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Abstract— The Acrosomic Index indicates the percentage of sperm with morphologically normal acrosomes in a semen
sample, it is considered evidence of the functional capacity of the sperm, it was evaluated in individuals with density
problems, establishing an adequate staining method and determining the relationship between Acrosomic Index and poor
semen quality. Samples with polyspermia and oligospermia were evaluated, which were compared with normozoospermic
samples. The Acrosomic Index decreased in comparison with the normozoospermic samples, the relationship between
density and Acrosomic Index was established, using Pearson's coefficient (r), a positive correlation was observed, which
shows the importance of this parameter in the seminal evaluation, due to its importance to guide studies, that determine the
cause of failed fertilization.
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Resumen— EI indice Acrosémico indica el porcentaje de espermatozoides con acrosomas morfoldgicamente normales
en una muestra de semen, se considerarse evidencia de la capacidad funcional de los espermatozoides. Se evalud en
individuos con problemas de densidad, estableciendo un método de tincién adecuado y determinando la relacion entre el
indice Acrosémico y mala calidad seminal. Se evaluaron muestras con polispermia y oligospermia, que fueron comparadas
con muestras normozoospermicas. El Indice Acrosémico disminuy6 en comparacion con las muestras normozoospermicas
y se establecio la relacion entre densidad y el Indie Acrosémico, mediante coeficiente de Pearson (r), se observd correlacion
positiva, que muestra la importancia de este pardmetro en la evaluacion seminal, por su trascendencia para reforzar estudios
gue determinen la causa de fecundacion fallida.
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I. INTRODUCCION

El factor masculino contribuye a la infertilidad de la pareja en el 50% de las ocasiones, observando
una alteracion cuantitativa o cualitativa de uno o mas valores seminales; infertilidad se define como la
incapacidad de lograr un embarazo espontaneo después de un afio de relaciones sexuales sin el uso de
métodos anticonceptivos [1].

La densidad espermatica es el nimero de espermatozoides contenidos en un mililitro de semen. Una
densidad menor o mayor de lo normal (< 15 millones de espermatozoides por ml, > 200 millones)
puede indicar problemas de fertilidad; por lo tanto, es un parametro fundamental en el Espermiograma
[2]. La oligospermia, afecta a la cantidad de espermatozoides en el eyaculado, encontrandose en menor
namero [1]. Disminuyendo la probabilidad de que éstos consigan atravesar todas las barreras, lleguen al
ovulo y fecunden [2].

La polispermia se presenta en individuos con una densidad mayor a 200 millones de espermatozoides
por ml, tiene como consecuencia la penetracion de mas de un espermatozoide dentro del 6vulo [2]. Si se
produce la fusion de méas de un espermatozoide se genera la formacién de husos mitéticos multipolares,
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ocasionando la segregacion defectuosa de los cromosomas durante la division celular; se forman células
no diploides resultando en muerte embrionaria temprana y aborto espontaneo [3].

El acrosoma es un organelo membranoso de doble capa ubicado en la parte apical de la cabeza
espermatica, contiene enzimas hidroliticas, como la hialuronidasa y la acrosina, cuya funcion es
degradar la zona peldcida del 6vulo [4]. El indice acrosémico (IA) por lo tanto es una indicacion del
porcentaje de espermatozoides con acrosomas morfologicamente normales presentes en una muestra de
semen y se considera un precedente de la capacidad funcional de los espermatozoides. Su incorporacién
en el proceso de evaluacion morfoldgica de los espermatozoides es, por lo tanto, una herramienta
importante en la prediccion del resultado de fertilizacidn [5]. Los objetivos fueron, establecer el método
de tincion adecuado para evaluar la morfologia del acrosoma, cuantificar el indice Acrosémico en
individuos jovenes con problemas de densidad espermatica (polispermia y oligospermia) y, establecer la
relacion con la calidad seminal.

Il. MATERIAL Y METODO

A. Obtencidn de las muestras

Las muestras fueron obtenidas de individuos voluntarios en edades comprendidas entre 18 y 30 afios
que se encontraban clinicamente sanos (contestaron un cuestionario relacionado con su estado de salud
general y reproductiva). La muestra se obtuvo por auto masturbacion en un contenedor estéril de un solo
uso, luego de un periodo de abstinencia sexual de 3 a 5 dias, como minimo.

B. Evaluacion de la calidad seminal

Los espermiogramas fueron realizados en el Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis de la UMIEZ
en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza C-Il, donde se evalu6: color, volumen, pH, viscosidad,
densidad, morfologia y viabilidad espermatica, bajo los parametros establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud [2].

C. Criterios de inclusién

Si la densidad espermatica comprendia entre 70 y 100 millones de espermatozoides por ml se
incluian en el grupo control; si esta era mayor a 200 millones por ml se consideraba como polispermia y,
cuando era menor a 5 millones por ml, se consider6 como oligospermia, segun los criterios del manual
de la OMS [2]. Se utilizaron 15 muestras normozoospermicas como control, 13 con polispermia'y 7 con
oligospermia para la evaluacion del indice Acrosémico (IA) del presente estudio.

I1l. METODOS DE TINCION

A. Frotis

Para realizar los frotis descritos en los siguientes métodos se tomé en consideracion lo siguiente; para
muestras seminales con concentraciones mayores a 30 millones por ml se tomaron 10 microlitros de
muestra y para concentraciones menores a 30 millones se tomaron 20 microlitros de muestra.

B. Eosina

Se colocaron 2 gotas de eosina 1% (V/V) en tubos eppendorff que contenian 10 microlitros de
muestra seminal, se resuspendid la muestra y se dejo reposar para posteriormente realizar un frotis y
evaluar en el microscopio Nikon E200 (Japon) a 100x en campo claro.
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C. Eosina-Nigrosina

Se tomaron 10 microlitros de la muestra seminal y se agregaron 10 microlitros de eosina 1% (V/V),
se resuspendio y se dejé reposar durante 2 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agregaron
10 microlitros de nigrosina 1% (V/V), se resuspendié nuevamente y se dejé reposar por 2 minutos.
Finalmente se realizo un frotis, se dejo secar a temperatura ambiente y se observo en el microscopio
Nikon E200 (Japdn) en campo claro a 100x.

D. Esperma-form®

Se realizé un frotis, que se dejo secar por 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente se
introdujo en un fijador por 3 minutos, se dejo secar a temperatura ambiente y se introdujo el frotis en el
colorante A por 3 minutos este se enjuago con agua destilada y finalmente el frotis fue introducido en el
colorante B por 5 minutos, se enjuago con agua destilada, se secd a temperatura ambiente y se observd
en el microscopio Nikon E200 (Japén) en campo claro a 100x.

IV. CRITERIOS DE EVALUACION DEL ACROSOMA

Se contaron 200 espermatozoides por duplicado, en cada individuo, se cuantificaron los acrosomas
morfologicamente intactos y anormales para posteriormente calcular el 1A.

Puede tomar en cuenta las siguientes consideraciones:

Acrosoma normal: EI mismo criterio para una cabeza de esperma normal, con respecto al acrosoma,
es decir, que sea claramente visible y bien definido con una configuracion ovalada lisa y que
comprenda del 40% al 70% de la cabeza del espermatozoide, para clasificar el acrosoma como
normal.

Defectos de tincién: La tincién irregular o la presencia de tres 0 mas vacuolas se consideré como un
defecto de tincion. Ademas, la unién ecuatorial tenia que formar una linea clara regular a través
de la cabeza del espermatozoide.

Demasiado pequefio: En los casos en que el acrosoma cubra menos de 40% de la parte anterior de
una cabeza normal, se considera demasiado pequefio.

Demasiado grande: En los casos en que el acrosoma cubra mas de 70% de la cabeza del
espermatozoide.

Amorfo: Todas las demas anormalidades en cuanto a que su estructura difiere de una configuracion
ovalada lisa se clasificaron como amorfos.

Se calcul6 el indice acrosémico (IA) utilizando la siguiente formula [10]:

IA Espermatozoides con acrosomas normales

= - % 100
Numero total de espermatozoides evaluados

1)
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V. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como media * desviacion estdndar. Se realizé una prueba
estadistica de Z para proporciones como analisis estadistico para evaluar diferencias significativas entre
el indice acrosdmico de las muestras con oligospermia y polispermia con respecto a las del grupo
control, de igual manera se realiz6 una prueba de t de Student para evidenciar diferencias significativas
de las medias obtenidas de los grupos ya mencionados con respecto al grupo control. Se calcul6 el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) para determinar el grado de correlacién entre 1A y mala calidad
seminal. El nivel de significancia aceptado fue de p<0.05.

V1. RESULTADOS

Las tinciones realizadas se muestran en las figuras 1, 2 y 3; se establecio que la tincion adecuada para
Ilevar a cabo la evaluacion de los 1A es la tincion con Esperma-form®.

./\-4

Fig. 1. Espermatozoides tefiidos con Eosina, 100X campo claro, Citogenética y Mutagénesis UMIEZ CIl, FESZ-UNAM.

Fig. 2. Espermatozoides tefiidos con Eosina-Nigrosina. A) con acrosomas morfolégicamente normales. B) con tres flagelos
y acrosoma morfoldgicamente pequefio. C) sin acrosoma. D) con defecto de tincién, 100X campo claro, Citogenética y
Mutagénesis UMIEZ C-11, FESZ-UNAM.
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Fig. 3.Espermatozoides tefiidos con Esperma-form®. E) con acrosoma morfolégicamente normal. F) con acrosoma ausente
y con acrosoma normal. G) con acrosoma morfolégicamente pequefio. H) acrosoma ausente y acrosoma normal. 1) defecto
en tincion y J) con acrosoma amorfo. 100X campo claro, Citogenética y Mutagénesis UMIEZ ClI, FESZ-UNAM.

Los resultados obtenidos de los 1A del grupo con oligospermia y polispermia para probar si existian
diferencias atribuibles a la densidad espermaética con respecto a las muestras normozoospermicas se
muestran en la Tabla 1 como media + desviacion estandar.

La prueba estadistica Z para proporciones (p<0.05) evidencié una disminucion significativa entre el
IA para los grupos que presentan problemas en densidad con respecto al grupo control. De igual manera,
la prueba de t de Student mostré disminuciones significativas en las medias de los grupos con problemas
de densidad con respecto al grupo control (Tabla I1).

La Correlacion de Pearson mostrd una relacion positiva entre 1A y la mala calidad seminal de los
individuos con polispermia y oligospermia (Tabla I).

Tabla . Andlisis de correlacion entre la densidad espermatica y el [A.

Densidad r  Correlacion Magnitud
Normozoospermia 0.01 Positiva Débil
Oligospermia 0.52 Positiva Moderada
Polispermia 0.38 Positiva Moderada

Vol. 8 No. 3 43



Revista Iberoamericana de Ciencias

ISSIN 2334-2501

Tabla Il. indice acrosémico de hombres jovenes con problemas de densidad.

Normozoospermia Polispermia Oligospermia

Muestra cddigo 1A % Muestra cddigo 1A % Muestra cédigo 1A %

NL-332 73.00 NN-321 58.00 NN-19 51.00

NL-328 81.00 NN-140 71.75 NN-30 49.00

NL-329 74.00 NN-123 67.50 NN-324 52.00

NL-330 71.75 NN-300 62.00 NN-67 41.50

NL-331 76.25 NN-247 66.75 NN-44 64.75

NL-319 78.75 NN-298 74.25 NN-338 63.00

NL-315 78.00 NN-240 71.25 NN-342 67..00

NL-316 71.00 NN-18 63.00 -

NL-313 85.25 NN-211 68.25 --

NL-333 84.00 NN-216 66.00 -

NL-325 90.25 NN-261 64.75 --

NL-320 75.25 NN-13 65.25 --

NL-317 87.25 NN-341 74.00 --

NL-334 62.758 -- -

NL-335 79.25 -- --

X=77.65+£7.22 X =67.13+4.78* X =55.46 £ 9.52*
r=0.01 r=0.38 r=0.52
N =15 N=13 N=7

NL Donadores estandares o NormaLes; NN donadores no estandares, Z para proporciones,
t de Student, (r) Correlacion de Pearson, *p < 0.05 (X=media + desviacion estandar).

DSOMICO (%)

INDICE ACR(

Indices acrosémicos de hombres jovenes con

problemas de densidad

NORMOZOOSPERMIA

X=7765+722

=001

N= 15

-

POLISPERMIA

X=67.132478"

r=0.38

N=13

-

OLIGOSPERMIA

X= 5546 £9.52"

r=0.562

N=7

Fig. 4.indice Acrosémico de individuo normozoospermicos, polispérmicos y oligospérmicos. Z para proporciones, t de

Student y Correlacién de Pearson, (X + desviacién estandar), *p <0.05.
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VIl. DISCUSION

La tincion realizada con eosina no permitié la visualizacion de los flagelos lo cual dificulto la
evaluacion morfologica del espermatozoide por lo que se considerd una tincion inadecuada para nuestro
objetivo (Fig. 1). La tincidn eosina-nigrosina proporcionod una mejor visualizacion morfoldgica de los
espermatozoides, sin embargo, en ocasiones el contraste entre el acrosoma y el ndcleo no era
visiblemente claro lo que podia conducir a errores al momento de evaluar el 1A (Fig. 2).

Finalmente, la tincion Esperma-form® definié de manera precisa la zona ecuatorial de la cabeza del
espermatozoide, lo que permite evaluar de manera exacta la morfologia del acrosoma, por lo que fue la
tincion que se utilizo para la evaluacién de los indices en la presente investigacion (Fig. 3).

Las pruebas estadisticas de Z para proporciones y t de Student mostraron disminuciones
significativas en los IA para los grupos con problemas de densidad con respecto al grupo control, siendo
que los individuos con oligospermia presentaron los 1A mas bajos.

Se observé ademas que las muestras con polispermia presentaban en su mayoria acrosomas
alargados que ocupaban mas del 70% de espacio de la cabeza del espermatozoide, De la Paz et al. [6]
demostraron que la presencia de espermatozoides con acrosomas alargados se asocian con infertilidad e
incluso se obtienen pobres resultados cuando tales espermatozoides son utilizados en procedimientos de
fertilizacion in vitro; en otro estudio realizado por Dirican et al. [7] se report6 que la deficiencia del gen
AURKC genero infertilidad debido a la produccion de espermatozoides con cabeza grande que poseian
acrosomas muy alargados, condicién a la que también se le denomina globozoospermia.

AURKC es un gen ubicado en el cromosoma 19 que proporciona instrucciones para producir una
proteina Ilamada aurora quinasa C, abundante en los testiculos, donde se regula la produccion de
espermatozoides, asegurando que cada uno de ellos contenga una copia de cada cromosoma [8].

Por otra parte, en las muestras con oligospermia se observd numerosos de espermatozoides con
cabezas pequefas y redondas que usualmente presentan acrosomas muy pequefios o ausentes, lo cual se
asocia con su incapacidad para penetrar la zona peldcida del ovocito debido a la ausencia de acrosina

[6].

Koscinski et al. [9], analizaron tres individuos con globozoospermia, encontrd que portaban una
mutacion homocigética de SPATAL6 y por consecuencia A menores al 10%, debido a que la expresion
testicular de SPATALG6 es necesaria para la formacion del acrosoma, por lo que genera malformaciones
del acrosoma, donde en la mayoria de los casos graves, esta ausente [10].

Radu et al. [11], realizaron otro estudio en cinco individuos con globozoospermia, cuatro de estos
individuos tenian una delecién homocigotica de 200 kb en el cromosoma 12 que abarca al gen
DPY19L2 que codifica para una proteina que se encuentra en el desarrollo de las células espermaticas,
que participa en la union el acrosoma formado a la membrana nuclear; por lo que se asocia con un
correcto desarrollo de la morfologia acrosémica [12].

En el presente trabajo se evidencid la presencia de variadas anomalias morfologicas acrosémicas que
afectan de forma significativa a los individuos con problemas en densidad, afectando principalmente a
los individuos con oligospermia. Aungue la muestra es pequefia, los resultados indican que el 1A no solo
se ve alterado en individuos con problemas de morfologia o teratozoospermia, sino que también esta
influenciado por otras alteraciones seminales como la densidad, posiblemente por causas ambientales o
infecciosas, de igual manera los defectos genéticos estan frecuentemente involucrados en este tipo de
alteraciones.

También es importante mencionar que una parte de los individuos que presentaban alteraciones en su
densidad tenian como habito el consumo de tabaco y bebidas alcohdlicas; se ha observado que estos
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factores asociados con el estilo de vida afectan la calidad fecundante [13]. Algunos investigadores como
Martini en 2004 [14] han notificado que el consumo de tabaco tiene efectos adversos sobre la densidad y
morfologia de los espermatozoides.

Se ha reportado en estudios elaborados por Makar et al. [15] que del total de las alteraciones que se
presentan en la calidad seminal, la Teratozoospermia es la mas frecuente representando el 92% de los
pacientes, seguida por la oligozoospermia que representa al 34% de la poblacion afectada. Cabe
mencionar que en el 33% se manifiestan dos o mas alteraciones, y de este porcentaje, el 10% de los
casos presentan oligoteratozoospermia, donde se ve alterada la densidad y morfologia.

Ademas, se ha reportado que a partir de los 30 afios se evidencia el deterioro gradual de los valores
seminales, disminuyendo la calidad fecundante del varén. Sin embargo, en este trabajo los hombres
diagnosticados con oligospermia/polispermia fueron hombres jévenes, en los que se observd un claro
descenso en el 1A posiblemente esto debido a que, en la actualidad, el estilo de vida, el medio ambiente,
etc., son factores que han influido en la capacidad fecundante.

Como es el caso reportado por Rubes et al. [16], donde muestran como una poblacion joven (18 afios)
de varones con habitos de fumar, se ve mayormente afectada en parametros como la densidad y
morfologia, asi como la presencia de una tasa mayor de aneuploidias en espermas, en comparacion con
un grupo de la misma edad, sin el habito de fumar.

Los indices mencionados en el presente estudio si mostraron una disminucién significativa con
respecto al control, sin embargo, estos no fueron lo suficientemente bajos, ya que estudios realizados por
Menkveld [5] determina que el indice acrosémico necesario para poder lograr un embarazo es del 5%.
No obstante, es importante su evaluacion en individuos con problemas de densidad, ya que es
trascendental contar con una concentracion adecuada de espermatozoides que sean morfolégicamente
normales para poder ser considerados como individuos fértiles, por lo que la morfologia del acrosoma
ha ganado mayor importancia en los pardmetros seminales convencionales, ya que forman parte y, son
esenciales para considerar a un espermatozoide como normoformo.

Por lo tanto, el indice acrosémico es una herramienta importante en la prediccion del resultado de
fertilizacion, no Unicamente en casos de teratozoospermia grave, sino también en casos donde se
presenten problemas de densidad, ya que se corroboro que es una condicion que esta relacionada con
indice acrosémico bajo.

Sin embargo, aun falta profundizar e investigar otros factores, que complementar el entendimiento
del 1A, importante en el diagnostico de Infertilidad, problema de salud que se ha incrementado en la
actualidad.

VIlI. CONCLUSIONES

El Indice Acrosdémico se evalud de una manera exhaustiva mediante la técnica de tincion Esperma-
form®, siendo ésta la que proporciona una mejor imagen del acrosoma.

El indice Acrosémico en hombres con oligospermia y polispermia, disminuy6 significativamente en
comparacion con los del grupo control.

Existe una estrecha relacion, (correlacion positiva) entre el Indice Acrosémico y la densidad
espermatica (r =0.38 y 0.52), siendo significativa para la condicion oligospermica.

Con base en los resultados, se recomienda tomar en cuenta el indice Acrosdmico en estudios de
fertilidad.
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