
Salud

Reproduct
iva

Masculina

Editores:

Biol. Gerardo Cerezo Parra

Dra. Rocío Núñez Calonge

Dra. Mónica Vazquez-Levin

Año 2023



SALUD REPRODUCTIVA

MASCULINA

Gerardo Cerezo Parra, Rocío Núñez Calonge y Mónica Vazquez-Levin



Copyright © 2023 Gerardo Cerezo Parra, Rocío Núñez Calonge y Mónica Vazquez-Levin

ISBN: 978-607-99997-1-1

Todos los derechos reservados.

Diseño de portada: Melisa Dana Levin.

Registro editorial: Yao Díaz.

Editado en Ciudad de México, México.

Cómo citar este libro:

Cerezo Parra Gerardo, Rocío Núñez Calonge y Mónica Vazquez-Levin, eds. 2023. Salud

Reproductiva Masculina. México: Yao Díaz, 2023.

Este material puede compartirse sin autorización previa de los editores. Se debe dar crédito de

manera adecuada e indicar si se han realizado cambios. Queda prohibido hacer uso del material

con propósitos comerciales.



CONTENTS

Title Page

Copyright

Editores

Autores

Introducción

Evaluación clínica de la infertilidad masculina

Fisiología del espermatozoide humano

Introducción a la espermatología

El análisis básico del semen

Actualización 2021 sobre el examen básico del semen por la Organización Mundial

de la Salud (OMS) y

El valor de la morfología del espermatozoide en la práctica clínica

Análisis de células redondas y semen:

importancia y determinación

Origen de la fragmentación del ADN espermático: Papel de la apoptosis, la

inmadurez y el estrés oxid

Fragmentación del ADN espermático.

Fundamentos y metodología diagnóstica disponible para el laborato

Impacto de las infecciones en la fertilidad masculina

La importancia y las aplicaciones del análisis espermático asistido por computadora

(CASA) en labora

Técnicas citogenéticas aplicadas

al estudio de la infertilidad masculina

Banco de semen humano en Canadá

Técnicas de procesamiento del semen para inseminación

Técnicas de micromanipulación espermática en el laboratorio de reproducción

asistida

Vitrificación de espermatozoides humanos: efecto de crioprotectores y métodos de

enfriamiento en la



Criopreservación de

Microrrobótica para
el movimiento de espermatozoides controlado en forma remota

Varicocele: más allá de un trastorno vascular

Azoospermia: causas y tratamientosy

Perspectiva actual del uso clínico de los antioxidantes para el tratamiento de la

infertilidad mascu

Andrología reproductiva del varón adolescente

Anticoncepción hormonal masculina: una realidad

Andropausia

Efectos tóxicos de la exposición a metales y plaguicidas sobre los espermatozoides y

su repercusión

Impacto de la edad y los factores clínicos y socioambientales sobre la calidad del

semen

Disminución de la calidad del semen

en los últimos 30 años

Estudios globales en Andrología:

de la investigación al laboratorio clínico

La Andrología en la era de las técnicas de reproducción asistida:

La Iniciativa de Salud Reproductiva Masculina (MRHI) . Historia y misión



ESTUDIOS GLOBALES EN ANDROLOGÍA:

DE LA INVESTIGACIÓN AL LABORATORIO CLÍNICO

Mónica Hebe Vazquez-Levin

Gustavo Luis Verón

Ania Antonella Manjon

Camila Mariatti

Débora Catalano

Laboratorio de Estudios de Interacción Celular en Reproducción y Cáncer. Instituto de Biología y Medicina Experimental

(IBYME). Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas de Argentina (CONICET) - Fundación IBYME

(FIBYME). Buenos Aires, Argentina.

Autor corresponsal: Dra. Mónica Vazquez-Levin. Correo electrónico: mhvazl@gmail.com

La infertilidad afecta globalmente a 15-20% de las parejas en edad reproductiva (1) y se

caracteriza por la incapacidad de concebir naturalmente tras un año de relaciones sexuales sin

uso de anticonceptivos durante la fase fértil del ciclo menstrual (2). Esta enfermedad puede ser

definida como primaria y secundaria, correspondiendo la primera a aquellas personas que nunca

concibieron, mientras que la segunda a aquellas personas con al menos una concepción previa.

Alrededor del 35% de los casos se debe a factores masculinos, 35% a femeninos, un 20% a

factores combinados, y el 10% restante es de origen aún no asignable por limitaciones en el

diagnóstico (2,3,4).

La evaluación de la fertilidad masculina comprende la realización de la evaluación

exhaustiva de la historia clínica del paciente, su salud física general y reproductiva y, finalmente, el

análisis de semen. Este último permite obtener información relevante sobre la funcionalidad

testicular, de las glándulas accesorias, así como la capacidad eyaculatoria de la persona (5,6).

Provee información sobre el volumen de eyaculado y algunos parámetros físico-químicos, así

como la cantidad (concentración y cuenta) de espermatozoides presentes en el eyaculado, como

su movilidad y morfología. En este sentido, una concentración y cuenta espermática menor a la

definida como normal (oligozoospermia), así como la presencia de alteraciones en el porcentaje de

espermatozoides mótiles (astenozoospermia) y morfológicamente normales (teratozoospermia)

han sido asociados a una baja tasa de éxito en la fecundación (7). Sin embargo, el análisis seminal

solo puede predecir la fertilidad indiscutiblemente en casos de azoospermia, definidos por

eyaculados con ausencia de espermatozoides (7-9). Las limitaciones en el diagnóstico de la

infertilidad masculina podrían atribuirse, al menos en parte, a una falla en la comprensión de las

bases moleculares de la infertilidad, ya que se estima que solo entre un 6 y 27% de los hombres

con infertilidad presentan parámetros seminales dentro de los valores definidos como normales

(normozoospermia) (10,11), por lo que resulta de gran importancia identificar marcadores

moleculares que permitan establecer las causas de la infertilidad para así poder mejorar el

diagnóstico actual y ofrecer tratamientos personalizados en cada caso.

En el área de la medicina reproductiva, existen pruebas complementarias al análisis de

rutina del semen, entre las que se destaca el estudio de la fragmentación del ADN, y pruebas

adicionales, como el cariotipo, la detección de microdeleciones ligadas al cromosoma Y, y el

estudio de mutaciones en genes específicos asociados a patologías moleculares ya establecidas

(12,13).

En las últimas décadas, el avance tecnológico en técnicas de biología molecular y su

asequibilidad creciente ha permitido la identificación de potenciales biomarcadores a través de



abordajes de estudios globales o de las ómicas (genómica , transcriptómica , proteómica y

metabolómica) . Las ómicas son disciplinas que estudian eventos e interacciones de entidades

moleculares , estructuras celulares y procesos biológicos desde el ADN hasta su expresión y la

función de las entidades resultantes . La genómica estudia el conjunto completo de genes de un

individuo ( 14 ) , mientras que la transcriptómica evalúa el contenido total de transcriptos o ácidos

ribonucleicos (ARNs) , ofreciendo información sobre los perfiles de expresión en células o tejidos

(15), y la proteómica el conjunto de las proteínas resultantes ( 16) . Desde el área de la genómica y

transcriptómica , el rápido desarrollo de tecnologías de alto rendimiento , caracterizadas por el

análisis de una gran cantidad de muestras y datos mediante microarreglos de ADN y

secuenciación de ADN y ARN , ha resultado en la caracterización exitosa de mutaciones a nivel

genómico y del perfil de expresión a nivel de transcripto de varios organismos y tipos celulares.

Este conocimiento llevó a un enriquecimiento en el entendimiento de varias patologías y sus bases

moleculares . A estas disciplinas se han sumado otras ómicas , que analizan modificaciones

epigenéticas y genéticas que regulan el transcriptoma y el proteoma , y más recientemente la

glicómica , lipidómica , y metabolómica , entre otras . En conjunto , las ómicas permiten estudiar el

comportamiento normal y las alteraciones fenotípicas a fin de evaluar a los sistemas biológicos

desde un enfoque de la fisiología normal y anormal . Y a la aplicación del concepto de medicina

personalizada , que hace referencia al abordaje personalizado del tratamiento de un paciente

considerando un conjunto de datos que permiten predecir su respuesta a distintos tratamientos

(17), y que comenzó a utilizarse a principios del siglo XXI luego de la publicación del "Human

Genome Projecť en el año 2003 (18) .

Asimismo , las bases de datos originadas a partir de estos estudios resultan cada vez

mayores, involucrando grandes tamaños muestrales para la obtenciónpara la obtención de resultados

estadísticamente significativos . A su vez, estos estudios están contenidos en repositorios a gran

escala destinados a la investigación clínica y translacional , que han crecido a nivel mundial en los

últimos años y contienen información proveniente de estudios de análisis de expresión global , así

como también información clínica de los pacientes involucrados en los mismos. El crecimiento

constante de los repositorios de literatura hizo imperativo el uso de herramientas computacionales

para identificar información relevante y ponerla en el contexto del conocimiento biomédico actual .

Por este motivo , se han desarrollado numerosas herramientas , entre ellas DisGeNET

(https://www.disgenet.org/) , una plataforma que contiene información acerca de asociaciones entre

genes y enfermedades humanas ( 19,20) y que ha sido ampliamente empleada en el estudio de las

enfermedades y sus mecanismos moleculares subyacentes . Este crecimiento sostenido de la

información biomédica fue acompañado de abordajes integradores tales como la bioinformática

translacional , disciplina enfocada en la convergencia de bioinformática molecular, bioestadística ,

genética estadística e informática clínica , para transformar la información en conocimiento y así

profundizar en los mecanismos subyacentes a las enfermedades y proveer información útil para la

práctica clínica . Actualmente , la bioinformática se enfrenta a nuevos desafíos en la investigación

translacional . La bioinformática translacional se ha propuesto y desarrollado como un nuevo

campo en la investigación biomédica (21,22) . El descubrimiento de conocimiento impulsado por el

fenómeno de big data , definida como el conjunto de grandes cantidades de datos devenidos del

uso de tecnologías de alto rendimiento, es el nuevo paradigma para la medicina translacional (23).

Específicamente en lo que concierne a la Salud Reproductiva Masculina , las ómicas se han

comenzado a aplicar en años recientes , permitiendo estudiar de manera global y en mayor detalle

los aspectos moleculares de la gameta masculina, así como describir los perfiles genómicos ,

transcripcionales y proteicos de pacientes para identificar biomarcadores de infertilidad y elegir

estrategias compatibles con su diagnóstico . Finalmente , la integración de los datos recabados con

las diversas ómicas en bases de datos de multi-ómicas , han permito iniciar un acercamiento de la

patología de la infertilidad masculina a la era de la medicina personalizada (24-26) .

En el presente capítulo se reseñarán algunos avances en genómica , transcriptómica ,

proteómica , metabolómica , glicómica y lipidómica y algunas herramientas bioinformáticas

asociadas al estudio de la salud reproductiva masculina (Figura) .

Genómica

El potencial fértil masculino puede verse afectado por diversos factores , entre los que se destacan

factores intrínsecos , como son la obstrucción del tracto genital masculino , fallas en la

espermatogénesis o resistencia a hormonas, generalmente asociadas a alteraciones genéticas



(27,28) y factores extrínsecos como pueden ser la exposición a tóxicos, consumo de cigarrillo o

alcohol, y condiciones medio-ambientales deletéreas (29,30).

Las alteraciones genéticas que podrían impactar sobre la fertilidad humana resultan, en

algunos casos, de aberraciones estructurales o numéricas a nivel cromosomal, y mutaciones a

nivel génico (31). Las pruebas genéticas más utilizadas incluyen el estudio del cariotipo para las

detecciones de aberraciones numéricas o estructurales a nivel cromosómico y evaluación de la

presencia de microdeleciones en el cromosoma Y (empleando PCR multiplex de marcadores de

sitio etiquetados con secuencia mapeadas dentro de regiones específicas (32). Las alteraciones

cromosómicas representan el 7% de las causas de fallas en la espermatogénesis (33). A modo de

ejemplo, el síndrome de Klinefelter, determinado por un cariotipo 47 XXY, se caracteriza por la

expresión de un fenotipo masculino eunucoide con azoospermia (34,35), y representa el 14% de

los casos de azoospermia (36). Por otro lado, las microdeleciones del cromosoma Y se encuentran

en el 10% de individuos con azoospermia obstructiva (OA) y en el 5% de individuos con

oligozoospermia severa (37). Las microdeleciones frecuentes en la región del factor de

azoospermia (AZF) del cromosoma Yq están asociadas con fallas en la espermatogénesis. Hay

tres regiones distintas en AZF, AZFa, AZFb y AZFc, cada una de las cuales contiene varios genes

para una variedad de funciones. AZFa se encuentra más proximal al centrómero, seguido de AZFb

y, más distalmente, AZFc (38). Las deleciones graves de AZFa y AZFb no son transmisibles,

mientras que los hombres con deleciones de AZFc comúnmente requerirán técnicas de

reproducción médica asistida (TRMA).

El hallazgo de asociaciones entre la infertilidad y fenotipos asociados permite un mejor

diagnóstico, manejo y tratamiento de las parejas en consulta por infertilidad. Asimismo, la

identificación de estas alteraciones también permite determinar los riesgos a nivel hereditario por

screening preconcepcional, y así optimizar las TRMA a emplear (39). Dado el amplio repertorio de

entidades involucradas en el desarrollo del potencial fértil, resulta difícil la identificación de las

causas genéticas de la infertilidad en la mayoría de los casos. Sin embargo, con las nuevas

tecnologías para la secuenciación masiva de ADN y el acompañamiento por el desarrollo de

abordajes bioinformáticos para su estudio, existe una creciente evidencia sobre distintos conjuntos

de genes asociados a distintas causas genéticas de la infertilidad (40).

Uno de los desafíos presentes a la hora de discernir en qué conjunto de genes resulta

óptimo el estudio de alteraciones genéticas asociadas a la infertilidad, es la distinción entre

infertilidad sindrómica o no sindrómica. La infertilidad sindrómica se refiere a aquella devenida

como una manifestación dentro de un conjunto de alteraciones inherentes a un síndrome particular

(40), mientras que la no sindrómica se refiere al fenotipo de infertilidad sin otras manifestaciones

clínicas relevantes (41). Dentro de la infertilidad sindrómica se destacan el hipopituitarismo, el

síndrome endócrino caracterizado por la reducción o ausencia de una o más hormonas pituitarias,

el hipogonadismo hipogonadotrófico, caracterizado por bajos niveles de las hormonas folículo

estimulante (FSH) y luteinizante (LH), y la disquinesia ciliar primaria, asociada a la

astenozoospermia (42).

Dentro de las alteraciones genómicas, se ha determinado que existen variantes

estructurales con cambios en el número de copias ADN específico (CNV, del inglés copy number

variation), y son las principales causas de variabilidad cuantitativa del genoma humano debida a la

eliminación o duplicación de la secuencia original, sin ningún tipo de mutación. En este sentido, un

estudio de análisis de perturbaciones espermatogénicas reveló que los CNV ligadas al cromosoma

X se asocian más con hombres infértiles que los controles (43). Así, la eliminación de CNV67

afecta a MAGEA9, un gen en el cromosoma X que se expresa específicamente en el testículo bajo

condiciones fisiológicas (44). Sin embargo, es de destacar que además de los genes ligados al

cromosoma X, se han identificado varios loci autosómicos que pueden afectar la fertilidad

masculina como consecuencia de los CNV (45).

Además de los CNV, los polimorfismos genéticos de nucleótido simple (SNP, del inglés

single nucleotide polymorphism) son variaciones genómicas en las que dos o más genotipos o

alelos están presentes simultáneamente en una población. Los SNP son variaciones causadas por

mutaciones en una sola posición en una secuencia de ADN. La mayoría de las variantes genéticas

asociadas a la infertilidad masculina se encuentran en los cromosomas sexuales (46). También se

han identificado otros polimorfismos autosómicos. Por ejemplo, los SNP en el gen que codifica

para la enzima metileno-tetra-hidro-folato reductasa (MTHFR), un componente clave en el

metabolismo del folato, contribuyen a un mayor riesgo de infertilidad masculina (47). Las

alteraciones en el gen que codifica la enzima ADN polimerasa gamma (POLG), una enzima

responsable de la replicación y reparación del ADN mitocondrial, también están asociadas a la



disfunción espermática; sin embargo, el papel de POLG en la infertilidad masculina sigue siendo

cuestionado (48). Los SNP en los genes MMR, vía que juega un papel crítico en el mantenimiento

de la integridad del genoma, recombinación meiótica y gametogénesis, reducen la función MMR y

pueden conducir a mutaciones en otros genes. Específicamente la presencia de SNPs en los

genes MMR (MLH1, MSH2, PMS2, MLH3, MSH4, MSH5 y MSH6) se ha asociado a la infertilidad

masculina (49).

Entre las alteraciones en el semen, la azoospermia o ausencia de espermatozoides en el

eyaculado afecta al 1% de la población masculina y se corresponde con el 20% de los casos de

infertilidad en el hombre (50). Su origen puede deberse a la obstrucción del tracto reproductor

masculino (OA), o a fallas en la espermatogénesis (azoospermia no obstructiva, NOA). En la NOA,

un estudio reciente ha identificado un conjunto de variantes de nucleótido simple en los genes:

ESX1, TEX13A, TEX14, DNAH1, FANCM, QRICH2, FSIP2, USP9Y, PMFBP1, MEI1, PIWIL1,WDR66, ZFX, KCND1, KIAA1210, DHRSX, ZMYM3, FAM47C, FANCB, FAM50B (genes

previamente asociados a infertilidad), TKTL1, IGSF1, ZFPM2, VCX3A (variantes nóveles causales

de enfermedades), y ALG13, BEND2, BRWD3, DDX53, TAF4, FAM47B, FAM9B, FAM9C,

MAGEB6, MAP3K15, RBMXL3, SSX3 y FMR1N, genes que podrían estar involucrados en la

espermatogénesis (51). Por su parte, en la OA, la ausencia congénita de los conductos deferentes

(CAVD, del inglés congenial agenesis of vas deferens) es una de las principales causas, y las

mutaciones en los genes CFTR y ADGRG2 causan la mayoría de las agenesias. A pesar de esto,

el 10%-20% de los pacientes con CAVD permanecen sin un diagnóstico genético claro (52).

En los pacientes en los que se identifica la presencia de teratozoospermia, se destacan la

macrozoospermia y la globozoospermia. La macrozoospermia tiene una incidencia menor al 1% en

hombres con infertilidad, y se caracteriza por la presencia de espermatozoides con cabezas de

gran tamaño y múltiples flagelos (53). Las causas principales de la macrozoospermia se asocian a

mutaciones en el gen AURKC, cuya forma proteica se encuentra involucrada en la segregación de

cromosomas y en la citoquinesis (54). Por otro lado, la globozoospermia se caracteriza por la

presencia de espermatozoides con la cabeza redondeada y sin acrosoma, acompañados por

defectos en la pieza media y alteraciones en la membrana nuclear (53). Este fenotipo se encuentra

asociado a mutaciones en los genes SPATA16 y DPY19L2. El primero codifica para una proteína

específica del aparato de Golgi enriquecida en testículo, y el segundo para una proteína necesaria

para la elongación de la cabeza del espermatozoide y la formación del acrosoma durante la

espermatogénesis (42). Y estudios recientes han identificado nuevos genes relacionados a esta

patología altamente compleja (55).

Con respecto a la astenozoospermia, su origen puede deberse a alteraciones en el

axonema, mitocondria u otras estructuras del flagelo (56). Específicamente, se la ha asociado a

mutaciones en los genes DNAH1, CFAP43, CFAP44, SLC26A8, CATSPER1, SEPT12, CFAP43,

CFAP44, DNAH1 y PLCZ1 (42).

Contrastando con las patologías arriba mencionadas, en casos de infertilidad idiopática no

existe un claro trasfondo genético que permita sospechar alteraciones genéticas puntuales, lo que

dificulta su análisis por cariotipo o genes individuales. En este aspecto, la utilización reciente de la

secuenciación de nueva generación (NGS; next-generation sequencing) representa una alternativa

para mejorar y personalizar el diagnóstico de la infertilidad masculina mediante el análisis

simultáneo de una gran cohorte de individuos y el screening de múltiples genes y variantes (39).

Un estudio reciente de análisis de asociación genómica (genome-wide association study) delineó

una región genómica polimórfica de FSHB como el principal determinante de los niveles de FSH

en hombres con infertilidad idiopática. Dado el papel esencial de la FSH, la detección molecular de

una de las variantes de nucleótido simple identificadas que causan la disminución de la FSH y, por

lo tanto, disminuye la espermatogénesis, podría resolver el origen inexplicado por este factor

etiológico (57).

Si bien todavía se carece de un consenso con respecto a los genes más representativos de

cada fenotipo asociado a infertilidad, existen evidencias del aporte de paneles para asistir en el

diagnóstico y terapéutica de la infertilidad. En este sentido, el avance en el diseño de paneles

específicos se ha enfocado recientemente en genes involucrados en la etiología de distintas

anomalías seminales, como son la azoospermia, teratozoospermia y astenozoospermia. El diseño

de paneles específicos permite restringir el universo a explorar, al analizar las causas genéticas de

la infertilidad en ciertas subpoblaciones. A diferencia de los estudios de microarreglos de ADN que

proveen medidas promedio de la expresión de transcriptos, la secuenciación de nueva generación

permite la cuantificación a nivel de bases individuales. Si bien la NGS permite el estudio

simultáneo de una gran cantidad de genes y muestras, su procesamiento, almacenamiento e



interpretación pueden resultar un desafío a la hora de encontrar nuevos potenciales

biomarcadores. Esta capacidad trae aparejada la necesidad de visualizar estos resultados

únicamente dentro de un marco genómico con herramientas específicas. Por lo tanto, se ha

iniciado el desarrollo de plataformas que compilan la información recabada por los estudios

genómicos y de otras ómicas, como es el repositorio Male Infertility Knowledgebase (MIK;

http://mik.bicnirrh.res.in/) (58), que integra información sobre ~17 000 genes, sus vías asociadas,

ontología génica, enfermedades y herramientas de análisis basadas en genes y secuencias y

desarrollado para impulsar la investigación sobre la etiología genética de la infertilidad masculina.

Además, incorpora información sobre aberraciones cromosómicas y asociaciones sindrómicas con

la infertilidad masculina. Asimismo, ReproGenomics Viewer (RGV; http://rgv.genouest.org) (59), es

un entorno de trabajo de especies múltiples y cruzadas para la visualización, extracción y

comparación de conjuntos de datos ómicos publicados para la comunidad científica reproductiva. A

partir de toda esta información compilada, el diseño y validación de paneles se podrá constituir en

una herramienta fundamental para facilitar el acceso y el manejo de la información a nivel génico,

adaptándose a la demanda para la terapéutica y adecuándose a las tecnologías que se aplican en

otros campos de la medicina de precisión en infertilidad masculina.

Epigenómica

La epigenómica estudia los cambios epigenéticos en una célula, sin alterar la secuencia del ADN

(60). La metilación del ADN y la modificación de histonas se encuentran entre los procesos

epigenéticos mejor caracterizados (60). Asimismo, se ha involucrado a los ARN largos no

codificantes (lncRNAs) y otros ARN no codificantes en la inducción de cambios epigenéticos (61).

El mantenimiento epigenómico es un proceso continuo y juega un papel importante en la

estabilidad de los genomas eucariotas al participar en mecanismos biológicos cruciales como la

reparación del ADN (62).

La metilación del genoma es un proceso reversible y heredable, y se caracteriza por una

modificación química covalente en los dinucleótidos de citosina-fosfato-guanina (CpG) que se

encuentran en altas concentraciones cerca de los promotores de los genes. Las 'islas CpG' están

ubicadas en diferentes regiones metiladas (DMR, del inglés differentially methylated regions) de

genes, y su metilación difiere entre los alelos paternos y maternos, lo que influye en la

transcripción de genes (63). La metilación ocurre durante el desarrollo embrionario y está

implicada en numerosos procesos fisiológicos, como la impronta o “imprinting” genómica, la

inactivación del cromosoma X y la expresión génica diferencial. Después de la fecundación, los

alelos paternos se desmetilan activamente, mientras que el ADN materno sufre una desmetilación

pasiva. Las primeras fases de la espermatogénesis se caracterizan por una reorganización que

implica metilación del ADN, que se mantiene durante la meiosis y el posterior desarrollo de las

gametas, afectando únicamente a genes específicos. Los llamados "genes impresos" escapan a la

reprogramación epigenética después de la fecundación, lo que conduce al mantenimiento de la

metilación del ADN de los espermatozoides en el embrión en desarrollo. La persistencia de

patrones de línea germinal específicos de los padres podría justificar la participación epigenética

en el riesgo potencial para la descendencia durante la TRMA (64).

Después de la meiosis, las células germinales experimentan varios reordenamientos de la

cromatina, especialmente el reemplazo de histonas por protaminas, que son proteínas básicas

pequeñas nucleares específicas del espermatozoide responsables de la condensación del genoma

haploide (65). La relación entre las protaminas y el ADN da como resultado una remodelación

estructural y molecular significativa del ADN espermático en las estructuras toroidales de

nucleoprotamina. La interacción protamina-ADN no solo facilita la morfología normal y la forma

hidrodinámica de la cabeza del espermatozoide, sino que también a la protección del ADN contra

la oxidación y fragmentación (65,66). Dado que en los espermatozoides maduros el ADN está

densamente empaquetado con protaminas y el genoma materno está densamente empaquetado

con histonas, la estructura altamente condensada de la nucleoprotamina debe desempaquetarse y

reorganizarse en una estructura nucleosomal durante la fecundación (67).

Es por esto que las modificaciones epigenéticas incorrectas durante cada etapa de estos

procesos pueden conducir a la infertilidad masculina severa. Los estudios iniciales revelaron que la

hipermetilación del ADN, especialmente en las regiones promotoras de los genes PLAG1, PAX8,

DIRAS3, MEST, SFN, NTF3 y HRAS, podían estar asociadas con una disminución en el conteo, la

motilidad y la morfología normal de los espermatozoides (68). También se encontró que el gen H19

estaba hipometilado en hombres con teratozoospermia y oligoastenoteratozoospermia (69). El gen



H19 es parte de un grupo de genes en el brazo corto (p) del cromosoma 11 que se somete al

imprinting genómico, y también está involucrado en el crecimiento y desarrollo (70).

Posteriormente, un estudio comparó la metilación CpG de los genes LIT1, SNRPN, MEST, H19,

PLAGL1, PEG3 e IGF2 en espermatozoides de hombres fértiles e infértiles, e identificó una

relación significativa entre la alteración de la espermatogénesis y la hipermetilación de los genes,

excepto en el gen IGF2 (71).

En un trabajo de recapitulación reciente, Rotondo y colaboradores (72) indicaron que las

investigaciones publicadas respaldan la hipótesis de que la metilación del ADN espermático está

asociada con alteraciones espermáticas que pueden afectar a varios parámetros del semen y se

asocian a infertilidad. En el metanálisis de ensayos clínicos controlados que comparan hombres

con infertilidad idiopática con controles fértiles, se incluyeron veinticuatro estudios. Como

resultado, los niveles de metilación del gen H19 resultaron significativamente más bajos en

hombres infértiles. Por su parte, el nivel medio de metilación de los genes MEST y SNRPN fue

significativamente mayor en hombres infértiles. Y los niveles de metilación del gen LINE-1 no

difirieron entre hombres infértiles y controles.

En cuanto a los ARNs no codificantes pequeños (sncRNA, del inglés small non coding

RNA), trabajos recientes mostraron cambios dinámicos en los espermatozoides a medida que

transitan a través del entorno testicular hacia los segmentos del epidídimo. Los estudios

demostraron que los cambios están mediados por los epididimosomas durante el tránsito a través

del conducto adluminal en el epidídimo, y los cambios en el contenido de sncRNA de los

espermatozoides se derivan de agresiones ambientales que alteran significativamente el desarrollo

embrionario temprano y predisponen a la descendencia a trastornos metabólicos (73). En la

siguiente sección se mencionarán otros antecedentes sobre los ARN no codificantes (ncRNA).

Un conocimiento profundo del estado de metilación del ADN espermático en asociación con

un potencial reproductivo reducido podría mejorar el desarrollo de nuevas herramientas de

diagnóstico para esta enfermedad. Teniendo en cuenta el uso generalizado de las TRMA, la

metilación del ADN de genes específicos implicados en la espermatogénesis adquiere una

relevancia clínica cada vez mayor, lo que representa una posible explicación del aumento de la

incidencia de síndromes relacionados con la impronta genómica en embarazos asistidos

médicamente.

Transcriptómica

Como se mencionó previamente, la transcriptómica es el estudio del transcriptoma, término que

incluye el conjunto de todas las moléculas de ácido ribonucleico (ARN) expresadas en una célula,

tejido u organismo (74). Durante mucho tiempo, el dogma central de la biología molecular asumió

que un gen se transcribía en un ARN mensajero (ARNm), que a su vez se traducía en una proteína

que cumplía una o varias funciones estructurales, biológicas y/o reguladoras dentro de la célula.

Sin embargo, ahora está claro que el transcriptoma es una maquinaria mucho más compleja,

compuesta por varias clases de ARN que realizan una miríada de funciones. Es así como un gran

porcentaje de los genes humanos contienen más de un exón empalmado de forma alternativa (75)

y, por lo tanto, pueden producir numerosas formas deARN y proteínas.

Según lo indican diferentes estudios, el testículo es el órgano que expresa mayor cantidad

de genes y proteínas tejido-específico (76-78) y un mayor número de eventos de splicing

alternativo en numerosos genes (79-82). Además, los genes expresados en la gonada masculina

muestran una mayor tasa de divergencia entre especies tanto a nivel génico como proteico (83).

Estas características se atribuyen a la selección sexual por medio de la cual se ejerce una presión

de selección específica que permite que se den mutaciones que provean una ventaja reproductiva

transmisible más fácilmente a la progenie, fijándose así relativamente más rápido (84). Para poder

generar espermatozoides mótiles capaces de fecundar, las células germinales del testículo llevan

a cabo el proceso de espermatogénesis durante el cual deben realizar la meiosis y la

espermiogénesis. Este es un proceso de diferenciación extremo que involucra factores

moleculares específicos de funciones, muchos de ellos expresados durante la espermatogénesis

(84).

Además, durante la evolución de las especies euterias, el cromosoma Y se acortó

progresivamente, impidiendo el alineamiento entre los cromosomas X e Y en la profase I de la

meiosis; por este motivo, para prevenir los alineamientos y recombinaciones defectuosas, los

cromosomas sexuales se condensan en una estructura nuclear específica llamada cuerpo XY



(85,86) cuya alta condensación lleva al silenciamiento transcripcional completo durante esta etapa

(87), en un proceso conocido como inactivación meiótica de los cromosomas sexuales. Para

compensar el cese de transcripción de genes cruciales para las células, un gran número o de

genes ligados al X se han transpuesto a cromosomas autosómicos durante la evolución,

adquiriendo una expresión meiótica y post-meiotica especifica (88,89). Por último, debido a la

heterocigosis de los cromosomas sexuales en machos que permite que rasgos reproductivos

ventajosos se fijen más rápidamente, los genes ligados al cromosoma X se encuentran

sobreexpresados entre aquellos que se expresan preferencialmente en células somáticas

testiculares espermatogonias y espermátides post-meióticas (90). Las especificaciones

mencionadas respecto del programa de expresión de la célula germinal masculina hacen de este

un ambiente rico para estudiar los mecanismos reguladores de la expresión génica a diferentes

niveles, así como el descubrimiento de nuevos genes e isoformas proteicas (84).

El análisis global de los ARN mensajeros (ARNm) de los espermatozoides y del testículo ha

permitido cuantificar la expresión de miles de genes expresados diferencialmente (DEG, del inglés

differentially expressed genes) en una única muestra, y de esta manera avanzar hacia un mejor

entendimiento de las bases moleculares del potencial fértil del hombre, así como la identificación

de nuevos biomarcadores que se relacionen con la infertilidad masculina (91,92). En este sentido,

una de las tecnologías más ampliamente utilizadas para el estudio de la transcriptómica son los

microarreglos de ADN, tecnología a partir de la cual se han podido identificar alteraciones en los

perfiles de transcripción de eyaculados de pacientes con anomalías en la calidad seminal. En

estudios publicados en 2007, se determinó que los genes RBMY1, DAZ1, TSPY1 y DDX3Y se

encontraban diferencialmente expresados en varones con oligozoospermia o azoospermia en

comparación con controles de individuos normozoospérmicos (93). Por su parte, Montjean y

colaboradores (94) estudiaron el transcriptoma en espermatozoides de pacientes con

oligozoospermia y lo compararon con el de individuos normozoospérmicos; como resultado,

identificaron 157 transcriptos sobre/infraexpresados, y el 83 % de los genes regulados se

encontraron al menos 2 veces infraexpresados en los pacientes infértiles. Asimismo, observaron

una reducción de hasta 43 veces en la expresión de genes implicados en la espermatogénesis y

motilidad de los espermatozoides, así como asociados a procesos antiapoptóticos de las células

germinales (PRM2, SPZ1, SPATA-4, MEA-1, CREM).

Utilizando también la tecnología de microarreglos de ADN, Jodar y colaboradores (95)

analizaron la expresión de transcriptos en espermatozoides de pacientes astenozoospérmicos y

donantes fértiles. Como resultado, se identificaron varios transcriptos presentes en diferente

abundancia en los pacientes en comparación con los controles. Y validaron la expresión diferencial

de tres de los transcriptos detectados (ANXA2, BRD2 y OAZ3), mediante PCR en tiempo real en

un conjunto mayor de muestras, identificándose una correlación positiva entre la expresión de

estos transcriptos y la motilidad progresiva.

A fin de determinar si la expresión de genes testiculares sirve para definirlos como

biomarcadores predictivos de la presencia de espermatogénesis en pacientes con NOA, Hashemi

y colaboradores estudiaron la expresión del gen ZMYND15 y los genes blanco TNP1, PRM1 y

SPEM1 en biopsias testiculares de pacientes con NOA y en pacientes con OA. Los niveles de

estos transcriptos también se compararon en muestras de pacientes azoospérmicos con

recuperación de espermatozoides positiva y negativa. Como resultado, el nivel de expresión de los

genes estudiados fue significativamente menor en las muestras testiculares de pacientes con

NOA. De manera similar, los niveles de expresión de estos transcriptos fueron menores en las

muestras con recuperación espermática negativa frente a la positiva. Los autores concluyeron que

el nivel de expresión de ZMYND15 puede tener potencial para predecir una recuperación exitosa

con una sensibilidad del 90 % y una especificidad del 60 % para la población total y una

sensibilidad del 100 % y una especificidad del 75 % para NOA. En un estudio posterior del mismo

grupo realizado sobre 63 hombres azoospérmicos (16 OA y 47 NOA sometidos a microdisección

de tejido testicular) se estudiaron siete marcadores moleculares ESX1, DAZ, DAZL (marcadores

premeióticos) y ZMYND15, PRM1, TNP1 y SPEM1 (marcadores posmeióticos) para predecir el

éxito de la recuperación de espermatozoides. Como resultado, se determinó que SPEM1 fue el

gen con el mejor poder positivo (96 %) y negativo (85 %) para predecir el resultado de

microdisección de tejido testicular (96).

Los estudios globales del transcriptoma también han sido empleados en pacientes

sometidos a diferentes TRMA, para comparar los perfiles de expresión de aquellos que obtuvieron

un embarazo exitoso o no, y así poder trasladar los resultados a la clínica. En particular, se

compararon los perfiles de transcripción de grupos de pacientes que realizaron una inseminación



intrauterina, y se encontraron diferencias de expresión entre aquellos que lograron el embarazo

respecto de los que no lo lograron. Como resultado, en el grupo de los pacientes que lograron

embarazo, se identificaron 756 genes con expresión aumentada y 741 con expresión exclusiva,

mientras que solo 194 genes presentaron expresión aumentada en el grupo que no logró

embarazo y 976 de expresión exclusiva. Dentro de los transcriptos diferencialmente expresados,

se identificó una expresión exclusiva del gen BCL-2 (del inglés B-cell lymphoma 2) que se

encuentra relacionado con la apoptosis, así como del gen codificante de la protocadherina 1

(PCDH1) y de integrina beta 4 (ITGB4), ambos relacionados con el reconocimiento e interacción

célula-célula, en los pacientes donde la inseminación no fue exitosa (97). El mismo grupo reportó

también las diferencias entre los perfiles de transcripción de grupos de pacientes que realizaron

una inyección intracitoplasmática (ICSI), encontrándose 50 transcriptos diferencialmente

expresados en el semen fresco de los pacientes que lograron la ICSI exitosa, respecto de los que

no, y más de 2000 transcriptos expresados exclusivamente en uno de estos dos grupos. Para el

caso del semen congelado, no se encontraron genes diferencialmente des-regulados entre los dos

grupos, pero se encontraron cientos de genes exclusivos para uno de los dos grupos. Las

diferencias observadas en todos los casos se atribuyen al fallo en la ICSI, ya que se encontraron

diferencias en los transcriptomas de los espermatozoides de pacientes que lograron una ICSI

exitosa cuando comparados con los que no lo lograron (98).

En años recientes, los estudios de expresión del ARN empleando NGS han ganado

relevancia. Así, el estudio del transcriptoma de espermatozoides de 96 parejas diagnosticadas con

infertilidad idiopática que realizaron diferentes tratamientos en la clínica, llevó a la identificación de

648 SRE (SRE, del inglés sperm RNA elements) que no presentaron variabilidad en 32 de las 35

parejas del estudio que lograron un embarazo con nacimiento vivo por coito programado

(CP)/inseminación intrauterina (IIU). Las parejas que presentaron estos 648 SER presentaron una

mayor tasa de éxito mediante CP/IIU (73%) que aquellas que tuvieron falta de alguno de estos

SREs (27%). Además, 40% de los SRE identificados fueron encontrados en regiones exónicas de

genes involucrados en espermatogénesis, motilidad espermática, fecundación y en los primeros

estadios de la embriogénesis previo a la implantación. Y 8 de estos SRE se relacionaron con

problemas de infertilidad, por lo cual los pacientes con falla de estos no lograrían un embarazo con

CP/IIU, pero sí podrían tener éxito con TRMA. Por otra parte, algunos SRE ausentes en pacientes

que no lograron un embarazo exitoso por reproducción asistida, podrían estar relacionados con la

fecundación o embriogénesis temprana, por lo que estas técnicas no serían viables para conseguir

el embarazo. De esta manera, los autores sugieren que la implementación de SRE en la clínica

permitiría evitar los 2 a 4 ciclos que suelen hacerse de IIU antes de derivar a otros procedimientos

en parejas que tienen bajas posibilidades de embarazo por falta de SRE, así como ayudar a la

toma de decisiones de las parejas donde los SRE sugieren una baja chance de embarazo aún con

procedimientos de reproducción asistida, evitando así exponer a la mujer a procedimientos

invasivos con poca probabilidad de resultados exitosos (99). Estudios posteriores expandieron los

anteriores y reportaron un conjunto de genes relacionados a la infertilidad idiopática: ACE, GIGYF2

y ODF2 presentaron correlaciones negativas, mientras que GPX4, NDRG1 y RPS24 tenían SRE

ausentes en al menos un individuo de la cohorte de prueba. Asimismo, GPX4 y RPS24 fueron

asociados con defectos de desarrollo y/o letalidad neonatal (100).

Como se mencionó previamente, además de los ARNm, una gran parte del transcriptoma

está compuesto por ARN que no codifica para proteínas, conocidos como ncRNA. Estos ARN

están involucrados en una amplia variedad de procesos biológicos, y los relacionados a la biología

reproductiva no escapan a su regulación (101). Entre ellos se incluye su rol en la

diferenciación/desarrollo de los testículos (102) y la espermatogénesis (103). Los ncRNA largos

(lncRNA, del inglés long non coding RNA), de más de 200 pb, están involucrados en muchos

mecanismos, como la regulación transcripcional, postranscripcional y directa de la actividad

proteica (104). Los sncRNA, de menos de 200 pb, entre ellos los micro ARN (miRNA), los ARN

pequeños de interferencia (siRNA) y los Piwi–interacting RNA (piRNA), en su mayoría regulan la

expresión génica a nivel transcripcional y/o postranscripcional (105,106).

Los ncRNA presentes en el semen podría evidenciar desregulaciones en la

espermatogénesis, con el consecuente impacto en la calidad del semen y los trastornos de la

fertilidad. Algunos estudios, de hecho, sugieren el potencial de los ncRNA como biomarcadores de

enfermedades reproductivas o para el éxito de la reproducción (107). Un estudio de Cui y

colaboradores (108) analizó un conjunto de miRNA espermáticos y demostró que el hsa-miR-34c-

5p es el único ncRNA en semen que muestra un valor predictivo robusto para infertilidad idiopática

masculina en hombres tratados con TRMA, asociándose en los resultados del tratamiento ICSI con

calidad embrionaria, implantación, embarazo clínico, y nacido vivo. Por otro lado, Abu-Halima et al.



(109) usaron qRTPCR para validar en una cohorte de 226 hombres en tratamiento por infertilidad

un conjunto de 5 microRNAs (hsamiR-34b-5p, 34b-3p, 34c-5p, 122-5p y 429), e informaron que

estos miARN muestran un buen valor de diagnóstico de oligozoospermia. Por su parte, Wang y

colaboradores reportaron la potencia diagnóstica de hsa-miR-122-5p, 146-5p, 181a-5p, 34c-5p,

374b-5p, 509-5p y 513a-5p para azoospermia (110), el panel de 3-miARN hsa-miR-141, 429 y 7-

1-3p para NOA (111), hsa-miR-122-5p, 146-5p, 181a-5p, 34c-5p, 374b- 5p, 509-5p y 513a-5p

para astenozoospermia (110) y hsa-miR-210-3p para diszoospermia inducida por varicocele

(112).

Otras investigaciones analizaron el potencial de diagnóstico de los piRNA para la

azoospermia y la astenozoospermia. En particular, el estudio de Hong y colaboradores (113)

empleó tecnología de secuenciación de alto rendimiento en una cohorte de 302 hombres, e

identificó un panel de 61 piRNA expresados diferencialmente entre donantes normozoospémicos y

pacientes infértiles. Después de validación por qRT-PCR, demostraron la regulación hacia

menores niveles de 5 piRNA individuales (piR-30198, 31068, 31925, 43771 y 43773) en plasma

seminal de pacientes con azoospermia y astenozoospermia, en comparación con los hombres

normozoospérmicos. Los mismos investigadores también probaron el potencial de diagnóstico de

estos piRNAs combinados en un panel de 5 piRNAs (piR-31068, 31925, 43771, 43773, y 30198) y

otro de 4 piRNAs (piR-31068, 31925, 43771 y 43773), y encontraron un mayor valor diagnóstico

para azoospermia en el panel de 5 piRNAs. Es más, estos investigadores informaron que piR-

30198 puede discriminar entre pacientes con astenozoospermia y azoospermia, mientras que

Barceló y colaboradores (114) reportaron al piR-58527 como un biomarcador útil para diferenciar

NOA de OA. La aplicación potencial de estos ARN no codificantes como biomarcadores de semen

no invasivos podrían minimizar o evitar la toma de muestras quirúrgicas para el diagnóstico y

tratamiento, sin embargo, deben ser validados por otros grupos antes de su uso clínico.

Proteómica

La proteómica es la disciplina de los estudios globales que estudia los proteomas, o conjuntos de

proteínas de tejidos, células y fluidos, para determinar su composición, su estructura primaria

(secuencia de aminoácidos), y en ciertos casos sus modificaciones postraduccionales, su

localización de forma cualitativa y cuantitativa (115). Si bien la mayoría de los protocolos de

análisis empleando microarreglos de ADN o NGS utilizados para abordar estudios de

transcriptómica involucran la selección de los ARNm poliadenilados por medio de oligo-dTs, debe

tenerse en cuenta que no es correcto asumir que la abundancia de los ARNm se corresponde bien

con la de las proteínas, ya que el destino de los ARNm se encuentra regulado por modificaciones,

procesamientos, almacenamientos, entre otros. Por lo tanto, si se extrapolaran los cambios de la

expresión génica a los de la expresión proteica, podría interpretarse incorrectamente el impacto

funcional de estos datos (116). Es por ello que, a pesar de conocer los perfiles de transcriptómica

de las personas sanas y pacientes afectados con diversas enfermedades, se ha demostrado que

el estudio de los perfiles de proteómica aporta información valiosa y distintiva. En particular, la

transcripción y la traducción en el testículo no se encuentran acopladas, por lo que estos dos

procesos no están necesariamente relacionados. Por su parte, el espermatozoide es una célula

altamente compleja pero de fácil accesibilidad, por lo que los estudios de proteómica pueden

hacerse a fin de caracterizar la composición proteica de la gameta masculina y sus alteraciones en

asociación con diversas patologías (117). Según el trabajo de Assidi y colaboradores (118), la

proteómica de los espermatozoides maduros generalmente revela dos tipos de proteínas: (a) las

proteínas de origen extracelular, principalmente de glándulas sexuales accesorias, adsorbida en la

superficie de la gameta, entre ellas seminogelina-1 y antígeno prostático específico (PSA), y (b) las

proteínas celulares divididas en fracciones solubles e insolubles en detergente. La fracción soluble

en detergente comprende proteínas en el citoplasma, moléculas de señalización y receptores de

membrana, mientras que la fracción insoluble en detergente comprende principalmente proteínas

del citoesqueleto y de asociación a cromatina nuclear. Hasta un 11% de las proteínas

espermáticas participan en la defensa celular contra el estrés oxidativo y la apoptosis.

El análisis de proteómica se ha aplicado al estudio de pacientes con alteraciones en el

semen. En estudios realizados en muestras de semen de pacientes con astenozoospermia se

identificó una expresión diferencial de proteínas; en el estudio de Wang y col (119) se identificaron

45 proteínas sobreexpresadas y 56 infraexpresadas en comparación con el control, identificándose

entre las infraexpresadas a PARK7 (anteriormente DJ-1). En otro estudio sobre pacientes con

astenozoospermia, se identificaron 66 fosfoproteínas diferencialmente reguladas. Las proteínas

más desreguladas pertenecieron principalmente a las HSPs (del inglés heat shock protein, o



proteínas de choque térmico), proteínas del citoesqueleto, de la vaina fibrosa y del metabolismo

energético. Además, por microscopia electrónica se observaron defectos en las mitocondrias y

vainas fibrosas de los espermatozoides, que los autores sugieren que podrían estar relacionados

con las alteraciones observadas en el proteoma. Más aún, el análisis de las vías de señalización

reveló que el metabolismo energético de carbohidratos, la señalización de AMPc mediada por

PKA, la señalización de PI3K/AKT y la vía de señalización regulada por actina basada en la

motilidad por Rho estuvieron significativamente alteradas, indicando que la motilidad espermática

estaría regulada por estas vías. De esta manera, con el uso de tecnologías de proteómica, los

autores identificaron moléculas de firma o “signature” de la astenozoospermia (120). Otro estudio

comparó los perfiles proteómicos de las colas de espermatozoides de 35 pacientes

astenozoospérmicos y 33 normozoospérmicos con el uso de cromatografía liquida en combinación

con espectrometría de masas (LC-MS/MS). Como resultado, se identificaron 14 proteínas con

abundancia alterada al compararlas con las de los controles. De estas, 10 ya habían sido

previamente relacionadas con la astenozoospermia (GAPDS, COX6B, ODF2, AKAP4, PHGPx,

CLU, GST Mu3, KRT1, VDAC2 y HSPA2), pero las 4 proteínas restantes (HSPA9, TUBB2B,

SPANX B y ASRGL1) se asociaron con esta condición por primera vez en este estudio (121).

Teniendo en cuenta el impacto que tiene la obesidad sobre la calidad seminal, en otro

estudio se compararon los perfiles de proteómica de 3 pacientes con astenozoospermia y

obesidad y 3 pacientes fértiles empleando LC-MS/MS. Se cuantificaron en total 1975 proteínas de

las cuales 127 presentaron cambios en su abundancia estadísticamente significativos (105

disminuidas y 22 aumentadas en los pacientes con obesidad). Las proteínas con baja abundancia

en la astenozoospermia asociada a obesidad se pueden separar en diferentes grupos (proteínas

del citoesqueleto, proteínas vesiculares, proteínas del proteasoma) todas ellas relacionadas con la

espermatogénesis cuyos cambios podrían causar un funcionamiento anormal del espermatozoide.

Dentro de las proteínas con abundancia afectada se encontró a ERp57, una proteína multifunción

bien caracterizada cuya función principal es mediar el correcto plegamiento y control de calidad de

glicoproteínas recién sintetizadas en el retículo endoplasmático. Por otra parte, se encontró

disminuida a la proteína ACTRT2 en el grupo en estudio, proteína del citoesqueleto se localiza en

la región post-acrosomal y en la pieza media, por lo que su deficiencia podría causar

anormalidades en el citoesqueleto, especialmente en la pieza media donde se encuentra la vaina

mitocondrial que provee de energía para la motilidad espermática (122).

Otros estudios han identificado varias proteínas que se correlacionan con la integridad del

ADN del espermatozoide y pueden servir como marcadores para discriminar OA de NOA

(123,124).

Dado que el varicocele es la causa más común de infertilidad masculina, resulta de interés

caracterizar, a través de estudios de proteómica, las alteraciones en los perfiles proteicos de

pacientes con esta patología. En el estudio de Hosseninifar y colaboradores (125), se compararon

los perfiles proteómicos de 20 pacientes oligozoospérmicos con varicocele con los de 20 donantes

control normozoospérmicos empleando la electroforesis en gel de dos dimensiones. Como

resultado, se encontraron 15 “spots” con diferencias consistentes entre los grupos estudiados. En

el grupo de individuos con varicocele, uno fue exclusivo de este grupo, 12 presentaron su

abundancia disminuida y 2 aumentada. Los 15 “spots” correspondieron a 10 proteínas de “shock”

térmico, mitocondriales y del citoesqueleto (ACPP, CLU, PARK7, KLK3, PIP, SOD1, SEMG2,

SEMG2re, ATP5D, HSPA5). Más adelante, el mismo grupo demostró que en 20 pacientes a los

que se les realizó una varicocelectomía, las abundancias de 3 de las proteínas identificadas

(HSPA5, SOD1, ATP5D) relacionadas con producción espermática, protección de la integridad del

ADN y motilidad espermática, difirió antes y luego de la cirugía, siendo estas comparables con las

de pacientes control sanos luego de la cirugía (126). En un estudio posterior, Agarwal y

colaboradores (127) compararon los perfiles proteicos de muestras de espermatozoides de 5

hombres infértiles con varicocele unilateral con los de 5 hombres fértiles control. Como resultado,

se identificaron 369 proteínas diferencialmente expresadas entre ambos grupos. De estas, 29 se

identificaron como proteínas de interés por su rol en espermatogénesis y otros eventos

reproductivos fundamentales como la maduración espermática, la adquisición de motilidad, la

hiperactivación, la capacitación, la reacción acrosomal y la fecundación. Las anotaciones

funcionales de este estudio mostraron evidencias de que el varicocele unilateral afecta

principalmente a la bioquímica de pequeñas moléculas y a las modificaciones post-traduccionales

de las proteínas.

En relación a los cambios en la expresión de proteínas y el varicocele en adolescentes, un

estudio reportó los resultados de proteómica empleando electroforesis en dos dimensiones y



espectrometría de masas del plasma seminal de tres grupos de adolescentes de entre 10 y 19

años en un estadio de Tanner V, distribuidos en 3 grupos: 21 adolescentes sin varicocele y

parámetros seminales normales (control), 28 adolescentes con varicocele grado II o III con

parámetros seminales normales (VNS) y 18 adolescentes con varicocele y parámetros seminales

anormales (VAS). Como resultado, del total de “spots” identificados en la electroforesis, 47 fueron

caracterizados, identificándose proteínas relacionadas con la espermatogénesis, la motilidad y la

capacitación, la inmunidad, la apoptosis, el transporte de moléculas, y la inflamación. En particular,

se identificaron en el grupo VAS a las proteínas IBP-3 y SMG1 exclusivamente expresadas, que se

relacionan con la regulación de la apoptosis, en los VNS a BRE1B y E3-beta, que mantienen la

espermatogénesis y función espermática durante hipertermia e hipoxia tisular y en el grupo control

a NPC2, IDH y la proteína linfoide restringida a membrana, cuya presencia podría asociarse con la

homeostasis y el mantenimiento de la función espermática en un ambiente inocuo. De esta

manera, se identificaron proteínas reguladoras de la apoptosis sobreexpresadas en los pacientes

con varicocele y semen anormal, mientras que las proteínas relacionadas con espermatogénesis

se vieron sobreexpresadas en el grupo con varicocele y parámetros seminales normales respecto

del control que expresó proteínas relacionadas a la homeostasis. Por este motivo, los autores

proponen la utilización de algunas de las proteínas identificadas para un diagnóstico más

temprano del varicocele, incluso ante ausencia de cambios en el análisis seminal (128).

También se ha utilizado la proteómica para evaluar las diferencias de perfiles entre

hombres que logran el embarazo o no, luego de TRMA. Se ha presentado un caso de estudio

donde se observaron diferencias entre los perfiles obtenidos con electroforesis en dos

dimensiones de un paciente que falló en el tratamiento de FIV y 3 pacientes fértiles control, estudio

en el que se identificaron proteínas correspondientes a 20 “spots” diferenciales entre el paciente y

los controles (6 faltantes, 3 adicionales, 4 menos abundantes y 7 más abundantes). Dentro de las

proteínas identificadas, se destacó a la proteína secretora de unión a actina cuyo incremento

podría causar una mayor interacción con las células T, una interacción con proteínas claves del

citoesqueleto o afectar a la unión con la Zona Pellucida produciendo fallas en la fertilidad. Otra

proteína alterada fue la proteína de la fibra densa externa 2 (ODF2) que se localiza en las

estructuras del citoesqueleto de la cola rodeando el axonema en la pieza media y principal del

flagelo; la alteración en esta proteína podría resultar en espermatozoides morfológicamente

anormales (129). Unos años más tarde, se compararon los perfiles proteómicos de 3 pacientes

normozoospérmicos según los criterios de la OMS o pacientes con parámetros espermáticos

anormales pero compatibles con FIV que fracasaron en el primer ciclo de esta técnica (es decir,

que no tuvieron unión de espermatozoides a la Zona Pellucida o hubo deficiencia en la misma), y 3

pacientes control con espermatozoides normales que lograron fecundar previamente al ovocito

durante una FIV que se recomendó debido a factores tubáricos en la mujer. Se observaron 14

proteínas diferencialmente expresadas entre el grupo en estudio y el control, de las cuales 12

fueron identificadas por espectrometría de masas. Entre ellas, se identificó a la proteína ribosomal

p40 involucrada en la adhesión celular, así como la L-xilulosa reductasa o p34H que ya se había

demostrado que se presenta en tasas anormalmente bajas en pacientes que fallan en la FIV. De

esta manera, a pesar de que los pacientes del estudio pudieron superar los problemas

presentados en la FIV realizando ICSI, se lograron identificar proteínas que podrían comprometer

el éxito de la FIV y pueden asociarse a fallos en esta técnica (130). Más recientemente, por medio

de espectrometría de masas con marcación en tandem se obtuvieron los perfiles proteómicos de 6

donantes involucrados en TRMA (ya sea FIV o inseminación artificial, IA) resultando en 5

embarazos clínicos en menos de 8 ciclos de FIV o IA, y 6 donantes cuyos espermatozoides no

lograron un embarazo clínico en más de 15 ciclos de FIV y IA. Se identificaron 21 proteínas

diferencialmente expresadas en los donantes que no alcanzaron un embarazo clínico respecto de

los que sí, y de éstas, 5 fueron validadas (A2LD1, CRISP2, ATP1B3, PGRMC1 y FBXO2). Las

proteínas A2LD1, ATP1B3 y FBXO2 mostraron el mismo patrón diferencial observado en el análisis

de espectrometría de masas mientras que la discordancia observada para CRISP2 y PGRMC1

sugiere que otros homólogos de las familias de estas proteínas podrían estar teniendo un rol

importante (131). En otros estudios, la clusterina, la proteína secretora E1 del epidídimo y el PSA

se han propuestos como biomarcadores seminales para el éxito de la FIV en parejas infértiles

(132) y se correlacionó con la calidad, la motilidad y la viabilidad espermática (133).

Un estudio reciente recopiló un total de 17 estudios de proteómica que reportaron un total

de 32 biomarcadores de proteínas del semen para predecir diferentes parámetros la calidad

espermática, así como su funcionalidad y/o su capacidad fecundante, algunos de los que resultan

de estudios de proteómica (134). Algunos candidatos a biomarcadores mostraron un alto valor de

diagnóstico para trastornos como azoospermia, astenozoospermia y oligozoospermia, así como



por alteraciones de la fisiología espermática, tales como la actividad mitocondrial, la estabilidad del

acrosoma y el ADN integridad, siendo así prometedores biomarcadores candidatos para la clínica

diagnóstico de trastornos de la reproducción masculina. En particular, el trabajo reseña el estudio

de Intasqui y col. (135), que realizó un análisis proteómico utilizando una cohorte de 156 hombres

normozoospérmicos y reveló algunas proteínas del plasma seminal capaces de identificar

espermatozoides de baja actividad mitocondrial (proteómica perfil de Anexina A7 y CD63;

AUC=0,993), integridad del acrosoma alterado (perfil proteómico de PLTP y COL12A1;

AUC=0,972) y alta fragmentación del ADN (CRISPLD1; AUC=0,882). Otras proteínas espermáicas

y de plasma seminal identificadas pueden predecir el potencial fertil del eyaculado. Así, la

concentración espermática de BAG6 y HIST1H2BA (136), fue capaz de discriminar entre hombres

fértiles y subfértil/infértiles que muestran un análisis de semen anormal, con AUC de 0,921 y 0,935

respectivamente.

Los trabajos mencionados resaltan la utilidad de la proteómica como herramienta no sólo

para la identificación de nuevos biomarcadores, sino también para la mejor comprensión a nivel

molecular de la infertilidad. Más aún, el conocimiento de las diferencias entre los perfiles

proteómicos de pacientes permitiría, en un futuro, podrá brindar un mejor diagnóstico de la

infertilidad y elegir TRMA que tengan una mayor probabilidad de éxito según cada paciente,

contribuyendo así a la medicina personalizada.

Metabolómica y otras ómicas

La metabolómica se define como el estudio de las células, tejidos o fluidos biológicos a través de

sus metabolitos, siendo estos el producto final de los procesos celulares. De esta manera, la

secuencia de metabolitos creados por una organización biológica comprende el metaboloma de la

misma (137). Se considera que los metabolitos se encuentran en la última etapa de la jerarquía

metabólica de la célula, y son los productos finales de la actividad celular, de los procesos

reguladores y de los sistemas biológicos siguiendo cambios ambientales y genéticos, se

encuentran más cercanos a replicar el estado fenotípico exacto de la célula que el transcriptoma y

el proteoma (138).

Al igual que en otros sistemas, hay publicaciones que revelan que la metabolómica puede

aplicarse al estudio de la salud reproductiva en el hombre. Uno de los primeros estudios que se

realizaron en el plasma seminal utilizó la resonancia magnética nuclear (RMN)1H para analizar la

metabolómica de 14 pacientes con OA (vasectomizados) y 7 con oligoastenozoospermia severa y

comparar los resultados con los correspondientes a 18 donantes normozoospérmicos (control).

Como resultado de la medición del área de los picos de los espectros de diferentes metabolitos, se

observó que los correspondientes a glicerilfosforilcolina (GPC), citrato y lactato eran mayores en

pacientes normozoospérmicos cuando comparados con los de los pacientes azoospérmicos o con

oligoastenozoospermia. Además, se determinaron diferencias significativas entre los cocientes de

los picos citrato:lactato y GPC:lactato en los tres grupos respecto del control, pero no en el

cociente GPC:citrato. También se encontraron diferencias significativas en el cociente GPE:GPC

(siendo GPE la gliceril fosforiletanolamina) entre hombres con fallas en la espermatogénesis y

aquellos que presentaron azoospermia (vasectomizados). De esta manera los autores sugirieron

que la combinación de métodos bioquímicos y de resonancia magnética nuclear en el plasma

seminal podrían aportar a la determinación de las bases moleculares de patologías (139).

Años más tarde, se utilizó también la RMN para analizar los metabolitos del plasma

seminal de 103 pacientes: 6 control, 17 con infertilidad idiopática, 20 con oligozoospermia, 20 con

astenozoospermia, 20 con teratozoospermia y 20 con azoospermia. Como resultado del estudio,

se encontraron diferencias entre los perfiles de los pacientes infértiles respecto del grupo control,

destacándose en el estudio las diferencias entre los pacientes con infertilidad idiopática, resultados

que revelan el impacto metabólico asociado a la infertilidad idiopática (140).

En otro estudio, se analizaron por RMN los perfiles metabolómicos del plasma seminal de

33 pacientes astenozoospérmicos, y los resultados se compararon con los de 30 controles sanos,

encontrándose 19 metabolitos alterados en los casos patológicos. Entre ellos, se observó un

aumento o disminución de varios aminoácidos, cambios en el metabolismo de lípidos, de

fosfolípidos (en particular, la colina), del colesterol, de los nucleósidos, de la energía y del ciclo de



Krebs en los pacientes con astenozoospermia. Según los autores, este análisis permitió describir

las características metabólicas de la astenozoospermia desde un punto de vista integral, poniendo

en evidencia las limitaciones de los análisis seminales de rutinas y destacando la importancia de la

metabolómica para un mejor entendimiento de los mecanismos fisiopatológicos y eventualmente

un mejor diagnóstico y tratamiento de la astenozoospermia (141).

También se ha utilizado otro enfoque para el estudio de la metabolómica de pacientes con

astenozoospermia. Específicamente, se utilizó la espectroscopía de Raman, que se caracteriza

por su bajo costo, así como por ser una metodología rápida y precisa sin ser sensible al agua

como otras alternativas tales como la espectroscopia de infrarrojo cercano. Más aún, esta técnica

permite una fácil preparación de las muestras y análisis del plasma seminal. Como resultado del

análisis de los perfiles metabolómicos de 13 pacientes normozoospérmicos y 13

astenozoospérmicos, se encontró 83% de predicciones correctas, por lo que esta tecnología

puede identificar cambios significativos en el metaboloma del plasma seminal de pacientes

astenozoospérmicos respecto de los normozoospérmicos (142). Además, el mismo grupo utilizó

más adelante esta tecnología para evaluar el perfil metabólico del plasma seminal y predecir la

espermatogénesis en pacientes con NOA a ser tratados con TRMA (143). El estudio comparó un

grupo de 10 pacientes, de los cuales se logró una extracción de espermatozoides testiculares

(TESE) positiva, 10 que fueron TESE negativos y un grupo de 15 donantes control. Como

resultado del análisis, se lograron distinguir los pacientes TESE negativos de los positivos,

presentando estos últimos una superposición con los perfiles del grupo control fértil.

Asimismo, posteriormente un estudio reveló niveles reducidos de metabolitos en plasma

seminal, incluidos aminoácidos, lactato, citrato, creatinina, ácido alfa-cetoglutárico, espermina y

putrescina, alteraciones que permitieron distinguir pacientes con oligoastenoteratozoospermia de

controles normozoospérmicos (144). Y en otro estudio, se identificaron 63 metabolitos, los que

podrían constituirse en biomarcadores potenciales de la infertilidad masculina, pues 17 fueron

correlacionados con los parámetros seminales (145).

En un estudio reciente, se analizó el perfil metabolómico en pacientes añosos

conjuntamente con los parámetros de rutina del semen y el índice de fragmentación del ADN.

Como resultado, los autores identificaron que la edad masculina se correlacionó positivamente con

concentración espermática, así como el índice de fragmentación de ADN, y negativamente con

conteo progresivo de espermatozoides móviles, conteo total de espermatozoides, volumen de

espermatozoides y motilidad progresiva de los espermatozoides. Los metabolitos diferenciales

fueron significativamente enriquecidos en varias vías metabólicas, y cuatro de estos metabolitos

diferenciales (pipamperona, 2,2-bis(hidroximetil)-2,2’,2’’-nitrilotrietanol, Arg-Pro y fosfato de trietilo)

se utilizaron para establecer un panel de biomarcadores para identificar el envejecimiento del

semen (146).

La metabolómica también se ha aplicado en el estudio del varicocele, donde se buscaron

potenciales biomarcadores metabolómicos para distinguir pacientes infértiles con varicocele de los

pacientes fértiles sin varicocele. Para ello se estudió el perfil metabolómico de un grupo de 35

hombres con varicocele y 24 donantes control por RMN en el plasma seminal. Al segregar los

grupos se identificaron 19 metabolitos: caprato, 2-hidroxi-3-metilvalerato, leucina, valina, 3-

hidroxibuirato, lactato, alanina, 4-aminobutirato, isoleucina, citrato, metanol, glucosa, glicósidos,

glicerol-3-fosfocolina, n-acetil tirosina, glutamina, tirosina, arginina y uridina. De estos metabolitos,

la mayoría se encuentran involucrados en el estrés oxidativo causado por el varicocele y su

respuesta, por lo que se resalta la importancia de estos mecanismos en la patogénesis del

varicocele (147).

Finalmente, es posible estudiar la fertilidad masculina no solo a través del metaboloma del

plasma seminal, sino que también puede tenerse en cuenta el metaboloma urinario. Al comparar

los perfiles obtenidos por cromatografía liquida y espectrometría de masas de 158 donantes

fértiles y 135 pacientes oligozoospérmicos infértiles, se identificaron 10 marcadores potenciales

para la oligozoospermia. Entre ellos se observó la acilcarnitina, el ácido aspártico y la leucilprolina

disminuidas, así como la adenina y metilxantina aumentadas (148). Otra alternativa, es el estudio

del metaboloma sanguíneo, ya que se han comparado los perfiles obtenidos por cromatografía

gaseosa y espectrometría de masa de 70 pacientes infértiles, de los cuales 26 presentaron

disfunción eréctil y 44 anomalidades seminales (oligozoospermia) y 61 pacientes control a fin de

identificar potenciales marcadores. Entre ellos, el 1,5 anhidrosorbitol y el ácido α- hidroxi

isovalérico permitirían distinguir a los pacientes sanos de los infértiles, mientras que el lactato,

glutamato y colesterol a aquellos con disfunción eréctil de los que presentan anormalidades en el

semen (149).



Además de la metabolómica, debe destacarse el aporte de otros estudios globales, como la

glicómica (estudio integral de azúcares libres o presentes en moléculas más complejas de un

organismo), y la lipidómica (estudio a gran escala de vías y redes de lípidos celulares en sistemas

biológicos), tecnologías de análisis con gran potencial para caracterizar procesos celulares e

identificar biomarcadores de diagnóstico. En este sentido, se ha sugerido que el perfil de glicómica

del plasma seminal puede estar asociado con el potencial reproductivo masculino (150). Asimismo,

se han informado niveles elevados de ácido araquidónico y otros ácidos grasos en

espermatozoides de pacientes con astenozoospermia (151). Para evaluar la relación entre los

lípidos y el impacto en los resultados de ICSI, se analizaron los perfiles lipídicos mediante

cromatografía líquida de ultra alta resolución acoplada a espectrometría de masas de muestras de

espermatozoides utilizadas en ciclos de ICSI que dieron lugar a un embarazo con aquellas que no

lo condujeron. Como resultado, se detectaron 151 lípidos diferentes en las muestras, 10 de los

cuales aumentaron significativamente en las muestras del grupo que no dio embarazado, con un

cambio de 1,10 a 1,30 veces. Estos lípidos fueron principalmente ceramidas, esfingomielinas y

glicerofosfolípidos, una lisofosfatidilcolina y dos especies de plasmalógenos. Además, también se

encontraron niveles más altos de 2-monoacilglicerofosfocolina en el grupo de las fallas de

embarazo (152). Dado que los lípidos componen la mayor parte de la membrana plasmática de los

espermatozoides, los estudios son de gran interés y abren las puertas a una caracterización de la

composición lipídica del espermatozoide normal y a la identificación de nuevos biomarcadores.

Multiómicas

Mientras que las ómicas simples pueden reflejar principalmente un aspecto del sistema biológico,

las multiómicas permiten la comprensión sistemática del flujo de información a través de diferentes

capas ómicas. Los análisis multiómicos que aprovechan estas tecnologías de genómica,

transcriptómica, epigenómica, proteómica, metabolómica y otras áreas ómicas, se consideran la

clave para el avance de la medicina de precisión en la clínica. Las tecnologías ómicas de alto

rendimiento permiten la recuperación de información biológica integral y holística, mientras que las

capacidades computacionales permiten el modelado de datos de alta dimensión. Además, la

bioinformática ha permitido la integración integral de datos clínicos y multiómicos para una

interpretación perspicaz. El avance de las tecnologías de secuenciación global y de una sola

célula, así como los métodos computacionales relacionados para la multiómica, han facilitado el

desarrollo de la biología de sistemas y la medicina de precisión en numerosos órganos y en

diversas patologías. Este abordaje innovador de la medicina tiene como objetivo proporcionar un

diagnóstico y tratamiento eficaz e individualizado a través de un enfoque integral basado en datos

obtenidos a partir de técnicas ómicas así como otros estudios de imágenes e historia clínica del

paciente.

Los avances recientes en las tecnologías multiómicas han dado lugar a esfuerzos sin

precedentes, al caracterizar cambios moleculares que subyacen en el desarrollo y la progresión de

una amplia gama de enfermedades humanas complejas, incluyendo el cáncer, las infecciones y las

enfermedades relacionadas con la edad (153). Específicamente, en lo que concierne a la salud

reproductiva masculina, los avances en la secuenciación completa del genoma y amplificación del

transcriptoma completo han acelerado la secuenciación de cantidades diminutas de ADN y ARN de

una sola célula y han proporcionado un alcance más representativo de la naturaleza de

heterogeneidad genómica y transcriptómica que ocurre tanto en pacientes normales como

enfermos (154,155).

La identificación de biomarcadores moleculares fiables en el semen podría ayudar en el

diagnóstico y tratamiento de afecciones causando trastornos en la calidad del semen y la fertilidad

masculina. En esto sentido, explorando biomarcadores de semen que muestran alta diagnóstico

valor es de gran interés para determinar su potencial para convertirse en herramientas clínicas

para el diagnóstico de disfunciones en la calidad del esperma y predecir la fertilidad masculina y el

éxito de ART. La combinación de biomarcadores independientes para llegar a una biología de

sistemas en el campo de la andrología está actualmente en su infancia.

Abordar la compleja etiología de la infertilidad masculina requiere un enfoque integral que

combine todos los aspectos relevantes para lograr medicina de precisión para la infertilidad

masculina, que incluya el análisis seminal, la cirugía robótica, la terapia celular, las TRMA, las

tecnologías de análisis multiómico presentadas en este capítulo, y las pruebas/imágenes de

células individuales. Además del valor agregado de las tecnologías de “big data” y visualización

digital, se necesita enfatizar que la teranóstica de la infertilidad masculina también debe integrar el



análisis del estilo de vida individual , y los factores ambientales como determinantes clave que

complementan los esfuerzos clínicos . Los factores ambientales pueden afectar los perfiles

hormonales , la diferenciación de las células testiculares , la maduración de los espermatozoides, y

transporte en el epidídimo. Los hábitos alimentarios también determinan la composición de la

microbiota intestinal , que ofrece opciones preventivas y terapéuticas directas e indirectas

adicionales, aunque el papel de la microbiota , tanto intestinal como urinaria y genital aún debe ser

caracterizado.

Hasta el momento , se han publicado numerosos estudios enfocados a la comprensión de la

infertilidad masculina donde se implementan las diferentes ómicas de manera individual . Sin

embargo, se ha demostrado que la combinación de dos ómicas diferentes , pero biológicamente

relacionadas entre sí, es un abordaje integral para estudiar la infertilidad masculina multifactorial

(156) . Este tipo de enfoques integrativos tienen un gran potencial para el entendimiento de las

bases moleculares asociadas a la fertilidad , ya que las condiciones clínicas y fisiológicas de una

célula son el resultado de la interacción entre diferentes componentes individuales del sistema

biológico que pueden verse reflejados en las diferentes ómicas . Por otra parte , una única

anotación no refleja de forma precisa la función de un gen y más aún , se puede obtener

información a partir de falsos positivos , por estos motivos la investigación a partir de datos

obtenidos por ómicas independientes no descifra de manera fiable la información como lo hacen

las diferencias moleculares que se encuentran al estudiar múltiples módulos de ómicas.

El enfoque ómico integrado se ha utilizadoha utilizado para definir la microtubuloma de

espermatozoide humano , combinando proteómica , transcriptómica e interactómica y los resultados

de este análisis sugieren que CUL3 y DCDC2C juegan un papel en el funcionamiento del flagelo

del espermatozoide (157) . Las tecnologías multiómicas también se están aplicando en modelos

animales . En este contexto , Talluri et al ( 158) realizaron un extenso estudio multiómico integrado

sobre la fertilidad del toro , identificando la desregulación de 4 766 ARNm , 785 proteínas y 33

metabolitos entre toros de alta y baja fertilidad .

Actualmente existen relativamente pocos estudios integrados ómicos sobre la infertilidad

masculina , a pesar de sus prometedoras aplicaciones . Un enfoque multiómico para comprender

los fenotipos de infertilidad puede generar una visión más holística de la enfermedad y contribuir al

desarrollo de mejores métodos de detección y opciones de tratamiento . Por lo tanto , además de

descubrir causas genéticas de infertilidad aún desconocidas , la integración de múltiples campos de

estudio podría generar contribuciones valiosas para comprender el desarrollo de la enfermedad .

Estudios futuros multiómicos permitirán integrar información fragmentada y facilitar el

descubrimiento de biomarcadores y tratamientos en la infertilidad masculina .
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