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RESUMEN

El objetivo de este reporte es resaltar la importancia de las pruebas funcionales para evaluar la calidad
seminal durante el analisis seminal de rutina. Se analizé6 mediante citometria de flujo el potencial mito-
condrial, la integridad de la membrana espermatica, la produccidn de especies reactivas del oxigeno y la
suceptibilidad de fragmentacion del ADN espermatico, en un paciente que consulté por infertilidad al Grupo
Reproduccién de la Universidad de Antioquia. Se encontré una produccion basal de especies reactivas
del oxigeno junto con una actividad mitocondrial alto y un porcentaje elevado de espermatozoides con su
membrana plasmatica integra, siendo estos indicadores de una buena calidad espermatica; no obstante,
se observoé una elevada suceptibilidad de fragmentacion del material genetico (DFI=42%). A pesar que un
hombre aparentemente manifiesta caracteristicas espermaticas de un individuo sano puede que la calidad
del material genético de sus espermatozoides esté incidiendo sobre su éxito reproductivo.
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SUMMARY

The aim of this report is highlighting the importance of functional tests to evaluate semen quality during
routine semen analysis.Mitochondrial function, membrane integrity, intracellular reactive oxygen species
production and sperm DNA fragmentation were evaluated by flow cytometry in a infertil patient from Repro-
dcution Group at the University of Antioquia.A basal production of reactive oxygen species and mitochon-
drial activity, and a high percentage of sperm with integrated plasma membrane was found, all indicators
of good sperm quality; however, a high susceptibility of genetic material fragmentation (DFI=42%) was
observed. Although a men apparently manifested sperm characteristics of a healthy individual may that the
quality of genetic material in the spermcells is impacting on their reproductive success.
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INTRODUCCION 48,5 millones de parejas eran infértiles en el mun-
do, con tendencia al aumento (2). De otro lado,

La infertilidad es definida como la incapacidad cada dia las pruebas funcionales espermaticas

de lograr un embarazo clinico depués de 12 0 mas  (3,4) toman mas importancia en la evaluacion clini-
meses de actividad sexual sin tomar medidas an-  ca de los individuos que consultan por infertilidad.
ticonceptivas (1). Para el afno 2010 se estimé que  Si bien la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
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(5) mediante la publicacion de sus manuales para
el andlisis de muestras seminales intentan mejorar
la estandarizacion de los procedimientos para el
procesamiento de muestras de semen (6-8), estos
siguen siendo poco predictivos del éxito reproducti-
Vo y es por este motivo que cada dia se hace mas
necesario incluir las pruebas funcionales (4,9-13)
en la evaluacién seminal de rutina, con el fin de
obtener mas informacion sobre el contexto biolé-
gico reproductivo del hombre, como: i) evaluacion
del ADN espermatico, ii) potencial de membrana
mitocondrial, iii) produccion de especies reactivas
de oxigeno, y iv) integridad de la membrana plas-
matica.

El objetivo del presente reporte de caso es con-
trastar las caracteristicas espermaticas convencio-
nales y funcionales, sugiriendo que existen dife-
rentes aproximaciones metodologicas capaces de
explicar algunas causas de infertilidad idiopatica.

Caso clinico

Se reporta el caso de un hombre de 45 afos,
aparentemente sano sin varicocele, que consultd
por llevar un afio buscando un embarazo sin éxito
con su pareja. Se realizé un espermograma com-
pleto, bajo los lineamientos del manual de la OMS
para el procesamiento y analisis de semen humano
del afo 2010 (6,8). Ademas, mediante citometria
de flujo se evaluaron la produccidn intracelular de
especies reactivas del oxigeno (ERO) espermati-
cos, el potencial de membrana mitocondrial (PMM),
la integridad de la membrana plasmatica (esperma-
tozoides vivos/muertos) y el analisis de integridad
de la cromatina espermatica (SCSA). Los datos se
analizaron usando el software WinMDI (Scripps Re-

search Institute, La Jolla, CA, USA) y cada variable
fue expresada como la intensidad media de fluo-
rescencia del compuesto o el porcentaje de células
positivas para cada poblacion celular evaluada.

RESULTADOS

El examen seminal convencional fue normal.
Todos los valores se encuentran por encima del li-
mite inferior de referencia reportado por la OMS en
2010 (6,8): volumen 2 mL, pH 8.0, viabilidad 98%,
concentracion 73 x 106, movilidad tipo I: 40%, tipo
II: 9% y tipo IlI: 51%.

El analisis del PMM de la muestra en fresco
muesta que el 79% de los espermatozoides pre-
sentaron un PMM alto y el 69% de los esperma-
tozoides presentaban intacta su membrana, estas
dos pruebas estan asociadas a la movilidad y viabi-
lidad espermatica, respectivamente (Figura 1).

Al evaluar la produccion de ERO intracelular se
encontrd 60 unidades relativas de intensidad media
de fluorescencia, un valor basal considerado como
moderado de produccion de ERO (Figura 2).

Finalmente, al analizar la integridad de la cro-
matina espermatica de la muestra en fresco se
encontrd un valor de 42% del indice de fragmenta-
cion del ADN (DFI), indicando que existe una ma-
yor suceptibilidad de dafio en el ADN espermatico;
este valor es alto respecto al =30% sugerido en
1999 por Evenson y cols (14), y puede estar rela-
cionado con alteraciones en la fertilidad. Después
de realizar una seleccion espermatica mediante un
gradiente de densidad, el valor se redujo a 21%,
lo que sugiere que los espermatozoides seleccio-
nados ademas de ser los mas moviles, presentan
caracteristicas de menor dafo del ADN.
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Figura 1. Andlisis de algunos parametros funcionales espermaticos mediante citometria de flujo. Diagrama
de distribucién de la fluorescencia de SYBR14 para evaluar la vibilidad (A), DIOC6 para evaluar el PMM (B)
y DCFDA para evaluar la produccion de ROS (C), respecto a ioduro de propidio (Pl) para detectar células

necroéticas.
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Figura 2. Andlisis de la susceptibilidad a fragmentacién de la estructura cromatinica mediante citometria de
flujo. Diagrama de distribucion respecto a la fluorescencia del ADN de cadena sencilla y al ADN de cadena
doble. Andlisis de la muestra en fresco (A) y andlisis de la muestra seleccionada (B).

DISCUSION

En el presente reporte de caso se observa un
andlisis seminal convencional sin alteracion en los
parametros, sin embargo, los parametros funciona-
les presentaron valores alterados. Por lo tanto, el
valor predictivo del andlisis de rutina se ve reducido
al denominar a un individuo con caracteristicas nor-
males. Probablemente, un gran nimero de hom-
bres poseen parametros seminales por encima del
limite inferior de referencia reportado por la OMS
y son catalogados como normozoospérmicos, sin
tener en cuenta otros andlisis. Por lo tanto, este
reporte ratifica la importancia de la evaluaciéon de
la integridad del material genético, junto con otras
pruebas funcionales como marcadores fisioldgicos
del espermatozoide y de la calidad seminal.

Los niveles de ERO estan directamente relacio-
nadas con la funcionamiento de las células germi-
nales masculinas como moléculas involucradas en
la sefalizacion y activacion de procesos celulares
e incidiendo en su capacidad fecundante; sin em-
bargo, debido a su alta reactividad éstas pueden
dar origen a efectos negativos al generar un des-
balance en el estado redox (reduccién/oxidacion)
espermatico. Los espermatozoides son suceptibles
al ataque por parte de los ERO y se ha correlacio-
nado con la disminucion en la movilidad, la lipope-
roxidacion de la membrana, el dafio en el ADN y

la alteracién en la capacidad fecundante (15-18),
sin embargo estos parametros no varian durante la
eyaculacion diaria durante dos semanas (19).

Adicionalmente, se ha asociado la integridad en
el ADN con alteraciones en la fertilidad tanto in vivo
como in vitro (20-21), demostrando que alteracio-
nes en el ADN estan asociados con menores tasas
de fecundacion e incrementos de pérdidas del em-
barazo (11,12, 22, 23).

CONCLUSION

Realizar las evaluaciones funcionales propues-
tas en este reporte permitiria tomar decisiones so-
bre las medidas terapéuticas, con el fin de mejorar
la calidad seminal e incrementar la probabilidad de
embarazo, ademas de incrementar el conocimiento
sobre el estado funcional y biolégico de los esper-
matozoides.
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