vos et al.) es un paso Iégico para mejorar el
resultado del embarazo en casos graves de factor masculino y en pacientes con teratozoospermia
grave (patrén P de morfologia de los espermatozoides).
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Este capitulo revisara la importancia de las células redondas en la infertilidad masculina.

Resumen

Las células redondas pueden brindarle al médico una comprension de los posibles factores
contribuyentes que pueden estar relacionados con la infertilidad masculina. Existen mdultiples
formas de detectarlas, aunque es necesario formar al servicio que la presta y verificar o validar
adecuadamente la prueba diagndstica. Se debe tener cuidado para construir un cuadro clinico del
paciente antes de considerar cualquier tratamiento, ya que hay evidencia minima para demostrar
el uso de antioxidantes para mejorar las tasas de nacidos vivos. El equipo cientifico que observa la
muestra e interactia con el paciente masculino es clave para cerrar la brecha entre el paciente y el
médico.

Introduccion

El andlisis de semen es una herramienta increiblemente util en las investigaciones de fertilidad y el
manejo de intervenciones de pacientes para ciertas afecciones, como el hipogonadismo
hipogonadotréfico. Sin embargo, a menudo hay una brecha en los resultados y la accion realizada
por el médico. Es probable que esto pueda ser el resultado de una falta de comprension,
investigacién académica o posiblemente una omisién de orientacién por parte del servicio de
diagnéstico.

El andlisis de semen se ha guiado predominantemente por las publicaciones de diversos
titulos de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en esta area. La publicacién mas reciente
fue la Sexta ediciéon en el afio 2021 (1), que logré un grado de avance con respecto a su
predecesora de 2010 (2). Notablemente, hubo nuevamente el reconocimiento de lo que los
andrélogos 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 mas
limitado a la categoria de leucocitos. Esto no sorprende, si se tiene en cuenta que su presencia
puede ser indicativa de una respuesta inmunitaria, pero todavia hay una brecha en la comprensién
de lo que significan estas células y cémo el laboratorio de diagnéstico puede ayudar al médico.

Este capitulo intentara abordar la importancia de las celdas redondas y el enfoque que
puede adoptar un servicio de diagnéstico 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 tubulos seminiferos de los
testiculos. Es importante comprender el proceso de espermatogénesis para apreciar la diferente
presentacion de células germinales inmaduras que pueden detectarse en el eyaculado. Los
espermatozoides comienzan su desarrollo inicialmente, a partir de espermatogonias diploides que
experimentan una replicacién mitética para dar lugar a un espermatocito primario. Los que
contintan desarrollandose migran hacia la luz del tubulo seminifero y sufren la meiosis | (que da
lugar a espermatocitos secundarios haploides) y la subsiguiente meiosis Il (que da lugar a
espermatides haploides) (5). Siguen la espermiogénesis y la espermiacion, que son los pasos
finales en el proceso de mayor desarrollo de los espermatozoides. Durante estos procesos, las
espermatides 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 region del acrosoma (5,6). Las células en cada etapa de la espermatogénesis tendran muchas
morfologias celulares similares, pero es importante tener en cuenta que puede haber un alto grado
de pleomorfismo entre ellas, debido a la preparaciéon de los portaobjetos de diagnostico, la etapa
de desarrollo y otros fenédmenos naturales como la degeneracion. Para demostrar las diferencias
que a menudo se pueden observar, la Figura 1 muestra dos espermatocitos en la misma
distribuciéon de morfologia.
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Figura 1. Morfologia que compara las diferencias entre células germinales inmaduras.

La otra categoria de células redondas se origina a partir de los leucocitos (glébulos blancos). Estos
se pueden dividir en dos linajes principales: mieloide y linfoide. La linea celular mieloide incluye los
granulos que contienen leucocitos (neutrofilos, eosindéfilos, basofilos y mastocitos) mientras que la
linea celular linfoide contiene células células natural Killer, los linfocitos (T helper, T citotdxicos y
tipo B) y células plasmaticas. Hay etapas de desarrollo para la produccién de células sanguineas
(hematopoyesis) que pueden detectarse facilmente en preparaciones de frotis de sangre, aunque
es muy poco probable que se detecten en semen. Es importante comprender la inmunologia
basica con respecto a los leucocitos, ya que esto puede brindar informacion util sobre el paciente
junto con los hallazgos clinicos. La Tabla 1 ofrece un resumen del papel que desempefan estas
células en una respuesta inmunitaria. Las funciones y la actividad de estas células dependeran del
patégeno invasor (o enfermedad autoinmune) y pueden ser innatas, en las que existe un amplio
enfoque no especifico para la neutralizacién y eliminacién de patégenos, o adaptativas, en las que
el sistema inmunitario activa una respuesta especifica al patégeno invasor (7,8).



Tabla 1. Roles de los leucocitos en la respuesta inmune.

Leucocito

Tipo de inmunidad

Descripcién

Neutrofilo

Innata

La funcién principal es la fagocitosis y
destruccién de microorganismos.
También tiene una funcién
inmunomoduladora.

Basofilo

Innata

Libera histamina, heparina, serotonina.
Prostaglandinas, leucotrienos y
citoquinas. Puede aumentar la

permeabilidad vascular (causando la
contraccién del musculo liso) y promover
la produccién de IgE.

Eosinofilo

Innata

Esta célula es mas efectiva para la
digestion extracelular de patégenos que
serfan demasiado grandes para ser
absorbidos.

Mastocito

Innata

Célula tisular que reside entre los tejidos
y el medio ambiente. Desempefia un
papel clave en las reacciones alérgicas y
las infecciones parasitarias. Puede
activarse para iniciar la liberacién de
histamina y citocinas, as{ como la
liberacién de mediadores de lipidos.

Linfocito T

Adaptiva

De manera simplista, reconoce antigenos
en las superficies celulares y los
destruye. Se puede dividir en Th1 y Th2,
dependiendo de su produccién de
citoquinas. Modula la respuesta inmune,
especifica al antigeno (patégeno).
También ayuda en el reclutamiento de
células T citotdxicas.

Linfocito B

Adaptiva

Esta célula tiene anticuerpos unidos a la
membrana (inmunoglobulinas) que se
unen al material no propio invasor. Una
vez activado (antigeno unido al epitopo),
se producira la replicacién y la
diferenciacién, convirtiendose en células
de memoria y células plasmadticas.




Celula Adaptiva Una célula productora de anticuerpos,
Plasmatica que es un linfocito B completamente
diferenciado. Los anticuerpos son
importantes ya que se unen a los
patdgenos y causaran opsonizacién y
reduccién de la funcionalidad del
patdgeno invasor.

¢ Qué puede causar “células redondas” en el semen?

Bajo el paraguas de las "células redondas”, las células germinales inmaduras parecen contribuir a
la mayoria de las células detectadas, y se estima que el 84 % de las células no espermaticas
pertenecen a esta categoria (9). Existe la sugerencia de que la deteccién de células germinales
puede deberse a una terminacién espermiogénica fallida oa una regeneracion activa del epitelio
(4). La regeneracion activa puede deberse a ataques transitorios de patégenos, como el virus de
influenza (3). Otra explicacion considera que puede haber un aumento en la eliminacion de células
germinales con la detenciéon de la maduracion testicular (10). La detencion de la maduracion a
veces se puede diferenciar por el nivel de desarrollo de la linea de células espermaticas, es decir,
la detencién de la maduracion tardia impide el desarrollo mas alla de la etapa espermatida
redonda (10).

Existen otras condiciones clinicas que pueden dar lugar a un aumento de células
germinales/espermatozoides inmaduros que incluyen criptorquidia (testiculos 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 (eliminacién de células
dafadas) en pacientes con criptorquidia (o pacientes tratados de inicio tardio) conduce a una
poblacién inmadura de espermatozoides (11).

Un varicocele es una dilatacion anormal de las venas, particularmente en el plexo
pampiniforme (red venosa que drena la sangre de los testiculos). En estos pacientes, la
maduracion y funcién de los espermatozoides parece estar obstaculizada. El mecanismo de accién
exacto de esto todavia esta en discusién, aunque se acepta que como minimo, un aumento en el
flujo sanguineo y la posterior acumulacion alrededor de los testiculos 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 combinacién de aumento en la presién hidrostatica, formacién de toxinas, hipoxia y
autoinmunidad (13). El estrés oxidativo se analiza con mas detalle mas adelante en este capitulo.

Los leucocitos deben analizarse en términos de su funcién inmunolégica general en el
cuerpo humano para poder comprender la posible causa de su presencia en el semen. La
presencia de leucocitos en semen es clinicamente relevante y posiblemente indicativo de un
proceso inflamatorio, infeccién genitourinaria (GU) o infeccién de glandulas accesorias cuando hay
>1,0 x 10° leucocitos por ml (14,15). Cuando las concentraciones de leucocitos superan este nivel,
se denomina leucocitospermia. La respuesta a la infeccién depende del patégeno invasor y puede
provocar multiples reacciones del sistema inmunitario. En el caso de una infeccion bacteriana, se
inician tres respuestas inmunitarias principales: la via del complemento; iniciacién de fagocitos e
inmunidad mediada por células (16). Muchas infecciones bacterianas del tracto urinario (ITU)
inician la infiltracion de neutrofilos como defensa de primera linea. Los neutréfilos son células
extremadamente activas que se clasifican como granulocitos y migran al sitio de la infeccion,
ingiriendo patégenos y apoyando la respuesta inmune mas amplia. Los neutréfilos son mucho mas
complicados de lo que parecen en la superficie y tienen mecanismos quimicos complejos que se
utilizan para atacar a los patégenos fagocitados. Las muiltiples funciones de los neutrofilos se
resumen en la Figura 2 (17,18), aunque esto solo toca la superficie de sus acciones.
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Figura 2. Accién de los neutréfilos en una respuesta inmune.

La produccién resultante de superoxidos es un factor importante que contribuye a las especies
reactivas de oxigeno en el fluido seminal. Otra infeccién relativamente comun 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 mas comun
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 glandulas accesorias masculinas (MAGI). En
casos de MAGI o infiltracion bacteriana, puede dar lugar a complicaciones adicionales, como la
obstruccion, la inflamacién de los testiculos (orquitis) y problemas de produccién de liquido
seminal (21). Esto conducira a una afluencia de leucocitos que probablemente se infiltraran en el
tracto urogenital y se detectaran en el semen eyaculado. Esto por si 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 vinculo conocido (22). Hay patégenos adicionales que pueden dar lugar a MAGI,
incluidos Ureaplasma urealyticum, Neisseria gonorrhea y Chlamydia trachomatis (21).

Es importante sefalar que en la mayoria de los casos en los que se encuentra
leucocitospermia, no se detecta infeccion microbiana. Es importante comprender que esto puede
depender en gran medida del mecanismo de prueba aplicado, es decir, las pruebas de PCR
dirigidas seran mas beneficiosas que las pruebas microbioldgicas generales en la eyaculaciéon.

Las infecciones virales se discuten menos en la investigacion, aunque se sabe mas sobre
el impacto de estas en la salud general y el impacto que pueden causar los sintomas. La influenza,
por ejemplo, ha sido investigada exhaustivamente por su impacto en la calidad del semen,
especificamente 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 vinculos
limitados especificamente 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 iniciacion de la proteina del complejo principal de histocompatibilidad de
clase | (MHC clase 1) y la destruccién por las células T citotoxicas, reclutamiento de células
asesinas naturales (para cuando los virus evaden la via del complejo MHC Clase |), produccion de
interferén, anticuerpos y fagocitosis (26). Se requiere mas investigacion en este campo para



comprender la migracion de los leucocitos y el impacto en las capas de células germinales
después de las infecciones virales.

Los ultimos elementos a considerar son el periodo 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 concentracién reducida de espermatozoides maduros y una
mayor cantidad de células germinales inmaduras si tiene un trastorno de masturbacién compulsiva
(27). Esto debe discutirse con el paciente para determinar si se debe a razones psicolégicas o si
hay un malentendido con respecto a los criterios previos al examen. No obstante, esto debe ser
una consideracion como fuente de células germinales dentro del liquido seminal. Fumar se ha
asociado con un aumento en el namero de leucocitos durante algun tiempo, también hay un
aumento en la posibilidad del uso de otras drogas como el cannabis en la produccion de células
redondas (esto requiere mas investigacion para determinar si esto es significativo).

Deteccion de células redondas

La evaluacién morfolégica de las preparaciones tefiidas puede ser una herramienta util 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 dificiles
de distinguir segun la calidad de la preparacién, la fijacion previa a la tincién, el tipo de tincién, el
protocolo de tincién y el cientifico que realiza la revisién. El procedimiento de tinciéon recomendado
segun la OMS 2021 (1) es un Papanicolaou modificado (PAP), que se utiliza a menudo en
preparaciones citolégicas. Este método reduce el artefacto de fondo y brinda un mayor grado de
reconocimiento de anomalias en los espermatozoides en comparacion con otros métodos como el
Romanowsky rapido. Esto incluye la mejora en la detecciéon de anomalias citoplasmaticas sutiles
que a menudo se pueden omitir en la tincion de Romanowsky.

En hematologia, el método de eleccion para frotis de sangre periférica es Romanowsky
debido a la capacidad de la tincion para mostrar detalles, policromasia (multiples colores) y
mostrar los granulos de células individuales sin sobretincién (28). Los puentes nucleares son
claramente visibles entre los I6bulos de los neutréfilos con la tincion de Romanoswky, lo que a
menudo puede ser dificil de detectar en los portaobjetos tefiidos con PAP. Las caracteristicas
morfologicas 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 indic6 anteriormente, esto puede variar
segun muchos factores y se debe tener cuidado durante el diagndstico para diferenciar estos tipos
de células.

Tabla 2. Descripciones morfolégicas de los leucocitos y células germinales.

Celula Tamafio (um) Caracteristicas
Leucocitos
Neutréfilo 8-15 Generalmente circular, con un

ntcleo multilobulado dnico que
tiene "puentes" delgados entre
cada 16bulo. El niimero de 16bulos
puede diferir, pero suele estar
entre 3y 5 um. Los granulos en el
citoplasma son azurdfilos.




Baséfilo

10-15

El nicleo es bilobulado y contiene
granulos densos que a menudo se
tifien de azul. Raramente visto en
sangre periférica y ain mas raro en
semen.

Eosinofilo

10 - 17

Estos contienen un nicleo
segmentado/bilobulado con
granulos acidéfilos (se tifien més de
rojo/rosado)

Macrofago

10-30

Nucleo grande de
aproximadamente 6 - 12 ym y un
citoplasma que contiene vacuolas y
granulos. También puede haber
material engullido en el
citoplasma. Granulos basdfilos.

Linfocito

El nicleo es ovalado y, a menudo,
puede ocupar una gran proporcién
del espacio citoplasmatico. Las
versiones mas grandes pueden ser
células plasmadticas (mas
citoplasma). No se encuentran
granulos en estas células.

Células germinales

Spermatogonia

8-10

Citoplasma minimo y nucleo
redondo. El nicleo tiende a ser de
naturaleza lisa y puede haber 1 o0 2

nucléolos presentes. El nticleo tiene
un tamafio aproximado de 8 um.

Espermatocito
Primario

10 - 20 aprox

Células grandes con niicleo més
grande y a menudo cromatina
densa/moteada. La apariencia de la
cromatina se ve afectada por la
etapa de divisién meidtica.

Espermatocito
Secundario

10 - 15 aprox

Estos son mas pequefios que los
espermatocitos primarios (que se
encuentran con menos frecuencia)
y estdn redondeados con una
tincién a menudo més profunda. La
cromatina se ve menos moteada
que en los espermatocitos
primarios.




Espermatide Sin tamafio La morfologia es muy variable,

promedio, pero el dependiendo de la etapa de
nicleo mide maduracién. Cromatina densa (se
aproximadamente ve tefiida de oscuro y mds pareja).
5um Puede haber granulos presentes

pero, mas comunmente, el nicleo
es excéntrico. Puede haber
multiples nicleos en un 4rea del
citoplasma.

La diferenciacion simple utilizando portaobjetos tefiidos solo puede ser realizada por cientificos
capacitados y competentes después de la validacién de los protocolos de tincion. El grado de
capacitacion y lo que se clasifica como competencia suficiente puede ser dificil de determinar ya
que no existe un gold standard para usar, por lo tanto, las estimaciones deben limitarse a
categorias amplias en lugar de recuentos diferenciales para tipos de células individuales. Las
imagenes relacionadas con los portaobjetos tefiidos estan disponibles a través de articulos
publicados (4,29) que se pueden utilizar para apoyar la formacién y la identificacion.

Las directrices o guias y los articulos se concentran en la deteccion de células positivas
para peroxidasa para la diferenciacion de células redondas (1,22). Si bien esto es vital para la
detecciéon de algunos leucocitos, no detectard células que no contienen peroxidasa, como
linfocitos, monocitos y granulocitos activados (los que han liberado su contenido). También perdera
la identificacion de las células germinales, omitiendo la capacidad de detectar el cese de la
espermatogénesis en un nivel particular. Existen multiples métodos que se pueden usar para
detectar leucocitos en el semen, incluida la inmunocitoquimica (CD45), la positividad de la
peroxidasa y la prueba de elastasa de granulocitos (22). La mas utilizada es la prueba de la
peroxidasa, en la que la MPO oxida el 4-cloro-1-naftol (4-CN) en un precipitado, utilizando
peroxido de hidrégeno como oxidante (22). Esto da una mancha azul-pdrpura que es mas
reconocible como un tono marrén bajo el contraste de fase cuando se usa una contratincion. 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 aun se deben considerar las limitaciones mencionadas anteriormente
al usar estos reactivos.

Otra prueba (denominada gold standard) es la inmunoquimica, que puede diferenciar entre
las células germinales y todos los tipos de leucocitos. El principio es que todos los leucocitos
expresan el antigeno CD45 que puede detectarse mediante el uso de anticuerpos monocolonales
(1). El procedimiento implica una contratincion (hematoxilina), varias soluciones tampdn,
incubacién con dos anticuerpos y fijadores antes de que se lleve a cabo la evaluacién. Esto no es
factible para los diagnésticos cotidianos, ya que es un proceso extenso, complicado y costoso.

Los ultimos tipos de prueba para una breve discusion incluyen la prueba de interleukinas y
la prueba de elastasa. Las interleukinas (IL) son basicamente 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 multiples 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 biolégicas de IL que pueden ser
importantes en la comprension para respaldar el cuadro clinico. Se puede usar un ejemplo de la
produccioén de IL-8 por macréfagos para inducir el traslado de los neutréfilos al sitio de produccion
(un factor quimiotactico) (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 neutréfilos durante una
respuesta inflamatoria (31). Especificamente, el complejo inhibidor de elastasa-a1-proteasa (Ela/
a1-Pl) se sugiere como la proteina que se medira mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) y tiene una fuerte correlacion con la actividad de las células polimorfonucleares
(PMN) y la actividad genital. infeccion del tracto/prostatitis crénica (22, 31). Los limites de
referencia inferiores sugeridos incluyen 230 pg/L y 290 pg/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 mas adecuado para la deteccion de
infecciones/inflamaciones subclinicas, aunque puede ser una herramienta Gtil junto con la calidad
del esperma y los hallazgos clinicos.

Impacto de las células redondas en la fertilidad

El estrés oxidativo (OS) es donde el equilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
capacidad fisiolégica 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 anion superéxido, radicales de 6xido nitrico y radicales hidroxilo, asi
como compuestos no radicales como el peréxido de hidrégeno (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 superdxido sean los principales contribuyentes a la produccién 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 clinica
especificamente relacionado con el numero de leucocitos no es facil de determinar, ya que éste
puede depender de su numero, si estan activos, el nimero de espermatozoides presentes en
correlacién con el namero de leucocitos y la ubicacion de la infeccién (1). Sin embargo, hay
evidencia que correlaciona la presencia de leucocitos con una disminucion en la calidad del
semen, dafio en el ADN y mala motilidad (1,36).

El equilibrio de ROS es importante ya que en el nivel 6ptimo puede respaldar la funcion del
espermatozoide (capacitacion y reacciéon del acrosoma), pero en niveles anormales puede causar
dafno en el ADN, reduccién de la motilidad del esperma, peroxidacion de lipidos y apoptosis (37).
La peroxidacion lipidica puede ocurrir debido a que los espermatozoides tipicos maduros tienen
una cantidad relativamente pequefia de citoplasma, una gran cantidad de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) y una baja actividad antioxidante, lo que conduce a una disfuncion de la
reaccion acrosomal, que se requiere para la fertilizacién (38). El proceso bioquimico de
peroxidacién 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-hidrégeno. Esto puede provocar que los
radicales libres ataquen el hidrégeno, dejando un electrén desapareado en el acido graso que es
susceptible de oxidacion (37).

El dafio del ADN es un area préxima de la fertilidad y esta interrelacionado con ROS, ya
que se sabe que causa modificaciones en las bases de los acidos nucleicos y altera la integridad
del ADN (39). Las pruebas de dafio en el ADN (también conocidas como fragmentacién de
espermatozoide) pueden usarse como resultado de la deteccién de células redondas, pero no
estan necesariamente correlacionadas, es decir, la leucocitospermia puede no ser la causa del
dafo en el ADN.

En este capitulo se mencion6é anteriormente que puede haber implicaciones clinicas
adicionales fuera de la produccion de ROS de células redondas que es importante para la
fertilidad, como la obstruccién del conducto eyaculador debido a la infiltracién bacteriana. Los
primeros signos de esto pueden detectarse en el plasma seminal a través de la diferenciacién de
células redondas para que se puedan llevar a cabo analisis e investigaciones clinicas adicionales.
En este capitulo se han discutido las causas bacterianas de la infeccién, que pueden afectar
directamente la funcién de los espermatozoides (40), aumentar la produccién de ROS o causar
inflamacion. Muchas de estas infecciones pueden ser asintomaticas y pueden volverse mas
avanzadas y problematicas 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 microscopia, cultivo y sensibilidad (MC&S) (41). Los
problemas funcionales directos con la calidad del semen incluyen una motilidad reducida y
posiblemente la morfologia, ya que algunos estudios han sugerido mejoras en estos parametros
después del tratamiento (40).



Informacion cientifica sobre los informes de celdas redondas

Es justo afirmar que la identificacion de células en la muestra de semen puede conducir a una
comprensiéon de las infecciones actuales, activas o pasajeras junto con informacién 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 demogréficos basicos se
utilizan generalmente para la aceptacion de muestras de semen para la investigacion en
diagnosticos de infertilidad. En realidad, esto no logra recopilar suficiente informacién para
interpretar clinicamente los resultados del analisis 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
andrologia ya que esto puede provocar un retraso en la investigacion, el tratamiento o el manejo
incorrecto de la pareja.

El equipo cientifico responsable del diagndstico debe considerar un cuestionario
relativamente detallado junto con la recoleccién de muestras. Esto se cubrié extensamente en
Long et al., (4) pero deberia incluir lo siguiente:

* Requisitos previos al examen de acuerdo con las directrices actuales de la OMS (vital para la
interpretaciéon de todos los parametros)

* Con qué frecuencia el paciente se masturba o participa en actividades sexuales que resultan en
la eyaculacién

* Si ha habido alguna enfermedad en los dltimos tres a seis meses (esto podria ser mas
especifico/extendido segun la respuesta), se deben solicitar enfermedades y sintomas febriles.

« Si el paciente ha sido intervenido quirargicamente, incluyendo abdomen inferior, regioén genital y
retroperitoneal

« Si el paciente ha tenido cancer, el tratamiento del cancer, incluida la quimioterapia, es posible que
los agentes quimioterapéuticos hayan tenido un impacto. Algunos pacientes también pueden
revelar canceres especificos masculinos.

« Si el paciente bebe alcohol, fuma tabaco, toma algun tipo de droga recreativa (cannabis,
esteroides, cocaina, etc.).

« Si el paciente toma algun medicamento recetado o no.

La muestra de semen debe analizarse dentro de los 60 minutos posteriores a la produccién para
garantizar que se dé el tiempo adecuado para parametros como la licuefaccién, 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
identificacion de células redondas se aplique a la muestra y que el resultado se tenga en cuenta
con la informacién clinica previa. Es suficiente realizar un diferencial "crudo" tefiido donde hay >1,0
millén de células redondas por ml. En este caso, las células redondas se pueden identificar en dos
categorias; células germinales o leucocitos. Una vez hecho esto, una revisién de la informacion
clinica puede generar una imagen para el cientifico que debe respaldar el informe final.

A continuacién se dan dos ejemplos para demostrar la utilidad de este proceso:

Escenario 1: el paciente tiene una concentracién espermética de 0,1 x 10%ml, 10% motilidad
progresiva total y 1% formas normales. Tuvieron una evaluacién de vitalidad que indic6é un 60% de
espermatozoides vivos. Parecia haber células redondas que se diferenciaron y mostraron >1,0 x
10%ml de leucocitos. Se habian abstenido de tener relaciones sexuales durante 2 dias,
recolectaron una muestra completa y la produjeron en el lugar donde se controlé la temperatura de
la muestra. La revisién clinica indicé que habian sido investigados por dolor lumbar y dificultad
general/dolor al orinar. Manifestaron que no ha tenido ninguna cirugia, no tiene enfermedades
febriles recientes y no toma medicamentos recetados ni drogas recreativas.

Revisién cientifica 1: debe haber un informe de los hallazgos, incluida la garantia de que el
médico sepa que se cumplieron los criterios previos al examen. El informe debe mencionar la

diferenciacién y afirmar que la mayoria de estas células redondas eran leucocitos. Comentarios
adicionales que deben considerarse, como “la presencia de leucocitos y sintomas de una posible



infeccién del tracto genital masculino pueden justificar una mayor investigacién. Considere
diagnésticos especificos para posibles infecciones segun el historial del paciente o considere
MC&S. No es aconsejable tratar a este paciente baséndose unicamente en este hallazgo”.
También se debe considerar la posibilidad de repetir el anélisis.

Escenario 2: el paciente tiene una concentracién de espermatozoides de 17,1 x 10%mi, 34%
motilidad progresiva total y 1% formas normales. Parecia haber células redondas que estaban
diferenciadas y mostraban una poblacién mixta >1,0 x 10%ml de células germinales y leucocitos.
Se habian abstenido de tener relaciones sexuales durante 2 dias, recolectaron una muestra
completa y la produjeron en el lugar donde se control6 la temperatura de la muestra. Sin
informacién clinica de apoyo adversa. No uso de drogas recreativas.

Revisién cientifica 2: debe haber un informe de los hallazgos, incluida la garantia de que el
médico sepa que se cumplieron los criterios previos al examen. El informe debe mencionar la
diferenciacién y afirmar que la mayoria de estas células redondas eran células germinales y
leucocitos. Comentarios adicionales que deben tenerse en cuenta, como ‘no hay informacién
clinica que respalde este hallazgo. No trate solo con este hallazgo. Considere repetir el analisis de
semen”. El proceso de diagnéstico real diferiréd segtn el entorno de atencién médica y los recursos
disponibles, incluidos los marcadores especificos utilizados para respaldar la investigacién clinica.
Puede haber un requisito para derivar al paciente a una clinica especializada en salud sexual para
garantizar que cualquier infeccién contagiosa esté sujeta al rastreo de contactos, o el paciente
puede requerir escaneos de sus glandulas accesorias y préstata. Nunca se debe sugerir un
tratamiento a menos que se identifique la confirmacién de una causa o si el médico tiene evidencia
para sugerir que el paciente se beneficiaria del tratamiento. Esto puede respaldar el uso de
tecnologia de reproduccién asistida (ART) o puede allanar el camino para repetir el analisis en un
momento posterior una vez que se haya completado el tratamiento y se haya completado la
espermatogénesis en aproximadamente 65 a 72 dias.
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Capsula

La fragmentacion del ADN espermatico es la anomalia del ADN mas frecuente presente en la
gameta masculina, mayor en hombres subfértiles, que puede tener varios factores
desencadenantes que generan el dafio a través de diferentes mecanismos.

Introduccion

La infertilidad afecta a alrededor del 15 % de las parejas del mundo (1) y el factor masculino, que
ha aumentado en las dltimas décadas, contribuye al 50 % de los casos (2-4). Actualmente, la
principal herramienta para la evaluacion de rutina de la infertilidad masculina se considera el
analisis del semen, que, sin embargo, es poco predictivo del estado de fertilidad, ya que descuida
aspectos muy importantes para una fecundacién exitosa, el desarrollo del embrién, la implantacion
y los embarazos, como la integridad del ADN espermatico (5-9). Los trastornos del ADN de la
gameta masculina incluyen aberraciones cromosomicas (principalmente deleciones vy
aneuploidias), modificaciones epigenéticas en las colas de las histonas y el ADN, mutaciones,
oxidacion de bases y fragmentacion del ADN espermatico (SDF). EI SDF consiste en las roturas de
una o dos cadenas de ADN, y es la anomalia mas frecuente en el ADN de los espermatozoides.
Este dafio es mas 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 demostracion de que un espermatozoide con ADN fragmentado puede fecundar al
ovocito (13) generd preocupacion en la comunidad cientifica. De hecho, aunque el ovocito tiene la
capacidad de reparar el dafio, este mecanismo compensatorio depende en gran medida de la
calidad del ovocito y, por lo tanto, puede fallar y provocar un desarrollo defectuoso del embrion
temprano (14). Una revision reciente proporciona evidencia sélida de una asociacion negativa
entre el dafio en el ADN del esperma y los resultados de la fertilizacion in vitro y, en particular, con
la tasa de embarazo (15). Ademas, existe preocupacion 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 Reproduccién Asistida (TRA) y la probabilidad de
que, durante la ICSI, los espermatozoides dafiados en el ADN puedan utilizarse para lograr



concepciones humanas, comprender la etiologia de este dafio y tratar de prevenirlo parece
fundamental. Actualmente, la evaluacién de SDF se considera cada vez mas como una prueba
eficaz del potencial de fertilidad de los espermatozoides en el asesoramiento de hombres
subfértiles (18). La dltima version del manual de laboratorio de la OMS para el examen y
procesamiento del semen humano indica que, aunque todavia se discute, la prueba de
fragmentacion del ADN espermatico es uno de los biomarcadores mas prometedores en
andrologia basica y clinica para agregar al analisis del semen con fines de diagnostico y para
comprender mejor la funcién del sistema reproductor masculino (19).

El ADN espermatico puede dafiarse en los testiculos durante la espermatogénesis o a lo
largo del tracto genital masculino y por la accién de una amplia variedad de factores, incluidos los
habitos relacionados con el estilo de vida, las enfermedades, las drogas, el envejecimiento, las
infecciones y la exposiciéon a contaminantes. En este capitulo, revisaremos la literatura sobre los
factores que inducen SDF y los mecanismos por los cuales estos conducen a la apariciéon de
rupturas en el ADN espermatico. 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).
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Figura 1: Resumen de los origenes de la fragmentacién del ADN espermatico (SDF). Una amplia variedad de factores,
incluidos los habitos relacionados con el estilo de vida, el varicocele, el envejecimiento, la exposicién a contaminantes y las
infecciones del tracto genital, pueden provocar la aparicion 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 eyaculacion desencadenando
diferentes mecanismos.

Smoking and alcohol: Cigarillo y alcohol; unhealthy diet: Dieta insana; Varicocele: Varicocele; Aging: envejecimiento;
Toxicants: Toxicos; Radiations: Radiaciones; Genital tract infections: Infecciones del tracto genital; Abortive Apoptosis:
Apoptosis abortiva; Defective Maturation: Maduracion defectuosa; Oxidative Stress: Estrés Oxidativo; Testis: Testiculo;
Epididymis: Epididimo: Ejaculate: Eyaculado; In vitro: in vitro; Sperm DNA Fragmentation: Fragmentacion del ADN
espermatico.

Factores y condiciones que afectan el ADN espermatico

El tabaquismo y el consumo de alcohol son habitos de riesgo potencial para la salud general del
individuo, incluida la salud reproductiva. Diferentes estudios informaron que estos habitos,
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 nutricién juega
un papel importante. La creciente adopcion de dietas poco saludables, opuestas a la dieta
mediterranea, 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 acidos
grasos w-3 y w-6) no solo mejora los parametros seminales estandar sino que también reduce los
niveles de SDF (23). Una dieta inadecuada sumada a un estilo de vida mas sedentario, favorecen



la aparicién de condiciones de sobrepeso o incluso obesidad que actualmente afectan a mas de
dos tercios de la poblacion de paises desarrollados y en vias de desarrollo. Claramente, los
estudios sobre los efectos de la nutricion y los tipos de alimentos en los niveles de SDF y la
calidad del semen son pocos y necesitan confirmacién con cohortes mas grandes.

Se ha reporado una asociacion positiva entre el IMC y la SDF (24-26), lo que podria
explicarse considerando el aumento de las concentraciones de &cidos grasos en plasma en
personas con sobrepeso. Estos acidos grasos pueden sufrir oxidacién mitocondrial y peroxisomal
produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden impactar en los espermatozoides
no solo provocando la oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados de la membrana y la pérdida
del potencial de la membrana mitocondrial, sino también la fragmentacion del ADN de cadena
simple y doble (27). Sin embargo, un metaandlisis reciente de Sepidarkish y colegas (28) destaca
como la asociacion entre el IMC y la SDF no es un resultado unanime, ya que también hay
articulos en los que no se encuentra asociacion. Entre las posibles causas de tal discrepancia, se
debe considerar la heterogeneidad de los estudios que incluyen diferente poblacion de estudio,
diferentes criterios de elegibilidad, varios sistemas de clasificacién del IMC vy, sobre todo,
diferentes métodos para evaluar el SDF. Sin embargo, algunos estudios demostraron que,
después de la cirugia bariatrica en pacientes obesos (IMC superior a 30 kg/m2), mejor6 la
integridad de la cromatina espermatica (29-31). Un estudio reciente inform6 que, después de la
cirugia, ademas de una disminucién progresiva de SDF, se observé una reduccién de la
peroxidacién de lipidos espermaticos, lo que sugiere que el estrés oxidativo es un factor critico que
vincula la obesidad con la mala calidad del semen (32).

En los pacientes afectados por el sindrome metabdlico (SMet), la obesidad se asocia con
diabetes, hipertensién y trastornos vasculares. La asociacion 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 clinica demuestra también una asociacién entre el varicocele clinico y la SDF
(38,39). La causa mas aceptada de esta asociacién es que la hipertermia escrotal, desarrollada a
causa del varicocele, conduce a la generacion de ROS en los testiculos causando SDF vy,
probablemente, perjudicando su desempefio reproductivo (40).

Ademas de estas, se han estudiado otras patologias por su impacto en la infertilidad
masculina. Muchos estudios informan que los pacientes con cancer muestran niveles mas altos de
dafio en el ADN espermatico (41-48). En particular, el cancer de testiculo, que probablemente
interfiere con el equilibrio normal del control apoptético en los testiculos, provoca altos niveles de
dario en el ADN del esperma, similares a los observados en pacientes infértiles (49). Ademas, el
tratamiento con quimioterapia y radioterapia altera la espermatogénesis y la calidad del ADN
espermatico, ya que las células premeiéticas que se replican son extremadamente sensibles a los
agentes genotoéxicos (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 parametros 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 mas altas (56) y pueden dafar el ADN espermatico.
Una explicaciéon 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
liberacion en la eyaculacion del semen con ADN defectuoso (54).

La exposicion a altas temperaturas (57) o a quimicos como estireno, plomo, cadmio, boro,
bisfenol A, ftalatos (58,59), implica un aumento significativo en los niveles dafio en el ADN
espermatico. Bosco et al. (60) incluso sugiere el nivel de SDF como un indicador de los impactos
nocivos de la contaminacion del aire en la salud individual y la capacidad reproductiva.

Segun 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 asintomaticas
0 poco sintomaticas, pero que pueden comprometer la espermatogénesis y las funciones
espermaticas. En particular, se ha demostrado que las infecciones por Micoplasma, Ureaplasma
urealyticum y Chlamydia trachomatis influyen en la integridad del ADN espermatico humano
(64,65). A través de un estudio in vitro, demostramos recientemente que la co-incubacion de
espermatozoides con Escherichia coli (una de las especies mas frecuentes encontradas en el
semen humano (66) condujo a una disminucién de la motilidad total y progresiva, una reduccién en
la viabilidad de los espermatozoides, indujo estrés oxidativo mitocondrial, activo la via apoptética y



desencadeno SDF (67). Cada vez se acumula mas 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 recomendaciéon importante es evitar periodos de abstinencia prolongados, ya que
estan asociados con niveles mas altos de dafio en el ADN espermatico (69,70) e impactan
negativamente en los resultados del TAR (71). Es posible que la acumulacién de espermatozoides
en el epididimo durante mucho tiempo haga que los espermatozoides sean mas susceptibles al
estrés oxidativo.

Finalmente, se puede agregar mas dafio al ADN del esperma al existente durante la
manipulacién in vitro para el procedimiento ART. La exposicion de los espermatozoides a
temperaturas elevadas, la extraccion de plasma seminal, la centrifugacion, los procedimientos de
congelacion y descongelacion 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 si: inducir la apoptosis, alterar el
proceso de maduracién de la cromatina y producir ROS.

Los espermatozoides se desarrollan en los tubulos seminiferos de los testiculos a partir de
células madre. Durante el transito por el epididimo, los espermatozoides completan la maduracion
de la cromatina y, tras la eyaculacion, experimentan una capacitacion que consiste en una serie de
modificaciones bioquimicas que conducen a la adquisicién de la capacidad de fecundar el ovocito.
La rotura del ADN espermatico puede ocurrir durante todos estos pasos criticos. Durante la
espermatogénesis, la apoptosis de las células germinales testiculares ocurre continuamente para
mantener una proporcion correcta entre las células germinales y las células de Sertoli y para
eliminar los espermatozoides anormales (75) que estan marcados con proteinas Fas y
posteriormente fagocitados y eliminados por las células de Sertoli (76). Sin embargo, este proceso
puede ser defectuoso y dar lugar a la aparicion de espermatozoides con claros signos de
apoptosis en el eyaculado (77,78), introdujeron el término "apoptosis abortiva" para definir dicho
fendmeno que representa una de las principales causas de la génesis de SDF. Hace algunos afios,
nuestro grupo describi6 la aparicion, particularmente en semen de hombres
oligoastenoteratozoospérmicos y astenospérmicos, de elementos redondos anucleados, que
contenian ADN fragmentado y presentaban una serie de marcadores apoptoticos (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 apoptéticos
en el semen apoya la teoria de la "apoptosis abortiva". Ademas, mediante una investigacion
directa de la concomitancia de la fragmentacion del ADN y los signos de apoptosis en los
espermatozoides humanos, nuestro grupo encontrd una fuerte asociacion de los dos fenédmenos
(82). El inicio del programa apoptético en los testiculos puede desencadenarse por estimulos
externos o puede deberse a eventos locales como alteraciones del medio hormonal que modula la
supervivencia celular (83) o un deterioro del proceso de maduracion de la cromatina (82).

La madurez de la cromatina es una caracteristica fundamental del espermatozoide para
entregar ADN intacto al ovocito. De hecho, el empaquetamiento anormal de la cromatina esta
asociado con una baja tasa de fertilizacion (84) y mala calidad del embridén (85) y fallas en el
embarazo (86) en los programas de TRA. Para lograr la maduracion completa de la cromatina, se
produce una reorganizacion espectacular en los nucleos de las espermatides, donde la gran
mayoria de las histonas somaticas 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 vy asi favorecer la sustitucion de histonas primero con proteinas de transicion y luego con
protaminas, las enzimas topoisomerasas llevan a cabo roturas transitorias de doble cadena
(87,88). Como las espermatidas son haploides, se ha planteado la hipotesis de que se produce un
proceso de reparacion de uniéon de extremos no homologos (NHEJ) para reparar roturas de doble
cadena en las espermatidas, 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 teoria de la maduracién alterada de la
cromatina como una de las causas de la SDF, se encontré una correlacion 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 encontré 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 mas susceptibles al ataque oxidativo (90).

El estrés oxidativo se debe a un desequilibrio entre la produccion de ROS vy la capacidad
del cuerpo para contrarrestar sus efectos nocivos a través de la neutralizacion por parte de los
antioxidantes. Una vez que llegan al nucleo del espermatozoide, las ROS conducen a la formacion
de aductos de base oxidados que luego son eliminados por la enzima espermatica (8-oxoguanina
ADN glicosilasa 1) creando sitios abasicos relativamente inestables, propensos a la fragmentacion.
El papel del estrés oxidativo en la génesis de SDF se sustenta en estudios que muestran la
presencia de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (80HdG), un marcador de estrés oxidativo, en aquellos
espermatozoides con ADN fragmentado (90,92). En nuestro estudio también se evalud la
concomitancia de signos de estrés oxidativo y roturas de ADN en los espermatozoides (82).
Observamos que la aparicion de 8-OHdG y malondialdehido, 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 fraccion 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 induccién de SDF después de la espermiacion y la
eyaculacion, asi como durante la incubacion in vitro (93) o la manipulacidn de los espermatozoides
(74,94,95).

Otro mecanismo que parece participar en la generacion de dafio en el ADN espermatico y
que recientemente estd atrayendo mas atencion es la metilacién del ADN espermatico (96). El
proceso de metilacién, que puede ocurrir tanto durante la espermatogénesis como durante el
transito en el tracto epididimario, puede comprometer la estabilidad del genoma vy, por lo tanto,
hacer que el ADN sea mas susceptible al dafio (97,98). Varios estudios sugieren una correlacion
entre los defectos de metilacion del ADN vy la infertilidad masculina (99) y hallazgos recientes
informan correlaciones positivas significativas entre hipermetilacion (96,100) o hipometilacion
(101,102) y SDF. Todavia no se sabe si la metilacion aberrante del ADN es la causa o el efecto de
SDF (100). Algunos autores argumentan que la metilacién del ADN es el mediador de ROS en la
induccién del deterioro del ADN espermatico (103) y que la suplementacién con antioxidantes en
hombres infértiles puede resultar en mejoras significativas en la metilacién del ADN espermatico vy,
en consecuencia, en la integridad del ADN espermatico (104). Ciertamente, se necesitan mas
estudios para aclarar el papel de las modificaciones epigenéticas en la infertilidad masculina, pero
este aspecto debe tenerse en cuenta para realizar un diagndstico 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 introduccion de cambios en el estilo de vida y una nutricién
especialmente adecuada podria desempefiar un papel en la reduccién de SDF, aunque se
necesita mas investigacion para determinar cémo estos cambios pueden traducirse en mejores
resultados reproductivos. En la actualidad, la suplementacién oral con antioxidantes representa la
opcion terapéutica mas popular basada en las evidencias de una reduccidon de la incidencia de
SDF después del tratamiento con antioxidantes (105-108). Sin embargo, aunque algunos
resultados son alentadores, una revision Cochrane reciente informé que excluyendo los estudios
de andlisis 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 comparacion 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 accién para reducir el dafio del ADN
espermatico es atacar la apoptosis de manera especifica 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 foliculo que tiene efectos antiapoptéticos especificos a nivel
testicular (110). Un metandlisis reciente que incluye seis estudios con 383 hombres con infertilidad
idiopatica tratados con FSH (111) revel6 una disminucién 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 inclusién claros en la mayoria de ellos no
permite sacar conclusiones claras. Curiosamente, existe evidencia de que la seleccién 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 clinicos recientes evidenciaron que el uso de
espermatozoides testiculares para ICSI puede representar una opcion para hombres con SDF alta
en semen (113). Esta estrategia se basa en procedimientos de recuperacién de espermatozoides
testiculares y podria 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 aparicién de
efectos adversos después de la extraccion 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 deteccion de fosfatidilserina (114); el uso de gran aumento para
seleccionar los espermatozoides morfologicamente mas normales, ya que la presencia de
vacuolas en la regiéon nuclear se ha asociado con una alta SDF (inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides seleccionados morfolégicamente (IMSI) (115); la inyeccién intracitoplasmatica
fisioldgica de espermatozoides (PICSI) (116), basado en la unién de los espermatozoides al acido
hialurénico; el uso de dispositivos de microfluidos, que permiten la migracion 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 conclusion, aunque existe alguna evidencia de tratamientos exitosos para reducir la
fragmentacion del ADN espermatico, sigue siendo una amenaza para la fertilidad masculina y para
la salud de la descendencia. Se necesita mas investigacion para tener un panel claro de todos los
mecanismos y vias involucrados en el origen de SDF y asi desarrollar agentes terapéuticos mas
especificos y mejores intervenciones para los pacientes.
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El ADN del espermatozoide humano

El espermatozoide humano posee un ADN eucariético altamente condensado y organizado de
forma especifica por lo que difiere sustancialmente del de las células somaticas (1,2). Esta
diferencia en la compactacién del ADN resulta ser de gran utilidad al reducir el volumen
espermatico 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 espermatica se encuentra fuertemente empaquetada debido a la presencia de
pequefias proteinas extremadamente basicas denominadas protaminas (4). Durante los ultimos
pasos de la espermatogénesis, se remodela y condensa el nucleo de la espermatide, con el
desplazamiento de las histonas somaticas por histonas especificas del testiculo, seguido por
proteinas de transicion y luego por las protaminas. La maduracién de los espermatozoides en el
epididimo comprende la Ultima fase de organizacion de la cromatina en donde se generan
entrecruzamientos (S-S) entre las protaminas que participan en la compactacion de la cromatina
(5,6).

Etiologia de la fragmentacién del ADN

El dafio al ADN espermatico consiste en la fragmentacion 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 remodelacion de la
cromatina en el proceso de espermiogénesis (3) la fragmentacién del ADN post-testicular inducida
principalmente por especies reactivas del oxigeno (ROS), incluyendo los radicales hidroxilo, el 6xido
nitrico y el anién superéxido (4), el dafio inducido por radioterapia y quimioterapia en pacientes
oncoldgicos (6) o por téxicos ambientales o habitos nocivos como el tabaquismo (7).
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Figura 1. Posibles lugares donde se genera la fragmentacion del ADN espermatico durante el transito por el transito 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
| 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 seleccion y pueden aparecer
mas tarde en el semen, aun con la apariencia de un espermatozoide normal (11). Durante el transito
por el oviducto los espermatozoides se capacitan, son seleccionados y atraidos por un gradiente de
progesterona liberado por el complejo cumulo-ovocito (3). Se postula que el oviducto tendria la
capacidad de seleccionar el paso de espermatozoides con ADN intacto reteniendo aquellos
fragmentados (12).

Para que la fecundacion sea exitosa, se requieren niveles controlados de ROS necesarios
para que ocurra la capacitacion y la hiperactivacion espermatica. Sin embargo, altos niveles de ROS
se asocian a infertilidad masculina ya que se altera la fluidez de la membrana espermatica por
efecto sobre los acidos grasos poliinsaturados y las funciones mitocondriales. Esto resulta en una
movilidad deteriorada y una disminucion de la capacidad fusogénica con el ovocito (13); mas adn,
dado que las ROS pueden pasar libremente a través de las membranas atacan el ADN espermatico
generando distinto tipo de dafio (doble hebra o simple hebra) segin la intensidad del ataque
oxidativo (14). Algunos estudios reportaron que los espermatozoides inmaduros producen altos
niveles de ROS y pueden inducir dafio 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 millén/ml estamos en presencia de una leucocitospermia y puede
indicar presencia de una infeccion o inflamacion del tracto genital masculino. La activacién de los
leucocitos genera productos oxidantes altamente téxicos 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 generacion excesiva de NADPH
y, por lo tanto, a la sobreproduccion de ROS (19).

Durante el procesamiento de muestras por Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA)
puede ocurrir la generaciéon involuntaria de dafio iatrogénico (20). Se ha visto que pacientes
infértiles son mas susceptibles a sufrir dafio en el ADN durante el proceso de criopreservacion (21).

Dentro de las técnicas de seleccion espermatica se sabe que la centrifugaciéon de espermatozoides
inmaduros (que producen altos niveles de ROS) con espermatozoides maduros resulta en la



induccion de fragmentacién del ADN (22). Es por esto que se sugiere la utilizacién de swim up pero
sin centrifugacion previa (23). La incubacién de espermatozoides in vitro aun bajo condiciones
capacitantes y en presencia de albumina, puede inducir la generaciéon de ROS con aumento en la
lipoperoxidacion y dafio al ADN debido al propio metabolismo oxidativo del espermatozoide, sin
estar asociado a ningun proceso necroético Es importante destacar que aun en condiciones de estrés
oxidativo inducido (200 uM de H,0,) (24), los espermatozoides pueden capacitarse (medido a traves

de la fosforilacion en residuos de tirosina) y sufrir la reaccion acrosomal inducida por fluido folicular,
lo que indicaria que, aun presentando altos niveles de fragmentacion 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 fragmentacion 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-analisis
publicados previamente no demostraban relaciéon entre el aumento en la fragmentacion del ADN
espermatico y el embarazo clinico (1, 33-36), recientemente se ha observado que el indice de
fragmentacion (IF) varia inversamente con la taza de embarazo clinico, independientemente del
TRA utilizado, Fecundacién in vitro (FIV) o Inyeccién citoplasmatica de espermatozoide (ICSI)
(24,37), con un aumento en la tasa de abortos espontaneos (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 analisis basico del semen o espermograma, evallia concentracion
espermatica, pH, volumen, movilidad espermatica y porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales y vivos. Sin embargo, esta metodologia no detecta defectos en el
espermatozoide a nivel genomico o genético y, ademas, un alto porcentaje de parejas aun
presentando espermogramas considerados normales, no consiguen el embarazo. Esto sugiere la
necesidad de afinar las técnicas de evaluacién de la calidad seminal ya que el espermograma
tradicional resulta insuficiente (42). Por el otro lado, espermatozoides considerados
morfolégicamente normales por el criterio estricto de evaluaciéon de morfologia, pueden presentar su
ADN altamente dafiado (32-43. Existe evidencia clinica que indica que los espermatozoides de
hombres infértiles con parametros espermaticos normales poseen sustancialmente mayor dafio al
ADN que los espermatozoides de hombres fértiles (44,45) por lo que se propone a la fragmentacion
como un buen predictor para diferenciar ambas poblaciones (46). En la reciente 6ta. edicion del
Manual de la Organizacion Mundial de la Salud para la evaluacion y procesamiento del semen
humano (47) se ha incluido al estudio de la fragmentacién dentro del item de pruebas extendidas,
siendo que ediciones anteriores solo se proponia para uso en investigacion. Esto demuestra que
existe hoy dia suficiente evidencia cientifica y consenso clinico para incluir esta evaluacion dentro
del estudio completo del varén que presenta no solo trastornos reproductivos sino también aquel
paciente que cursa desérdenes metabdlicos, enfermedades uro u oncoldgicas. Se sugiere su
evaluacion en las siguientes situaciones (48):

a) fallas repetidas en TRA o mala calidad embrionaria

b) infertilidad idiopatica

c) alteracion severa de los parametros seminales basicos (concentracién, movilidad y morfologia)
d) parejas que han sufrido abortos a repeticion

e) varicocele

f) enfermedades cénicas

g) infecciones de las glandulas accesorias

h) edad paterna avanzada (>45 afios)



i) estilo de vida (tabaquismo, drogas), obesidad,
j) factores ocupacionales y ambientales
k) pacientes oncologicos 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 practicas requieren una seleccion previa de espermatozoides en las muestras de semen.
Este proceso de seleccién se basa generalmente en la movilidad y morfologia del espermatozoide,
sin tener en cuenta la integridad del genoma (13,49), lo cual ha hecho que el estudio de la
fragmentacién tome relevancia principalmente en pacientes que seran tratados con TRA. Existen
distintas técnicas de seleccion de espermatozoides de mejor calidad entre ellas las mas difundidas
son los gradientes de densidad y el swim up (47). Mientras que algunos trabajos proponen que
ambas metodologia disminuyen el IF (50), otros autores presentan resultados opuestos donde ven
aumentado el IF post-tratamiento (51). Nosotros observamos una disminucion 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 seleccion por lo
cual proponemos realizar el estudio de la fragmentacién pre y post-selecciéon en un ciclo previo al
TRA para asi poder organizar mejor la conducta terapéutica (25).

Se ha propuesto que valores aumentados de fragmentacion de ADN disminuyen
marcadamente las chances de embarazo, tanto en concepcion natural (44,52) como en TRA (53-
55). Por lo tanto, la evaluaciéon de la fragmentacion del ADN espermatico tiene un alto valor
predictivo tanto para el resultado de la concepcién natural como en TRA. En casos de pacientes
con altos niveles de fragmentacion y con fallas repetidas en TRA, se han propuesto diferentes
estrategias, que aun resultan experimentales, tales como la separacion de espermatozoides
dafiados por columnas de anexina V (MACS) y la recuperaciéon de espermatozoides intactos por
nado en placas de microfluidica, entre otras (56). El uso de columnas de anexina V ha sido incluia
en la ultima ediciéon del Manual OMS (47) dentro del capitulo de pruebas de seleccion debido a su
amplia difusién en la clinica (57), si bien se cuestionan aun posibles efectos no deseados durante la
exposicion al campo magnético por lo que su uso permanece como experimental.

Técnicas para evaluar la fragmentacién del ADN espermatico

Se ha generado un gran debate respecto del modo en que las distintas técnicas evaluan la
fragmentaciéon 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
dafio “real” del ADN, mientras los indirectos se basan en que las roturas del ADN incrementan la
susceptibilidad a la desnaturalizacion, al iniciarse ésta a partir de los extremos libres. Es debido a
esto que los métodos indirectos evaluan la distinta capacidad o predisposicion de la cromatina para
desnaturalizarse frente a determinados tratamientos. Se dice que estas técnicas miden el dafio
“potencial” del ADN, mientras que los métodos directos miden el dafio “real” (58).

Métodos directos

+ Marcado de extremos libres por dUTP (TUNEL): Afiade nucledtidos marcados con fluorosforo, de
manera templado-independiente, en los extremos de las roturas existentes del ADN mediante la
reaccion catalizada por una transferasa terminal. Puede detectar tanto roturas de doble como de
simple cadena. La proporcion de ADN dafiado puede ser medida tanto por microscopia de
fluorescencia como por citometria de flujo (59).

Ensayo del COMETA: Se somete a los espermatozoides (incluidos en un microgel de agarosa) a
una solucién que remueve puentes disulfuro y proteinas, y posteriormente a una electroforesis.
Asi el ADN fragmentado, tanto de cadena doble como sencilla, avanza por accién del campo
eléctrico generando una imagen similar a la cola de un cometa, mientras que si el ADN esta
intacto y super enrollado, no se formara el “cometa” (60). La tincién se realiza con bromuro de
etidio, y la evaluacién de los cometas puede efectuarse visualmente mediante microscopia de
fluorescencia (61) o con ayuda de un programa informatico (62,63).



Ensayo de traduccion in situ de extremos libres (ISNT): Incorpora dUTP (desoxiuridin trifosfato)
biotinilado, de manera templado-dependiente, a roturas en el ADN simple hebra con la ADN
polimerasa | (64). La exactitud de la ADN polimerasa es elevada, por lo que los dUTP son
eficientemente incorporados a los fragmentos de ADN. Asi, el ensayo es capaz de identificar
varios niveles de dafio en el ADN (de pobre a elevado). Sin embargo, al incorporar dUTP de
manera templado-dependiente, sélo puede utilizarse para detectar fragmentos de ADN de
cadena sencilla, lo que lo vuelve una técnica con menor relevancia bioldgica (22).

Métodos indirectos

Ensayo de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA): Luego de la desnaturalizacion del
ADN con una solucién acida (el ADN fragmentado es mas susceptible a ser desnaturalizado), se
procede a la tincién con naranja de acridina. EI 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 deteccion se realiza por citometria de flujo
que permite medir una gran cantidad de espermatozoides por muestra lo que la hace altamente
reproducible (66). Es el unico que tiene valores de referencia obtenidos a partir de un meta-
analisis en donde se establece que cuando el IF > 30 % se reducen las chances de embarazo in
vivo, por Inseminacién intrauterina o Fertilizacion in vitro/ ICSI (67).

Test de dispersion de la cromatina espermatica (SCD): consiste en el tratamiento de los
espermatozoides con una solucién desnaturalizante (acida), la cual produce ADN simple hebra
(ADNss) a partir del extremo de un fragmento de ADN roto. Si el ADN no esta fragmentado,
permanecera como doble hebra (ADNds) aun después del tratamiento con solucion acida. Luego
de una solucion de lisis, se evalta la dispersion del ADN en halos en un gel de agarosa (68,69).

Metodologias y su aplicacion en el laboratorio clinico

Para que un método pueda ser aplicado en el laboratorio clinico debe cumplir varios requerimientos.
Dentro de ellos; debe ser un método accesible (evaluando costo/ beneficio), rapido, reproducible, de
facil aprendizaje y que tenga valores de referencia validados.

Dentro de las metodologias que se han propuesto para la evaluacién de la fragmentacion del
ADN espermatico las técnicas del SCD y TUNEL son las méas popularizadas para el diagnostico
clinico, debido a la accesibilidad y/o a la disponibilidad de equipos comerciales para realizar las
técnicas, ambas han sido validadas en comparacién con otros métodos y resultan tener buena
especificidad y sensibilidad para discriminar entre varones fértiles e infértiles (70). Haremos un
breve resumen de ambas metodologias:

Test de dispersion de la cromatina espermatica (SCD)

El ADN se encuentra organizado en bucles anclados a la matriz nuclear. Dichos bucles se
compactan por la accion de las protaminas intercaladas, las cuales estabilizan rigidamente la
estructura a través de la formacion de puentes S-S entre ellas (58). La técnica SCD consiste en el
tratamiento de los espermatozoides con una solucién desnaturalizante (acida), la cual produce ADN
simple hebra (ADNss) a partir del extremo de un fragmento de ADN roto. Si el ADN no esta
fragmentado, permanecera como doble hebra (ADNds) aun después del tratamiento con solucién
acida. Posteriormente, los espermatozoides son tratados con una solucién de lisis (con agentes
reductores y detergentes) que rompe los enlaces S-S y remueve las proteinas del nucleo
permitiendo la descondensacion del ADNds y el desenrollamiento de los bucles empaquetados en la
matriz nuclear provocando halos de dispersién. Sin embargo, el ADNss interactta con la cabeza del
espermatozoide de manera tal que la remocion de las proteinas nucleares no provoca la dispersion
del ADN. De esta manera, luego de la tincion, los espermatozoides con ADN intacto presentan halos
de dispersion (patron “halo grande” y “halo medio”), mientras que aquellos con ADN fragmentado no
lo hacen (patron “halo pequefio”, “sin halo” y “degradado”) (69, 71, 72) (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografia representativa de la técnica SCD. Obtenidas en microscopio 6ptico Mikoba con Camara HD 6.0 a
10x.

Ventajas de la técnica:

e No requiere de instrumental costoso mds que un bafio termostatizado, una
estufa de cultivo y un microscopio ptico.

e Es una metodologia de facil implementacién por lo que puede solicitarse de
rutina junto al espermograma.

 Las placas una vez tefiidas pueden guardarse y leerse luego.

e Se pueden guardar a -20°C las muestras ya sea el semen o suspensién de
espermatozoides, permitiendo ahorrar reactivos.

o Existen en el mercado varias marcas comerciales pero también se pueden
preparar los reactivos (in home).

» La posibilidad de discriminar el dafio 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 dia atin se encuentra en desarrollo (73).

La técnica SCD ha sido validada de diferentes modos: de manera directa mediante comparacion
con otras técnicas (ISNT, TUNEL y DBD-FISH) aplicadas al mismo espermatozoide (in situ) (71), de
manera indirecta mediante comparacién con otras técnicas (TUNEL Y SCSA) usando alicuotas de la
misma muestra (69-71, 74) vy, finalmente, usando agentes que inducen fragmentacién del ADN
(H,0,, nitroprusiato de sodio o DNasa I) (71).

Nuestro laboratorio ha observado que el tratamiento oxidante (>100 uM de H,O,) aumenta

el indice de fragmentacion de forma dosis-dependiente sin afectar la viabilidad ni la motilidad
espermatica (Figura 3) (1). De esta manera, la utilizacion de un tratamiento oxidante permite
introducir un control positivo de fragmentacién para la puesta a punto de la técnica.
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Figura 3. Efecto del H,O, sobre el indice de fragmentacion del ADN espermatico. Realizado con la técnica SCD luego de
haber incubado los espermatozoides motiles durante 30 minutos a las distintas concentraciones de H,O,. Los

resultados se expresan como media + SEM, *p < 0.001 respecto del control (1).

. Preparacion de reactivos y materiales
- Disolver 0,65 g de agarosa estandar en 100 ml de agua desionizada.
- Calentar hasta ebullicion (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 mas
portaobjetos, se funde en microondas.

Preparacién de eppendorfs de agarosa bajo peso molecular (LMP)

- Disolver 0,1 g de agarosa de bajo punto de fusion en 10 ml de agua destilada (1 % p/v).
- Calentar hasta ebullicion (la agarosa debe estar completamente disuelta).

- Distribuir 70 pl en el fondo de tubos eppendorfs de 1 ml.

- Dejar enfriar y almacenar en heladera.

Preparacién de la solucién de lisis (trabajar preferentemente en cabina extractora o espacio bien
ventilado).

Composicion: 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 solucion 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: afiadir en ultimo para evitar hacer espuma)
- Medir pH y ajustarlo a 7,5 + 0,2 con HCI

Nota: Esta soluciéon puede alicuotarse en tubos y freezarse (-20 °C). De esta manera se evita la
formacion de precipitado (lo que indicaria que debe volver a prepararse).

° Protocolo SCD
- Atemperar la solucién de lisis
- Fundir un eppendorf con 70 ul de agarosa LMP (bafio caliente durante 2 min)
- Atemperar el eppendorf a 37°C por 5 min

- Afadir 30ul de muestra (ajustar previamente a 5-10 mill de espermatozoides/ml en buffer fosfato
(PBS)) en el eppendorf (homogeneizar evitando hacer burbujas). La concentracion final de agarosa
LMP sera de 0,7% p/v.

- Depositar 18-20 yl en el portaobjetos con agarosa y colocar un cubreobjetos de 20 x 20 mm (Nota:
si el liquido no se esparce hasta el borde del cubre, presionar gentilmente con el tip).

Nota: Estos ultimos 2 pasos se deben realizar rapidamente para que la agarosa no solidifique antes
de agregar el cubre.

- Colocar en heladera (4°C) durante 8 min.

- Preparar solucién acida 0,08N HCI (Nota: no puede almacenarse, se prepara en el momento), 80
pl HCI 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 estd 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 aqui, de ser posible trabajar en cabina extractora, sino ventilar bien.

- Incubar con solucion acida por 8 min: colocar el portaobjetos horizontalmente cubrirlo
completamente con la solucién. Escurrir el portaobjetos cuidadosamente (Nota: puede utilizarse una
hoja de papel tissue para remover el exceso de liquido).

- Incubar con solucion de lisis por 25 min. Escurrir el portaobjetos cuidadosamente.
- Incubar con agua destilada por 5 min. Escurrir el portaobjetos cuidadosamente.

- Realizar una deshidratacion 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 tefiido luego.

- Tedir durante 15 min con soluciéon Wright:PBS a partes iguales. Nota: previo a su uso, se debe
filtrar con papel filtro y embudo la solucién de Wright para evitar la formacion de precipitados (esto
debe hacerse en fresco cada vez que se tifia). Durante la tincién, se debe mantener en agitaciéon
para facilitar su penetracién en la agarosa (Nota: puede realizarse soplando con una pera de goma
de tesiometro).

- Aclarar con agua de grifo.
- Tefiir por 10 min con soluciéon Wright pura (mantener en agitacion).



- Aclarar con agua de grifo

- Dejar secar al aire.

Una vez tefiidos, los portaobjetos pueden guardarse en heladera o a temperatura ambiente.

Cada laboratorio tiene que ajustar sus tiempos de tincién ya que el poder colorante del Wright
decae con el tiempo y la luz lo perjudica. También puede realizarse la tincion en un solo paso de
Wright 100 % durante 10 min con agitacion.

° Observaciéon en microscopio de campo claro

Al menos 400 espermatozoides se analizan en microscopio 6ptico a 100x con aceite de
inmersién y se clasifican segun el diametro menor del nacleo y el diametro del halo en los siguientes
patrones de fragmentacién (Figura 4):
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Figura 4. Fotomicrografias representativas de los espermatozoides correspondientes a los distintos patrones de clasificacion
observados en la técnica SCD. Obtenidas en microscopio éptico Mikoba con Camara HD 6.0 a 100x. Se pueden apreciar los
distintos patrones de clasificacién: a) Halo grande, b) Halo medio, c) Halo pequefio, 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: diametro del halo = diametro menor del nucleo.
b) Halo medio: 1/3 diametro menor del nucleo < diametro del halo < diametro menor del nucleo.

Espermatozoides con ADN fragmentado
c¢) Halo pequerio: diametro del halo = 1/3 diametro menor del nucleo.
d) Sin halo: solo se observa el nicleo.

e) Degradados: representan el mayor nivel de degradacion 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 dispersién. Se analizaron 200 espermatozoides por duplicado a 100x y, para aceptar los
replicados, se calcula la maxima diferencia aceptable segun el intervalo de confianza centrado en
95% como propone OMS, 2021, para lecturas porcentuales.

Interpretacion clinica: Si bien no existen valores de referencia especificos para este test, en
lineas generales se utilizan los siguientes valores propuestos por la mayoria 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 esta basado en la adicion de precursores de ADN marcados (dUTP:desoxyuridena
tripfosfato) a las roturas simples o dobles de ADN por medio de una reacciéon catalizada
enzimaticamente usando la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Esta, incorpora
dUTP marcados a los extremos 3"-OH terminales del ADN, que aumenta con el nimero de roturas
(75). Es un ensayo sencillo y no requiere de sofisticacion. Ha demostrado tener una baja
variabilidad inter e intra observador hace que sea uno de los métodos de eleccion en la practica
clinica (76). La evaluacion se puede realizar tanto por microscopia 6ptica como por citometria de
flujo.

Esta metodologia 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 testiculo, epididimo,
semen o seleccionados por técnicas de seleccion espermatica.

Figura 5. Técnica de TUNEL. Observacién simultdnea en contraste de fase y fluorescencia obtenidas con microscopio de
fluorescencia Nikon (Eclipse E600). Se observa un espermatozoide fluorescente (fragmentado) en cada fotomicrografia.
Obtenidas en microscopio de epifluorescencia a 100x.

Brevemente, la técnica consta de diferentes pasos: 1) fijacion celular, 2) permeabilizacion, 3)
incubacion con los dUTP marcados y la enzima 4) observacion microscopica o por citometria de
flujo. El uso de diferentes concentraciones del fijjador o tiempos de incubacién (77) asi como el
empleo de distintos fluoréforos unidos a los dUTPs, pueden afectar los resultados (78). Por lo cual
la técnica requiere de una minuciosa estandarizacion del protocolo a emplear.

Un beneficio que tiene la técnica de TUNEL evaluada por microscopia es que permite la
evaluacion simultanea de la morfologia de los espermatozoides, lo cual puede ayudar a predecir el
éxito del embarazo (32, 43, 79). Si bien hemos observado una asociacién entre la presencia de
fragmentacion del ADN vy las alteraciones morfolégicas (principalmente con formas anémalas o
vacuolados), no podemos descartar que algunos espermatozoides morfolégicamente normales se
encuentre fragmentados (32), (43). La evaluacién del TUNEL utilizando citometria de flujo permite
evaluar una mayor cantidad de espermatozoides, sin embargo los valores que se observan pueden



ser superiores a los reportados por microscopia 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 tendria sentido clinico.

Esta técnica utiliza control positivo y negativo para asegurar la correcta realizacion del
método. El control positivo, consiste en los mismos espermatozoides evaluados tratados
previamente con DNasa [, 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 incubacién con dUTP marcados no cuenta con la enzima transferasa, en este
caso ningun 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.

Figura 6. Técnica de TUNEL. Microfotografias obtenidas con microscopio de fluorescencia Nikon (Eclipse E600),
representativa de la evaluacién simultanea de morfologia (contraste de fase: izquierda), fragmentacion de ADN
(fluorescencia: centro) y combinacién de contraste de fase y fluorescencia (derecha). Diferencies morfologias espermaticas
presentando TUNEL positivo. A: Piriforme; B: Normal; C: Vacuolado; D: Pequefio; E: Elongado; F: Redondo; G: Amorfo.
Obtenidas en microscopio de epifluorescencia a 100x.

Ventajas:

e No requiere de instrumental altamente costoso para un laboratorio mas
que un microscopio de fluorescencia o citémetro de flujo, estufa de
cultivo, etc.

¢ Es una metodologia de facil implementacién y gran reproducibilidad si
se respetan los protocolos establecidos.

e Las muestras una vez fijadas, se pueden guardar a 4°C por un periodo de
tiempo no mayor a 7 dias para maximizar reactivos.



e Existen en el mercado varias marcas comerciales para la realizacién del
ensayo.

e La posibilidad de diferenciar patrones de fragmentacién lo hace una
herramienta sumamente importante en el momento de predecir
embarazo en técnicas de reproduccién asistida (79).

Metodologia para la realizacion del Test de TUNEL

Existen en el mercado kits comerciales para la evaluacion de la fragmentacion de ADN en células
somaticas que han sido adaptados para la evaluacién en espermatozoides. Aqui, realizamos un
pequefio resumen de los pasos mas 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 seleccion
que utilice la clinica, espermatozoides de testiculo y epididimos que deben ser lavados
previamente con PBS.

2- Fijacion: se puede realizar con paraformaldehido a una concentracion final de 2% durante no
mas de 45 minutos a temperatura ambiente o formaldehido a una concentracion final de 2
% durante no mas de 30 minutos a temperatura ambiente.

3- Permeabilizacion: incubacién por 10 minutos con Tritodn X-100 al 0,1% diluido en 0,1 % de
citrato de sodio concentracion final.

4- Incubacion con el mix de reaccion: el mix de reaccion conteniendo 0,5 IU/mL de
deoxynucleotidil transferesa terminal proveniente de timo de ternero se incubara con los
espermatozoides por una hora a 37°C en oscuridad y con 100% de humedad para evitar la
evaporacion.

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 suspension y no secas en un
portaobjeto ya que esto ultimo podria impedir el correcto ingreso de los nucledtidos. Pueden ser
incubadas en tubos si se va a realizar por citometria de flujo o en microgotas sobre portaobjetos si
se va a realizar por microscopia. Pero nunca esas gotas deben secarse en el trascurrir de la
metodologia. El secado de las gotas sobre el portaobjetos, puede impedir el ingreso correcto de los
nucleotidos.

Espermatozoides fragmentados muestran un claro patrén 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 maxima diferencia aceptable segun el intervalo de confianza centrado en
95% como propone OMS 2021.



Figura 7. Fotomicrografias 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.

Interpretacion clinica: Los valores de referencia variaran dependiendo del tipo de muestra que se
evalle y los protocolos realizados. Estos valores varian entre 12% a 36%. Cada Laboratorio debe
establecer sus propios valores, de acuerdo a los protocolos implementados. En nuestra experiencia
consideramos patoldgicos valores superiores a 12% en muestras que han sido seleccionadas, 20%
para el semen entero y 18% de los espermatozoides morfolégicamente normales (79, 80).
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Capsula

Las infecciones trasmitidas por las vias sexual y no sexual pueden alterar el tracto genital y la calidad seminal, los agentes
causales pueden ser hongos, virus y parasitos.

Introduccion

La infertilidad masculina es un problema de salud de causas multiples 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 transmisiéon sexual mientras que otras adquieren por contaminacion, infeccion sistémica o
incremento de la microbiota habitual (Qing et al., 2017; Alekwe et al., 2013).

Las infecciones genitales a menudo son asintomaticas, 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 testiculo afectando la espermatogénesis, llegan a las glandulas accesorias y las inflaman o pueden afectar las vias seminiferas
causando obstruccién (La Vignera et al., 2011; Abd-Allah et al., 2009).

La prostatitis es la infeccién glandular mas conocida, la cual se caracteriza por descenso de los niveles de acido citrico y
aumento de la actividad de la elastasa leucocitaria (Zdrodowska et al., 2008). En la prostatitis cronica es frecuente encontrar
oligoastenoteratozoospermia (Fu et al., 2014); mientras que en la infeccién epididimaria hay astenozoospermia con descenso de
la O-glucosidasa neutra (Cooper et al., 1999, 1990). La infeccién de las vesiculas seminales produce a menudo hiperviscosidad
del semen, descenso del volumen seminal, con disminucién de la fructosa y la movilidad espermatica (Lozano, 2018).

Las infecciones uretrales pueden alcanzar una o mas de una glandula accesoria, epididimo y vesiculas seminales pueden
infectarse unilateral o bilateralmente. En casos de prostatitis (P) y prostato-vesiculitis (PV) es frecuente hallar declive de la
calidad espermatica (Vicari et al., 2006), y mas en los casos de prostato-vesiculo-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 oxigeno (ERO); se altera la funcién de las glandulas 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 relacién con el dafio del ADN espermatico (Moubasher et al.,

2018), en muchas infecciones estan por debajo de 10%/mL (Lozano et al., 2012; WHO, 2010; Gdoura et al., 2007) y no tienen
asociacion directa con la concentracién bacteriana en semen (Rodin et al., 2003). No hay suficientes evidencias para concluir si
la combinacién de antibiéticos y antioxidantes representan el tratamiento ideal para la leucocitospermia, por lo que se necesitan
estudios mas detallados sobre el valor de corte y sus métodos de medicién (Jung et al., 2016).

El tejido infectado se altera por la liberacién de radicales libres y citocinas pro-inflamatorias asociadas principalmente a la
infiltracién de los leucocitos. En un proceso de inflamacién/infeccién del tracto masculino se liberan radicales libres y una amplia
variedad de citocinas. Un estudio previo atribuy6 importancia a la IL-6 seminal como marcador importante de inflamacién del
tracto genital (Azenabor et al., 2015). Posteriormente se atribuyé a la IL-8 el papel de marcador predictivo y confiable de
prostatitis y leucocitospermia. También en casos de inflamacién de epididimos y vesiculas seminales, pero no de testiculo (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 glandulas accesorias en conjunto (Lozano, 2018). La positividad
al cultivo microbiolégico de semen demostraria la participacién de bacterias y hongos, pero existe la probabilidad de que los
cambios seminales sin bacterias pueden deberse a virus o parasitos (Pacheco et al., 2020).

En la primera parte de este capitulo se describen los cambios seminales asociados a las infecciones genitales mas
comunes. Posteriormente se sefialan los cambios seminales que han sido sefialados 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, parasitos y hongos.

Microorganismos comunes e impacto en la calidad seminal



Las tasas de incidencia y prevalencia de las infecciones de trasmisién 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 mas comunes en la infeccién seminal cuyos aspectos relevantes se
destacan a continuacion.

Neisseria gonorrhoeae

Las secuelas a largo plazo de la infeccién gonocécica no tratada pueden ser graves incluyendo epididimo-orquitis,
sindrome oculo-uretro-sinovial (artritis reactiva), infeccion gonocécica diseminada e infertilidad (Pogany et al., 2015).

En el tracto urogenital los gonococos liberan factores solubles que interactian con los espermatozoides, mediante unos pilis de
diferentes tamarios 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 espermatica (Puerta y
Cardona, 2016).

Treponema pallidum subsp. pallidum

Entre las lesiones de infeccién treponémica se destacan lesiones genitales y secuelas sistémicas como endarteritis
obliterante crénica e inflamacioén intersticial. Las lesiones gomosas tipicas de esta infeccién se pueden presentar en varios
tejidos, incluyendo el testiculo (Brookings et al., 2013). Se conoce que en la sifilis congénita se forman testiculos fibréticos
pequenios (Gimenes et al., 2014). Los primeros estudios de microscopia electrénica realizados en testiculos 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 sifilis
genera inflamacién y puede causar obstruccion del epididimo (Fode et al., 2016). La presencia del germen en el semen o liquido
prostatico es inusual. El semen actia mas como un vector de transmisién que como reservorio. En sujetos infectados con T.
pallidum subsp. pallidum se observa reduccién de la concentracion y de la movilidad espermatica (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.
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Chlamydia trachomatis

Se ha considerado a C. trachomatis el microorganismo mas comun 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 infeccion es local,
secretan citocinas y quimiocinas proinflamatorias como el interfer6n gamma. Las células inmunes también trabajan para iniciar y
potenciar la inflamacién crénica a través de la produccién de ERO vy la liberacién de moléculas con propiedades degradantes que
incluyen defensinas, elastasa, colagenasa, catequinas y lisozima. Esta inflamacién a largo plazo puede conducir a la
proliferacién celular (un posible precursor del cancer), a la remodelaciéon de los tejidos y a la cicatrizacién, ademas de estar
relacionada con la aparicién de respuestas autoinmunes en individuos genéticamente dispuestos (Redgrove y McLaughlin,
2014).

El sindrome de dolor pélvico crénico es el sindrome de prostatitis mas comun y constituye el 90-95% de los casos. Los
pacientes con sindrome de dolor pélvico crénico no tienen evidencia de infeccién del tracto urinario, por lo que es una
enfermedad comun de etiologia poco clara. Se han realizado varios estudios que destacan la prevalencia de la infeccién por C.
trachomatis en pacientes con prostatitis (Redgrove y MclLaughlin, 2014). Titulos altos de anticuerpos séricos en hombres
infértiles se relacionan con baja movilidad, baja concentracién espermatica, teratozoospermia y leucocitospermia (Idahl et al.,
2007). Se sugiere que para la detecciéon de Ac en semen se evalue el isotipo IgA (Lozano et al., 2009).

Los cambios espermaticos asociados a la presencia de C. trachomatis son controversiales segun lo indican algunos
estudios (Tabla 2).

Tabla 2. Cambios espermaticos asociados a Chlamydia trachomatis.

Parametro seminal Reduccién Sin cambios
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Micoplasmas

Al mencionar Micoplasmas genitales nos referimos a la familia Mycoplasmataceae, en su mayoria 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 etiolégico 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 relacién con los cambios espermaticos
(L6épez y Guerra, 2008).

Mycoplasma hominis

Fue el primer micoplasma aislado y se ha considerado agente causal de la uretritis no gonocécica (UNG) en hombres
(Keane et al., 1997). La presencia de M. hominis en muestras seminales se ha asociado con menor concentracién espermatica,
bajas formas normales (Gdoura et al., 2007) y plegamiento de los flagelos (Diaz y Flores, 2013). La adherencia e internalizacién
de M. hominis se inicia por unién a los sulfoglicolipidos en la membrana espermatica, llegando hasta el espacio citosélico en la
cabeza y en la pieza intermedia del espermatozoide. El efecto metabdlico téxico de esta bacteria afecta la funcionalidad
espermatica (Diaz y Flores, 2013). M. hominis se une a un grupo de glucosulfolipidos de membrana que se son proteinas de
choque térmico de 70KDa y liberan ERO, los cuales disminuyen la fluidez de la membrana (Rottem y Naot, 1998), reducen la
movilidad espermatica y generan capacitacion espermatica 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 podria ser transportado hacia la
pareja sexual causando enfermedades genitales y/o infertilidad (Svenstrup et al., 2003). La incubacién in vitro de esta bacteria
con espermatozoides moéviles produce aglutinacién e inmovilizacién. La unién de M. genitalium en la pieza intermedia de los
espermatozoides a través de su ampolla puede formar vesiculas en el cuello del espermatozoide (Svenstrup et al., 2003).

Ureaplasma urealyticum

U. urealyticum es considerado el responsable en un 25% de la uretritis no gonocéccica (UNG) en el hombre y por lo
general su infeccién es asintomatica (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 acido sialico de los
epitelios y mediante la ureasa genera liberacién 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 sulfogalactosilglicerolipidos (SFGGL) de membrana en la
cabeza de los espermatozoides (Wu et al., 2004). Los SFGGL son los lipidos mas abundantes de la membrana espermatica que
se expresan desde la etapa de espermatocito primario y son desulfatados por la enzima arilsulfatasa que es propia del
microorganismo (Diaz y Flores, 2013). En hombres infértiles con cultivos positivos para U. urealyticum se ha encontrado
reduccion del zinc prostatico (Brunner et al., 1983), aumento de la viscosidad seminal y reaccién acrosémica prematura (Lozano
et al., 2016).

Si observamos los andlisis de semen en base al volumen, concentracién, 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 caracteristicas, dicha comparacion se hizo en base a dos estudios (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas seminales y marcadores quimicos en hombres infértiles sin infeccién y positivos para C. trachomatis,
otros patégenos y dos especies de Mycoplasma. Concentracién: espermatozoides/eyaculado; Movilidad: méviles progresivos



(%): Leucocitos: millones/mL; AGN: Alfaglucosidasa neutra. Fuente: ®Lozano et al., 2016. ° Ostaszewska et al.,2007.
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Otras bacterias que afectan la calidad seminal

El semen humano se forma por fluido del testiculo, del epididimo y de las glandulas accesorias que son zonas libres de
microorganismos. El producto final pasa por la via uretral durante la eyaculacién 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 esta inalterado. Pero ;qué pasa si esta microbiota esta 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 parametros seminales (Pergialiotis et al., 2018).

La etiologia de la bacteriospermia se atribuye a cambios subyacentes del sistema inmunitario del huésped que
cambian la dinamica de la microbiota, por lo general aumentandola. El incremento de esta microbiota se ha asociado con
prostatitis (Mandar et al., 2017; Liu et al., 2014).

Seria extrafio 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 biofim, 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 mas conocido como un patégeno 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 colonizacién 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,
polimeros superficiales protectores, exoenzimas, agentes citoliticos y biopeliculas que inhiben los principales mecanismos
de defensa del hospedero. Los cambios seminales mas relevantes en las infecciones seminales causadas por SCN esta el
incremento de las células redondas en semen y el aumento de las cabezas espermaticas pequefias redondeadas (Lozano
et al. 2018). Otro estudio confirmé que SCN inoculados en los testiculos de roedores generaban desprendimiento del
epitelio seminifero y en los espermatozoides se observaba compactacién de las cabezas, con tamafio pequefio y menor
volumen acrosomal, dicha celularidad correspondian a células germinales desprendidas (Lozano et al., 2018).

En las especies de cocos grampositivos se ha observado que Enterococcus faecalis reduce la movilidad
espermatica, probablemente por la liberacién 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 espermatica. Solo los
factores solubles liberados por S. agalactiae generan peroxidacion lipidica en la membrana espermatica 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 contaminacion o por infeccién. Independientemente de la
orientacién sexual de hombre, las relaciones sexuales anales frecuentes sin proteccién traen como consecuencia UNG
donde las bacterias entéricas son causa importante (Coull et al., 2008). Escherichia coli se ha asociado con prostatitis y
epididimo-orquitis, y puede alterar la movilidad espermatica porque se adhiere a la membrana plasmatica y lisa la célula
(Diemer et al., 1996). E. coli genera inversion 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) asi 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. Relacién de bacteriospermia con cambios espermaticos.

Bacteria Alteracién seminal Referencia
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Escherichia coli .
Infeccién de gldndulas accesorias Golshani et al., 2006
Morganella morganii Oligoteratozoospermia Moretti et al., 2009
Apoptosis y necrosis espermatica
Astenozoospermia
Klebsiella pneumoniae . Zuleta et al., 2019
Necrozoospermia

Color amarillo del semen

Virus en el semen

Los virus de transmisién sexual representan un papel especial en diversas infecciones complicadas, asintomaticas y de dificil
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 atencién de
especialistas en enfermedades infecciosas, y en la salud publica debido a que antes se desconocia que se transmitian
sexualmente (Feldmann, 2018). Por eso es importante considerar que el semen humano es un medio de diseminacién de la
infeccién viral (Richens, 2004).

La presencia de virus en semen puede proceder de una infeccién sistémica o de trasmisién sexual. En esta ultima el
semen humano ofrece condiciones 6ptimas para la supervivencia de muchos virus (Shim, 2011). Aunque los estudios in vitro han
ayudado a conocer los mecanismos de trasmision viral local o sistémica viral, el impacto de los virus en los sistemas depende de:
i) el contexto tisular que a su vez esta influenciado por las barreras fisicas tales como las interfaces fluido-tejido (linfa / ganglio
linfatico, sangre / bazo), ii) las poblaciones celulares locales, iii) la migracién celular restringida espacialmente y iv) la interaccién
célula-célula (Sewald et al., 2016).

Podemos citar la prevalencia de algunos virus que han sido identificados en semen durante la manifestacién de cuadros
clinicos sistémicos, tenemos virus de papiloma humano 4,5%; citomegalovirus 8,7%; los herpes simple tipos 1y 2 3,7%; el
herpes virus 63,7% y el virus de Epstein Barr 0,4%. (Du Plessis et al., 2014). Pueden existir muchos mas virus en semen, pero
mencionamos los que han sido asociados con cambios en los parametros seminales.

VPH es la infecciéon sexualmente transmitida mas comun que existe. En este orden se destaca que la prevalencia de la infeccién
por VPH es de 2-31% en la poblacién masculina general y de 10-35,7% en la infertilidad idiopatica. Se han tipificado y



secuenciado mas 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
formacion de anticuerpos antiespermaticos y baja movilidad espermatica, 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 ultimo caso la
infeccion es adquirida por la via sexual (Rodriguez y Santana, 2008), causando cambios seminales como hemospermia,
azoospermia, oligozoospermia y disfuncién 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 glicoproteina 1 potenciadora de la infeccién viral y la segunda es una fibrilla amiloide derivada de las
semenogelinas, ambas propician la infeccion y la proliferacion viral. Estas fibrillas favorecen la proliferacién 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 asociacién con cambios en sus parametros. No obstante, el plasma seminal
favorece su replicacion del VEB y su expresion temprana en el cuello uterino y, por lo tanto, podria tener relevancia en la etiologia
del cancer en esa zona (lto et al., 1984).

Herpes presente en el semen sustenta la posible via transmisién sexual. Como se mencioné 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 algun otro trastorno reproductivo (Kaspersen y Hollsberg,
2013); sin embargo, dos isotipos de HV se unen a sitios especificos de los glicosaminoglicanos en la superficie del
espermatozoide, sus capsides estimulan la expresion de syndecan-1 en la regién 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 mayoria se trasmiten a
través de liquidos bioldgicos (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 concentracién, la movilidad, la morfologia y la viabilidad
espermatica (Zhou et al., 2011; Lorusso et al., 2010). Kang et al. (2012) demostraron que la incubacién de espermatozoides
humanos con la proteina S del VHB aumentaba el estrés oxidativo, habia pérdida del potencial de la membrana mitocondrial, se
activaban las caspasas y se fragmentaba el ADN como mecanismo apoptético. Zhou et al. (2011) encontraron resultados muy
pobres en los procedimientos de inyeccién intracitoplasmatica del espermatozoide o ICSI (intracytoplasmic sperm injection) y en
la embrio-transferencia en sujetos antigeno de superficie positivo HBsAg (+), y obviamente en reproduccién asistida representa
un riesgo notable para el bebé como para las parejas implicadas.

VHC no genera cambios directos en los parametros seminales, pero al ser comparados con los de hombres infértiles sin
infeccién muestran reduccién en la concentracion, en la movilidad y en las formas normales, con incremento en la fragmentacion
de ADN espermatico y en la apoptosis. En estos sujetos se han encontrado mas anormalidades en la cromatina y mayor diploidia
espermatica. También en el plasma seminal la concentracién de especies reactivas de oxigeno es tres veces mayor a la de los
hombres sin infeccién (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 transmisién y sus complicaciones atribuidas al desbalance inmunolégico. En sujetos con el sindrome 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 sanguineos CD4+, en ellos mejora la movilidad espermatica y se
reducen las anomalias morfolégicas. Se piensa que el déficit de testosterona es el principal responsable de la maduracién
defectuosa espermatica durante el transito en el epididimo (Dondero et al., 1996).

Zika es un virus que ha llamado la atencién en la comunidad médica. Si bien las manifestaciones clinicas de la infeccién
en casos de adultos no son graves ni tiene altas tasas de mortalidad, la infeccién puede tener un impacto en el desarrollo fetal y
conducir a una anormalidad severa en el desarrollo neurolégico (Noorbakhsh et al., 2019). La probabilidad de que enfermedades
virales tan complejas como el Zika (ZIKV) puedan ser asintomaticas en algunos individuos dificulta en dar una cifra precisa de su
prevalencia, ni se sabe si la prevalencia varia entre poblaciones (Haby et al., 2018). ZIKV in vitro altera los tabulos seminiferos
del ratén después del aclaramiento de la viremia, afecta a la barrera hemato-testicular donde la secrecién de citocinas se eleva
significativamente. ZIKV al igual que otros estudios in vitro la presencia de virus intratesticulares como el dengue aumentan la
expresion de interferén alfa (IFN-a), de moléculas de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1) y de moléculas de adhesion
intracelular 1 (ICAM-1). En estos casos los mediadores inflamatorios derivados de macréfagos infectados con ZIKV conducen a
la degradacion de la proteina 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 precision los tipos de células que favorecen la infeccién del ZIKV en los
testiculos 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 ultima condicién factor predisponente de cancer (Galazka et al., 1999). Durante el cuadro
infeccioso local hay edema intersticial, infiltracién linfocitica y hialinizacién de los tubulos seminiferos, pudiendo avanzar hasta
fibrosis (Cotran et al, 1974). En adultos o adolescentes durante la etapa post infecciosa se observa detencién de la
espermatogénesis en el 50% de los casos (Bartak, 1986). Shulman et al., (1992) observaron que se producian anticuerpos
antiespermaticos después de la infeccién, porque habia alteraciones en la barrera hematotesticular. La oligoastenospermia y la
azoospermia aparecieron después de la recuperacion de la infeccién, no fue notable la reduccién del volumen testicular en todos
los casos. En casos como estos la opcion terapéutica para alcanzar la concepcién es la extraccion de espermatozoides
testiculares con ICSI, en lugar de estimular el restablecimiento de la espermatogénesis que tiende a ser poco exitoso en un
testiculo fibrético (Ling et al., 1999).



COVID-19 es el virus de mayor interés en la actualidad, agente causal de una las pandemias mas complejas en los
ultimos tiempos. Sus estudios se enfocan fundamentalmente en los érganos 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 testiculos, incluidas las células espermatogonias, de Leydig y de Sertoli. Se observé aumento de la hormona luteinizante (LH)
con aumento de la relacién de testosterona/hormona luteinizante (T/LH) y descenso de la relacién FSH/LH. El nivel de proteina C
reactiva (PCR) se asoci6 con la relacion T/LH sérica. Esta es la primera evidencia directa sobre la influencia de la condicién
médica de COVID-19 en las hormonas sexuales masculinas, alertando mas atencién a la evaluacién de la funcién gonadal entre
los pacientes recuperados de la infecciéon 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 mas de los infectados son asintomaticos, las
implicaciones reproductivas son dificiles de aclarar (Eisenberg, 2020).

En la Tabla 5§ se muestran los cambios clinicos y las alteraciones seminales mas frecuentemente en diferentes
enfermedades virales y resume los cambios seminales observados en los casos citados y en otras infecciones virales de
trasmision 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 experimentacion.

Virus Impacto clinico Alteracién seminal Referencia
Hipospermia Waters et al., 2007
Astenozoospermia Garolla etal., 2013
VIH Hipoandrogenemia Teratozoospermia Du Plessis et dl.,
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Leucocitospermia
v ) Ying etal., 1997
errugas en el pene .
8 . P Oligozoospermia Gémez et al., 2005
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c4 d 1 Astenozoospermia Zea etal., 2010
ancer de pene y ana Capra etdl., 2019
Bajovolumen testicular
Baja expresién de los genes Freour etal., 2016
ZIKV* | relacionados con Oligozoospermia Dubaut et al., 2017
esteroidogénesis testicular Uraki et al., 2017
Se integra al ADN
espermatico. Hipospermia
Infecta la linea germinal Oligozoospermia Karamolahi etal.,
VHB | Induce aberraciones Astenozoospermia 2019
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Lin etal., 1999
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Parasitos en semen

Los parasitos que se han visto involucrados en la falla reproductiva han sido estudiados especialmente en la mujer. Hasta
un 35% de afeccion tubo-ovarica 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 oclusién tubarica es comun (Patil, 2009; Abraham et al., 1982). A continuacién, se describen las tres
parasitosis mas comunes y se hace referencia a otras parasitosis que también impactan la calidad del semen.

1. Tricomoniasis. Los efectos de T. vaginalis son mas conocidos en mujeres por causar inflamacién, infecciéon vaginal y parto
pre-término en mujeres embarazadas. En los hombres genera uretritis con descenso de la calidad espermatica, especialmente
reduce la movilidad y las formas normales (Shiadeh et al., 2016; Du Plessis et al. 2014).

2. Esquisostomiasis. Otra especie de parasito eventual no menos importante es Schistosoma haematobium, que genera
hemospermia, apoptosis espermatica 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 disminucién de la concentracion y la movilidad espermatica (Terpsidis et al., 2009). Durante la fase aguda de la
infeccion en ratones se observé que la concentracién, la movilidad espermatica y las formas normales se reducian, mientras
aumentaban las formas anormales como flagelos doblados, con gota citoplasmatica 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. Parasitos asociados a alteraciones de los parametros seminales en hombres y en animales. UNG: uretritis no
gonocdcica. Estudios en ®ratas, Pperros y ‘carneros.

Parésito Impacto clinico Alteracién seminal Referencia
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Corachan et
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haematobium vesiculas seminales y Hipospermia Blanchard et
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Hongos en semen

Las infecciones fungicas de los genitales masculinos mas frecuentes son balanitis, pitiriasis versicolor y la tifia genital
(Aridogan et al.,, 2011). La mayoria de las uretritis, las balanopostitis y las prostatitis micéticas se deben principalmente a
infecciones por Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp. y Coccidioides spp. (Araiza et al., 2011; Aridogan et al., 2011;
Lépez et al., 2005; Wise et al., 1999).

Se sabe que las enfermedades flingicas invasivas son mas frecuentes en los pacientes criticos e inmunodeficientes (Wise
et al, 1999) y se ha incrementado la aparicién de nuevas formas clinicas de micosis en localizaciones no habituales como la
préstata y el epididimo (Weidner et al., 1977; Lépez et al., 2005). Un estudio in vitro demostré que en el semen de hombres
normozoospérmicos con suspensiones de Candida albicans mostraba reduccion de la movilidad y se formaban aglutinaciones
espermaticas (Burrello et al., 2004). C. albicans puede alterar los parametros seminales porque genera disminucién en la
movilidad espermatica y aumenta la fragmentacién del ADN (Tian et al., 2007). En otros casos se ha reportado que infecciones
por Cryptococcus neoformans y Blastomyces spp. pueden alcanzar al testiculo y la préstata tal como se sefiala en la Tabla 7
donde se resumen los hallazgos mas importantes de este tipo de infecciones.

Tabla 7. Hongos relacionados con afecciones del tracto genital masculino y con la funcién espermatica.

ﬂ Impacto clinico Alteracién seminal &
Astenozoospermia
Descenso de:
Balanitis, vitalidad Tian etal., 2007
Candida Balanopostitis Potencial de la membrana | Burrello etal., 2009
albicans Orquitis. mitocondrial Rennemeier et dal.,
Prostatitis Aumenta: 2009
Apoptosis espermadtica Castrillén, 2018
Condensacién  de la
cromatina
Staib et al., 1989
James y Lomax,
. Oligozoospermia 1991
Prostatitis . .
Cryptococcus Criptocococis de Astenozoospermia Calista y Grosso
neoformans perfe Hipospermia 2008,
Teratozoospermia Mayayo y
Fernandez 2014
Siddiqui et al., 2005




Seo etal., 1997
Blastomyces Prostatitis y En hombres: Thayikkannu et al.,
spp. Epididimitis Hemospermia 2015
Discusién

Los cambios seminales sefialados permiten explicar otras causas de infeccién genital, los cuales al ser claramente identificadas
podrian ser solucionados oportunamente.

A la larga lista de factores etiolégicos 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 inmunosupresién que predisponen la propagacién de la infeccién hasta las glandulas 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, recoleccion 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 requeriria la repeticién de un nuevo estudio con condiciones de asepsia
previa. Si se descarta la bacteriospermia en un segundo analisis, pudo haber un cultivo falso positivo por contaminacién o
colonizacién (Moretti et al., 2009).

El tratamiento antibacteriano ha permitido normalizar los marcadores de las glandulas accesorias y la calidad espermatica
en casos de infeccién seminal. Aunque el plasma seminal no contiene factores absolutamente esenciales para la fecundacién,
estos influyen negativamente en la fisiologia espermatica en casos de infeccién de las glandulas accesorias (Lozano y Vivas,
2011).

La resistencia a los antibiéticos se ha vuelto tema de discusién importante en los ultimos afios, particularmente cuando
la causa es incremento de la microbiota residente del tracto genital (Machen et al., 2018). Adicionalmente, en la infecciéon genital
los antimicrobianos han tenido limitada eficacia porque se trata de compartimientos anatémicos con barreras que pueden limitar
su alcance, por el encapsulamiento de algunas bacterias al glicocalix de la matriz extracelular en las glandulas, o probablemente
por los cambios de pH local en las vesiculas seminales (alcalino) o en la préstata (4cido) (Lozano y Vivas, 2011).

La infeccién viral adquirida por la via sexual es a menudo asintomatica y se sugiere evaluar en la anamnesis si el paciente
viaj6 a zonas endémicas (Brooks et al., 2016; Freour et al., 2016). Aunque se han sefialado diferentes cambios seminales en las

infecciones virales, es recomendable esperar si la espermatogénesis se restablece de manera espontanea espontaneamente
antes de elegir algun tratamiento (Carlsen et al., 2003).

Los cuadros febriles son respuestas fisiolégicas y conductuales evolucionadas del huésped para eliminar una infeccion.
En lugar de incurrir en los costos de desplegar estas respuestas evolucionadas a las infecciones, el cuerpo opta por tolerar una
infeccion como una alternativa a tratar de controlar o eliminar el patégeno infeccioso (Boots y Bowers, 2004) por lo que la
oligozoospermia y la astenozoospermia pueden ser temporales.

Por ultimo, 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 testiculo que producen citocinas protectoras. El descenso de la concentracién espermatica
no seria necesariamente consecuencia de una infeccién bacteriana o micética sino mas bien una causa (Vivas et al., 2007).

Conclusiéon

Es posible reducir el rango de infertilidad idiopatica al indagar los agentes infecciosos que incluyan otras bacterias infrecuentes,
los hongos, los virus o los parasitos mencionados.

Para ampliar el estudio del hombre infértii es necesaria la combinacién eficiente de la informacién de los parametros
seminales y los atributos de la integridad genémica del espermatozoide. Se necesitan estudios dirigidos a gran escala para
estandarizar las variables que determinan los rasgos especificos y los valores de referencia que ayudarian a optimizar el
diagnéstico, el tratamiento y la prevencién de infecciones genitales.
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Resumen

Comprender la importancia y la aplicacién del analisis espermatico asistido por computadora
(CASA), en el examen de rutina de la calidad de los espermatozoides y la evaluacion del potencial
de fertilidad en el laboratorio de andrologia.

Contenido
1. Introduccién a los métodos tradicionales y mejorados de evaluacion del semen.

2. Una breve historia de CASA y la necesidad de una cuantificacion objetiva de las caracteristicas
del semen.

3. Principios basicos de CASA y componentes de hardware esenciales requeridos.

4. Metodologia CASA para evaluar los parametros basicos del semen, incluida la concentracion,
motilidad y morfologia del espermatozoide. Aparte de una mejor cuantificacion (especialmente la
motilidad y la morfologia de los espermatozoides), ¢qué aporta la evaluacion de las
subpoblaciones al analisis de semen? ¢ Es util?.

5. La CASA moderna también mide aspectos adicionales del esperma / semen, como la vitalidad,
la fragmentacién del ADN, la integridad acrosomal y el recuento de leucocitos.

6. Funcion de los espermatozoides evaluados por CASA, incluida la penetracion de la mucosa
espermatica, la hiperactivacion y la reaccion acrosomal, para evaluar la fertilidad potencial de los
espermatozoides humanos.

7. Uso de CASA en el laboratorio de andrologia moderno, perspectivas futuras y conclusiones.

Introduccién a los métodos tradicionales y mejorados del analisis del semen

En la mayoria de los laboratorios de Andrologia / Embriologia a nivel mundial, el analisis de semen
se basa principalmente en las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Sociedad Europea de Reproduccién Humana y Embriologia (ESHRE). Entre 1980 y 2021, se
publicaron seis manuales de la OMS vy el titulo actual es “Manual de laboratorio de la OMS para el



examen y procesamiento del semen humano” (1). Ademas, ESHRE ha desarrollado un sistema de
acreditacion que se basa en gran medida en las directrices de la OMS. La Tabla 1 describe la
historia de los manuales que muestra como se han ajustado los valores de referencia de corte
para algunos parametros de semen / esperma, durante las ultimas cuatro décadas. La Tabla 2
muestra los limites / rangos de semen o parametros de esperma mas recientes de los resultados
del examen de semen, en parejas que comienzan un embarazo dentro de un afio de relaciones
sexuales sin proteccién y conducen a una concepcion natural (1).

La sexta edicion del manual de la OMS (OMS 6) hace hincapié en que todos los aspectos
de la eyaculacion y la eyaculacion en si, deben evaluarse mediante procedimientos debidamente
estandarizados para que los resultados proporcionen informacién confiable (1). El nuevo manual
parece ser una mejora considerable con respecto a la quinta ediciéon, (2) y ha abandonado
secciones redundantes como las interacciones de las zonas espermaticas con el moco cervical. En
cambio, se ha centrado mas en las pruebas funcionales de los espermatozoides, incluida la
fragmentacion del ADN, las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la reacciéon acrosomal. Si bien
es refrescante que se hayan ampliado algunas secciones, por ejemplo, el uso del analisis
espermatico asistido por computadora (CASA) con fines de investigacion, esta técnica de analisis
aun no ha recibido el reconocimiento que merece como extremadamente Gtil en el analisis de
semen de rutina en el laboratorio de Andrologia. De alguna manera parece contradictorio que, a
pesar de la implementacién del control de calidad, los métodos manuales subjetivos como en la
OMS se consideren mas preferibles y aceptables que la metodologia claramente mas cuantitativa
y objetiva de CASA. Hay un numero creciente de articulos (3, 4) que han demostrado que CASA
es mas consistente con coeficientes de variacion considerablemente mas pequefios, en
comparacion con los métodos de analisis manual.

En las secciones siguientes se mostrara que la tecnologia CASA ha mejorado mucho
durante la ultima década, y ahora mide la mayoria de los parametros que se evalian manualmente
de acuerdo con la OMS.

Tabla 1: Valores de corte de referencia para las caracteristicas seminales segun los diferentes
manuales de la OMS.

Semen parameter WHO WHO WHO WHO WHO WHO
P 1980 1987 1992 1999 2010! 2021
Volume (mL) ND 22 22 22 1.5 1.4
Sperm concentration
20-200 220 220 220 15 16
(x10°/mL)
Total sperm number
ND 240 240 240 39 39
(x10°)
Total motility (%) 260 250 250 250 40 42
. .1- 225 225
Progressive motilit )
" Zgr y >93 225 (grade | (grade ?:+b) 30
(%) a) a)
Vitality (%) ND 250 275 275 58 54
z/o)rmll morphology | go.5 250 230" (14 | 4° 46
(|

' Lower reference limits generated from the lower fifth centile value




2 Grade a = rapid progressive motility (> 25 pm/s), Grade b = slow/sluggish progressive motility (5-
25 ym/s)

% Forward progression (scale 0-3)
* Arbitrary value
® Value not defined but strict criterion is suggested

® Strict (Tygerberg) criterion
ND = not defined

Tabla 2.- Distribucion de los resultados del analisis de semen de varones con parejas que
consiguieron una gestacion dentro de un afio de relaciones sexuales sin proteccion (tabla
adoptada del manual de la OMS de 2021).

Semen .
parameter Centiles
(95%
2.5th| 5th| CI) 10th| 25th| 50th 75th| 90oth| 95th 97.5th
(1.3-
Volume (mL) 1.0 | 1.4/ 1.5) 1.8 | 2.3 3.0 |42 |55 62 | 6.9
Sperm
concentration
(x10°/mL) 11 |16 (15-18) | 22 | 36 | 66 | 110 | 166 | 208 | 254

Total sperm
number (x10°) 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 (%) 45 |54 | (50-56) | 60 | 69 | 78 | 88 | 95 | 97 98
Normal (3.9-
morphology (%) 3 4 4.0) 5 8 | 14 | 23 |32 | 39 | 45

Una breve historia de CASA y la necesidad de una cuantificacion objetiva de las
caracteristicas del semen

Las investigaciones sobre el analisis 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 investigacién realizada por el grupo
del profesor George David en Paris y el grupo del Dr. Hector Dott en Cambridge (Reino Unido) (5),



que desarrollaron, entre otros, la cine-micrografia para cuantificar la motilidad de los
espermatozoides. Los doctores David Katz y James Overstreet ampliaron este trabajo sobre
microcinematografia 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 intentd principalmente cuantificar la motilidad de
los espermatozoides (porcentaje de motilidad y motilidad progresiva) y especificamente cinematica
como la velocidad de nado de los espermatozoides (incluyendo VCL = velocidad curvilinea; VAP =
velocidad de trayectoria promedio; LIN = linealidad y ALH = amplitud del desplazamiento lateral de
la cabeza).

Estos estudios basicos ayudaron a proporcionar una base cientifica para el desarrollo de
sistemas CASA en relacion con la concentracion, la motilidad y el analisis de la morfologia 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 relacion con desarrollos significativos
en el desarrollo de hardware y software de computadoras, asi como en inteligencia artificial. En
consecuencia, CASA se ha ampliado para incluir aspectos de la funcionalidad de los
espermatozoides, como la penetracion espermatica en moco cervical, hiperactivacion, vitalidad,
fragmentacion del ADN vy la reaccién acrosomal. Los tres atributos mas importantes relacionados
con estos desarrollos en CASA son la velocidad de analisis, la cuantificacion de los parametros
espermaticos basicos y la medicién de muchos parametros que no son posibles de analizar
manualmente.

Los cinco niveles de automatizaciéon en la practica médica deben comprenderse y pueden
aplicarse a la cuantificacién objetiva de la calidad del semen (11). A continuacion se muestran
ejemplos relacionados con el semen / analisis de espermatozoides.

e Andlisis humano o manual solo cuando un técnico o un andrélogo hace
un juicio sobre el porcentaje de motilidad en una muestra mediante
simple observacién microscépica y utilizando, por ejemplo, las pautas
WHO 5 / 6. Se ha demostrado que esto es subjetivo y, por tanto, muy
variable.

e Modo de sombra donde los videos de datos y / o motilidad (* .avi / mp4)
o las imadgenes de morfologia se guardan en una base de datos para
volver a verificar y controlar la calidad. Sin embargo, la llamada a
juicio para la calificacién de la motilidad, por ejemplo, atin reside en el
técnico. Dado que mas de una persona puede acceder a los distintos
videos / imégenes, el resultado puede ser menos variable pero atin
subjetivo.

e La asistencia de inteligencia artificial en el contexto de los
espermatozoides, se refiere a lo que pueden hacer la mayoria de los
sistemas CASA actuales. En este caso, las caracteristicas de los
espermatozoides, como la concentracién, motilidad y morfologia
espermadtica, son analizadas por la computadora, pero se necesita una
persona calificada para revisar y corregir los resultados y tomar una
decisidn final. Los pasos cruciales que miden las caracteristicas de los
espermatozoides se realizan de manera objetiva sin interferencias, p<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>