TRABAJOS ORIGINALES

Rev Obstet Ginecol Venez. 2023; 83 (3): 270-280.
https://doi.org/10.51288/00830306

Evaluacion del recolector de orina en la toma de muestra de liquido
seminal y tincion diferencial de fluorescencia en espermatozoides

Evelin Margarita Flores Fernandez,' (2’ Jhoanna Mariet Bastardo Rosales,!
Luzmila Sofia Albarado Ysasis,' (2 Plubio Anibal Lobo Lobo.?

RESUMEN
Objetivo: Verificar que los recolectores de orina no son toxicos para los espermatozoides.
Meétodos: Se evaluo la toxicidad de recipientes de material de vidrio (control) y plastico (recolector de orina) con muestras
de semen de buena concentracion y movilidad de espermatozoides, mediante el estudio de la movilidad espermadtica
a intervalos de 1 hora, a temperatura ambiente, durante 4 horas, siguiendo lineamientos de la quinta edicion del
Manual de la Organizacion Mundial de la Salud para el procesamiento de muestras de semen. Se comparo la movilidad
progresiva entre ambos tipos de recipientes (vidrio y plastico) y se evaluaron las caracteristicas morfotintoriales de los
espermatozoides con la tincion diferencial de fluorescencia modificada.
Resultados: No se hallaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,334) entre los grupos. Los espermatozoides
que emitieron una fluorescencia verde, se categorizaron como normales y presentaron una fuerte correlacion (v = 1,000;
p = 0,000); mientras que, las tinciones amarilla (r = -0,838, p = 0,009) y anaranjada (v = 0,940, p = 0,000), estuvieron
altamente correlacionadas con anormalidades de los espermatozoides, destacandose que la fluorescencia anaranjada,
tuvo una alta correlacion (r = 0,940, p = 0,000) con anormalidades de la cabeza.
Conclusion: El recolector de plastico no tiene efectos toxicos sobre los espermatozoides, satisface las necesidades de
recogida de la muestra de semen. Con la tincion diferencial de fluorescencia modificada, la tincion verde se asocia a
espermatozoides morfologicamente normales y las amarilla y anaranjada se asocian a anormalidades de la cabeza,
pieza intermedia y pieza principal de los espermatozoides.
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Anormalidades, Cromatina.

Evaluation of the urine collector in the collection of the seminal fluid sample
and differential fluorescent staining method in sperm.

SUMMARY
Objective: To verify that urine collectors are not toxic to sperm.
Methods: The toxicity of glass (control) and plastic (urine collector) containers with semen samples of good concentration
and sperm motility was evaluated by studying sperm motility at intervals of 1 hour, at room temperature, for 4 hours,
Jfollowing guidelines of the fifth edition of the World Health Organization Manual for the processing of semen samples.
The progressive motility between both types of containers (glass and plastic) was compared and the morphotintorial
characteristics of the spermatozoa were evaluated with the modified fluorescence differential stain.
Results: No statistically significant differences (p = 0.334) were found between the groups. Spermatozoa that emitted
a green fluorescence were categorized as normal and presented a strong correlation (r = 1,000, p = 0.000); Whereas,
yellow (r =-0.838, p = 0.009) and orange (r = 0.940, p = 0.000) stains were highly correlated with sperm abnormalities,
highlighting that orange fluorescence had a high correlation (r = 0.940, p = 0.000) with head abnormalities.
Conclusion: The plastic collector has no toxic effects on sperm, it satisfies the needs of collection of the semen sample.
With modified fluorescence differential staining, green staining is associated with morphologically normal spermatozoa
and yellow and orange stains are associated with abnormalities of the head, middle piece, and main piece of sperm.

Keywords: Spermatozoa, Toxicity, Motility, Collector, Semen, Fluorescence, Staining, Morphostaining, Abnormalities,
Chromatin.
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INTRODUCCION

Se estima que entre el 8 % al 12 % de las parejas a
nivel mundial son infértiles (1), la infertilidad es una
enfermedad del aparato reproductor y se define como

Rev Obstet Ginecol Venez


https://orcid.org/0009-0003-5315-330X
https://orcid.org/0000-0003-1842-8382
https://orcid.org/0009-0000-0201-7402
https://orcid.org/0009-0002-3788-4180

E M FLORES FERNANDEZ ET AL.

la imposibilidad de establecer un embarazo después
de 12 meses de relaciones sexuales regulares sin
proteccion (2). Se ha sefialado que en el 50 % de las
parejas involuntariamente sin hijos los parametros
anormales del semen apuntan a un factor asociado con
la infertilidad masculina (3).

El gran avance en las técnicas de reproduccion asistida
ha permitido establecer el analisis del semen como
una herramienta importante para evaluar a la pareja
masculina. El andlisis del semen permite valorar
la funcion reproductiva del hombre, diagndstico y
planificacion del tratamiento para parejas infértiles,
monitoreo de laeficaciadelaanticoncepcion masculina,
estudios de la poblacidn a gran escala y actividades de
investigacion, como los efectos de virus, ambientales
y otras sustancias toxicas en la funcion reproductora
masculina. Los parametros tradicionales del semen en
al menos un solo eyaculado se consideran necesarios
para la investigacion adecuada y via de tratamiento
para parejas con infertilidad masculina (4), por lo que
es esencial la buena ejecucion de todos los parametros
del analisis del semen.

La fase preanalitica del analisis del semen tiene
gran importancia, de ella depende que se obtengan
resultados fiables, de modo que, todos los aspectos
de la recoleccion de semen y analisis deben evaluarse
usando procedimientos debidamente estandarizados

).

El andlisis de rutina circunscribe una evaluacion
macroscopica inicial del semen que incluye tiempo de
licuefaccion, viscosidad, pH, color, olor y volumen del
semen; asi como una evaluaciéon microscopica inicial
donde se determinan la concentracion, movilidad,
vitalidad y morfologia de los espermatozoides.
Ensayos de investigacion, no considerados métodos
de rutina, que evaliian la normalidad de la cromatina
de los espermatozoides y acido desoxirribonucleico
(ADN), actualmente, han tomado relevancia en el
analisis del semen y son incluidos en el manual del
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analisis del semen humano con fines de diagnostico o
investigacion (5).

Es el manual de la quinta edicion para el analisis del
semen humano (6), donde se establece por primera
vez la valoracion de toxicidad de los recipientes de
plasticos para la toma de muestra del semen para fines
de diagnostico y de investigacion; recomienda el uso
de recipientes de vidrio o plastico y en los recipientes
de material de plastico debe verificarse la ausencia de
efectos toxicos para los espermatozoides, para evitar la
alteracion de la morfologia y la muerte de los mismos.
Asi pues, motivado a garantizar la confiabilidad de
los resultados en el diagnostico de la infertilidad de
pareja, asi como la inexistencia de publicaciones
en Venezuela que reporten la evaluacion del efecto
toxico de los recipientes de material de plastico para
los espermatozoides, como también, la importancia
del aporte de nuevos métodos que valoren la calidad
espermatica, se hace necesario, evaluar el efecto
toxico del recolector de orina en la toma de muestra
de liquido seminal y la tincion de fluorescencia en
espermatozoides como método de estudio de la
morfologia de los espermatozoides.

METODOS

Se realizé un muestreo no probabilistico causal en un
grupo de 8§ estudiantes universitarios, que asistieron
voluntariamente al laboratorio de Histologia del
Departamento de Bioanalisis, Universidad de Oriente,
Nucleo de Sucre, Cumana, estado Sucre, Venezuela,
en el periodo noviembre 2019-abril 2020.

Esta investigacion, se llevd a cabo bajo las normas de
bioética establecidas, por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), para trabajos de investigacion
en humanos y la declaracion de Helsinski (7). A los
individuos seleccionados, se les informo sobre los
alcances y objetivos de la presente investigacion.
Asi como, las ventajas y desventajas de su inclusion
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en las mismas, esto con el proposito de obtener su
consentimiento por escrito.

Fueron excluidos los estudiantes con tratamiento
médico que pudiera afectar la funcion reproductora
(quimioterapia, radioterapia), asi como, aquellos con
antecedentes de enfermedades de transmision sexual,
vasectomizados, varicocele y fiebre, producto de algiin
proceso viral o bacteriano.

A los participantes se les instruyd sobre los pasos a
seguir para la correcta toma de muestra, siguiendo los
criterios del manual de la OMS para la recoleccion
de muestras de semen (6). Se les proporciond un
recipiente de vidrio, que correspondié a un beaker de
50 mL (PYREX, Alemania) para recoger la muestra,
el cual sirvié como control; este recipiente, previo a
la toma de muestra, se lavo con una solucion jabonosa
neutra (Labomed, Venezuela), agua destilada y se
esterilizé en autoclave. Una vez recogida la muestra,
se repartio en partes iguales en los dos recipientes, una
mitad represento el control: material de vidrio y la otra
mitad, el evaluado: recipiente de plastico o recolector
de orina (Dexx Medical Industrie, Venezuela).

Para la determinacion de la calidad espermatica, se
realizd la evaluacidon macroscopica y microscopica
inicial valorando el tiempo de licuefaccion, volumen,
viscosidad, pH, movilidad, vitalidad, concentracion,
numero total y morfologia de los espermatozoides
siguiendo los criterios establecidos por el manual para
el procesamiento de muestras de semen de la OMS (6).

Para la evaluacion de la toxicidad de los recolectores
para las muestras de semen, en la valoracion del
recipiente de material de plastico, se evalud lamovilidad
espermatica a intervalos de 1 hora a temperatura
ambiente, durante 4 horas, solo se incluyeron los datos
de muestras, con buena concentracion y movilidad de
espermatozoides. El criterio de no toxico se baso en
la inexistencia de diferencias significativas (p > 0,05),
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entre el control (material de vidrio), y el evaluado
(material de plastico), considerando los recipientes
de ensayo apropiados para la recogida de muestra de
semen (6).

Tincidén diferencial de fluorescencia modificada

Se realizaron por duplicado extendidos con 10 puL de
semen en portaobjetos limpios. Las laminas se dejaron
secar al aire por 4 horas. Los frotis se fijaron con
etanol al 95,0 % por 15 min (6) y se aplicé la tincion
diferencial de fluorescencia modificada (8).

Preparacion de colorantes y decolorante

Se prepar6 el colorante naranja de acridina (Sigma-
Aldrich, USA) al 0,7 % (p/v) en buffer acetato pH 4,0.
El buffer acetato pH 4,0 se prepar6 mezclando 82 mL
de acido acético 0,2 mol.L-1 con 18 mL de acetato
de sodio 0,2 mol.L-1. El decolorante alcohol etilico-
acetona se prepar6 en una proporcion 1:1. La solucion
de fluoresceina de sodio se ajusté a un pH de 6,5 y se
prepar6 al 0,002 % en alcohol etilico. Un volumen de
100 mL de solucion contenia 2 mg de fluoresceina de
sodio (Sigma-Aldrich, USA), 1,5 mL de acido acético
0,4 mol.L-1, 0,5 mL de buffer acetato pH 4,6 y 98 mL
de alcohol etilico. El buffer acetato contenia 52 mL de
acido acético 0,2 mol.L-1 y 48 mL de acetato de sodio
0,2 mol.L-1.

identificacion

Procedimiento de coloracion e

microscépica

Los extendidos de semen se cubrieron con la solucion
naranja de acridina durante 2 min, luego, se lavaron
con agua de chorro y se procedieron a decolorar
con alcohol etilico/acetona, exactamente, por 10 s,
inclinando la ldmina en un angulo de 45°, se enjuagaron
nuevamente; se aplicod la solucion de fluoresceina de
sodio por 2 min y se elimino el colorante con agua (8).
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Las laminas, una vez secas, se observaron con
magnificacion de 1000x, empleando un microscopio
de epifluorescencia Olympus BX 60, con filtro de
excitacion azul de banda amplia de 450-480 nm, espejo
dicromatico de 500 nm y filtro de barrera de 515 nm.

Se contaron 200 células por duplicado con objetivo
de inmersion categorizando la morfologia de los
espermatozoides como normales y anormales, tomando
en cuenta la forma de cabeza, pieza intermedia, pieza
principal y exceso de citoplasma residual (6), la
fluorescencia a presentarse por la tincion diferencial
de fluorescencia es verde, anaranjada y amarilla (8).
Las fotomicrografias fueron tomadas con una camara
digital marca Motic modelo Moticam Cooled 3000.

Analisis estadistico

Se realiz6 una prueba para muestras pareadas, t de
Student, la cual determind si existia o no diferencias
significativas del parametro movilidad, entre el control,
recipiente de vidrio y el evaluado, recolector de orina;
y se correlacionaron las tinciones verde, amarillo
y anaranjado fluorescente del método diferencial
de fluorescencia modificado con normalidad y
anormalidades morfologicas de los espermatozoides,

aplicando un analisis de multiples variables (9).
El programa estadistico aplicado fue Statgrafics
Centurion version 5.

RESULTADOS

Los estudiantes evaluados tuvieron edades entre 18
y 45 afios, con una edad media de 24,5 afios y una
desviacion estandar de + 2,07. El mayor porcentaje
de estudiantes que acudieron voluntariamente al
laboratorio, correspondieron a una poblacién joven,
en edad reproductiva.

Los parametros macroscopicos y microscopicos de la
evaluacion inicial del andlisis de semen, en el grupo de
estudiantes de la Universidad de Oriente presentaron
valores dentro de los limites de referencia establecidos
por la OMS. Asimismo, la poblacion en estudio cumplio
con los estdndares establecidos para ser considerada
una poblacion, aparentemente, fértil; obteniéndose
valores para concentracion, movilidad y morfologia
espermatica de 162 millones de espermatozoides por ml
de semen; 62,0 %y 26,0 %, respectivamente (tabla 1).

De las ocho muestras de semen, solo seis (6/8) se
incluyeron para valorar la toxicidad de los recipientes

Tabla 1. Evaluacion macroscopica y microscopica inicial del semen

Evaluacion macro y microscopica Media + DS LIRowms 2010
Tiempo de licuefaccion (min) 20+3 <20
Volumen (ml) 3,7+1,7 >1,5
pH 8,1+0,6 >7,2
Numero total (millones de espermatozoides por eyaculado) 549 £ 162 >39
Concentracion (millones de espermatozoides por ml de semen) 162 + 60 >15
Movilidad total PR+NP (%) 62+17 >40
Movilidad progresiva (%) 49+ 16 >32
Vitalidad (% vivo) 68 +14 +58
Morfologia normal (%o)Pepanicolacu 26+ 18 >4
Morfologia normal (%o)fluorescencia 9+4

LIR: Limite inferior de referencia, OMS 2010; PR: progresivo; NP: no progresivo DS: desviacion

estandar
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Tabla 2. Comparacion del porcentaje de movilidad
progresiva de espermatozoides entre recipientes de
material de vidrio y plastico para la recoleccion de
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muestra de semen

Movilidad progresiva de espermatozoides (%)

Tiehmpo segun tipo de recolector
® Recolector de vidrio Recolector de plastico
1 44 66
2 56 62
3 54 51
4 10 29
1 51 66
2 52 67
3 24 34
4 5 8
1 70 52
2 51 52
3 39 47
4 26 16
1 63 63
2 30 26
3 32 22
4 30 26
1 55 72
2 48 81
3 45 31
4 49 34
1 54 50
2 60 61
3 47 40
4 22 23
p=0,334
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de orina por presentar una buena concentracion y
movilidad de espermatozoides, se obtuvo que no
existieron diferencias estadisticamente significativas
(» = 0,334) en la movilidad progresiva entre ambos
tipos de recolectores (tabla 2), considerandose al
recolector de orina apto para la toma de muestras de
semen, al no ser toxico para los espermatozoides,
por lo tanto, satisface las necesidades de recogida de
muestra de semen.

De acuerdo al analisis de correlacion de multiples
variables, hubo una fuerte correlacion (r = 1,000;
p = 0,000) entre los espermatozoides categorizados
como normales con espermatozoides verdes
fluorescentes; mientras que la tinciéon anaranjada,
estuvo altamente correlacionada a espermatozoides
anormales, especificamente, a la anormalidad
de la cabeza (r = 0,940; p = 0,000), asimismo,
espermatozoides con cabeza normal pero tefiidos
anaranjados fluorescentes, presentaron una alta
correlacion con anormalidad de la pieza intermedia
(r = 0,902, p = 0,002) y pieza principal (r = 0,837,
p = 0,010). La alta correlacion de la tincion amarilla,
fue inversa a la normalidad del espermatozoide
(r = -0,838; p = 0,009), interpretindose que la
fluorescencia amarilla, igualmente, se asocia
a morfologia anormal del espermatozoide,
especialmente, de la cabeza (tabla 3).

Tabla 3. Correlacion entre las caracteristicas morfoldgicas y tintoriales por la tincion diferencial de fluorescencia
modificada de la cabeza, pieza intermedia y pieza principal de espermatozoides del semen

. , N Categoria

Espermatozoide Morfologia Tincion Normal Anormal
r= 1,000 r=0,572

Normal Cabeza Verde »=0,000 p=0,139
r=0,454 r=10,3649
Verde p=0258 p=0,3741

Cabeza Amarilla r=-0,838 r=-0,309

p=10,009 p=0,457

Naranja r=0,526 r=0,940

p=0,180 p=0,000

Anormal PI Amarilla ;; (())’31311 ;;_8:8 3 §
Naranja r=0,902 r=0,483

p=0,002 p=0,225

Amarilla r=0,675 r=0,481

PP p=0,066 p=10,675

Naranja r=0,837 r=0,645

»=0,010 p=10,084

r: valor de correlacion, p:

valor probabilistico, PI: pieza intermedia, PP: pieza principal
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Figura 1. Fotomicrografias de espermatozoides
con morfologia normal. 1000x. A) Espermatozoide
con morfologia normal (flecha) por tincion de
Papanicolaou. B) Espermatozoides normales tefiidos
verdes fluorescentes por la tincion diferencial de
fluorescencia modificada.

A v “

Figura 2. Fotomicrografias de espermatozoides con
morfologia anormal, espermatozoides cabezas grande
(flechas) y pequena (cabezas de flecha), exceso de
citoplasma residual (asterisco). 1000x. A) Tincion
de Papanicolaou. B) Los espermatozoides con
alteraciones de la cabeza se observan con cabezas
tefiidas de anaranjado o amarillo fluorescente con la
tincion diferencial de fluorescencia modificada.

Figura 3. Fotomicrografias de espermatozoides
con morfologia anormal en la cola. 1000x. A)
Tincién de Papanicolaou. B) Con la tincion
diferencial de fluorescencia modificada, se observan
espermatozoides con anormalidades de cola, con
tonalidad principalmente, anaranjado fluorescente.
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Al comparar la morfologia del espermatozoide, por las
dos técnicas de tincion, Papanicolaou y fluorescencia
modificada, se observaron espermatozoides con
morfologia normal; por ambas técnicas, se visualizaron
las partes del espermatozoide, constituido por la
cabeza (formada por el nucleo y acrosoma), pieza
intermedia y pieza principal. Asimismo, por la técnica
de fluorescencia modificada, se logré apreciar una
fluorescencia de color verde y morfologia normal,
indicando buena integridad del ADN y categorizacion
de la normalidad de la célula espermatica (figura 1).

La aplicacion de la técnica de tincion diferencial de
fluorescencia modificada, ha permitido visualizar
mayor nimero de espermatozoides con alteraciones
morfologicas (tabla 1), se apreciaron, principalmente,
espermatozoides cabeza pequefia, cabeza grande,
cabeza redonda, cabeza atilada, doble cabeza,
doble cola y cola enrollada, exceso de citoplasma
residual, evidenciandose una fluorescencia amarilla o
anaranjada para espermatozoides anormales (figuras
2, 3), infiriendo que tal tincion provee informacion
sobre la calidad del ADN nuclear.

DISCUSION

En la determinacion de los parametros seminales,
existe un grado de error analitico donde el analisis
del semen, pierde por completo su utilidad clinica
si no se realiza bajo estrictas normas de control. En
respuesta a este problema, la OMS buscé estandarizar
y sistematizar los parametros para el analisis seminal.
La principal diferencia del manual de la OMS en su
quinta edicion, respecto a los anteriores y otros de
su tipo es que, por primera vez, los valores que se
proponen han sido obtenidos de varones cuya pareja
ha logrado el embarazo durante los ultimos 12 meses,
por lo que son considerados fértiles. Sin embargo,
la OMS recalca que estos valores son solo una guia
y que cada laboratorio, dependiendo de su realidad
geografica, debe hacer esfuerzos para obtener sus
propios valores (10).
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Uno de los mayores desafios de este nuevo manual fue la
aceptacion por parte de los andrologos e investigadores
en salud reproductiva. Los cambios en los referenciales
de concentracién y movilidad espermatica fueron los
mas aceptados (81 % y 96 %, respectivamente). Del
mismo modo, la nueva clasificacion en la movilidad
del espermatozoide es mucho mas cuantitativa al
ser analizado solo en tres grupos: progresivos, no
progresivos y espermatozoides inmoviles (11). No
obstante, en la nueva actualizacion (5), vuelven a
valorar la movilidad en cuatro categorias: movilidad
progresiva rapida o tipo A, movilidad progresiva lenta
o tipo B, movilidad no progresiva o tipo C e inmoviles
o tipo D, por lo que, los analisis deben ajustarse a los
nuevos criterios.

Investigaciones recientes que valoran las alteraciones
en el semen, se acoplan a los lineamientos del manual
para el estudio del semen (12, 13). No obstante, al
evaluar diferentes bibliografias, no se encontraron
trabajos de investigacion que hayan establecido o
estudiado la toxicidad del recolector de material
de plastico u orina, como recolector de muestras de
semen.

La toma de muestra de semen, de acuerdo al protocolo
de trabajo pautado por la OMS en su quinta edicion,
sefiala que deben usarse recolectores de vidrio o
plastico y a estos ultimos se les debe realizar la prueba
de toxicidad (6). En la nueva actualizacion del manual
para el procesamiento de muestras de semen (5) se
sefiala que el recolector de muestra de semen debe ser
entregado por el laboratorio, el material debe ser de
plastico no toxico para los espermatozoides y aquellos
cuya toxicidad no sea conocida deben valorarse con
un control cuya toxicidad haya sido valorada. En
Venezuela, los laboratorios clinicos en su rutina del
andlisis del semen emplean cominmente el recolector
de orina en la toma de muestra del liquido seminal, por
lo que, el presente estudio representa un apoyo para
valorar dichos recipientes, ante la ausencia en el pais de
recolectores apropiados para la toma de estas muestras.
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El analisis de la morfologia de los espermatozoides
estd relacionado con una serie de dificultades
asociadas a la falta de objetividad, la variacion en
la interpretacion o mal desempefio en evaluaciones
externas de control de calidad. Por lo tanto, se deben
aplicar criterios de clasificacion para la morfologia
normal del espermatozoide, tomando en consideracion
como limite de referencia > 4 % de formas normales
presentes en la muestra. El espermatozoide consiste de
cabeza, cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza
terminal; como el cuello y pieza terminal son dificiles
de observar al microscopio de luz, se considera para el
estudio microscopico del espermatozoide que la célula
estd constituida por cabeza y cola (pieza intermedia
y pieza principal). Para que un espermatozoide se
considere normal, tanto la cabeza como la cola deben
ser morfologicamente normales (6).

Laaplicacion de la tincion de fluorescencia modificada,
se ha empleado en el estudio del ciclo celular
bacteriano, donde las fluorescencias verde, amarilla
y anaranjada emitidas, estan asociadas a sintesis de
ADN y acido ribonucleico (ARN) (8).

Sobre la base del mecanismo de tincion de la técnica
diferencial de fluorescencia modificada, Flores y cols.
(14) propusieron tres coloraciones observadas; verde,
amarilla y anaranjada fluorescente; explican que la
coloracion anaranjada fluorescente, probablemente,
se deba a una sintesis activa de ARN, mientras la
coloracion amarilla puede estar relacionada con una
sintesis no tan activa de ARN. Por otro lado, Albarado
y Flores (15), sugirieron que el color verde fluorescente
se deba a una sintesis activa de ADN.

El principio de coloracion del naranja de acridina sefiala
que es un colorante catiénico y metacromatico, que
colorea ortocromaticamente al ADN y le imparte color
verde. ALARN lo tifie metacromaticamente de rojo. La
coloracion del ARN, probablemente, siga el principio
general del mecanismo de metacromasia, fenémeno en
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el cual la célula adquiere un color distinto a la tincion
empleada debido a una interaccidn entre las moléculas
del colorante con las proteinas y aminoacidos presentes
en la célula; cuando el naranja de acridina interactia
con una cadena simple en espiral aleatoria, como lo es
el ARN, se une a casi todos los nucledtidos por su grupo
fosfato de carga negativa, permitiendo el acercamiento
entre las moléculas del colorante, de modo que estas
interactuan y forman un polimero, produciendo una
fluorescencia metacromatica roja (16).

Segun Rost (16), la coloracion del ADN, sin embargo,
es mas complicada; estd bien establecido que hay dos
procesos por los cuales el naranja de acridina se une al
ADN: un proceso de union fuerte, en el cual predomina
un alto radio molar de fosfato del ADN al colorante y un
proceso de union débil con menor radio molar; cuando
los cationes del naranja de acridina se unen en la doble
cadena de ADN, se intercala cada tercer par de bases
puricas o pirimidicas y forman un complejo estable
gracias a uniones idnicas y uniones dipolo-dipolo. En
estas condiciones, la distancia entre las moléculas es
lo suficientemente grande para prevenir la interaccion
colorante-colorante, de forma que la fluorescencia
que se obtiene es la de un mondmero de naranja de
acridina, con emision de color verde. No obstante, se
ha explicado que el ADN induce metacromasia sobre
el naranja de acridina, cuando el polimero de ADN de
doble cadena cambia a cadena simple (17).

El naranja de acridina es un colorante usado para la
deteccion de acidos nucleicos, analisis de mitocondrias
y lisosomas por citometria de flujo y estudios de
apoptosis (18).

En espermatozoides, la tincidon con naranja de acridina
es utilizada para determinar el dafio de la cromatina
nuclear (19 - 24). Se ha demostrado que los dafios
morfologicos de la cabeza del espermatozoide estan
relacionados con la fragmentacion de ADN, teniendo
ello importancia dado a que se ha asociado con
oligoastenozoospermia, donde los dafios morfologicos
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mas frecuentes en los espermatozoides son a nivel
de la cabeza (37,89 %), seguido de la pieza principal
(4,11 %) y pieza intermedia (2,11 %) (25).

De acuerdo con los resultados obtenidos hubo una
alta correlacion significativa (p = 0,000) entre la
fluorescencia anaranjada con anormalidades de
la cabeza, donde, posiblemente, haya dafio de la
cromatina nuclear, del mismo modo, se infiere, esta
explicacion para la tincion amarilla, donde el ADN,
posiblemente, se encuentre desnaturalizado.

Una de las manifestaciones de la fragmentacion
de ADN en espermatozoides eyaculados incluye
lesiones de la cadena simple o doble del ADN, debido
al incompleto empaquetamiento nuclear. Como
consecuencia, esta alteracion puede generar mayor
susceptibilidad del ADN espermdtico a sufrir dafo,
bajo este principio los métodos que usan naranja de
acridina como lo son el ensayo de la estructura de la
cromatina espermatica (SCSA) y el ensayo de naranja
de acridina (AO) inducen la desnaturalizacion del
ADN, bien sea a pH acido o alcalino, detectando la
lesion del ADN, y lo cuantifican mediante el cambio
metacromatico de color verde (ADN nativo) al rojo
(ADN desnaturalizado) (21, 24).

Un estudio donde se evalu6 la asociacion de la tincion
diferencial de fluorescencia modificada con sintesis de
ADN y ARN en bacterias del género Acinetobacter (26),
aunque no hubo asociacion estadisticamente significativa
entre el color anaranjado y sintesis de ADN, encontr6 que
postratamiento con ADNasa, en el 23 % de los tiempos
del ciclo celular bacteriano, no se observaron células
anaranjadas fluorescente y sugirieron que, probablemente,
se debia a la presencia de ADN de cadena sencilla. Bajo
esta observacion, en la presente investigacion, se infiere,
que los espermatozoides anaranjados, puedan contener
ADN fragmentado.

La morfologia espermatica, considerada por algunos
clinicos como el indice predictor de la fertilidad
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masculina, también se relaciona con la integridad
del ADN espermatico. Las rupturas de las cadenas
de ADN son correlacionadas con numerosas formas
anormales de la cabeza y cola de los espermatozoides,
y se informa una diferencia significativa entre la
cantidad de anomalias morfoldgicas y las muestras
de espermatozoides con alto y bajo grado de
fragmentacion, donde el porcentaje de cabezas
amorfas y en general las anomalias de cabeza, son
significativamente mayores, en las muestras con
elevado grado de fragmentacion de ADN (27).

En la presente investigacion, hubo alta correlacion
entre la tincion diferencial de fluorescencia modificada
y la morfologia normal y anormal del espermatozoide.
Esta relacion quizas explique que algunas de las
anormalidades morfologicas del espermatozoide
puedan deberse a una alteracion en el ADN. Es
interesante mencionar, que los estudios actuales sobre
la infertilidad masculina se abocan a investigar las
causas de origen epigenéticos, como metilacion del
ADN, remodelacion de la cromatina y modificacion
de las histonas; en ellos han encontrado que estos
cambios genéticos se asocian a dafio de la cromatina,
viéndose que este dafio tiene impacto negativo sobre
los resultados de técnicas de reproduccion asistida
(TRA), pueden transmitirse de una generaciéon a la
siguiente a través estas técnicas y causar un mayor
riesgo de defectos de nacimiento, infertilidad y
anomalias congénitas en los nifios. Recomiendan que
las modificaciones epigenéticas deban ser consideradas
como uno de los principales factores de la etiologia
de la infertilidad masculina inexplicable, las cuales
representan un porcentaje significativo (30 %) en las
parejas infértiles (28, 29). Asi pues, es importante
mencionar que dentro de las nuevas pautas en la
sexta edicion del manual de la OMS para el examen
y procesamiento del semen humano se incluyen
métodos de examen ampliados para proporcionar
diagndsticos clave en la investigacion de la funcion del
sistema reproductivo masculino. Estos van mas alla
del analisis basico del semen y pueden ser tutiles para
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guiar mas especificamente la caracterizacion clinica
de hombres fértiles o infértiles; entre estos examenes
esta el estudio de fragmentacion del ADN espermatico
(SDF) recomendando los ensayos Tunel y Cometa (5,
30).

Los factores que intervienen en el control del
transporte y la fertilizacion de los espermatozoides
incluyen el entorno del tracto reproductor femenino,
las interacciones célula-célula, la expresion génica
y los rasgos fenotipicos de los espermatozoides. Se
conocen algunos de los determinantes importantes
de la fertilizacion, es decir, la movilidad y el estado
del ADN, pero muchos rasgos de los espermatozoides
aun son indescifrables. Con respecto a la cromatina
espermatica, se ha demostrado que los espermatozoides
con cromatina estable tienen una capacidad superior
de llegar al sitio de fertilizacién y unirse a la zona
pelucida. En si, lo que hace que los espermatozoides
tengan éxito en llegar al sitio de fertilizacion y fertilizar
el 6vulo depende de una buena movilidad, morfologia
adecuada y estado normal del ADN (31).

Esta claro que la seleccion de espermatozoides dentro
del tracto genital femenino depende de diferentes
factores y que lamorfologia del esperma es uno de ellos.
De modo que, la tincion diferencial de fluorescencia,
aunque no se propusieron valores de cortes, podria
ser una herramienta util en la evaluacion del semen
que, ademas de dar informacién mas precisa sobre la
morfologia espermatica, ofrece informacion sobre la
integridad de la cromatina nuclear, pudiendo ser 1til
en el diagnodstico de infertilidad y la toma apropiada
de decisiones por el médico, basados en la morfologia
y la integridad del ADN nuclear.

En conclusion, la poblacion estudiada correspondio
a una poblacion joven en edades reproductivas,
presentando una buena calidad espermatica. El
recolector de plastico, no tiene efectos toxicos sobre los
espermatozoides, por lo tanto, satisface las necesidades
de recogida de la muestra de semen. Las variaciones
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en las coloraciones, por medio de la tincion diferencial
de fluorescencia modificada con naranja de acridina,
estan asociadas a la morfologia del espermatozoide.
Se confirma que la tincién verde fluorescente se asocia
a espermatozoides morfoldégicamente normales y la
tincion amarilla y anaranjada fluorescente se asocia a
anormalidades de la cabeza, pieza intermedia y pieza
principal de los espermatozoides. Se recomienda
continuar con estudios que valoren la tincion
diferencial de fluorescencia modificada en la deteccion
de la calidad cromosémica de los espermatozoides
y diagnostico de infertilidad, con el fin de aportar el
uso de nuevos métodos de laboratorio que mejoren el
diagndstico de la infertilidad, al explicar las causas de
las mismas.
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