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Introduccion

1.1. EL TESTICULO

El testiculo humano tiene dos funciones esenciales: la produccién y maduracion
de los espermatozoides (espermatogénesis), y la sintesis y secrecion de hormonas
sexuales (esteroidogénesis). Ambas funciones tienen lugar en dos compartimentos
distintos, mientras el sustrato anatomico de la espermatogénesis estd constituido por
los tiibulos seminiferos, el de la esteroidogénesis es el tejido intersticial. No obstante,
ambas funciones estan estrechamente relacionadas entre si, ya que es necesaria la
integridad de ambos compartimentos para conseguir una produccién cuantitativa y

cualitativamente normal de espermatozoides.

1.1.1. Tibulos seminiferos

Los testiculos de mamiferos comprenden un gran nimero de tabulos
seminiferos, que representan entre el 60-80 % del volumen testicular. El testiculo
humano esté dividido en 250-300 16bulos por tabiques de tejido conjuntivo, cada uno
de los cuales contiene 2-3 tibulos seminiferos, densamente enrollados con estructura
en bucle, que miden de 30-80 cm de longitud y constituyen la porcion exocrina del
testiculo. El epitelio de los tibulos contiene dos tipos celulares, las células de Sertoli
y las células de la linea germinal, organizadas en varias capas de células con una
distribucion vectorial en la que las células germinales son mas maduras cuanto mas

cerca de la luz se encuentren (Ekwall et al., 1984) (Figura 1).

1.1.1.1. Células de Sertoli

Las células de Sertoli, son células somaticas que se localizan en la periferia de
los tibulos, unidas a la membrana basal. Tienen abundante reticulo endoplasmatico
liso, lo que es caracteristico de las células productoras de hormonas esteroideas. Su
forma es cilindrica y se extienden radialmente desde la membrana basal hasta la luz
tubular. De su porcion axial cilindrica irradia un sistema complejo de delgadas
prolongaciones laterales que rodean a las células germinales que ocupan los

intersticios que existen entre ellas.

(93]
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Figura 1. Tabulo seminifero y espermatogénesis (Modificado de Albert, 1994)

Desde un punto de vista funcional, las uniones de banda estrecha que hay en la
porcidn basal entre las células de Sertoli dividen el epitelio germinal en dos partes:
un compartimento basal adyacente a las células basales (espermatogonias) y un
compartimento adluminal rodeado de células germinales en estadios mas tardios de
la espermatogénesis. Por otra parte, la presencia de uniones GAP entre las células de
Sertoli y las germinales son los puntos por lo que las primeras controlan las

actividades de las segundas.
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1.1.1.2. Células germinales

Las células germinales se multiplican en el epitelio germinal y presentan
procesos de division celular (mitosis y meiosis), asi como de diferenciacion en
espermatozoides. El desarrollo se inicia con las células germinales inmaduras o
espermatogonias, situadas proximas a la membrana basal del tibulo, y continiia hasta
las espermatidas pasando por espermatocitos primarios y secundarios (Cortes et
al.,1987). Las células germinales difieren en algunos aspectos del resto de las células
generales del organismo: pues son las dnicas con capacidad meidsica, su
diferenciacion es temprana en el embrion y estin conectadas entre si mediante
puentes intercelulares, de manera que se crean grupos celulares, que se encuentran en

la misma fase de desarrollo.

1.1.2. Tejido conjuntivo intersticial

El tejido intersticial estd situado entre los tibulos, y estd compuesto por
macrofagos, linfocitos, tejido conjuntivo, vasos sanguineos, linfaticos y diferentes
tipos celulares entre los que se encuentran las células de Leydig, Estas células
presentan forma poliédrica, con abundante tejido endoplasmatico liso y se agrupan en
pequeiios aciimulos entre los tibulos seminiferos, siendo las encargadas de la sintesis
de hormonas esteroides (fundamentalmente testosterona y dihidrotestosterona)
(Chistensen, 1975), hormonas que son necesarias para la diferenciacion sexual, la

produccién de gametos y la funcion sexual masculina.

1.2. EL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide es el producto final del proceso de la gametogénesis en el
macho. Se trata de una célula haploide, es decir, que tiene la mitad de cromosomas
que una célula somatica y es la portadora de la informacién genética paterna.

Las células germinales masculinas, a diferencia de las femeninas, tan sélo
comienzan a reducir el nimero diploide de cromosomas al comenzar la pubertad y

una vez iniciados los procesos de divisién y diferenciacion se mantienen de forma
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ciclica durante toda la vida adulta. En principio, la necesidad de reducir el nimero de
cromosomas parece obvia, ya que el zigoto originado tras la fecundacién es diploide.
Sin embargo, durante la meiosis tienen lugar otros aspectos interesantes como es el
proceso de entrecruzamiento cromosomico y por tanto el intercambio genético entre
cromatidas. Esto comporta un incremento de la diversidad genética, lo que constituye

una de las bases de la evolucion.

1.2.1. Morfologia del espermatozoide
Morfolégicamente el espermatozoide puede ser dividido en dos componentes

principales: la cabeza y el flagelo o cola (Figura 2).

1.2.1.1. La cabeza del éspermatozoide

La cabeza de los espermatozoides de mamifero presenta importantes variaciones en
la forma entre las diferentes especies. Por ejemplo, es ovoide y discoidal en conejo, toro y
cerdo; falciforme en ratén, rata y hamster; y algo aplastada y elipsoide en el hombre. En
cuanto al tamafio también existen considerables diferencias (Bhattacharyya et al.,1982;
Cummins y Woodwall, 1985; Eddy er al., 1988). Por ejemplo, el espermatozoide de
morueco mide 8,7 pm de longitud y 4,6 um de ancho (Sancho et al,, 1998), mientras que
el espermatozoide humano presenta 5-6 pm de longitud, 2,5-3,5 um de ancho (WHO,
1999). En la mayoria de las especies, su forma y tamafio son bastante constantes tanto en
un mismo eyaculado como entre los eyaculados de diferentes animales, mientras que en el
hombre se puede considerar caracteristica la considerable variabilidad morfoldgica,
incluso en individuos fértiles.

En la cabeza se distingue: un nicleo, un acrosoma, una pequeiia cantidad de
estructuras citoesqueléticas y un reducido citoplasma.

El nicleo contiene un namero haploide de cromosomas y nucleoproteinas,
principalmente protaminas, y en menor cantidad estructuras del citoesqueleto. La
cromatina nuclear esta altamente condensada, ocupando un volumen significativamente

menor que ¢l ocupado en células somaticas. De hecho, el DNA sufre un empaquetamiento
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tan estrecho con las proteinas nucleares que la transcripcion es casi imposible. Este
empaquetamiento de la estructura cromatinica puede resultar esencial para evitar el dafio
del DNA si los espermatozoides son expuestos a ambientes agresivos, como pueda ser la
elevada acidez del tracto reproductor femenino. La membrana nuclear no presenta
estructuras de poro excepto en la region préxima al anillo posterior, donde son abundantes
y se ordenan segin un patron hexagonal. Con frecuencia se pueden observar vacuolas de
tamafio irregular en el nicleo espermatico. En el espermatozoide humano estas vacuolas

son bastante comunes y tienen un diametro medio de 0,5 pm (Bhattacharyya et al., 1982).

REGION k:
. ACROSOMAL k.
CABEZA i ANTERIOR i
L
7 SEGMENTO
ECUATORIAL. 5
W REGION ¥
CLELLO POSTACROSOMAL
PIEZA { "
— ESPIRAL E—
INTERMEDIA MITOCONDRIAL
> Annulus
VAINA
& PROTEICA
&
PIEZA
PRINCIPAL 5 S
.
(
PIEZA {
FINAL
.

Figura 2. Esquema representativo del espermatozoide humano en vision frontal y lateral.

(Modificado de Glover ef al., 1990).
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El acrosoma es una vesicula intracelular, membranosa y aplanada que cubre la parte
anterior del nucleo (30-70 % en humanos), variando considerablemente su tamafio y
forma entre las distintas especies. Este organulo se origina durante la espermiogénesis a
partir del complejo de Golgi de las espermatidas y contiene distintos enzimas hidroliticos,
algunos de ellos necesarios para pasar a través de las distintas capas que rodean al ovocito.
También contiene glucoproteinas y carbohidratos. En el acrosoma distinguimos la
membrana acrosomal interna (proxima a la parte anterior de la membrana nuclear externa)
y la membrana acrosomal externa (proxima a la cara interna de la membrana plasmatica).
Durante la llamada reaccion acrosémica, la membrana acrosomal externa y la membrana
plasmatica se fusionan (a través de vesiculaciones) liberando al exterior la mayor parte del
contenido acrosomal.

Las estructuras del citoesqueleto se localizan en el estrecho espacio existente entre la
membrana acrosomal interna y la membrana nuclear, asi como en el espacio proximo a la
cara interna de la membrana plasmatica. Su funcién podria ser estructural, jugando un
papel en el establecimiento de la forma de la cabeza espermética; y dindmica, ayudando al

espermatozoide a atravesar las distintas cubiertas del ovocito.

1.2.1.2. El flagelo del espermatozoide

El flagelo del espermatozoide de mamifero esta constituido por cuatro regiones
distintas: el cuello, la pieza intermedia, y los segmentos principal y terminal. La longitud
total del flagelo es variable, por ejemplo mide 46 pm en conejo, siendo de 250 um en
hamster chino (Cummins y Woodwall, 1985; Eddy et al, 1988). El flagelo del
espermatozoide humano tiene una longitud de 55-60 um y un didmetro de 1 pmen la
pieza intermedia (Ralph y Stevens, 1990). Los principales componentes estructurales en el
flagelo son el axonema, el complejo mitocondrial, la vaina fibrosa y las fibras densas
externas.

La cabeza del espermatozoide se conecta a la cola a través de una estrecha franja
llamada pieza conectiva o cuello. Las partes principales del cuello son el capitulo,

columnas estriadas, placa basal y anillo posterior. Estas estructuras estan alineadas con el
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centriolo, estructura desde la que se originan las fibras y microtibulos de la cola, y sirve
como centro organizativo en la formacién del axonema y columnas estriadas. Sin
embargo, la presencia del centriolo no es necesaria para la iniciacién o propagacion del
movimiento ondulatorio de la cola (Lindemann y Gibbons, 1975; Lindemann y Kanous,
1989).

Tras el cuello, el flagelo presenta una region [lamada pieza intermedia que contiene,
bajo la membrana plasmatica, mitocondrias dispuestas helicoidalmente que envuelven al
axonema. Las mitocondrias estan ordenadas consecutivamente formando un nimero de
hélices paralelas y giros que varfa entre especies (Bahr y Engler, 1970). La hélice
mitocondrial estd adherida a un complejo filamentoso subyacente llamado reticulo
submitocondrial. Los filamentos de esta red, conectados entre si lateralmente, se fusionan
con el annulus en el punto de unién entre la pieza intermedia y la pieza principal. Otras
estructuras presentes son las llamadas fibras densas externas que, en niimero de nueve,
rodean el complejo del axonema a lo largo de la pieza intermedia y parte del segmento
principal. En la pieza principal solo recorren el flagelo 7 fibras densas. Las fibras densas
estan compuestas por proteinas tipo queratina, ricas en cisteina, que presentan grupos
sulfidrilo (-SH) lo que da lugar a la formacion de numerosos puentes disulfuro (-S-S-)
durante la maduracién epididimaria del espermatozoide (Cooper, 1986). Ello podria
conferir propiedades elasticas que facilitaran la propagacién del movimiento ondulatorio a
través del flagelo (Soler et al., 1994).

Las fibras densas muestran una estrecha asociacion con el axonema, complejo de
microtiibulos que recorre la parte central. El axonema del espermatozoide de mamifero
tiene la misma organizacién que los cilios y flagelos de la mayoria de animales. Consiste
en dos microtubulos centrales rodeados por nueve dobletes de microtiibulos, en la llamada
estructura de "9 + 2" (Afzelius ef al., 1995). Cada doblete consiste en un microtibulo A
completo unido a un microtabulo B incompleto. De cada microtiibulo A se extienden dos
brazos (brazos de dineina) hacia el microtubulo B del siguiente doblete. Desde la pareja de
microtabulos centrales se irradian a lo largo del axonema. Los microtibulos estin

compuestos por las proteinas ay B-tubulina (Eddy er al., 1988) (Figura 3).
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La estructura del citoesqueleto, caracteristica de espermatozoides de mamifero (y
algunas especies de pajaros), consiste en un cilindro hueco formado por dos columnas
longitudinales unidas por anillos circulares. Las columnas (compuestas por el débil
empaquetamiento longitudinal de estructuras filamentosas de 15 a 20 nm de diametro) se
sitiian en la region en la que dos de las fibras densas no estan presentes, recorriendo toda
la pieza principal. Los anillos de la vaina estan compuestos por filamentos orientados
circularmente que presentan un fuerte empaquetamiento. El grosor de estos anillos
disminuye conforme se aproximan al extremo de la cola, terminando abruptamente en la
parte final del segmento principal. La vaina fibrosa parece estar implicada en la
modulacién del plano de batida del flagelo espermético (Eddy et al., 1988). Finalmente, €l
segmento terminal presenta una ausencia total de estructuras excepto los tubulos del
axonema.

Por ultimo, la membrana plasmética es la cubierta externa que envuelve cabeza y
cola del espermatozoide. Una caracteristica tnica de la membrana plasmatica espermatica
es que esta subdividida en regiones perfectamente definidas que difieren en composicion y
funcion. El mantenimiento de estas regiones podria estar mediado por una restriccion de la
movilidad de los lipidos y proteinas de la membrana por barreras moleculares, o por la
distribucion termodinamica de componentes en regiones especificas.

La composicion quimica de las membranas espermdticas contiene altas
concentraciones de fosfolipidos unidos a 4cidos grasos insaturados de cadena larga
(Poulos et al., 1973; Jones et al., 1979). También contiene importantes concentraciones de
colesterol, molécula que juega un papel clave en la modulacion de la fluidez de
membrana. Acidos grasos libres y glicolipidos son poco abundantes. En las membranas
espermaticas de mamifero, la cantidad de proteinas es casi la misma que la cantidad de
lipidos totales (Nikolopoulou ez al., 1985)

Los principales dominios de la membrana plasmatica en la cabeza de la mayoria de
los espermatozoides de mamiferos son la region acrosomal (parte anterior de la cabeza) y
region postacrosomal (parte posterior de la cabeza y pieza conectiva). A su vez, la region

acrosomal se subdivide en segmento marginal (cubre el extremo anterior de la cabeza),
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segmento principal (cubre la mayor parte del acrosoma), y segmento ecuatorial (cubre la
parte posterior del acrosoma). Los segmentos marginal y principal juntos suelen referirse

como “capuchdn” acrosomal.

SECCION DEL FLAGELO

Membrana plasmatica DE UN ESPERMATOZOIDE

Espina radial

AXONEMA
Tabulo A
TabuloB —
Par central de microtibulos
Brazo interno de dineina _
Brazo externo de dineina DOBLETE DE
MICROTUBULOS
EXTERNOS

Mondmero de a-tubulina
Moénomero de B-tubulina

e

et

Dimero de tubulina

Figura 3. Disposicion de los microtiubulos del axonema del flagelo (Modificado
de Gilbert, 2000)
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El limite entre region acrosomal y postacrosomal viene marcado por el llamado
anillo subacrosomal, que constrifie la cabeza espermatica en la parte posterior del
segmento ecuatorial. El anillo posterior delimita la unién entre cabeza y cola, con lo que
se establece un estrecho precinto entre los compartimentos citoplasmaéticos de ambas
partes del espermatozoide.

En la membrana plasmética del flagelo se puede diferenciar un dominio que cubre la
envoltura mitocondrial y otro que se extiende desde la pieza intermedia hasta el extremo
de la cola. Estos dominios estan separados por el annulus, complejo fibroso (parte del
citoesqueleto), que parece estar adherido a la superficie interna de la membrana
plasmatica.

La composicion y organizacion caracteristicas de cada uno de estos dominios sufren
importantes cambios durante la vida del espermatozoide. La mayor parte de los dominios
son establecidos durante la espermiogénesis, aunque también tienen lugar importantes
cambios durante la maduracion epididimaria y en los acontecimientos ocurridos durante y
tras la eyaculacion. A este respecto, las alteraciones en composicion y estructura sufridas
por las membranas del espermatozoide durante los procesos de capacitacion y reaccion

acrosdmica son fundamentales.

1.3. LA PRODUCCION ESPERMATICA

1.3.1. La espermatogénesis

La espermatogénesis comprende una serie de fendmenos mediante los cuales las
espermatogonias se transforman en espermatozoides. En el varon se calcula que la
duracidn total es de 65-70 dias. Este proceso depende de la testosterona producida en
las células de Leydig y de la FSH (hormona foliculo estimulante), las cuales actiian
sobre los tGbulos seminiferos ligindose especificamente a los receptores de las
células de Sertoli. Estas células sintetizan una proteina fijadora de androégenos
(androgen binding protein o ABP) (Jegou y Legac-Jegou, 1978), que es necesaria
para mantener una concentracion elevada de testosterona en el epitelio seminifero, lo

que es un requisito para poder completar el proceso espermatogénico.
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La espermatogénesis se puede dividir en tres fases:

- Fase proliferativa: Las espermatogonias son las células diploides que
provienen directamente de las células germinales primordiales del embrion. Se
encuentran situadas en la base del epitelio seminifero y estan confinadas en el
espacio basal dejado por las células de Sertoli. En condiciones normales, no
presentan actividad proliferativa; sin embargo, entran en mitosis siguiendo el dictado
ciclico de las células de Sertoli de acuerdo a mecanismos locales de regulacion, con
lo que dan lugar a varias generaciones sucesivas de espermatogonias cada vez mas
diferenciadas. Ahora bien, en cada periodo proliferativo una de las espermatogonias
permanece sin diferenciarse, con lo que se asegura un modelo de células tronco y,
por consiguiente, una produccion ilimitada de células.

- Meiosis: La meiosis es un proceso diferenciado de division celular, en el que a
partir de una célula diploide se originan cuatro células haploides, lo que se consigue
combinando dos divisiones celulares completas con una sola replicaciéon de DNA.

Los espermatocitos primarios son las células que sufren la primera division
meidtica o meiosis reduccional. En la primera etapa de la profase se produce la
replicacién del DNA, de modo que los espermatocitos primarios son células con un
contenido de DNA tetraploide. El conjunto de esta profase dura entre 1 y 3 semanas,
y durante la misma tiene lugar el proceso de la formacion de quiasmas, lo que
redunda en el incremento de la variabilidad genética, de forma que cada célula
resultante posee un genotipo diferente. A continuacién, se inicia la metafase de la
primera division meidtica, en la que se disuelve la membrana nuclear y los pares de
cromosomas se alinean en el ecuador formando el huso acromdtico. En la fase
siguiente, la anafase, los centromeros no se duplican ni se dividen, de modo que s6lo
la mitad del namero original de cromosomas emigra hacia cada polo celular. Por
ltimo, en la telofase, los cromosomas se desenrollan y comienza a formarse una
nueva membrana celular. A continuacién se divide el citoplasma, quedando las

células hijas (espermatocitos secundarios) unidos por puentes intercelulares. Estos
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tienen un namero haploide de cromosomas, pero su contenido en DNA es ain
diploide, al estar cada cromosoma compuesto por dos cromatides.

La segunda divisién meidtica, o meiosis ecuacional, permite que de cada
espermatocito secundario se formen dos espermdtides, cada una de ellas con un
nimero de cromosomas y un contenido en DNA haploide. La interfase entre ambos
procesos de division es corta y no se produce replicacion del DNA. Durante la
segunda division meiética, la profase es similar a la de la mitosis, con la diferencia
de que el nicleo s6lo tiene un nimero haploide de cromosomas.

- La espermiogénesis es un proceso de transformacion y maduracion, sin que se
produzca divisién celular alguna, de las espermatidas en espermatozoides (Figura 4).
Entre los cambios mas evidentes que acontecen estan la formacién del acrosoma, el
desarrollo del flagelo, la transformacion del niicleo, la reorganizacion de los
organulos y del citoplasma, y la liberacion de los espermatozoides desde el epitelio
tubular al lumen.

En la primera fase del desarroilo del espermatozoide (fase Golgi), el aparato de
Golgi constituido por_una serie de cisternas superpuestas, forma unas vesiculas
proacrosémicas que se van fundiendo hasta formar una unica vesicula acrosomal.

Durante la fase “cap”, la vesicula acrosomal se adhiere al nicleo y se desplaza
junto al mismo hacia el extremo apical de la cabeza del espermatozoide,
extendiéndose sobre casi dos tercios de su superficie y acomodandose a su forma.

Por su parte, el nicleo sufre una serie de cambios, volviéndose eliptico y
desplazandose hacia la periferia de la espermatida. Simultaneamente, modifica su
contenido, produciéndose una condensacién progresiva de su cromatina asociada a
modificaciones quimicas en el DNA y en las proteinas nucleares, con una sustitucion
de las histonas por protaminas. Los poros que rodean la membrana nuclear migran al
extremo caudal del nicleo. Las mitocondrias de la espermatida se van desplazando
hacia la periferia para posteriormente congregarse proximas a la zona caudal, donde
el flagelo empieza a formarse. Estas mitocondrias pueden replicarse, por lo que es

probable que también constituyan la base de las futuras mitocondrias de la pieza
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intermedia del espermatozoide. Otra caracteristica sorprendente es la aparicién en el
citoplasma de una masa de material electrodenso, el cuerpo cromatico que esti
constituido por una mezcla de granulos y filamentos densos, y que aparece en fases
tempranas del desarrollo. Se cree que da lugar al annulus, pudiendo entonces, migrar
al extremo de la pieza intermedia, lugar donde se localiza en el espermatozoide
completamente formado.

Los centriolos de la espermatida, también migran a la region caudal del nicleo.
El proximal, situado perpendicularmente al distal, se localiza en la fosa de
implantacién; en contraste, el centriolo distal siempre perpendicular a la membrana
plasmatica de la célula, se sitiia en la zona més lejana del nicleo, y a partir suyo,
comienza la formacién del axonema del flagelo, lo que tiene lugar durante la fase
“Golgi” antes de que el acrosoma esté formado (Figura 4).

Mientras el centriolo proximal persiste y se une a las fibras del axonema, el
centriolo distal, desaparece. Durante esta fase, s6lo se observan los microtiibulos del
axonema, ya que la cubierta de fibras externa se forma con posterioridad.

Cuando da comienzo el crecimiento flagelar, un grupo de microtabulos
citoplasmaticos se reune alrededor del axonema en desarrollo. Estos microtibulos
que parecen tener su origen en la region del nicleo a nivel de la banda caudal del
acrosoma, forman una anillo alrededor del flagelo. La formacién de este anillo
acompafia a la elongacion de la espermatida y parece ser que estd parcialmente
asociada con este proceso y con el crecimiento temprano del flagelo.

Al completar la maduracién, el citoplasma de la espermatida queda muy
reducido y el espermatozoide se sitiia proximo a la célula de Sertoli vecina. Cuando
el espermatozoide es liberado en el lumen de los tubulos, los restos de citoplasma de
la espermatida también lo son, de modo que quedan flotando libremente en el lamen
o son fagocitados por las células de Sertoli adyacentes. Estos restos de citoplasma se
conocen como cuerpos residuales. Los cuerpos residuales contienen gran cantidad de
lipidos en forma de colesterol y migran lentamente hacia la pared de las células de

Sertoli antes de ser absorbidos por las mismas.
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Figura 4. Esquema representativo de la espermiogénesis (Modificado de Gilbert,
2000) ’

Sin embargo, otros restos de citoplasma de las espermatidas, se mantienen
unidos a los espermatozoides, estos restos son las llamadas gotas citoplasmaticas. En

la mayoria de los mamiferos, estas gotas estan discretamente situadas en la region del
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cuello del espermatozoide, pero en la especie humana habitualmente se sitian en el
extremo de la pieza intermedia. El significado funcional de esta gota no esta claro,
pero tiene un extenso reticulo endoplasmatico y un elevado nivel de la enzima
fosfatasa alcalina, estrechamente asociada con varios fendmenos de membrana. Tras
la liberacion del espermatozoide en el lumen de los tibulos seminiferos, son
transportados a la rete testis y desde alli via vasos eferentes al epididimo.

Cuando los espermatozoides de mamiferos dejan el testiculo estan altamente
diferenciados, pero todavia no poseen movimiento progresivo ni estan preparados
para fusionarse espontaneamente con el ovocito.

1.4. MADURACION DEL ESPERMATOZOIDE EN EL EPIDIDIMO

Una vez concluida la espermiogénesis, los espermatozoides formados en los
tabulos seminiferos son transportados, desde el testiculo, via refe testis, hasta los
conductos eferentes, una serie de tibulos cuyo nimero varia, segin las especies,
entre 4 y 20 (Hemeida et al., 1978; Bedford, 1994). Estos tibulos se anastomosan en
un unico conducto muy plegado y de gran longitud, el conducto epididimario, que
presenta 6 metros en la rata (Jiang ef al., 1994) y en el hombre (Maneely, 1959) y
hasta 80 en el caballo (Maneely, 1959). El tubulo epididimario se continia con el
vaso deferente, un conducto recto que estd rodeado por una gruesa capa muscular que
comunica con la uretra, la cual desemboca en el exterior del cuerpo.

Los espermatozoides de mamiferos, tras el proceso de formacion testicular
experimentan una amplia secuencia de cambios morfolégicos y bioquimicos, ademas
de cambios en sus caracteristicas cinematicas, durante su paso a través del epididimo,
su almacenamiento en este drgano, y su posterior transporte a lo largo del tracto
reproductor de la hembra (Cooper, 1986).

El cambio en la morfologia de los espermatozoides que ha mostrado ser mas
constante en las diferentes especies, es la migracion de la gota citoplasmética desde

una posicion proximal hasta una posicion distal en la pieza intermedia, y su posterior
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desprendimiento del flagelo. Si bien la cinética de este fendmeno es distinto en
diversas especies (Pérez-Sanchez et al., 1996; Tablado et al., 1998).

Ademas de esta modificacion morfoldgica, se han descrito cambios en el
tamafio, la forma y/o estructura interna del acrosoma de los espermatozoides durante
su transito a través del tracto genital masculino. Fawcett y Hollenberg (1963) fueron
los primeros en poner de manifiesto los importantes cambios experimentados por el
acrosoma de los espermatozoides de cobaya durante su maduracion en el epididimo.
En otras especies como el conejo (Bedford y Nicander, 1971; Pérez-Sanchez et al.,
1998), estos cambios son menos pronunciados, mientras que en roedores donde
apenas son perceptibles (Bedford,1979; De Rosas y Burgos, 1987), el analisis
morfométrico asistido por ordenador ha resultado ser de gran utilidad para la
identificacién de estos cambios (Fornes y De Rosas, 1989; Pogany y Linder, 1993;
Tablado er al., 1998). Trabajos recientes llevados a cabo por nuestro equipo de
investigacion, utilizando el sistema computerizado para el analisis de la morfologia
espermatica Sperm Class Analyzer® (SCA®), han revelado interesantes cambios en la
frecuencia de aparicion de las diferentes anomalias morfoldgicas de la cabeza
espermatica asi como cambios significativos en los parametros morfométricos de los
mismos durante su transito epididimario (Soler et al., 2000). Curiosamente, estos
resultados coinciden con los correspondientes al mono reshus, mientras que difieren
de los observados en una amplia variedad de especies de no primates (Gago et al.,
2000).

Ademas de los cambios morfologicos, los espermatozoides liberados en el
fluido testicular experimentan cambios bioquimicos que se contintian durante su paso
por el epididimo. Estos cambios afectan a los diversos compartimentos celulares, es
decir, al acrosoma, al nicleo y a los componentes del flagelo, pero parece que es la
membrana plasmaética la que sufre mas modificaciones. Las propiedades fisico-
quimicas de la membrana, especialmente de la cubierta glicoprotéica cambian de
forma sustancial como resultado de la accion de ciertas sustancias (proteinas, acido

sialico, carnitina, iones inorganicos, etc.) secretadas por las células del epitelio
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epididimario (Holt, 1982; Brown et al.,1983; Jones et al., 1983; Eccleston et
al.,1994; Jones, 1998;). La adsorcion de estas sustancias, principalmente
glicoproteinas (Mahony et al., 1994), a la superficie de la célula, parece desempeiiar
un papel fundamental en la interaccion entre los gametos en el momento de la
fecundacién, como demuestran algunos trabajos (Bains et al., 1993; Boue ef al.,
1995; Navaneetham et al., 1996; Liu et al., 2000) o el bloqueo de la fecundacion
producido por la administracion de anticuerpos contra macromoléculas (Cuasnicu et
al.,1984; Tezbn et al., 1985; Tulsiani et al., 1993; Tulsiani et al., 1998). Una de estas
moléculas podria ser la fibronectina que se ha encontrado en el segmento ecuatorial
de los espermafozoides humanos del eyaculado. La adquisiciéon de esta molécula
parece ser gradual a lo largo del epididimo (Miranda y Tezén, 1992; Pinke et al.,
1997).

La composicion lipidica de los espermatozoides (Rana et al., 1991; Haidl et al.,
1994; Haidl y Opper, 1997) y especialmente de sus membranas varia durante su paso
a través del epididimo: la cantidad de colesterol disminuye mientras aumentan las de
desmosterol y sulfato de colesterol (Legault ef al., 1979; Nikolopoulou ef al., 1985;
Rana et al., 1991). También cambia la composicion en fosfolipidos y 4cidos grasos
contribuyendo a la caracteristica organizacion en dominios de los lipidos de la
membrana de los espermatozoides maduros (Friend., 1989; Rana y Majumder,1990;
Aveldafio ef al., 1992; Rana ef al., 1993;). Son también numerosos los cambios en la
actividad metabdlica de los espermatozoides durante su paso epididimario
(Hammerstedt ef al., 1979, 1982; Inskeep y Hammerstedt, 1982; Hammerstedt y
Parks, 1987), ocurriendo, por ejemplo, una modificacion en su actividad glicolitica.
Paralelamente ocurre un cambio en los niveles de adenosin monofosfato ciclico
(cAMP), atribuible a un incremento en la sintesis de este segundo mensajero y a una
disminucion de su hidrdlisis (Purvis et al., 1982; Jaiswal y Majumder, 1996). Este
hecho se podria relacionar con el hecho de que en espermatocitos en paquiteno se
observen elevados niveles de RNA mensajero (mMRNA) de adenil-ciclasa y un

incremento de su expresion a través de la espermiogénesis. La acumulacién de
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mRNA en las espermétidas redondas sugiere que la proteina adenil-ciclasa esta
implicada en la generacion del cAMP de los espermatozides, y mas concretamente en
su maduracion a su paso por el epididimo, capacitacion, hiperactivacion y reaccion
acrosomica (Sinclair et al., 2000).

La cromatina de los espermatozoides presenta una condensacién progresiva
como resultado de la sustitucion de las histonas organizadoras de la estructura del
DNA por protaminas, y la posterior modificacién de éstas por fosforilacion y
formacion de puentes disulfuro a partir de los grupos tiol de los residuos de cisteina
(Kosower et al.,1992, Yossefi et al., 1994; Golan et al.,1996; Golan, 1997). Que la
cromatina se compacte es esencial para evitar que el DNA resulte dafiado al ser
expuestos los espermatozoides a ambientes agresivos, como pueda ser la elevada
acidez del tracto genital femenino. Ademas, cualquier dafio seria imposible de
reparar, dada la inercia metabdlica del niicleo espermatico, lo que llevaria a una
peligrosa caida de la fertilidad (Manicardi et al., 1995; Sakkas et al.,1995).

Asi, los espermatozoides aislados del testiculo y de las porciones mas
proximales del epididimo son, con unas pocas excepciones, como ocurre en algunos
peces en los que su unica funcidén es servir de canal de transporte para los
espermatozoides (Henderson, 1962), incapaces de participar con éxito en el proceso
de la fecundacién. Sin embargo, los espermatozoides de la cola del epididimo y del
eyaculado, presumiblemente como resultado de modificaciones experimentadas
durante su paso a través del epididimo, son “habilitados” para poder fecundar un
6vulo. El término “habilitado” debe entenderse como la adquisicién de un potencial
para su participacién en la fecundacion, siendo necesarios otros cambios posteriores
para que la fusion de los gametos pueda llevarse a cabo (Cooper, 1986).

Se debati6 durante varias décadas si el papel del epididimo en el desarrollo de
esta capacidad era pasivo, es decir, constituia (inicamente el lugar fisico donde los
espermatozoides desarrollarian una capacidad intrinseca, o si por el contrario, el
fluido epididimario que rodea los espermatozoides podria desencadenar cambios en

éstos que condujeran a la adquisicién de esa capacidad potencial. Esta polémica se
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produjo hasta mediados de los sesenta, cuando en una serie de trabajos
(Bedford,1967; Orgebin-Crist, 1967a; Orgebin-Crist, 1967b; Orgebin-Crist, 1968;
Orgebin-Crist, 1969;) se establecié de forma definitiva que los espermatozoides
maduran al atravesar este 6rgano, desarrollando su potencialidad para el movimiento
y la capacidad de fecundacion, demostrando a su vez que el suceso clave para esta
maduracidn lo constituye la exposicion de los espermatozoides al contenido luminal
del tabulo epididimario y no el simple paso del tiempo empleado para su transporte
(Cooper, 1993).

Los espermatozoides de testiculo de mamifero en soluciéon tamponada, son
inméviles o bien presentan un movimiento vibratorio débil, mientras que los
espermatozoides de la region mas proximal (cabeza) del epididimo muestran, una
amplia gama de movimientos circulares; y a medida que éstos alcanzan regiones mas
distales van adquiriendo un desplazamiento mas rectilineo (Gaddum, 1968; Paufler y
Foote, 1968; Burgos y Tovar, 1974; Mooney et al., 1972; Soler et al., 1994;
Weissenberg el al.,1994; Briz et al., 1995; Pérez-Sanchez et al., 1996). Estas
diferencias en la movilidad de los espermatozoides de cabeza y de cola del epididimo
podrian ser parcialmente responsables de su diferente capacidad fecundante, ya que
después de la copula o de inseminacién artificial (IA), la proporcién de
espermatozoides de la cabeza que alcanzan el canal oviductal resulta ser muy inferior
al de los de la cola del epididimo (Blandau y Gaddum-Rosse, 1974; Critoph y
Dennis, 1977). En carnero, Gnicamente los espermatozoides de la region distal, asi
como los espermatozoides de eyaculado muestran mayor movilidad y son capaces de
penetrar ovocitos de hamster (Williams et al., 1991). Por otra parte, los estudios in
vitro realizados con ovocitos intactos y con ovocitos en los que se ha eliminado el
cimulo odforo, indican que la adquisicion de la capacidad fecundante esta
relacionada con la capacidad de los espermatozoides de unirse a la zona peliicida y
de atravesarla (Pavlok, 1974; Wazzan et al., 1990) y que la hidrélisis acida de la zona

pelicida hace que se incremente la proporcidn de espermatozoides de la cabeza del
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epididimo capaces de fecundar al 6vulo (Wazzan ef al., 1990), pudiendo radicar su
incapacidad para atravesar la zona pelicida en una inadecuada propulsion.

Por otra parte, el patron de movilidad en espermatozoides maduros e inmaduros
es diferente. El flagelo de los espermatozoides inmaduros tiene mayor amplitud de
batida que las formas maduras, lo que puede indicar que durante la maduracién hay
un aumento de la rigidez de la membrana celular, debido a un incremento de los
puentes disulfuro en la superficie nuclear y flagelar durante el transito por el
epididimo (Glover et al., 1990).

Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la adquisicién de la
movilidad no son bien conocidos, aunque existe gran nimero de factores que
modifican el estado de activacién del axonema y que han sido propuestos como
reguladores o mediadores. Estos factores son la FMP (Forward Motility Protein)
(Acott y Hoskins, 1978; Brandt ef al., 1978; Acott y Hoskins, 1981), glicoproteinas
epididimarias y albamina (Baas et al., 1983; Pholpramool et al., 1983), carnitina
(Hinton ef al., 1981; Inskeep y Hammerstedt, 1982; Jeulin e al., 1994; Jeulin y
Lewin, 1996), cAMP (Setty y Jehan, 1977; Leclerc y Goupil, 2002), factor inhibidor
de la movilidad espermatica (Turner y Giles, 1982), inmobilina (Usselman y Cone,
1983; Hermo et al., 1994), cambios en la composicion fosfolipidica de la membrana

(Haidl et al., 1993) y diversas condiciones ambientales (Dacheux et al., 1979).

1.5. COMPOSICION DEL SEMEN

El semen es producto de las secreciones de las distintas glandulas, incluyendo
testiculos, epididimo,-glandulas de Cowper, prostata, vesiculas seminales y glandulas
de Littre. En principio, se pensé que se limitaba a ser el medio que contenia los
espermatozoides, si bien hoy se sabe que resulta vital para hacer que éstos tengan
capacidad fecundante. La secuencia de secrecion es muy constante y se inicia con los
constituyentes de la prostata, testiculos, epididimo y vasos deferentes, para finalizar
con la de las vesiculas seminales. Ello permite una inicial lubrificacién de la uretra y

una disposicion optima de los espermatozoides antes de la formacion del coagulo
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seminal. Gracias al estudio del eyaculado realizado en los Gltimos afios se ha podido
avanzar considerablemente en el conocimiento del proceso de fertilizacion. Los
espermatozoides del eyaculado, deben ser capaces de desplazarse a través de la
vagina, Utero y trompas, requiriendo un aporte de energia y debiendo eliminar una
serie de barreras naturales, proceso en que el plasma seminal juega un papel
importante.

El plasma seminal contiene una serie de proteinas e hidratos de carbono de los
cuales, en su mayor parte, no se conoce su funcidn especifica. Las proteinas del
liquido seminal provienen en un 55-60% de la vesicula seminal y el resto de la
prostata. Mientras que las proteinas de origen prostatico son écidas, las de la vesicula
seminal son fuertemente basicas. La fructosa, elaborada por la vesicula seminal, es
uno de los azucares que se encuentra en el plasma seminal de los mamiferos, aunque
su contenido y actividad difiere entre las diferentes especies. De hecho, en el hombre
su concentracion no es alta, ya que curiosamente, el espermatozoide humano prefiere
la glucosa (Povoa et al., 1986; Karow et al., 1992) como sustrato metabolico para la
movilidad. El 4cido citrico, producido en la prostata, se encuentra en el plasma
seminal en concentraciones relativamente elevadas y como en el caso de la fructosa,
su concentracion depende del nivel de andrégenos circulantes.

El semen humano también contiene un gran nimero de proteinas de elevado
peso molecular y una amplia variedad de enzimas, entre las que cabe destacar las
fosfatasas acidas (Jacob er al, 2000) y alcalinas (Girgis ef al, 1981). Otros
componentes son aminoacidos, entre los que se encuentra el acido glutamico, y cuya
concentracion aparece enormemente reducida en hombres azoospérmicos; sustancias
como la hipotaurina, antioxidante que puede tener un importante papel en la
proteccion de los espermatozoides de las especies reactivas de oxigeno (Holmes et
al., 1992); la espermina que le da su olor caracteristico; el acido silico, que parece
ser metabolizado a piruvato, fuente de energia para los espermatozoides (du Toit et
al., 1998) y algunos electrolitos como sodio, potasio, calcio y zinc. El zinc ademas,

de un posible papel antibacteriano, puede ser que actie en la estabilizacion del
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coagulo seminal (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Por otra parte, contiene testosterona
y esteroides androgénicos, asi como, hormonas gonadotréficas (FSH y LH),
prolactina, inhibina, y prostaglandinas. La inhibina en su isoforma inhibina B actia
en la regulacion de la secrecion de la FSH, y parece estar implicada en la interaccion
entre las células de Sertoli y las células germinales. La secrecion de la inhibina B en
el eyaculado es un marcador de la actividad funcional de los tibulos seminiferos
(Anderson et al., 1998; Anderson, 2001). Otras sustancias organicas interesantes son
inositol, acido ascérbico y acido lactico.

Como resultado de esta compleja composicion quimica, parece importante
distinguir entre los productos de excrecién del riego sanguineo y aquellos que tienen
un significado metabdlico real en relacion con el espermatozoide.

El eyaculado generalmente es expulsado en cuatro fracciones diferentes:

- Fraccion preeyaculatoria, procedente de las glandulas de Cowper y Littre, de
consistencia mucosa y con ausencia de espermatozoides.

- Fraccién previa, fluida, proviene de la prdstata, y también carece de
espermatozoides. Tiene un pH acido y se caracteriza por su elevada concentracion de
fosfatasa acida y acido citrico. Corresponde del 13 al 33% del eyaculado.

- Fraccidn principal, constituida por elementos liquidos y gelatinosos, es rica en
espermatozoides y procede del epididimo, vaso deferente y ampolla deferencial.

- Fraccién terminal, gelatinosa. Es la mas abundante del eyaculado, entre el 50 y
el 80%. Procede de las vesiculas seminales y es rica en fructosa. Su pH es alcalino y

tiene espermatozoides, mayoritariamente inmoéviles.

1.6. EL ESPERMIOGRAMA

1.6.1. Repaso histérico
Fue en el siglo XVII (1677) cuando Antoni van Leeuwenhoek observd en el
semen humano “multitud de animélculos vivos, progresando con un movimiento

serpentiforme de la cola, y nadando a modo de una anguila”.
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El descubrimiento de Leeuwenhoek dividi6 las teorias preformistas en dos
grupos: ovistas y animalculistas o espermatistas, segiin concedieran mas importancia
al huevo, o a los espermatozoides. Nicolaas Hartsoeker (1694) afirmé que cada
espermatozoide contenia un homanculo, un hombre diminuto pero completamente
formado (Irvine y Aitken, 1994; Morice et al., 1995). Sin embargo, no fue hasta el
afio 1780 cuando Lazaro Spallanzani (Zorgniotti, 1975) mostr6 que el “licor seminal”
era esencial para la fecundacion. Posteriormente, Cary (1916)_ por primera vez,
asocio las anomalias esperméticas con la infertilidad masculina (Ombelet ez al.,
1995). En 1929, Macomber y Sanders empezaron a establecer rangos de
concentracion seminal asociados con la fertilidad. Por su parte, MacLeod y Gold
(1953), propusieron qué el valor de 20 millones de espermatozoides por mililitro de
eyaculado separaba a varones fértiles de infértiles y contribuyeron a la
estandarizacién de los criterios morfologicos espermaticos (Ombelet et al., 1995).
Desde entonces, se ha intentado establecer valores de referencia que identifiquen las
muestras de semen en fértiles e infértiles, pero desafortunadamente, la seleccion de
un valor éptimo ain permanece en discusion.

El espermiograma permite realizar una rapida evaluacién inicial de la calidad
espermatica, de gran efectividad y ayuda en la prediccion del potencial de fertilidad
asi como en la identificacion de posibles causas de infertilidad. En el estudio de la
pareja con problemas de fertilidad, el analisis del semen es una de las pruebas bésicas
para la elaboracion de un diagnéstico en reproduccion, el estudio del semen en el
vardn es, a pesar de sus numerosas limitaciones, indicativo de ciertas patologias y
nos sirve de base para orientar la pauta del estudio que ha de seguirse. No hay un
consenso sobre la validez de las diferentes pruebas utilizadas en andrologia en cuanto
a prediccidn de la fertilidad masculina, sin embargo, el espermiograma sigue siendo
un dato fidedigno.

En el estudio del semen basico se valoran fundamentalmente los parametros
fisicos, citomorfoldgicos y bioquimicos, a partir de los que puede estar indicado el

estudio hormonal, inmunoldgico, bacteriologico o citogenético. Cada test analiza
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diferentes parametros que pueden afectar a la capacidad potencial de fertilizacion del
varén. Por ejemplo, la medida del volumen seminal evalia la capacidad de las
glandulas sexuales accesorias para proporcionar suficiente fluido seminal, mientras
que el recuento espermatico cuantifica la capacidad del testiculo para producir
espermatozoides.

Sin embargo, el conjunto de estos tests no es mas que sistematico, los resultados
normales de un test individual no implican necesariamente fertilidad, sino solamente
que la posible infertilidad no esta causada por el factor analizado en particular. Del
mismo modo, pacientes aparentemente normales por los resultados obtenidos en los
tests, aunque es bastante probable que sean fértiles, puede que sufran alguna
disfuncién que no ha podido ser evaluada. De hecho es una observacion coman que
pacientes con mala calidad seminal (de acuerdo a las pruebas cominmente
realizadas) se muestren perfectamente fértiles, mientras que otros con un
espermiograma aparentemente normal muestran cuadros de esterilidad. Ello se puede
atribuir a dos causas principales, una relativa al hecho de que la fertilidad es, en
altimo término un problema de dos, y puede ser que, ain tratindose de dos
individuos fértiles, se den problemas de compatibilidad reproductiva entre hombre y
mujer; otro que las pruebas clasicas del espermiograma no abarcan todos los niveles
analiticos posibles y asi pueden presentarse, por ejemplo, daiios moleculares en el
espermatozoide que pasen desapercibidos. Ademas, como se discutird mas adelante,
el uso de discriminadores individuales para la definicion de la calidad seminal

(movilidad, morfologia, concentracién...) supone una gran limitacion metodologica.

1.6.2. El espermiograma segin la O.M.S.

El estudio seminal requiere:

-Un examen macroscopico: licuefaccion, aspecto, olor, viscosidad, volumen y
pH. Estos parametros son importantes, y sus anomalias deben comunicarse,
independientemente de la calidad de otros parametros seminales.

-Un examen microscopico: concentracion espermitica, porcentaje de células
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méviles y con movilidad progresiva, porcentaje de espermatozoides con morfologia
normal, aglutinacién y presencia de otros elementos celulares (células inmaduras,
células epiteliales, leucocitos y hematies), considerandose como parametros basicos e
imprescindibles en la valoracion de la fertilidad natural del varén los tres primeros.
Una vez fijados estos parametros, debemos establecer qué limites son los que vamos
a aceptar como normales, ya que hemos visto importantes variaciones a la baja en los
altimos afios, probablemente como consecuencia de un mayor conocimiento de los
diversos factores que influyen en la fertilidad conyugal, y de la disposicién de mas y
mejor informacién. Es evidente que el desarrollo tecnolégico y el refinamiento de las
técnicas utilizadas en el diagndstico de la esterilidad masculina, permite el estudio de
numerosos y complejos parametros.

Por tanto, el objetivo del andlisis de semen convencional es, por una parte,
obtener una respuesta rapida sobre las posibilidades de procrear del varén, y por otra,
obtener un diagndstico preciso, para poder determinar el origen de la infertilidad y

asi emplear la terapéutica mas apropiada a cada caso.

1.6.3. Concentracién espermatica

En todo estudio seminal se comienza con el recuento de espermatozoides por
mililitro. La concentracién puede determinarse ya sea utilizando un hemocitémetro
(camara de Neubauer), una camara Makler o métodos de recuento electronico
(autoanalizadores o equipos CASA-Computer Aided Sperm Analysis). Antes de
realizar el recuento la muestra debe estar totalmente licuada y mezclada
cuidadosamente. Como se especificard en el apartado de Material y Métodos, no
todos los métodos son igualmente fiables, por una cuestion del sistema de muestreo.
La OMS (WHO, 1999) considera normales, muestras con concentraciones >20x10°
espermatozoides/mililitro. Sin embargo, en ocasiones, muestras seminales con

valores inferiores pueden fecundar al ovocito.
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1.6.4. Movilidad espermitica

La movilidad es otro parametro fundamental para valorar la calidad del
eyaculado. Esta depende de factores intrinsecos como son la estructura del flagelo y
la actividad enzimatica de la dineina, asi como de factores extrinsecos como por
ejemplo la composicién bioquimica del medio extracelular en que se encuentra el
espermatozoide.

La fuente inmediata de energia para la movilidad es la hidrélisis de adenosin
trifosfato (ATP) catalizada por una dinein-ATPasa responsable del deslizamiento
entre microtibulos adyacentes del axonema (Gibbons y Rowe, 1965; Gibbons,
1996). Las estructuras especificas del axonema, tales como las uniones entre los
microtabulos, y la presencia de-fibras densas crean resistencia al deslizamiento,
induciendo fuerzas que provocan la curvatura flagelar (Amelar et al., 1980; Dacheux
et al., 1990).

El ATP puede ser generado a partir de la transformacion de azicares
(principalmente fructosa y glucosa) a lactato mediante la ruta metabdlica de la
glucdlisis, asi como por la fosforilacién oxidativa en las mitocondrias. Cambios en
las concentraciones citoplasmaticas de ATP, adenosin difosfato (ADP) y AMP
pueden modular la respuesta de la glucélisis y fosforilacién oxidativa para satisfacer
la demanda energética. Aproximadamente entre un 35 y 60% de la energia total
disponible a partir de la hidrélisis del ATP es empleada en el movimiento del flagelo
(Ford y Rees, 1990).

El término “movilidad” incluye dos conceptos diferentes, la “movilidad lineal
activa® y el “porcentaje total de espermatozoides dotados de movimiento”. Los
espermatozoides muestran diferentes patrones de movimiento adaptados a sus
necesidades funcionales. Asi, los espermatozoides del eyaculado, dentro del plasma
seminal muestran unas trayectorias lineales que son las que fisioldgicamente
mostrarian al penetrar en el moco cervical. Cuando el espermatozoide abandona el
plasma seminal e inicia su ascenso por el tracto reproductor femenino, sus

caracteristicas de movilidad cambian. Con la capacitacion, aumenta la longitud de la

28



Introduccion

onda flagelar, originandose trayectorias que muestran con mayor desplazamiento
lateral de la cabeza (Mack et al.,1988; Robertson et al., 1988), llegando un momento
en que la amplitud de la onda comienza a hacerse asimétrica, dando lugar a un
movimiento no progresivo y vigoroso conocido como “hiperactivacion”. Este
movimiento le proporciona al espermatozoide la fuerza necesaria para que pueda
atravesar la zona pelicida del ovocito (Burkman, 1984).

Las limitaciones intrinsecas al proceso de evaluacion de la movilidad en el
microscopio Optico implican una considerable variabilidad, lo que hace que se
resienta la objetividad de dicha estima. Son numerosos los espermatozoides que
atraviesan el campo 6ptico con diferentes patrones de movilidad. La subjetividad del
observador puede distorsionar el resultado del anélisis.

En todo caso, los métodos seguidos para la valoracion subjetiva de la movilidad
espermatica son sencillos, determinandose en portaobjetos o camara de Makler.

Los espermatozoides méviles se clasifican segiin cuatro categorias segin la
OMS:

- Grado a: velocidad alta con trayectoria rectilinea.
- Grado b: velocidad media con trayectoria poco o nada rectilinea.
- Grado ¢: movilidad no progresiva.

- Grado d: espermatozoides inmdviles.

La OMS (WHO, 1999) aconseja aceptar una muestra seminal como normal
cuando tenga mas de un 25 % de espermatozoides con movilidad tipo (a) o al menos
un 50 % con movilidad (a+b).

La movilidad espermatica puede verse alterada por diversos factores exogenos:
método de recogida del eyaculado y tiempo de transporte, temperaturas extremas,

pérdida de alguna fraccién de la muestra e infecciones (Nufiez-Calonge er al., 1998)
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1.6.4.1 Alteraciones cinemadticas

Observando los cambios de movilidad espermatica en los distintos ambientes
necesarios para alcanzar la fecundacion, se ha llegado a la conclusion que este habito
de conducta debe ser de extrema importancia.

Como se indico anteriormente, el desarrollo de la capacidad de movimiento por
parte de los espermatozoides de mamiferos se produce de forma progresiva a lo largo
del tracto reproductor masculino (Soler et al., 1992). En la mayoria de las especies,
los espermatozoides testiculares son virtualmente inmoviles, adquiriendo su
potencialidad para el movimiento en las primeras porciones del epididimo, y su
movilidad progresiva a su paso por el cuerpo de este érgano (Dacheux et al., 1990;
Soler et al., 1994; Pérez-Sanchez et al., 1996). El desarrollo de la capacidad
fecundante y la movilidad ocurren de forma paralela, de ahi que se haya utilizado
como medida indirecta de la capacidad de una poblacidn de espermatozoides para
producir la fecundacién (Vantman et al., 1989a; Vantman et al., 1989b; Holland-
Moritz y Krause, 1992).

Los cambios a nivel de membrana que se producen en los espermatozoides a su
paso por el epididimo incrementan la produccion de ATP (Bedford y Hoskins, 1990).
Sin embargo, mientras los espermatozoides permanecen en la cabeza proximal del
epididimo estos cambios no se desencadenan, probablemente como resultado de
mecanismos asociados con un pH intracelular bajo, concentraciones de Ca’*
elevadas, y otros factores que pueden ser dependi€ntes de la especie, como la
produccion por parte del epitelio epididimario de proteinas que confieren gran
viscosidad al fluido luminal (Lindemann y Kanous, 1989). Tras la eyaculacion, los
espermatozoides se activan y se desplazan de forma vigorosa, describiendo
trayectorias en su mayoria rectilineas aunque algunos, todavia naden en circulos.

La movilidad del flagelo resulta fundamental para el desplazamiento del
espermatozoide y para la funcion reproductiva. En ocasiones se han observado
disfunciones en la movilidad espermaticas de origen testicular (Bonet et al., 1992;

Foote et al., 1992), epididimario (Wenkoff, 1978) y en algunas ocasiones asociadas
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con mutaciones en el DNA mitocondrial (mtDNA) (Kao e? al., 1995; St John et al.,
1997; Ruiz-Pesini ef al., 2000). Estas alteraciones genéticas, que suelen manifestarse
como alteraciones en la morfologia del espermatozoide, afectan a organulos del
flagelo, como pueden ser la vaina de fibras, los tibulos del axonema o las fibras
accesorias. Como consecuencia, la movilidad de los espermatozoides se ve afectada,
llegando incluso a resultar inmdviles.

Aunque muchas disfunciones en la movilidad espermatica tienen un origen
genético (Sturgess y Chao, 1982; Marmar, 2001), en ocasiones son consecuencia de

distintas patologias como la prostatitis (Leib et al., 1994).

1.6.5. Morfologia espermatica

A diferencia de la mayoria de los mamiferos, que generalmente presentan una
poblacion espermatica morfolégicamente homogénea (Sancho et al., 1998; Gago et
al., 1999), los varones muestran una gran heterogeneidad o pleomorfismo respecto a
la morfologia espermatica tanto en un mismo eyaculado (Hartmann er al., 1964)
como entre individuos (Menkveld et al., 1990). Este hecho, ha llevado a un proceso
de descripcion de los espermatozoides morfoldgicamente normales, largo y complejo
hasta la edicién del primer manual de la OMS (WHO, 1980).

Con posterioridad a esa fecha, se estableci6 otro criterio de clasificacién basado
en el aspecto de los espermatozoides encontrados en el moco postcoital (Fredricsson
y Sennerstam, 1984), o en la zona superior del canal endocervical (Kruger er al,
1987). Estas muestras presentaban un aspecto homogéneo, en contraste con
poblaciones espermaticas heterogéneas encontradas proximas al orificio cervical
externo. En varios trabajos, se puso de manifiesto que con la migracion de los
espermatozoides a través del moco cervical se produce una seleccion morfolégica
que conduce a una poblacion espermatica relativamente homogénea (Fredricsson y
Bjork, 1977; Hanson y Overstreet, 1981; Ragni ef al., 1985).

El estudio de la morfologia se ha visto generalmente afectado por numerosos

factores, como son la forma de realizar la extension y tipo de tincion empleada, la
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zona del portaobjeto que se lee al microscopio, los criterios que se siguen y la
subjetividad del propio observador. La OMS (WHO, 1980) desde que publico el
primer manual basado en el sistema de clasificacion de MacLeod (1970), ha
intentado estandarizar e interpretar la morfologia, publicando nuevas versiones del
mismo.

Por otro lado, desde 1988 el grupo de Tygerberg, (Sud-Africa) ha publicado
varios estudios utilizando criterios mas estrictos que los de la OMS (Kruger ef al,
1988a).

Actualmente, para valorar 1a morfologia en un estudio basico se pueden seguir
los dos criterios: el recomendado por la OMS (WHO, 1999), o el denominado
criterio estricto de Kruger (Kruger et al, 1988a; Menkveld et al., 1990; Menkveld et
a., 1991), cuyas diferencias estdn basadas, principalmente en la definicién del
espermatozoide normal o de las diversas anomalias morfoldgicas. Para cada uno de
ellos, se ha establecido un limite por debajo del cual se considera una muestra como
patolégica (15 % segun los criterios de la OMS para tratamientos de FIV y del 14 %
segin el criterio estricto) (Tabla 1). Cuando se considera el criterio estricto, dentro
del grupo de anormales se diferencian dos subgrupos: los que tienen de un 5-14 % de
formas anormales que son considerados de buen pronoéstico, y aquellos con un 4 % o
menos que son considerados de pobre prondstico (Kruger et al., 1988a).

En todos caso, para valorar la morfologia se utilizan diversas tinciones entre las
que cabe destacar: Diff-Quik, Hemacolor, Giemsa y Papanicolau, se recomienda
contar un minimo de 200 espermatozoides por frotis y 2 frotis, en la medida de lo

posible, para obtener resultados fiables.
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Tabla 1. Morfologia espermatica. Criterios de Tygerberg y de la OMS.

Criterios OMS 1992 OMS 1999
estrictos
FORMA Regular ovalada | Ovalada Qvalada
Bien definido
ra - 0, 4 3
ACROSOMA 2110-170%b del érea t;O l’IOA)bdel irea 40-70% del 4rea
CABEZA e la cabeza e la cabeza de la cabeza
LONGITUD (L) | 5-6 um 4-5,5 um 4-5 um
ANCHURA (A) |2,5-3,5 um 2,5-3,5 um 2,5-3,5 um
1,5 la longitud de | Uniforme, recta|1,5 la longitud
LONGITUD (L) la cabeza y no ensanchada, | de la cabeza
PIEZA ANCHURA (A) | <1 um con un angulo de | <] ym
INTERMEDIA . 90° entre el ej .
(P1) Delgada, unida longi(:lrxldienaT ec_;: Delgada, unida
FORMA axti)almente a la cabeza y plano axti)almente ala
cabeza. de insercion. cabeza.
Recto,
Longin g s | DSl | e, i
FLAGELO 45 pm, uniforme y sin restos | Pl, desenrollado
y desenrollada. . . _
citoplasmaticos. |y de 45 um de
longitud.
R.estos . <1/2 del érea de|<I1/3 del area de | <1/2 del 4rea de
citoplasmaticos
la cabeza la cabeza la cabeza
de la PI
Formas con Se consideran | Se  consideran | Se consideran
valores
O anormales. anormales. anormales.
limitantes.
Porcentaje de >14 % de formas | >30 % de formas | >15% en casos
normalidad normales normales de FIV

1.6.5.1. Alteraciones morfologicas

Algunas de las morfoanomalias de los espermatozoides son de origen genético,

es el caso de la globozoospermia, patologia que impide la formacion de las

estructuras acrosomales de la cabeza del espermatozoide (Check et al., 1993); y la

presencia de espermatozoides acéfalos o con uniones anormales entre la cabeza y el

cuello, como consecuencia de alteraciones en la espermiogénesis. Chemes et al.

(1999) indicaron su posible origen genético por el fenotipo caracteristico de la

patologia y por su incidencia entre varones de la misma familia. Previamente, otros
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autores ya habian descrito este tipo de alteracién en la especie humana y en otras
especies animales (Bloom y Birch, 1970; Chemes et al., 1987; Baccetti et al., 1989).
Baccetti ef al. (2002) demostraron que la teratozoospermia severa era concomitante
con patologias androlégicas tales como el varicocele, criptorquidia e infecciones
seminales, y observaron que la mayoria de las alteraciones genéticas estaban
relacionadas con problemas de consanguinidad. Muchas de ellas conllevan a
esterilidad masculina y parecen ser debidas a mutaciones autosdmicas recesivas:
“sindrome de deficiencia de los brazos de dineina” (Edwards et al., 1989; Walter et
al., 1990), “sindrome del flagelo atrofiado” (Chemes et al., 1998), “cabeza redonda”
(Check et al., 1993), “miniacrosoma” (Baccetti et al., 1991) y “acéfalos” (Chemes et
al., 1999). Estas alteraciones afectan a organulos del flagelo, a la conexion entre la
cabeza y la pieza intermediajl, vaina de fibras, tibulos del axonema,, fibras accesorias
y estructuras acrosomales. Como consecuencia, los espermatozoides son inmdviles o
muestran una movilidad alterada. En otras ocasiones, las alteraciones morfolégicas
son consecuencia de distintas situaciones patolégicas como la prostatitis (Leib et al.,
1994; Pironcheva et al., 1998) e hiperprolactinemia (Laszczynska et al., 1992.), asi
como por el efecto negativo de algunos agentes externos: exposicion a rayos X
(Chatterjee et al., 1994), plomo ambiental (Kaur y Prashad, 1994), 2,4-
diclorofenoxacético (Garabrant y Philbert, 2002) y en general, a todos compuestos
toxicos para el sistema reproductor.

La morfologia de los espermatozoides es valorada de forma rutinaria en los
laboratorios de Andrologia por su importancia en el diagnostico de infertilidad
masculina, siendo cada dia mas estrictos los criterios que se utilizan para su
evaluacion.

Las morfoanomalias se pueden clasificar en diversas categorias:

- Forma o tamaiio de la cabeza: grande, pequeiia, alargada, piriforme, redonda,
amorfa, vacuolada, de alfiler y dobles cabezas.

- Defectos del cuello o pieza intermedia: incluye ausencia de flagelos,

angulados, gruesos y vacuolados.
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- Defectos del flagelo: cortos, muitiples, rotos, angulados, en horquilla y
enrollados.

Ademas se incluyen todas las posibles combinaciones(OMS, 1999)

¢ d) e) f)
Figura 5, Espermatozoides humanos: a) Cabeza anormal: tamaio pequeio y
ausencia de acrosoma, forma tipicamente redonda; b) Cabeza anormal: elongacién
severa del area postacrosomal; ¢) Cabeza ligeramente anormal, cuello/pieza
anormales, cola enrollada; d) Espermatozoide izquierdo: cabeza anormal, region
postacrosomal posterior alargada. Espermatozoide derecho, cabeza normal, aunque
lateral izquierdo del area postacrosomal ligeramente aplanado; €) Cabeza anormal,

acrosoma pequeiio; f) Espermatozoide normal.

Los espermatozoides morfoldégicamente anormales, a menudo presentan
multiples defectos. Para informar de este tipo de alteraciones sin priorizar las de la
cabeza sobre las de la pieza intermedia, ni éstas sobre las del flagelo. durante los
ultimos afios se viene empleando el indice de teratozoospermia que se define como:
¢l nimero de anomalias dividido por el namero de espermatozoides anormales. Este

indice se utiliza como predictor de 1a funcion espermatica in vivo e in vitro.
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1.7. LIMITACIONES DEL ESPERMIOGRAMA

La técnica convencional utilizada para la realizacion del espermiograma se halla
sujeta a distintos grados de imprecision. Como se ha indicado, determinacién de la
concentracion espermatica, porcentaje de méviles y proporcion de formas normales
representan los principales parametros del analisis. Los prondsticos basados en estos
analisis son importantes para ofrecer un valor de probabilidad, sin embargo, no
constituyen un veredicto definitivo.

El espermiograma esta sujeto a una serie de limitaciones:

- La correcta realizacion de estos analisis requiere tiempo, y un intensivo y
laborioso trabajo, tras un periodo de aprendizaje largo.

- Como consecuencia, la valoracion de la fertilidad masculina se basa en la
evaluacién subjetiva y sesgada de los técnicos. La determinacion de la movilidad y
morfologia son especialmente susceptibles al error humano. Ademas, el analisis
detallado de las caracteristicas de movilidad como la velocidad, linealidad, y
desplazamiento lateral de la cabeza son imposible de evaluar mediante observacion
al microscopio. Lo mismo se puede decir de las caracteristicas morfométricas delos
espermatozoides.

- Por otra parte, uno de los principales problemas del espermiograma es su
dificil repetitividad. Al igual que la movilidad, la clasificacion morfoldgica esté
sujeta a una considerable variabilidad. La evaluacion morfolégica es dificilmente
reproducible entre laboratorios. Por ello, es de gran importancia introducir controles
de calidad sistematicos del analisis seminal para incrementar la fiabilidad de los
resultados y reducir los errores intra e interobservadores inherentes a los métodos de
medida visual. Davis et al. (1995) encontraron en los andlisis morfoldgicos
coeficientes de variacion entre observadores del 32 al 65 % dependiendo de la
clasificacion utilizada. Marnet ef al. (2000) observaron al comparar el método
convencional con el computarizado que la variabilidad del anilisis morfologico
intraobservadores era escasa para ambos; mientras que la variabilidad entre

observadores, incluso dentro del mismo laboratorio, era considerablemente mas
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elevada mediante el método convencional que mediante el método computarizado
(coeficiente de variacién: 0.43 vs. 0.08, respectivamente). Esto dificulta la
interpretacion de los resultados y limita su relevancia clinica.

- Por ultimo, hay una falta de criterios universales. Se conocen, al menos, tres
clasificaciones diferentes de normalidad lo que deriva en diversos puntos de corte
respecto de qué considerar normal: 14 % para Kruger ef al. (1988a), 15 % para la
OMS (WHO, 1999) y 40 % para Jouannet ef al. (1988). La evaluacién morfologica
mediante estos métodos es indirecta y se estd obteniendo simplemente un indicador
morfolégico o un indice de probabilidad de que una determinada muestra sea o no
capaz de fecundar. Es mas, la morfologia se evalia independientemente de la calidad
y cantidad de movilidad, vitalidad, y del resto de procesos fisiologicos implicados en
la interaccidn entre gametos, como sucede durante la fecundacién en condiciones
naturales. A pesar de estos hechos, hoy en dia se reconoce ampliamente que la
morfologia espermatica es la caracteristica seminal de mayor relevancia en la
valoracion de la capacidad de fecundacion, y mas concretamente con la capacidad de

fecundacidén en casos de FIV e IA.

1.8. SISTEMAS COMPUTARIZADOS DE ANALISIS

En los altimos aiios, se ha coincidido en que las caracteristicas anormales de los
espermatozoides desempefian un papel en quizds un 30-40% de los casos de
esterilidad en las parejas. Como se ha constatado, el estudio de la movilidad y
morfologia de los espermatozoides y sus efectos sobre la esterilidad es un proceso
terriblemente lento y laborioso. Los avances en los conocimientos cientificos se han
producido muy lentamente, debido en parte al método manual de evaluar visualmente
los espermatozoides, susceptible de un elevado grado de subjetividad e imprecision.
Por tanto, no sorprende, que estas medidas visuales hayan sido predictores mediocres
de la fertilidad, que ofrecian una descripcion general de la movilidad espermética
pero cuya exactitud y precision estaban limitadas por las condiciones del sistema de

medida y por la destreza del observador. En todo caso, este método todavia es
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utilizado por la mayoria de los laboratorios, aunque hay que ser conscientes de que,
debido a su elevada subjetividad, puede presentar resultados dispares para una misma
muestra entre laboratorios e incluso entre distintos observadores de un mismo
laboratorio (Cooper et al., 1992; 1999; 2002).

Al constatar la amplia variabilidad en estas evaluaciones manuales de los
espermatozoides, se empez6 a investigar formas de automatizar el proceso de anélisis
espermatico mediante sistemas informaticos. Las medidas objetivas de la movilidad
empezaron a determinarse mediante métodos directos e indirectos. Los métodos
directos implicaban el uso de la cine- o video-micrografia y visualizaban las células
espermiticas individuales, grabando su movilidad; mientras que los indirectos, como
la espectrofotometria o velocimetro laser-Doppler (Jouannet et al., 1977), estimaban
la velocidad media de desplazamiento del espermatozoide midiendo alguna de las
propiedades dpticas de la suspension espermatica.

La micrografia de exposicion continua es un método con mas de 50 afios de
antigiiedad (Rothschild, 1949) y fue utilizado por Janick y MacLeod (1970),
Overstreet et al. (1979) y Milligan et al. (1980) para medir las caracteristicas de
movilidad de los espermatozoides humanos. Una variacion de la video-micrografia
de exposicion es la “fotomicrografia de exposicion muitiple” en la cual la
iluminacion es estroboscopica (Makler, 1978). Con esta técnica las trayectorias
espermaticas aparecen como cadenas de exposiciones individuales y es posible
obtener el porcentaje exacto de movilidad, velocidad media individual (expresada en
micras por segundo), frecuencia de distribucion de la velocidad del espermatozoide,
y concentracién espermatica. En la década de los 70, el carrete o rollo original de
pelicula fotografica fue reemplazado por los sistemas estandarizados de video
cassette consiguiéndose una mejor grabacion y resolucién optica. Inicialmente, las
cintas de video se analizaban de forma manual, pero pronto se introdujo el uso de
digitalizadores electronicos controlados manualmente (Neil y Olds-Clarke, 1987,
Mortimer et al., 1988a). El desarrollo de la tecnologia de digitalizacion de la imagen

de video inevitablemente llevé a su aplicacion en el andlisis de la movilidad
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espermatica (Liu y Warme, 1977; Katz y Overstreet, 1981). La introduccion de los
sistemas semiautomaticos (Schmassmann et al., 1979; Jagoe et al., 1986; Moruzzi et
al. 1988) y automaticos denominados genéricamente CASA (Computer-Assisted
Sperm Analysis) (Katz et al., 1982; Davis y Katz, 1989), permitié generar medidas
rapidas y seguras de las caracteristicas de movilidad de los espermatozoides. Los
primeros analizadores que surgieron fueron el Cell Soft Semen Analyzer y el
Hamilton Thorn Motility Analyzer. El sistema Cell Soft identifica los
espermatozoides por su tamafio y luminosidad, mientras que el Hamilton Thorn por
su movilidad, de modo que la adquisicion de iméagenes sucesivas proporciona las
posiciones puntuales de los espermatozoides a distintos tiempos y la unién de estos
puntos origina trayectorias rectilineas que definen el movimiento espermatico. Desde
entonces, se ha publicado multitud de articulos que han incidido en los beneficios de
estas técnicas. Muchos de ellos han subrayado el valor que tienen estos sistemas a la
hora de conseguir una mayor precision y objetividad en la evaluacion del semen
tanto en humano como en otras especies (Mortimer ef al., 1988a; Mortimer et al.,
1988b; Davis ef al., 1989, Davis et al., 1992; Macleod ef al., 1994; Pérez-Sanchez et
al., 1994; Paston et al., 1994). Con ayuda de estos sistemas, estamos empezando a
acumular datos de las relaciones entre la movilidad espermatica y su competencia
funcional. Sin embargo, tanto el hardware como el software para la identificacion y
rastreo de los espermatozoides individuales y para el analisis de las caracteristicas del
movimiento difieren entre los sistemas comercialmente disponibles. Cuando la
concentracion espermatica es muy elevada, muchos de estos sistemas tienen
dificultad para distinguir los espermatozoides de otras células no espermaticas, asi
como de discriminar trayectorias cruzadas. Estos problemas pueden reducirse por
dilucién de las muestras seminales con diluyentes que no alteren las caracteristicas de
movilidad espermatica (Vantman er al., 1988; Farrel et al., 1996; Maxwell et al.,
1999).

La utilizacion de la movilidad espermatica como herramienta de diagnéstico ha

hecho posible el desarrollo de los sistemas de digitalizacion de iméagenes y su
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aplicacion para el seguimiento de puntos e imagenes sucesivas, proporcionando una
informacién mas objetiva y detallada de las trayectorias espermaticas. Estos sistemas
han automatizado y simplificado el proceso y nos permiten obtener medidas
individuales del movimiento de cada espermatozoide.

Los sistemas automaticos de medicion de la imagen en general y el Sperm Class
Arzalyzer® (SCA®) en particular son sistemas basados en la captura sucesiva de
imagenes que provienen de un microscopio, su digitalizacin, la identificacion de las
células espermaticas que contiene la primera imagen, el seguimiento de estas células
en imagenes sucesivas, el establecimiento de trayectorias y, finalmente, la exposicion
de los resultados. Estos resultados reflejan una serie de medidas derivadas del
analisis del desplazamiento en dos planos de la cabeza espermética a través del
tiempo. Los principales pardmetros que se evalian son: VSL (velocidad rectilinea),
VCL (velocidad curvilinea), VAP (velocidad de la trayectoria media), ALH
(amplitud desplazamiento lateral de la cabeza), STR (rectitud), LIN (linealidad),
WOB (oscilacion) y BCF (frecuencia de batida) (Figura 6).

Trayectoria real . ALH

Trayectoria media

Figura 6. Parametros del movimiento espermatico (VCL, VSL, VAP) calculados a

partir de la trayectoria descrita por los espermatozoides.
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Cuando el analisis se hace en condiciones 6ptimas, las medidas detalladas de la
movilidad proporcionan informacion muy til sobre la integridad general de la
membrana del espermatozoide, del axonema y de este modo proporciona
informacién predictiva sobre la funcion espermética. Sin embargo, la exactitud de los
valores obtenidos esta limitada por factores técnicos y biolégicos. El resultado del
analisis depende de: las condiciones en que se realizan las medidas (temperatura,
volumen, tipo de camara etc.), el estado en que se encuentra la poblacion de
espermatozoides (muestras en fresco o capacitadas, concentracion de la poblacion,
diluyente utilizado etc.) y de los sistemas de medidas (6ptica empleada, tipo de
iluminacién, calibracién del instrumento, aumentos utilizados etc.) Por ello es
necesario conocer en todo momento las condiciones del anélisis y reevaluar los
resultados en caso que estos no sean los esperados. Si bien, la buena repetitividad de
las medidas comporta una considerable fiabilidad de las mismas.

Estos sistemas deben de utilizarse con rigor para asegurar que las medidas
obtenidas no sean erréneas y reflejen las caracteristicas de movilidad reales de la
poblacién que se estd analizando (Burkman, 1991). Las medidas realizadas por cada
sistema, deben adaptarse a las condiciones de cada laboratorio y estandarizarse de
acuerdo a los criterios adoptados por cada equipo de trabajo. Utilizando diferentes
sistemas CASA, pueden obtenerse diferentes resultados del anélisis de una unica
muestra de semen. Cada uno de ellos puede reconstruir trayectorias diferentes, o
utilizar distintos métodos para la localizacion e identificacion de espermatozoides,
asi como diferentes algoritmos para la reconstruccion de las caracteristicas de
movimiento. En todo caso, se ha comprobado que la correlacion obtenida entre los
resultados de diversos sistemas CASA es muy significativa (Davis ef al., 1992; Davis
y Katz, 1992, Holt et al., 1994; Suzuki et al., 2002).

Algunos sistemas CASA, ademas de un componente de soffware para evaluar la
movilidad ha incorporado un médulo de software capaz de determinar la morfologia
espermatica (Pérez-Sanchez er al., 1994; Pérez-Sanchez et al., 1998; Steigerwald y

Krause, 1998; Soler er al., 2000). Utilizando este médulo, las muestras, previamente
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fijadas y tefiidas pueden ser analizadas individualmente para determinar
caracteristicas morfométricas. Los pardmetros obtenidos hacen referencia al tamafio
de 1a cabeza: area, perimetro, longitud y anchura, otras estin relacionadas con su
forma y con la proporcion de la misma que pertenece al acrosoma. Incluso, alguno de
ellos ofrecen informacidn sobre la pieza intermedia: 4rea y anchura, asi como datos
referentes a la insercion de la pieza intermedia en el nucleo, como son la distancia y
el angulo de la insercion.

Estos sistemas también pueden clasificar los espermatozoides en categorias
morfolégicas como normales y anormales, y proporcionar informacién sobre
defectos en la cabeza, acrosoma y pieza intermedia.

El estudio de la caracterizacion de las diferentes formas espermaticas, y su
relacion con la fertilidad son, actualmente, uno de los puntos clave en el anilisis del
semen. En la especie humana, la morfologia espermitica es uno de los parametros
que presenta una mayor correlacion con la tasa de fecundacion (Kruger et al., 1988b)
pero el alto grado de subjetividad de la evaluacién morfologica tradicional, ha
mermado su potencial en el prondstico de la infertilidad (Davis and Gravance, 1994).
Este hecho influyd en el desarrollo de estos sistemas CASA, por algunos llamados
ASMA (Automatic Semen Morphology Analysis) o CASMA (Computer Automatic
Semen Morphology Analysis), como medida para reducir la variabilidad existente en
el analisis espermatico. Algunos autores han postulado que la morfologia tiene un
valor mas limitado a la hora de determinar la tasa fecundacion (Bartoov et al., 1993),
sin embargo estas conclusiones varian segin la técnica de tincién, protocolos de
preparacion de las muestras seminales, y los sistemas de clasificacion morfoldgica
(Kruger et al., 1986; Menkveld et al., 1990). Con estos sistemas se capturan las
imagenes de los espermatozoides de una muestra seminal, tefiida previamente. Estas
imagenes son procesadas por el sofivare del ordenador, calculando los parametros
métricos de la cabeza espermatica, pieza intermedia y acrosoma. Estos parametros
permiten la clasificacion de los espermatozoides segin su forma y tamaiio. Con estos

sistemas se han localizado sutiles diferencias entre muestras, tanto en la especie
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humana como en otras especies animales (Gravance y Davis, 1995; Pérez-Sanchez et
al., 1998; Sancho et al., 1998; Gago et al., 2000). Esto lleva a pensar que dentro de
una poblacién de espermatozoides normales, pueden existir diferentes
subpoblaciones con diferente capacidad fecundante. La utilizacion de los sistemas
CASA nos permite identificar y separar estas subpoblaciones, ya que el anilisis
seminal gana en precision y objetividad (Gravance y Davis, 1995).

Por tanto, al igual que al analizar los parametros de movilidad espermatica,
cuando se trata de valorar los parametros morfométricos se deben capturar iméagenes
de los espermatozoides que al realizar el andlisis, no nos conduzcan a error al
considerar como parte del espermatozoide artefactos de la tincion.

1.9. SIGNIFICADO CLINICO DEL ESPERMIOGRAMA

La concentracion, el porcentaje de espermatozoides moéviles y la proporcion de
formas morfoldgicamente normales son caracteristicas relevantes en el proceso de
fecundacion natural o en la eleccion de técnicas de reproduccion asistida (IA, FIV e
ICSI). El espermiograma nos ofrece una informacion clinica de gran valor si se
estudian cautelosamente sus datos. En el estudio de la pareja estéril, el analisis de
semen es una de las pruebas bisicas para la elaboracion de un diagnodstico en
reproduccion; sin embargo, no hay un consenso sobre la validez de las distintas
pruebas utilizadas en andrologia en cuanto a la prediccion de la fertilidad masculina.

El analisis del seminograma permite una rapida evaluacion inicial de la calidad
espermatica, de gran ayuda en la prediccion del potencial de fertilidad del varon, asi
como las posibles causas de la infertilidad.

La morfologia y movilidad son factores importantes en relacion con la
capacidad del espermatozoide de atravesar la barrera vaginal (Fredicsson y Bjork,
1977) y fecundar al ovocito. Sin embargo, no estd igualmente claro su valor
prondstico en reproduccion asistida (Kruger, 1988b; Hinting et al., 1990; Barlow et

al., 1991; Svalander et al., 1996, Karabinus y Gelety, 1997; Yavetz et al., 2001).
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Como se ha visto, la movilidad espermética es un requisito fundamental para
fecundar al ovocito. Sin embargo, en reproduccion asistida el concepto de movilidad
varia dependiendo de la técnica utilizada. Para que este concepto sea vilido, se debe
de hablar de espermatozoides capacitados, ya que los patrones de movilidad
espermatica varian tras capacitacion (Serres et al 1984), y se pueden encontrar
eyaculados normales con cifras de recuperacion de espermatozoides méviles muy
bajas (REM) y viceversa.

En IA, el nimero minimo méas o menos estandarizado que se requiere para
inseminar es de 5 x 10° espermatozoides moviles (con movilidad a+b) por mililitro,
ya que por debajo de estas cifras el porcentaje de gestacion baja considerablemente
(Aribarg y Sukcharoen, 1995; Bollendorf et al., 1996; Hauser et al., 2001; Van
Voorhis et al., 2001).

En FIV, la concentraciéon de espermatozoides necesarios es inferior y oscila
entre 2-3 x 10° espermatozoides méviles por mililitro, por debajo de estas cifras la
tasa de gestacion disminuye de forma significativa, habiéndose constatado la relacion
que existe entre los pardmetros cinéticos y los resultados de FIV (Rosenborg ef al.,
1990; Liu et al., 1991; Duncan et al., 1993; Grow et al., 1994; Bollendorf et al.,
1996; Donnelly et al., 1998; Repping, 2002). Sin embargo, cuando se habla de
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), parece que no es apenas
necesaria la movilidad espermdtica y sélo se requiere para saber que el
espermatozoide que vamos a seleccionar estd vivo. Hasta hace relativamente poco
tiempo, no estaba muy claro si la movilidad de los espermatozoides microinyectados
podia afectar a la tasa de fecundacién y embarazo tras la ICSI (Nagy et al., 1998a;
Nagy er al., 1988b). Recientemente, se publicd un trabajo en el que se demostraba
una clara relacion entre la movilidad del espermatozoide microinyectado y la tasa de
fecundacion. Van den Bergh et al. (1998) demostraron un mayor porcentaje de
fecundacion (84 % vs. 68 %) tras ICSI con los espermatozoides de mayor velocidad
rectilinea (VSL) (Van den Bergh et al., 1998). Aqui la movilidad espermatica se

revela como uno de los parametros principales implicados en la capacidad
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fecundante, ya que la ausencia de movilidad, incluso la movilidad alterada, esta
asociada en numerosas ocasiones con otro tipo de alteraciones como los defectos en
el DNA (Kao et al., 1995; Kao et al., 1998; St John et al., 2001).

Por otra parte, la morfologia espermética si parece ser un claro predictor de la
fecundacion natural (Bartoov ef al., 1993, 1994), IA (Berkovitz et al., 1999), y FIV
convencional (Kruger et al., 1988a; Mashiach et al,, 1992). Ademas hay varios
trabajos que hablan sobre la disminucion de las tasas de fecundacidn, implantacién y
embarazo en casos de teratozoospermia (Tasdemir et al., 1997), globozoospermia
(Liu et al., 1995; Bourne ef al., 1995; Trokoudes et al., 1995), y megalozoospermia
(Kahraman et al., 1999), asi como, una disminucién en el numero de embriones que
se desarrollan hasta el estadio de blastocisto (Miller y Smith, 2001; Plachot et al.,
2002). Sin embargo, otros autores concluyen que no parece haber un efecto
significativo de la infertilidad masculina severa sobre la implantacién y el embarazo,
tras ICSI. Aunque, no ignoran la posibilidad de que determinadas aberraciones
espermaticas especificas puedan ejercer un efecto negativo sobre la embriogénesis y
sobre el potencial de implantacioén in vivo o tras técnicas de reproduccion asistida
(Oehninger et al., 1998).

Hay que destacar dos revisiones de la literatura sobre este tema. La primera en
FIV realizada por Coetzee ef al. (1998) donde tras revisar 216 articulos, llegaron a la
conclusion que la morfologia segiin los criterios estrictos de Kruger, es una buena
herramienta para predecir la tasa de fecundacién pero no de embarazos en un
programa de FIV; y la segunda revision realizada en IA por Van Waart ef al. (2001)
sobre 421 articulos en la que se concluy6é que la morfologia espermatica evaluada
con criterios estrictos se relaciona con la tasa de embarazo.

Con la aparicion de la ICSI, se dejo de dar a la morfologia espermatica la
importancia que tenia hasta entonces, ya que esta técnica parecia solucionar los
problemas de infertilidad masculina. Muchos autores coinciden al considerar que no
existe una clara relacion entre la morfologia espermatica y el éxito tras ICSI

(Mansour et al., 1995; Nagy et al., 1995; Svalander et al., 1996; Kiipker et al., 1998;
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Oehninger et al., 1998). Es evidente, que con la ICSI se superan las barreras del
tracto reproductor femenino y las envolturas que rodean al ovocito y que de forma
natural, sélo los espermatozoides morfolégicamente normales son capaces de
atravesar con ¢xito (Nikolettos et al., 1999). Ademas, mediante esta técnica se
seleccionan los mejores espermatozoides, descartandose aquellos que son
morfolégicamente muy anormales, por lo que se supone que se debe incrementar la
tasa de fecundacion, implantacion y embarazo (Battaglia et al., 1997; Kahraman et
al., 1999; Osawa et al., 1999). No obstante el uso de sistemas computarizados para
valorar la morfometria espermatica ha puesto de manifiesto que el prondstico de las
muestras depende de los valores obtenidos. Al respecto se ha comprobado que las
muestras que contienen espermatozoides de menor tamafio, siempre dentro de la
normalidad, presentan mayor probabilidad de éxito tras FIV (Soler et al., 2000).

Con gran frecuencia se ha relacionado una morfologia anormal con una mala
movilidad del espermatozoide (Katz er al., 1982; Bonduelle et al., 2002),
demostrandose su importancia en la fecundacion y en la calidad de los embriones
resultantes (Parinaud er al., 1993). De modo, que su anormalidad es, en ocasiones,
reflejo de la carga genética con la que estan dotados, lo que con frecuencia deriva en
fallos de fecundacion e implantacion (Sun et al., 1997).

No cabe duda de que muchos aspectos de la funcion espermatica dependen de la
calidad de movimiento y caracteristicas morfologicas, y este hecho ejerce un efecto
directo sobre el resultado de fertilidad, pero hay que reconocer que el interés reside
en el aspecto clinico, en poder diferenciar, en base a las caracteristicas cinéticas y
morfométricas, qué eyaculados son capaces de fecundar y cuales no.

Los sistemas CASA nos pueden ayudar a interpretar el significado de los
parametros de los eyaculados y sémenes capacitados, ofreciéndonos una orientacion

de caracter predictivo de la fertilidad (Larsen et al., 2000).
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1.10. NUEVAS POSIBILIDADES DE LOS SISTEMAS CASA

Las nuevas tecnologias de analisis de imagen estan permitiendo el estudio de las
caracteristicas y las funciones de los espermatozoides individuales de un mismo
eyaculado, dejando clara su enorme heterogeneidad. El analisis automatizado se esta
utilizando para identificar diferentes subpoblaciones morfolégicamente diferentes de
espermatozoides en y entre eyaculados de mamiferos (Davis y Gravance, 1994,
Thuston et al., 1999). La morfologia espermitica es un reflejo de la
espermatogénesis y una herramienta potencialmente valorable para medir las
variaciones celulares que influyen en el éxito de la fecundacion (Barratt ef al., 1995).
Thurson et al. (2001) demostraron en verraco la variacién interindividual en la
criopreservacion seminal y su origen genético. La diferencia genética entre los
individuos puede estar unida a la criosupervivencia y ofrecer una nueva
aproximacion para estudiar la criobiologia espermatica. Los espermatozoides se
muestran sensibles al rapido descenso de la temperatura, esta sensibilidad varia entre
individuos y puede proporcionar una explicacion a la variacion de la calidad seminal
tras descongelacion. Estudios bioquimicos y biofisicos de la membrana plasmatica
han proporcionado alguna explicacion para la variacion entre especies, en las cuales
el grado de sensibilidad al enfriamiento se cree que estéd unido a la funcion de la
membrana (Watson y Morris, 1987) y se ha correlacionado con el contenido de
colesterol y fosfolipidos de la misma (Darin-Bennett y White, 1977). Se ha sugerido
que la variacion de la calidad seminal tras descongelacion es el resultado de la
utilizacién de protocolos de criopreservacion inadecuados; sin embargo, las
modificaciones en las condiciones de criopreservacion mejoran la calidad seminal
solamente en algunos individuos (Parkinson y Whitfield, 1987). Medrano Hernandez
(1998) observé en verraco que aquellos cuyas muestras criopreservaban “bien”, se
veian menos afectados por procesos de criopreservacion inadecuados, recuperandose
sémenes con buena calidad tras descongelacion; que aquellos cuyas muestras
criopreservaban “mal” y tenian mala tolerancia a procesos de criopreservacion

inadecuados. Las modificaciones de las condiciones de criopreservacion fueron
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Introduccion

efectivas solamente en algunos individuos, proporcionando evidencias del efecto
genético sobre la criopreservacion seminal.

El anilisis automatizado se puede utilizar para detectar pequefias diferencias
entre subpoblaciones espermdticas en eyaculado de verraco (Thurson ef al.,2001).
Las dimensiones del espermatozoide de verraco morfologicamente “normal” no
muestran diferencias significativas entre eyaculados o entre individuos (Thurston,
1999). Unas medidas mas claras de la morfologia se obtuvieron por aplicacién de los
descriptores de forma de Fournier para definir la estructura detallada de la cabeza del
espermatozoide, y se observaron subpoblaciones de espermatozoides con ligeras
diferencias en la forma de la cabeza, en el mismo eyaculado.

La correlacién entre la forma de la cabeza en el eyaculado fresco y la
recuperacion espermatica tras descongelacion, nos proporciona informacion sobre la
funcién de las subpoblaciones espermaticas. La variabilidad en la proporcion de cada
subpoblacion del eyaculado entre verracos, puede explicar porque ciertos verracos
tienen muestras seminales mas susceptibles a la criopreservacion que otros. La
aplicacion de las técnicas de analisis de Fournier a los datos resultantes del analisis
permite identificar espermatozoides con diferencias adaptativas, tales como el
incremento de la capacidad fecundante y la resistencia a la criopreservacion,

promoviendo el analisis morfolégico como (til herramienta diagndstica.
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1.11. OBJETIVOS

Los objetivos del presente estudio fueron los siguientes:

Objetivo principal:

- Se pretende validar el uso del Sperm Class Analyzer® en el laboratorio
clinico humano, asi como abordar un andlisis integrado de los diversos
parametros cinematicos y morfométricos de los espermatozoides aportados

por el sistema.

Objetivos generales:

- Definir las condiciones dptimas de trabajo para el analisis cinematico de las
muestras: aumento, dilucién y contraste de fases.

- Analizar la correlacién entre las determinaciones subjetivas y objetivas.

- Analizar la correlacion entre los pardmetros cinemaéticos.

- Reducir las variables cinematicas a sus componentes principales.

- Analizar la correlacion entre los parametros morfométricos.

- Reducir las variables morfométricas a sus componentes principales.

- Analizar la integracion de las variables cinematicas y morfométricas.

- Analizar los parametros cinematicos entre grupos de diagndstico.

- Analizar los pardmetros morfométricos entre grupos de diagndstico.

- Analizar las componentes principales cinematicas y morfométricas entre

grupos de diagnostico.
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2.1. DONANTES

Se utilizaron muestras seminales pertenecientes a 63 donantes voluntarios, en su
mayor parte estudiantes de la Universitat de Valencia, excluyéndose aquellos
voluntarios que estuvieron sometidos a algin tipo de tratamiento y padecian o
hubieron padecido algin tipo de enfermedad que afectara al aparato reproductor.
Tras la exclusion de 7 de los donantes, el grupo quedé reducido a 56 individuos, cuya
edad oscilo entre 19-38 afios (23,98+3,69). Las muestras fueron recogidas por
masturbacidon en un recipiente de plastico segun las indicaciones de la OMS. El
estimulo erdtico se estandarizo proporcionando material grafico. El periodo de
tiempo transcurrido entre la recogida de la muestra y su valoracién fue inferior a una
hora. Se midié el volumen y se dejé licuar en un incubador (Lab-line, Instruments,
Inc., Melrose Park, IL, USA) en atm6§fera de CO, al 5 %, a 37°C durante 30 minutos

o hasta licuefaccion.

2.2. ANALISIS SUBJETIVO

2.2. 1. Determinacién manual de la concentracién espcrmatica

2.2.1.1. Hemocitometro

La determinacion de la concentracién se realiz6 mediante recuento con un
hemocitometro (Camara Neubauer mejorada. Brand, Alemania) (Figura 7).

En primer lugar, se calculd la dilucion que se debia utilizar para realizar el
recuento. Para ello, se depositaron 10 pl de semen sobre un portaobjeto, se cubrieron
con un cubreobjetos de 24 x 24 mm y se contd el nimero de espermatozoides por
campo microscopico con el objetivo de 40x. El medio utilizado para hacer las
diluciones consistio en 50g Na HCO;, 10 ml de formalina al 35 % (v/v), y
completado hasta 1000 ml con agua destilada (Tabla 2).
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Camara Neubauer

Detalle de 1a cuadricula

Ll

[

po b 1
p————t i

3 mm

Figura 7. Camara Neubauer mejorada

54



SR Do

Material y Métodos

Tabla 2. Diluciones del semen fresco para determinacion de concentracién en un
hemocitometro (camara Neubauer mejorada)

N° espermatozoides /campo (40x) Dilucién Semen (ul) dil;: Z(ii(’l)ﬁ ((ifll)
10-20 1:10 20 180
>20 . 1:20 20 380
>50 1:50 20 980
>100 1:100 10 990

La muestra diluida, se mezcl6 homogéneamente utilizando un vértex, y con ella
se cargaron por capilaridad las dos camaras del hemocitometro, dejandose
sedimentar durante 5 minutos en una caimara hiumeda antes de realizarse el recuento.

El recuento se realizé en un microscopjo Olympus BH-2 de contraste de fases
(Olympus, Tokio, Japdén) (este microscopio se utilizd para todo el trabajo). El
microscopio estaba equipado con un condensador de contraste de fases, objetivos de
10x, 20x y 40x (tanto de contraste positivo como negativo) y uno de 100x de campo
claro (plan acromatico). Observando con el objetivo de 40x, se cont6 el nimero de
espermatozoides morfoldgicamente maduros y con flagelo en un 4rea de | mm?
distribuidos en 16 cuadrados intermedios de la camara, dispuestos en las 4 diagonales
de la misma.

El calculo final se realizo segun la siguiente expresion:

Volumen en | mm?=1 mm®x 0,1 mm (profundidad de la camara) = 0,1 mm’ = 107 ml

Concentracion (espermatozoides/ml) = n° de espermatozoides en 1 mm? x 1/dilucién x 10*

2.2.1.2. Camara Makler
Se depositaron 5 pl de suspension espermética, fijada segiin lo anteriormente
expuesto, en una camara Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) disefiada

inicialmente para recuento y movilidad espermatica (Makler, 1980) (Figura 8). La
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caracteristica fundamental de esta camara es tener una profundidad de sélo 10 um, en
lugar de los 100 um del hemocitémetro, lo que permite que los espermatozoides sean
observados en un unico plano focal, moviéndose horizontalmente de forma libre y
sin fricciones con la superficie de la camara, si bien el volumen sobre el que se
realiza el recuento era 10 veces inferior, lo que lleva a problemas de muestreo en el
recuento como ha indicado la OMS (WHO, 1999).

El cubrecamara circular tiene en su centro una rejilla subdividida en 10 cuadros

de 0,1 x 0,1 mm.

Camara Makler

Sul de muestra

!
: Imm
i

Detalle de la

cuadricula

Figura 8. Camara Makler

Con el mismo microscopio utilizado anteriormente, pero con el objetivo de 20x,
se realizo el recuento. Se contd el nimero de espermatozoides en los 10 cuadrados de

una fila o columna de la rejilla. Este nimero represent6 su concentracién en millones
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por mililitro. El recuento se repitié dos veces mas para determinar el valor medio y
reducir los errores. En el caso de muestras oligozoospérmicas, se contd el nimero de
espermatozoides en la totalidad del area de la rejilla. En esta ocasién, al valor
obtenido se le afiadieron 5 ceros y el resultado también se expresé en millones por

mililitro

2.2.2. Analisis manual de la movilidad espermatica

Se utilizé una camara Makler, previamente precalentada a 37 + 0,1 °C en una
placa calefactora Plactronic (Plactronic 1000W, 6157100, P-Selecta. Barcelona,
Espafia), para evitar cambios de temperatura que pudieran afectar a la movilidad
espermatica. Se depositaron sobre la camara 5 pl de la suspensién espermatica en
fresco y se contd en el microscopio de contraste de fases (un total de 200 células),
valorindose el porcentaje to‘tal de espermatozoides mdviles y el porcentaje de

espermatozoides con movilidad grado (a+b), grado ¢ y grado d (Tabla 3).

Tabla 3. Tipos de movilidad espermatica segun los criterios de la OMS (1999)

Clasificacion Tipo de movilidad Velocidad
Clase a Excelente (velocidad alta con trayectoria rectilinea) i;gﬁ ':nlj: : ;gog
Clase b Moderada' gvelomdad media con trayectoria poco o 5> X <25 ums
nada rectilinea)

Clase ¢ No progresiva (mpwmnento del espermatozoide sin < Sums
apenas desplazamiento)

Clase d Ausencia de movilidad. 0 pm/s

"25um son aproximadamente la longitud de 5 cabezas o la mitad de la longitud del flagelo
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2.2.3. Analisis manual de la morfologia espermatica

A partir de 5 pl de cada muestra (56 donantes), se realizaron los frotis y se
dejaron secar al aire durante 30 minutos, extreméandose las precauciones durante su
realizacidn para no producir alteraciones fisicas en los espermatozoides. Para ello, se
utilizé un portaobjetos esmerilado y con los cantos pulidos, con una inclinacién
aproximada de 30° y aplicando una ligera presion durante el arrastre de la suspension
espermatica. Tras una hora de secado, se tifieron con el Kit Hemacolor (Merk,
Darmstadt, Alemania, Cat. No.11661), que consta de un fijador (metanol al 50% con
agua) y dos colorantes (Pérez-Sénchez et al., 1994; Gago et al., 1998). El protocolo
de tincién es el siguiente: 5 inmersiones en el fijador, 7 inmersiones en el primer
colorante y 6 en el segundo colorante (cada inmersién, tanto para el fijador como
para los colorantes, fue inferior a un segundo). Los frotis se dejaron secar durante 30-
60 minutos, se aclararon con xileno durante unos segundos y se montaron de forma
permanente con Eukkit (O.Kindler GMBH&Co., Freiburg, Alemania). Se observaron
en el microscopio 6ptico con el objetivo de inmersion 100x, contandose 200 células
que se clasificaron en normales y anormales, distinguiendo entre estas tltimas las
seis clases que relacionan los defectos de cabeza, pieza intermedia y cola (segiin los

criterios de la OMS, 1999).

2.3. ANALISIS COMPUTARIZADO

Los analisis computarizados, se realizaron utilizando el sofiware del SCA®
(Sperm Class Analyzer V5.1, Microptic, S.L., Barcelona, Espaiia). La generacion de
la imagen se realizo a través de una camara de video de blanco y negro Sony CCD
AVC-D7CE (Sony Corporation, Tokio, Japén) con un ocular fotografico interpuesto
de 3.3x, conectado al microscopio Olympus BH-2, equipado con una platina
atemperada a 37°C y un ordenador PC (Pentium [V), visualizindose las imagenes en
un monitor auxiliar en color de alta resolucién Sony Trinitron PVM-1443MD. Sobre
el foco de luz se colocd un filtro verde (IF 550, Olympus, Tokio, Japon) para

aumentar el contraste en grises de la imagen. La digitalizacion se realizé6 mediante
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una tarjeta Matrox Meteorll, de 512x512x8 bits (Matrox Electronic Systems Ltd.,
Québec, Canadd) y 256 niveles de gris. La resolucion final de las imagenes fue de
0,083 wm/pixel en los ejes horizontal y vertical (al trabajar con el objetivo de 100x)

(Figura 9).
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Figura 9. Fotografia del sistema utilizado

2.3.1. Analisis cinematico

2.3.1.1. Método seguido y procesado de las imdgenes

Tras la licuefaccién de las muestras, se depositaron 5ul de la suspension
espermatica en una camara Makler, previamente precalentada (segun se ha descrito
anteriormente). La camara se coloco sobre la platina del microscopio (37°C) para

comenzar la captura de las imagenes.

Se estandariz6 las condiciones de iluminacion y la posicién del condensador
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para cada proceso de captura, con el fin de facilitar la posterior binarizacién manual
de las imagenes.

Dado el elevado tiempo de analisis se procedié a la grabacion de los campos
necesarios para cada muestra los dias de recogida, evitando la captura de aquellos
que presentaron suciedad u otros problemas similares.

Tras realizar unas valoraciones previas en las condiciones de trabajo, se
establecié el set up mas adecuado (Tabla 4) a cada caso. Para el procesado de la
muestra se seleccioné la opcién “particulas” del programa para limpiar las pequefias
particulas que pudieran existir en la imagen. En segundo lugar se seleccioné la
opcion del sistema que analizaba los “multicruces”, es decir, todas las trayectorias
cruzadas que existian y por dltimo, la opcién “conectividad” cuando las muestras se
capturaron con el objetivo de 20x, tanto en positivo como en negativo. Con este
proceso se pretendié evitar la rotura de las trayectorias.

La seleccién manual del nivel de gris correspondiente a los espermatozoides, se
realiz sobre la primera imagen de cada secuencia. El mismo nivel se aplicd
automaticamente al resto. Ello implica seleccionar un rango amplio con el fin de
evitar pérdidas de trayectorias debidas a cambios de intensidad en las sucesivas
iméagenes de la secuencia. Una vez terminado el proceso de anélisis, el sofivare del
sistema efectud automaticamente la deteccién de cruces, los calculos de la
informacion de cada serie y la del conjunto de todas para el calculo de las medias y
del informe del caso analizado.

La trayectoria de cada espermatozoide fue detectada automaticamente por el
software del sistema. A continuacion, se visualizé el conjunto de trayectorias
analizadas por cada campo, mediante la funcion de control. Cuando las trayectorias
descritas por el ordenador parecian erroneas, se procedi6 a la visualizacién de la
trayectoria individual de los espermatozoides implicados. Con esta opcidn, se
visualizaron las trayectorias correspondientes a las velocidades lineal, curvilinea y
media del espermatozoide seleccionado. De este modo, aquellos espermatozoides

que no se trataron correctamente, fueron eliminados. (Figura 10).
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Tabla 4. Set up del sistema utilizado

Parametros

Frames/segundo: imégenes capturadas por
segundo.

Numero de Frames: iméagenes grabadas.
Volumen del eyaculado (ml)

Dilucién: relacion entre volumen inicial y
volumen de diluyente utilizado por 100.
Limite LVV (um/s): velocidad maxima
que presenta un espermatozoide lento.
Limite MVV (um/s): velocidad méxima de
un espermatozoide medio, por encima es
considerado rapido

STR minimo (%): valor utilizado para
definir los espermatozoides que ademas de
rapidos son considerados progresivos.
Frames minimo (ALH): niimero minimo
de imagenes para que sea calculado el
desplazamiento lateral de la cabeza.
Contraste de fases utilizado por el
microscopio al grabar las iméagenes.
Aumentos

25

25

80

Positivo (PH)
Negativo (NH)
10x/20x

Por altimo, sobre las imégenes binarias, el programa realizd los calculos y

proporciond los parametros cinematicos. Para los calculos referentes a los parametros

cinematicos, se filtr6 la base de datos obtenidos para eliminar trayectorias con menos

de siete segmentos y se almacenaron en el ordenador para su posterior tratamiento

estadistico.

Los parametros del movimiento espermaético calculados a partir de la trayectoria

descrita por los espermatozoides fueron los siguientes (Figura 11).

a partir de los puntos que determinan la VCL.

VCL Velocidad curvilinea (um/s): se obtiene a partir de la union de los
puntos donde se localiza el centroide de la cabeza del espermatozoide en
cada frame durante el tiempo de adquisicidn de la imagen.

VSL Velocidad rectilinea (um/s): se obtiene a partir de la union entre el
primer y el ultimo punto durante el tiempo de adquisicion de la imagen.

VAP Velocidad de la trayectoria media (um/s): se obtiene por extrapolacién
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LIN Linealidad= (VSL/VCL)x100: indica la rectitud de la trayectoria
curvilinea.

STR Rectitud= (VSL/VAP)x100: indica la rectitud de la trayectoria media.
WOB Oscilacion= (VAP/VCL)x100: es una medida de la oscilacion de la
trayectoria curvilinea respecto de la trayectoria media.

ALH Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um): indica la
amplitud del desplazamiento de la cabeza del espermatozoide respecto de la
trayectoria media (Davis y col., 1981)

BCF Frecuencia de batido (Hz): indica el nimero de veces que la cabeza

cruza la trayectoria media.

Figura 10. Aspecto de una pantalla con todas las trayectorias analizadas
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Figura 11. Se representan las trayectorias correspondientes a las tres velocidades

calculadas, en azul oscuro la VCL, en verde la VSL y en azul claro la VAP

2.3.2. Analisis morfométrico

2.3.2.1. Método seguido y procesado de las imdgenes

A partir de 5 pl de cada muestra (56 donantes), se realizaron los frotis que se
tifieron con el Kit Hemacolor (segin se ha descrito anteriormente), y se montaron
permanentemente con Eukkit. A continuacion, se observaron en el microscopio
optico y con el objetivo de inmersion 100x.

El analisis de las caracteristicas morfométricas (cabeza y pieza intermedia) de
los espermatozoides se realizo utilizando el soffware del moédulo de morfometria del
analizador de semen SCA®.

En primer lugar se especificaron los parametros de configuracion que se deseaba
utilizar en la sesion. Estos parametros tienen unos valores por defecto, que se cargan

en la primera ejecucion de la aplicacién, y que se guardan por el programa, de forma
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que pulsando el botén “configuracién”, por defecto estos valores vuelven cargarse
automaticamente. Hay varias subventanas en las que podemos encontrar diferentes
opciones de las que dispone la aplicacion para cada parametro y con las cuales se
puede trabajar. Antes de comenzar la captura, seleccionamos la especie, los
aumentos, la tincion utilizada, las opciones de anilisis y el método de clasificacion

(Tabla 5).

Tabla 5. Configuracion del sistema

Configuracion
Especie Humano
Aumento 100x
Tincién Hemacolor
Opciones de analisis Acrosoma y pieza
intermedia
Cuadro de captura:
Tamaiio X: 100
Tamafio Y: 100
Factor para analisis: 25
Espermatozoides/sesion: 200

Tras la localizacion del 4area del frotis donde la concentracion de
espermatozoides resultaba adecuada para su analisis (hay que evitar zonas con
espermatozoides superpuestos o extremadamente sucias), y con el enfoque situado en
el plano ecuatorial de la cabeza de los espermatozoides, se procedié a la adquisicion
de la imagen. Este proceso se repitié hasta capturar 200 células. La deteccién de la
silueta de cada cabeza y pieza intermedia (PI) fue obtenida de forma automatica por
el software del sistema. En este punto, el programa presenta la silueta detectada,
superpuesta sobre la imagen de gris original, permitiendo al observador la

comprobacion de la exactitud en la deteccion del perfil de la cabeza y pieza
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intermedia; y en caso negativo, el reanalisis automatico modificando el “factor

analisis” y la eliminacion de aquellas no correctamente tratadas (Figura 12).

@ Senon Mofo' . C:\Rlancs\Adolescentes anah:sdor\ 14

Paxa chienes tuda ks F1

Finmcio] SGoridAC Neiscape | dtamCards- Tus Posal | dyLambhu-Roncoe | 54 1] Mol |[Tdscronorte LR B ASY 6%

Figura 12. Imagen de la pantalla del médulo de morfologia

A continuacion, sobre las imagenes binarias, el programa realizé los calculos y
proporciond cinco parametros de tamafio de la cabeza: area (um?), perimetro (um),
longitud (um), anchura (um) y porcenta)e de acrosoma; cuatro de forma de la cabeza:
elipticidad, rugosidad, elongamon y reg,u]arldad dos parametros de tamaiio de la
pieza intermedia: anchura y 4rea, y dos de inserci6n: la distancia y angulo entre los
ejes mayores de la cabeza-pieza intermedia (Figura 13). Los datos obtenidos se

guardaron como ficheros Excel para su posterior analisis.
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CABEZA

Acrosoma (%)

=:.;x';ea.(A)-‘

Anchura (w)ig

™™ Perimetro (P)

Elipticidad: L/A
Rugosidad: 4nS/P?
Elongacién: (L-A)/(L+A)
Regularidad: tLA/4S

Pieza Intermedia

Figura 13. Esquema representativo de los parametros calculados

2.4. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

2.4.1. Definicion de las condiciones de trabajo en ¢l analisis cinematico

De las 56 muestras recogidas, 10 se utilizaron para definir las condiciones de

~ trabajo del SCA®, estableciéndose el set up mas adecuado: contraste de fase,

aumentos y dilucion de las muestras. Tras la licuefaccion, un alicuota de cada una de
las 10 muestras se centrifugd en una centrifuga Heraeus (Biofuge Pico, Heraeus.
Osterode, Alemania) con el fin de obtener plasma seminal con el que realizar las
diluciones homologas. Las muestras se diluyeron con su propio plasma seminal (50
%), para evitar modificaciones en sus caracteristicas fisico-quimicas que pudiesen
afectar a los parametros de movilidad (Wetzels y col,, 1993). Los analisis se

realizaron con el software del médulo de movilidad del analizador SCA®, a partir de
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semen fresco y diluido, con contraste de fases positivo y negativo, y con los objetivos
de 10x y 20x.

De las 10 muestras seleccionadas al azar, una de ellas se excluy6 por problemas
de visualizacién de una de las imagenes grabadas. La edad de los 9 voluntarios
restantes estuvo comprendida entre 19-36 afios (23,89+5,06).

Se analiz6 la posible influencia de las variables metodoldgicas consideradas en
el porcentaje de trayectorias erroneas, asi como respecto de los parametros
cinematicos (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH y BCF) entre si. Por otra
parte, se valoré la correlacion entre las determinaciones subjetivas y las objetivas de

la concentracidn y del porcentaje de moéviles progresivos (a+b) y totales (a+b+c).

2.4.2. Estudio cinematico global

De acuerdo con los resultados previos, se eligidé como condicion de trabajo:
contraste de fases negativo, objetivo de 20x y muestra sin diluir. Se procedié al
analisis cinematico con el SCA® de 56 las muestras seminales, segin se ha descrito
anteriormente.

Se realiz6 un estudio previo de correlacién entre la concentracion subjetiva
determinada con las camaras Neubauer y Makler.

Seguidamente, se analiz6 la correlacion entre las determinaciones subjetivas y .
las objetivas de concentracion (con la cdmara Neubauer), y porcentaje de moviles
progresivos y totales (con la camara Makler)

A continuacion, se hizo un estudio de correlacién entre las diversas variables
aportadas por el sistema SCA® Tras lo cual, se analizo la correlacion entre los
parametros cinemdticos, y las determinaciones objetivas de concentracion y
porcentaje de méviles progresivos y totales.

Finalmente, se procedié a la reduccién de los parametros cinematicos a sus
componentes principales, con el fin de tratar de establecer pardmetros matematicos

de maxima capacidad de explicacién de las muestras en estudio.
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2.4.3. Estudio morfométrico global

Se procedi6 al analisis morfométrico con el SCA® de las 56 muestras, segfin se
ha descrito anteriormente. En primer lugar, se analizé la correlacion entre las
determinaciones subjetivas y las objetivas (formas normales, defecto de cabeza,
defecto de pieza intermedia, y defecto de cabeza + pieza intermedia)

Después, se estudi6 la correlacion entre las diversas variables morfométricas
aportadas por el sistema SCA®. A continuacion, se hizo un andlisis de correlacion
entre parametros morfométricos, y determinaciones objetivas de concentracién y
porcentaje de mdviles progresivos y totales.

Por ultimo, se procedi6 a la reduccion de los pardmetros morfométricos a sus

componentes principales.

2.4.4. Integracion de las variables cinematicas y morfométricas
Se analizé la correlacion entre los parametros cinematicos y morfométricos

aportados por el SCA®, y se estudié su reduccion a sus componentes principales.

2.4.5. Analisis por grupos de diagnéstico

Las 56 muestras se dividieron en cinco grupos segiin los criterios de la OMS
(1999) en: normozoospérmicos (N), teratozoospérmicos (T), oligozoospérmicos (O),
teratoastenospérmicos (TA) y teratoastenooligozoospérmicos (TAO). Diferenciamos
diagnésticol, cuando consideramos teratozoospérmicos los individuos con menos de
un 135 % de espermatozoides con morfologia normal (criterios de la OMS, 1999); y
diagnéstico 2, cuando consideramos teratozoospérmicos los individuos con menos de
un 30 % de espermatozoides con morfologia normal (criterios de la OMS, 1992). Los

grupos quedaron del siguiente modo (Tabla 6).
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Tabla 6. Grupos de estudio y niimero de individuos por grupo segun diagnéstico

N T (0] TA TAO
Diagnéstico 1 26 15 2 8 5
Diagnostico 2 10 31 2 8 5

Diagnéstico 1 (£15% formas normales, segin la OMS, 1999)
Diagnéstico 2 (<30% formas normales, segin la OMS, 1992)

2.4.5.1. Andlisis cinemdtico y morfométrico por grupos de diagndstico

Para los dos diagnésticos se procedid segun lo descrito anteriormente. Primero,
se valoré las diferencias de los parametros cinematicos y morfométricos entre los
distintos grupos de diagnéstico. Lo mismo, se hizo con las componentes principales
de cinética y morfologia, para finalizar con el anélisis integrado en componentes

principales globales.

2.4.6. Analisis estadistico

Previamente a la realizacién de los calculos estadisticos se comprobd la
normalidad de las funciones de distribucién para cada uno de los conjuntos de datos,
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianzas mediante
el test de Levene.

Para comparar entre grupos y cuando las variables siguieron una distribucion
normal, se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) (p<0,05) seguido por el test
HSD de Tukey para comparaciones miltiples. Cuando las variables no siguieron una
distribucién normal, se realizé el test no paramétrico H de Kruskal-Wallis.

Para ver el grado de correlacién entre variables, se utilizé la correlacion
bivariada de Pearson. Dado que, en algunas ocasiones, el nimero de correlaciones
analizadas era alto, se realizo el test de ajuste de Bonferroni, que consistié en dividir

el valor de significacién por el namero de correlaciones. En nuestro caso, cuando
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comparamos los parametros cinematicos entre si fue: 0,05/28=0,0018; los parimetros
cinematicos con la concentracién y el porcentaje de moéviles: 0,05/24=0,002; los
parametros morfométricos entre si: 0,05/78=0,0006; los parametros morfométricos
con la concentracion y el porcentaje de moviles: 0,05/39: 0,0013; y por ultimo los
parametros cinematicos con los morfométricos: 0,05/104 =0,0005. Estos valores se
consideraron como los limites para el establecimiento del nivel de significacion en
las correlaciones; de este modo, confirmamos que las diferencias estadisticas entre
los parametros no eran al azar.

Por Gltimo, se calcularon y analizaron las componentes principales, con el fin de
reducir el nimero de variables y definir factores o componentes que explicaran la
mayor parte de la varianza total. Se evalud la matriz de componentes, calculada a
partir de las variables cinematicas y morfométricas y, después de la extraccion inicial
de dichas componentes, los factores ortogonales fueron rotados utilizando el criterio
Varimax. La interpretacion de los resultados se basé en el andlisis de los factores
dominantes y en el porcentaje total de la varianza explicativa. Ademads, se realizé un
analisis de la varianza para estudiar las diferencias de las componentes principales
entre los diferentes grupos de diagndstico.

Todos los calculos estadisticos se realizaron con la version 11,0 del programa

SPSS para Windows (SPSS® Inc. 1989-2001).
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3.1. DEFINICION DE LAS CONDICIONES DE TRABAJO PARA EL
ANALISIS CINEMATICO

3.1.1. Caracteristicas de la poblacién segiin el anilisis subjetivo

Se utilizaron 9 muestras seminales para definir las condiciones del analisis

cinematico. El andlisis subjetivo de esta poblacion se define en 1a Tabla 7.

Tabla 7. Valoracion subjetiva de la concentracion y la movilidad
de la muestra utilizada (n=9).

Caso Concelztraci()n % Moviles % Moéviles
(10°/ml) (atb) (at+b+c)
1 68 67 72
2. 81 70 74
3 150 75 78
4 168 65 70
5 65 52 58
6 85 67 69
7 74 60 67
8 88 72 77
9 120 63 66

MediatDE 99,89+37,38 65,67+6,86 70,11+6,15

Cv 37,42 10,45 8,77

DE: desviacion estiandar; CV: coeficiente de variacion.

3.1.2. Estudio de las diferencias entre las condiciones de analisis
En primer lugar, se tratd de determinar las condiciones mas adecuadas de

adquisicion de imédgenes. Para ello, las capturas se realizaron a partir de semen fresco
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diluido y sin diluir, con contraste de fase positivo y negativo y con los objetivos de
10x y 20x.

Inicialmente se procedié a la comparacion de los resultados aportados por el
SCA® para concentracién, porcentaje de méviles (at+b) y (at+b+c) y porcentaje de
trayectorias erroneas en las diferentes condiciones de trabajo (Tabla 8).

Se observé diferencias significativas en la concentracion y el en porcentaje de
espermatozoides con movilidad progresiva (a+b) entre contraste de fase positivo y
negativo, en muestras sin diluir, con el objetivo de 10x; la concentracidn, el
porcentaje de méviles progresivos y moviles totales también mostraron diferencias
entre contrastes a 10x en muestras diluidas (Tabla 8).

El porcentaje de moviles totales (a+b+c) fue diferente entre contrastes de fase a
20x en muestras tanto diluidas como sin diluir (Tabla 8); y el porcentaje de moéviles
progresivos (a+b) mostrd diferencias entre contrastes de fase cuando las muestras se
analizaron diluidas a 20x (Tabla 8).

Solamente se observd diferencias significativas entre muestras diluidas y sin
diluir cuando comparamos el porcentaje de espermatozoides moviles progresivos y
totales, en contraste de fases negativo y a 20x (Tabla 8).

A continuacion, se observo la trayectoria individual de los espermatozoides de
cada serie. Cuando las trayectorias descritas por el ordenador fueron erréneas, se
elimind aquellos espermatozoides que no se trataron correctamente, calculandose el
porcentaje de trayectorias erroneas en cada una de las 8 condiciones de analisis.

Se encontraron diferencias en el porcentaje de trayectorias erroneas entre
contrastes, en muestras sin diluir con los objetivos de 10x y 20x, observandose mas
trayectorias erroneas en positivo que en negativo; y entre aumentos, en muestras sin
diluir y en negativo, siendo en estas condiciones mayor el nimero de trayectorias

erréneas a 10x (Tabla 8).
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Tabla 8. Valoracién objetiva de la concentracion y porcentajes de movilidad y de

trayectorias erroneas para las diferentes condiciones de analisis

10x 20x

Positivo Negativo Positivo Negativo

disllunir 55,22425,074™ 130,39+63,14  115,97+69,95 163,03+55,04
Concentracion

Diluido 70,60+37,18"™ 123,71+47,14  123,79+54,07 156,92+53,52

. Sin 67 6041577 75,0619,71  75,52+15.72 69,48+12,70°
Moviles diluir
(ath) . . A
Diluido 77,58+17,64 68,7919,19  70,03+14,00* 56,16+12,06
. Sin gy 541528 76,8548.87  88.92+7.30% 73,97£11,657
Moviles diluir
(a+b+c) . A A
Diluido 88,11+12,18*  70,16£9,83  81,39£10,14* 60,65+12,73
] Sin - 20149,75* 42943 307 11,48+12,76*  0,98+0,82
Trayectorias diluir
erroneas
Diluido 14,28+13,87 807488 9,11£9,98  2,95+4.85

Los valores se indican como la mediatdesviacion estindar. La concentracion sc expresa en millones de
espermatozoides/ml, la movilidad y las trayectorias erréneas en porcentajes.

&MY diferencias significativas (P<0,05) en el contraste, aumento y dilucién utilizados, respectivamente,
Las diferencias se representan con letras mayusculas cuando P<0,01 (Kruskal-Wallis).

En cuanto a los pardmetros cinemdticos se procedié de forma equivalente.
Todos los parametros mostraron diferencias significativas entre diferentes contrastes
de fase cuando las muestras se analizaron sin diluir y a 10x (Tabla 9).

La VCL, LIN, WOP y ALH fueron diferentes cuando el analisis se realizoé con
los objetivos de 10x y 20x, sin diluir y en positivo. También, las tres velocidades
(VSL, VCL y VAP) y ALH mostraron diferencias entre aumentos cuando el analisis

se realiz6 sobre muestras sin diluir pero con contraste de fase negativo (Tabla 9).
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Tabla 9. Parametros cinematicos para las distintas condiciones de anélisis.

10x 20x
Positivo Negativo Positivo Negativo
Sin diluir  60,08+6,87*"  66,87+4,24™ 50,70 £9,86  53,96+4,40
ver Diluido 64,85£11,39  64,09+13,99  58,17+10,70 57,0746,88
Sin diluir 12,3547,95%  36,27+4,74™  20,26+13,88° 2991+4,55
ver Diluido 24,16£16,01 34,95+ 924 26,18+1421  31,5246,17
Sin diluir 27,104£8,98"  44,02+4.43%  30,73£11,93 37,43+3,35
VAT Diluido 35,65£1326  41,1819,42 35,32+12,16  39,22+549
Sin diluir ~ 20,22+10,82%™  54,16+7,22 36,34+£19,84% 52,09+7,32
HN Diluido 35,19420,17°  54,39+6,19 42,78420,07 53,14+8,30
Sin diluir  46,57+11,37*  78,45+4,90 60,99+17,70°  75,35+4,67
SR Diluido 62,48+19,63°  79,9144,08 65,38+18,60  76,29+5,77
Sin diluir 41,0448 47*™  66,43+5,57 53,81+14,58% 65,30%5,55
WOB
Diluido 50,85+14,89%  66,17+4,53 59,36+13,87 66,45%5,89
Sin diluir 3,02+0,38*™  2,58+0,25M 2,30£0,46  2,02+0,21
ALH
Diluido 2,89+0,39" 2,4840,53 2,3940,57  2,20+0,46
Sin diluir 18,48£391*  13,750,86 16,02£3,19  14,09+0,64
o Diluido 16,47£3,30  17,09+12,05 14,83£1,95  13,3340,92

Los valores indican el valor medio obtenido a partir de la media dc cada individuo (n=9).

VCL, VSL, VAP y ALH se indican en pm/s, LIN, STR y WOB en porcentajes, y BCF en herzios.
*™ Indican diferencias significativas (p<0,05) en el contrastc y aumento utilizados, respectivamente.
Las diferencias se representan con letras maytsculas cuando p<0,01 (Kruskal-Wallis).

Los parametros relacionados con el tipo de desplazamiento lineal de los

espermatozoides (LIN, STR y WOP) fueron diferentes entre contraste de fase

positivo y negativo cuando los analisis se efectuaron con el objetivo de 10x, tras
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diluir las muestras. Los mismos parametros mostraron diferencias entre contrastes de
fase al analizar las muestras sin diluir y a 20x (Tabla 9).

La ALH fue diferente entre aumentos al analizar muestras diluidas en positivo
(Tabla 9).

Valorando todos estos resultados optamos por seleccionar la condicion: sin
diluir, con contraste de fase negativo y a 20x, ya que mostré menos diferencias frente
a las otras condiciones a nivel de velocidades, concentracion y porcentaje de mdviles.

Ademas el nimero de trayectorias erroneas era notablemente inferior.

3.1.3. Analisis de correlacion entre determinaciones objetivas y subjetivas

Se analizé la correlacion entre las determinaciones objetivas (SCA®) y las
subjetivas, observandose la presencia de correlacidn positiva entre la movilidad
progresiva (a+b) objetiva y subjetiva, tanto diluida (r = 0,789, p<0,05) como sin
diluir (r = 0,883, p<0,01) (Figura 14); y entre la movilidad total (atb+c) objetiva y
subjetiva, diluida (r = 0,734, p<0,05) y sin diluir (r = 0,794, p<0,05), siempre con
contraste de fase negativo y a 20x (Figura 15).

También mostré correlacion positiva la concentracion de espermatozoides
objetiva y subjetiva, al realizar el analisis en positivo, a 20x y con la muestra diluida
(r=0,720; p<0,05).

Cuando tratamos de ver el efecto de la concentracion y movilidad subjetiva y
objetiva sobre las trayectorias erroneas, se observé correlacion positiva del
porcentaje de trayectorias erroneas con la concentracion subjetiva, en positivo, a 10x
y sin diluir (r = 0,668; p<0,05). No encontramos correlacién en ninguna de las otras
condiciones de analisis entre las trayectorias erréneas y la concentracion y movilidad

objetiva y subjetiva.
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Figura 14. Correlacion entre porcentaje de espermatozoides con movilidad (a+b)
subjetiva y objetiva. a) Negativo, 20x y sin diluir. b) Negativo, 20x y diluido.
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Figura 15. Correlacién entre porcentaje de espermatozoides con movilidad (a+b+c)
subjetiva y objetiva. a) Negativo, 20x y sin diluir. b) Negativo, 20x y diluido.
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3.2. ESTUDIO CINEMATICO GLOBAL
Previamente, se analizé la correlaciéon entre la concentracién espermatica
determinada de forma subjetiva mediante la cimara de Neubauer y la cAmara Makler,

observandose una correlacion positiva entre ambas (r = 0,959) (Figura 16)

400 R?=0,9197
y = 1,04x-1,00
p<0,01

300

200

100 4

Concentracion subjetiva Makler (mill/ml)

0 100 200 300

Concentracion subjetiva Neubauer (milV/ml)

Figura 16. Correlacion de la concentracion de espermatozoides/ml entre la
camara de Neubauer y la camara Makler. El nimero de segmentos en cada
punto indica cuantos valores coincidieron.

3.2.1. Estadistica descriptiva

En primer lugar, se calculd la estadistica descriptiva de las valoraciones de
concentracion, movilidad subjetiva y objetiva (Tabla 10), asi como de los parametros
cinéticos (Tabla 11).

No se observaron diferencias significativas al comparar la concentracion
determinada con la camara Neubauer, Makler y SCA®. Tampoco se observaron

diferencias al comparar la movilidad subjetiva y objetiva.
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Tabla 11. Parametros cinéticos

VCL  VSL VAP LIN STR WOB ALH  BCF
Media 5670 30,73 3808 5219 7500 652l 2,24 13,49 .
Desviacibn 5543 1907 1844 2401 2335 1637 120 4,70
Estandar

Coeficiente 500 360 4872 4655 3130 2517 5373 34,80

Variacién

Miximo 82,92 48,77 57,71 73,13 84,10 77,07 3,37 15,18
Minimo 38,34 18,81 26,28 38,96 62,93 49,24 1,55 11,53
Curtosis 0,10 0,67 0,82 0,44 -0,10 0,71 0,36 -0,23
Asimetria 0,54 0,43 0,52 0,55 -0,35 -0,08 0,89 -0,22

Los valores de VCL, VSL, VAP y ALH se indican en pm/s, LIN, STR y WOB en porcentajes,
y BCF en herzios.

3.2.2. Anadlisis de correlacion entre determinaciones objetivas y subjetivas

Se calculd la correlacion entre las determinaciones objetivas (SCA®) y las
subjetivas (manual) de las 56 muestras. Se observé correlacion positiva altamente
significativa entre las determinaciones subjetivas y las objetivas en el porcentaje de
espermatozoides con movilidad progresiva (r=0,725; p=6,99x10™"") (Figura 17), el
porcentaje de moviles totales (r=0,656; p=3,64x10‘8) (Figura 18), asi como las
concentraciones subjetivas determinadas con la cdmara Neubauer y las objetivas
(r=0,493; p=1,13x10™) (Figura 19). Se obtuvo una mayor concentracion de células
espermaticas con el SCA® que mediante el método manual, probablemente debido a
que en las muestras muy sucias el SCA® contabilizé como espermatozoides algunas
particulas del plasma seminal, cuyo tamafio entraba dentro del rango correspondiente

a los mismos.
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90 R*=0,5263
y=0,52x+29,76
80 ¢ 4’ o p<0,()l
L

% Moviles subjetivos (a+b)

20 o
10 20 30 40 50 60 70 80 90

% Moviles objetivos (a+b)

Figura 17. Correlacion entre la movilidad (a+b) subjetiva y objetiva. El
niimero de segmentos en cada punto indica cuantos valores coincidieron.

90 R?=0,4308

y=0,47x+36,08
p<0,01

% Movilidad subjetiva (at+b+c)

20
20 30 4 50 6 70 8 9 100

% Movilidad objctiva (a+b+c)

Figura 18. Correlacion entre la movilidad (at+b+c) subjetiva y objetiva. El
nimero de segmentos en cada punto indica cuantos valores coincidieron.
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R%=0,2431
300 y = 0,65x+26,27
b p<0,01

Concentraci6n subjetiva (mill/ml)

0 100 200 300

Concentracion objetiva (mill/ml)

Figura 19. Correlacion entre la concentracion subjetiva determinada de
forma subjetiva con la camara Neubauer y la objetiva. El nimero de
segmentos en cada punto indica cuantos valores coincidieron.

3.2.3. Analisis de correlaciéon entre los parametros cinematicos.

Se estudi6 la correlacion entre los diversos parametros cinematicos mediante la
correlacion bivariada de Pearson. Dado que, el nimero de correlaciones analizadas
era muy elevado, se realizé el test de ajuste de Bonferroni.

Al aplicar el ajuste de correccion de Bonferroni, la finica variable que no mostré
correlacion con las demas fue BCF, mientras que VSL se correlaciond de forma
positiva con todas salvo con ALH y BCF. La LIN, STR y WOB estaban
inversamente correlacionadas con ALH, lo que confirmé un menor “cabeceo” de los

espermatozoides cuanto mas rectilineo es su desplazamiento (Tabla 12).
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Tabla 12. Correlacion entre los parametros cinematicos.

Parimetros VCL VSL VAP WOP LIN  STR ALH
VSL 0,66
VAP 083 095"
woP -0,12 0,462 0,26
LIN -0,20 0,55 033" 065
STR 0,07 0,50"" 025 084 067 °
ALH 0,78 0,18 044 056" 054" -0,52""
BCF 0,22 0,34 029  -0,14 0,25 0,08 0,07

Los valores indican el Coeficiente de Correlacion de Pearson (CCP).
*P<(),05; **P<0,01; ®tras Correccién de Bonferroni <0,0018.

3.2.4. Correlacion entre los parametros cinematicos, la concentracion y el

porcentaje de méviles calculados con el SCA®

Se realizé un estudio de correlacion bivariada de los parametros cinematicos con
la concentracion y el porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva (a+b)
y total (a+b+c). Como el nimero de correlaciones era alto, se realizo el test de ajuste
de Bonferroni (Tabla 13).

Se observd una correlacion positiva entre el porcentaje de espermatozoides
moviles progresivos y totales y VCL, VSL, VAP y ALH; y correlacion negativa de la
concentracion con STR, aunque esta correlacion dejo de ser significativa tras el

ajuste de Bonferroni (Tabla 13).
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Tabla 13. Correlacion de los parametros cinematicos con la concentracién y el
porcentaje de moviles por valoracion objetiva.

Parametros VCL VSL VAP WwWOP LIN STR ALHMED BCF

Concentracion .
(10 013 008 0,17 -021 -001 -0,29 0,16 021

o ili *$ *¥ ¥k %

% Movilidad ) goa 49" 55" 008 0,02 021 0417 0,16
(at+b) ’ .

% Movilidad ey 4y 4, g
@b 0497 0417 054 01l 001 021 04l 0,20

Los valores indican el Coeficiente de Correlacion de Pearson (CCP).
*P<(,05; ¥* P<0,01; ®tras Correccion de Bonferroni <0,002.

3.2.5. Reduccion de las variables cinematicas a sus componentes principales

El estudio cinematico se completé mediante la reduccion de las variables a sus
componentes principales, tratando de este modo de hallar componentes o factores
que sucesivamente explicaran la mayor parte de la varianza total.

Los parametros se agruparon en tres componentes principales con una varianza
total explicativa del 91,93 %. La primera representaba el 42,52 % del total de Ia
varianza, recayendo el peso mayor sobre WOB, STR y LIN, por tanto haciendo
referencia a las caracteristicas del movimiento de los espermatozoides (indices); la
segunda representaba el 36,74 % de la varianza, recayendo el peso sobre las variables
de velocidad: VCL, VSL y VAP (Velocidades); y la tercera con menor peso era la
que implicaba a la frecuencia de batida del flagelo (Frecuencia), y representaba el

12,67 % de la varianza (Tabla 14).
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Tabla 14. Matriz de las componentes principales (CP) para los
parametros cinematicos.

Parimetros indices Velocidades Frecuencia
VSL 0,51 0,82

VCL 0,96

VAP 0,94

WOP 0,93

LIN 0,85 0,33
STR 0,91

ALH -0,68 0,68

BCF 0,96
varianea 42,52 36,74 12,67

Sdlo se han incluido valores de correlacion mayores de 0,30.

3.3. ESTUDIO MORFOMETRICO GLOBAL

3.3.1. Estadistica descriptiva

En primer lugar, se calculé la estadistica descriptiva referida a los pardmetros
morfoldgicos (Tabla 15) y morfométricos (Tabla 16) subjetivos y objetivos.

A continuacién, se compararon los parametros morfolégicos subjetivos con los
objetivos, encontrandose diferencias significativas (P<0.01) uGnicamente en los

defectos de la pieza intermedia (Tabla 15).
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Tabla 15. Parametros morfolégicos subjetivos y objetivos

" % normales

% defecto

% defecto cabeza pieza intermedia

% defecto
cabeza + pieza intermedia

subjetivo objetivo subjetivo objetivo subjetivo objetivo subjetivo objetivo

Media 18,42 15,58 37,51 38,50 236 12,15 36,37 35,66
Desviacién 12,38 10,09 12,38 11,19 4,6 7.73 15,20 14,45
Estiandar ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Coeficiente ¢, 5, 64,76 27,67 36,86 63,72 63,62 41,79 40,52
Variacién ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ?
Miximo 48,50 41,50 60,00 99,30 20,00 33,90 77,00 83,00
Minimo 2,00 0,70 19,00 12,80 0,50 2,00 8,50 10,30
Curtosis 20,61 -0,10 -0,91 5,14 0,13 0,19 0.65 0,83

Asimetria 0,63 0,76 0,20 139 0,56 0,83 0,82 0,68
#p<0,01
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3.3.2. Anailisis de correlacion entre determinaciones objetivas y subjetivas

Se calculd la correlacion entre las determinaciones objetivas y las subjetivas de
las 56 muestras seminales.

Se observo correlacion positiva entre las determinaciones objetivas y subjetivas,
principalmente en cuanto al porcentaje de formas normales (=0,849; p=1,92x10""")
(Figura 20). También, existia correlacién entre los que presentaban defectos en la
cabeza y pieza intermedia (r=0,775; p=3,29x10"*); defectos en la cabeza (r=0,517;

p=4,46x 10”%) y defectos en la pieza intermedia (r = 0,438; p =7,30x10™).

R?=0,7202
y=1,04x+221
p<0,001

%
S
~~
<
B
3
g
=
2
7]
8
<
£
(]
Z
0 10 20 30 40 50

Normales (objetiva) (%o)

Figura 20. Correlacion entre porcentaje de formas normales determinadas de
forma subjetiva y objetiva. El nimero de segmentos en cada punto indica
cuantos valores coincidieron.
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3.3.3 Analisis de correlacion entre los parametros morfométricos.

Se estudié la correlacion entre los parimetros morfométricos mediante la
correlacion bivariada de Pearson. Como el niimero de correlaciones analizadas era
muy elevado, se aplicé la correccion del ajuste de Bonferroni (Tabla 17).

Se observo correlacién positiva tras la correccion de Bonferroni entre area (S), y
longitud (L) y anchura de la cabeza (A); entre perimetro (P) y longitud (L) y 4rea de
la cabeza (S); entre porcentaje de acrosoma (Acr), y longitud (L),-anchura (A), érea
(S) y perimetro de la cabeza (P); entre area (Y) y anchura (W) de la pieza intermedia;
entre angulo (c-f) y anchura (W) de la pieza intermedia; y entre distancia (c-f), y
anchura (W) y 4rea (S) de pieza intermedia y angulo (c-f). Finalmente, y como un
resultado anecdético, la correlacién observada fue negativa entre angulo (c-f) y
rugosidad (Tabl:«i 17).

También, se observo correlacion positiva (previamente a la correccion de
Bonferroni) entre elipticidad y longitud de la cabeza (L); entre rugosidad, y anchura
(A) y perimetro (P) de la cabeza; entre elongacion, y longitud de la cabeza (L) y
elipticidad; y por altimo entre regularidad y anchura de la cabeza (A). Por su parte, la
correlacion fue negativa entre elongacion y anchura de la cabeza (A); rugosidad y
longitud de la cabeza (L) y elipticidad; y finalmente entre elongacidn, y anchura de la

cabeza (A) y rugosidad (Tabla 17).
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Tabla 17. Correlacion entre los parametros morfométricos

CABEZA PIEZA INTERMEDIA
L A S P Acr  Elipticida  Rugosidad  Elongacion  Regularidad W Y A (c-f)
A 0,02
S 0,70  0,70""
s P 093" 035 o001
. Acr 046 045" 067" 61"
i Bipicidad  07)""* 072 001 040" 0.0
; Rugosidad 74" 064" 006 047" 003  .098""
Elongacién  72™* 070" 0,02 042 002 100" 097"
Regularidad 0,08 057" 037" 024 0,08 -0,34 0,20 034"
w 0,22 -0,15 0,04 0,18 -0,08 026 034" 0,25 -0,02
Y 0,22 -0,04 0,12 0,11 -0,11 0,19 -0,24 0,18 -0,02 0,79""
: A (c-D 027 031 006 024  -0,19 041" 050" 038" 0,07 060" 044"
D (c- 0.1 -0,06 0,01 045  -0,16 0,13 -0,23 0,09 0,14 064" 048" 079

Los parametros representan la longitud (L), anchura (A), 4rea (S), perimetro (P) y acrosoma (Acr) de la cabeza; clipticidad: L/A, rugosidad- 4nS/P2, elongacién:
(L-A)/(L+A), regularidad: LA/4S; anchura (W) y 4rea (Y) de la pieza intermedia; D (c-f): distancia entre los ejes mayores de la cabeza y pieza intermedia;
A (c-f): &ngulo entre los ejes mayores de la cabeza y pieza intermedia.

Los valores indican el Coeficiente de Correlacion de Pearson (CCP).

Resultados
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3.3.4. Correlacion entre los parametros morfométricos, la concentracién y
el porcentaje de méviles calculados con el SCA®

Se realiz6 un estudio de correlaciones entre los parametros morfométricos con la
concentracion y el porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva (atb) y
total (at+b+c). Como el niimero de correlaciones era alto, se realizo el test de ajuste
de Bonferroni (Tabla 18).

Se observé correlacion negativa tras la correccién de Benferroni entre el
porcentaje de moviles progresivos y totales con la anchura de la pieza intermedia
(W), el angulo [A (c-f)] y distancia [D (c-f)] entre los ejes mayores de la cabeza y
pieza intermedia (Tabla 18).



"
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Resultados

Tabla 18. Correlacion de los parametros morfométricos con la concentracién y el porcentaje de méviles objetivos.

CABEZA PIEZA INTERMEDIA

L A S P Acr Elipticidad  Rugosidad  Elongacién  Regularidad W Y A(c-) D (c-N)

Concentraciém 59 0,12 003 -0,06 -003 -0 0,20 0,13 0,01 014009 020 029"
(10mi)

Y ili *a > .

AN 010 026 o1z 00 009 025 ox’ 02 008 046" 035" 045”045

% Movilidad 011 024 0,10 -0,05 007 025 0,33’ 023 0,06 048’ 037" 045 0477
(a+btc)

Los parmetros representan la longitud (L), anchura (A), 4rea (S), perimetro (P)y acrosoma (Acr) de la cabeza,

elipticidad: L/A, rugosidad: 4nS/P2, elongacién

(L-AY (L+A), regularidad: n1.A/4S; anchura (W) y 4rea (Y) de pieza intermedia; D (c-f): distancia entre los ¢jes mayores de la cabeza y pieza intermedia (um);

A (c.f): angulo entre los ejes mayores de la cabeza y pieza intermedia (grados).
Los valores indican el Coeficiente de Correlacion de Pearson (CCP).

*P<0.05: **P<0.01: * tras Correccién de Bonferroni < 0.0013
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3.3.5. Reduccién de las variables morfométricas a sus componentes
principales

El estudio morfométrico se completé reduciendo las variables obtenidas a sus
componentes principales, con la finalidad de hallar componentes o factores que

explicaran la mayor parte de la varianza total (Tabla 19).

Tabla 19. Matriz de las componentes principales (CP).para
los pardmetros morfométricos

Parametros Formacabeza Tamaiio cabeza Pieza intermedia

L 0,60 0,78

A -0,79 059

S . 0,97

P 0,94

Acr 0,76

w 0,87
Y 0,78 '
A (c-f) 0,82
D (c-f) 0,87
Elipticidad 0,97

Rugosidad -0,92

Elongacion 0,98

Regularidad -0,49 0,39

Togela 37,91 26,57 18,64

Sélo se han incluido valores de corretaciéon mayores de 0,30

Al igual que en el caso de las variables cineméticas, la reduccion factorial de los
parametros morfométricos dio lugar a tres componentes que explicaban la mayor
parte de la varianza total (83,12 %). La primera componente explicaba el 37,91 % de
la varianza y el peso mayor recaia sobre los pardmetros de forma elipticidad,

rugosidad y elongacién; la segunda componente representaba el 26,57 % de la
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varianza y el peso recaia sobre los parametros del tamafio de la cabeza y la tercera
componente, el 18,64 % de la varianza, representaba los parametros relacionados con

la pieza intermedia del espermatozoide.

3.4INTEGRACION DE LAS VARIABLES CINEMATICAS Y
MORFOMETRICAS.

3.4.1. Anidlisis de correlacion entre los parametros cinematicos y
morfométricos.

A continuacion, se estudio la correlacion entre los parametros cinematicos y
morfométricos de las 56 muestras analizadas. Se utiliz6 la Correlacién de Pearson y
se calculd la Correccion de Bonferroni para confirmar que las diferencias estadisticas
entre las variables no eran al azar (Tabla 20).

Se observé correlacion negativa (p<0,01) de VCL con elongacidn, anchura (W)
y area (Y) de la pieza intermedia, dngulo [A (c-f)] y distancia [D (c-f)]; de VAP con
anchura (W) de la pieza intermedia; y de ALH con elipticidad, elongacién, anchura
(W) y area (S) de la pieza intermedia, y angulo [A (c-f)] y distancia [D (c-f)] entre
los ejes. Y correlacion positiva de ALH con rugosidad. Sin embargo, tras la
correccion de Bonferroni, sdlo se observo correlacion negativa de VCL y ALH con

anchura (W) y area (Y) de la pieza intermedia.
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3.4.2. Reduccion de los parametros cinematicos y morfométricos a sus
componentes principales

Para explicar la varianza total redujimos los parametros morfométricos y
cinematicos en conjunto, a sus componentes principales (Tabla 21). .

En la matriz se distinguieron cinco componentes principales: la primera de las
cuales representaba el 29,65% del total de la varianza, siendo los parametros con
mayor peso los referidos a de forma de la cabeza; la segunda representaba el 20,57%
de la varianza y los pardametros con mayor peso fueron los relativos al tamaiio de la
cabeza del espermatozoide; la tercera represent6 el 13,71% de la varianza, y en este
caso pesaron los parametros relacionados con las caracteristicas del movimiento del
espermatozoide (Indices); la cuarta componente represento el 12,47% de la varianza
e hizo referencia a la velocidad de los espermatozoides y la altima representé el
6,78% de la varianza, haciendo referencia a los parametros relacionados con la pieza
intermedia. En conjunto, las cinco componentes obtenidas representaron el 83,19%

de la varianza total (Tabla 21).
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Tabla 21. Matriz de las componentes principales (CP) de los parametros
cinematicos y morfométricos

Parametros Forma  Tamaiio indices Velocidades | Pieza .
cabeza cabeza intermedia
VSL 0,614 0,712
VCL 0,909
VAP 0,372 0,824
worp 0,859
LIN 0,878
STR 0,878
ALH -0,577 0,671
BCF -0,363
L 0,640 0,738
- A -0,753 0,626
S 0,971
P 0,322 0,921
Acr 0,760
w -0,438 0,718
Y -0,433 0,602
A (c-f) 0,345 0,807
D (c-f) 0,856
Elipticidad 0,975
Rugosidad -0,940
Elongacion 0,976
Regularidad -0,374 0,391 0,331 0,400
V/;r‘::'::a 2065 2057 13,71 12,44 6,78

Sélo sc han incluido valores de correlacion mayores de 0,30
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3.5. ANALISIS CINEMATICO POR GRUPOS DE DIAGNOSTICO

Las 56 muestras se dividieron en cinco grupos de diagnéstico, de acuerdo a la
valoracién subjetiva siguiendo los criterios de la OMS (WHO, 1999):
normozoospérmicos (N), teratozoospérmicos (T), oligozoospérmicos (O),
teratoastenozoospérmicos (TA) y teratoastenooligozoospérmicos (TAQO). No se
observaron muestras con ninguno de los diagndsticos restantes. Por otra parte, se
diferenci6 un diagnéstico 1, cuando se consideré como teratozoospérmicos a los
individuos que presentaron menos de un 15% de espermatozoides con morfologia
normal (criterios morfolégicos de la OMS, 1999); y diagnéstico 2, cuando la
teratozoospermia se refirié a individuos con menos de un 30% de espermatozoides

con morfologia normal (criterios morfologicos de la OMS, 1992).

3.5.1. Diferencias de los parimetros cinemdticos entre grupos de
diagnéstico.

Se calculé la estadistica descriptiva de los parametros cinematicos: medias y
desviaciones tipicas (Tablas 22 y 23) para los cinco diagndsticos.

Para el “Diagnéstico 17, se encontrd diferencias significativas entre el grupo Ny
el TAO en las tres velocidades (VCL, VSL y VAP) y la ALH. También se observd
diferencias con el O, pero en este caso, se debe relativizar el resultado por el escaso
nimero de muestras de este grupo.

Para el “Diagnéstico 2” (criterios morfoldgicos de la OMS, 1992), se
encontraron diferencias entre N, T y TAO para los mismos parametros que en el
“Diagnéstico 1”. Como era de esperar, las velocidades disminuyeron de las muestras
normales a las que presentaban una patologia mas severa, excepto en el caso de los

oligozoospérmicos.
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Tabla 22. Diferencias cinematicas entre distintos grupos. Diagnéstico 1 (criterios
morfolégicos de OMS, 1999)

N T (4] TA TAO
Parametros n=26 n=15 n=2 n=8 n=5

VCL  59,7648,78" 55,95+8,60™ 67,78+12,32" 52.9146,31"%* 44 66+525%
VSL 32,2045,30 29,60+4,37°™™*  42,20£9,30°  29,7243,97% 23 46+4, 59
VAP  40,32+5,62 36,80+4,43"™¢ 4899+12,33% 35,8443.29"™ 29 4514 435
LIN 50,08+7,84  51,27+7,18 58,75+3,39 53,03£8,57  51,5042,67
STR 74,26£4,67  74,99+4,84 80,02+0,87 75,95£5,56 75414321
wor 64,63+576  64,96+5,34 69,68+5,28 65,9916,24  65,9442,77
ALH 2,38+0,46™  2,24+0,44%  2,18+0,09%%  2,09+0,46"¢ |,74+0,08%%
BCF 13,59£0,71  13,50%0,72 13,83+1,20 13,4810,71  12,84+1,09

Los valores se indican como mediatdesviacion estindar (DE). Los resultados se indican ecn
micras/segundo: VCL, VSL, VAP, en micras: ALH, en porcentajes: LIN, STR y WOB, y en herzios:
BCF.

2befe jiferentes letras indican diferencias entre diagnosticos difercntes (p<0,05) (ANOV A)

Tabla 23. Diferencias cinematicas entre distintos grupos. Diagnéstico 2 (criterios
morfolégicos de 1la OMS, 1992)

Parametros N T TA TAO
n=10 n=31 n=2 n=§ n=3
VCL 61,88+11,00" 57,2317,85% 67,79+12,32" 52,91+6,31%% 44 66+5 25%
VSL 33,5814,81°  30,50£5,02°™  42,2049,30°  29,72+3,97% 23 46+4,59%
VAP 42,30+534°¢  37,98+5,12%™  48,99+12,33*  35,8413,29%% 29 45+4 43%
LIN 53,63+9,40  51,19+6,89  58,75+3,39 53,038,57  51,5012,67
STR 73,7045,66  74,79+4.40  80,02+0,87 75,9545,56  75,414321
woPr 63,75+6,85  65,07+5,15  69,68+5,28 65,9946,24  65,94+2,77
ALH 2,47+0,44™0  228+0,42°™%  2,18+0,00¢  2,09+0,46™¢ | 7440,08%
BCF 13,64+0,74 13,53+0,71 13,83+1,20 13,4840,71  12,84+1,09

Los valores se indican como mediatdesviacién estandar (DE). Los resultados se indican en
micras/segundo: VCL, VSL, VAP, en micras: ALH, en porcentajes: LIN, STR y WOB, y en herzios:
BCF.

?bedediferentes letras indican diferencias entre diagndsticos diferentes (p<0,05) (ANOVA)
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3.5.2. Diferencias entre las componentes principales cinematicas de los
distintos grupos de diagnéstico.

Para comparar las componentes principales de los distintos diagndsticos se
realizd un analisis de la varianza (ANOVA). (Tabla 24 y 25).

Tanto para el “Diagndstico 1” como para el “Diagnéstico 2” solamente la
componente que hacia referencia a las caracteristicas del movimiento de los
espermatozoides fue diferente entre el grupo de TAO y el resto de los grupos (Tabla
24). También se observé diferencias con los O, si bien, como ya hemos indicado, su

relevancia es discutible por el escaso niamero de casos.

Tabla 24. Diferencias entre las componentes principales (CP) de los parametros
cinematicos para distintos grupos. Diagnostico 1 (criterios morfolégicos de la OMS,
1999).

N T ) TA TAO

Parametros n=26 n=15 n=2 n=8 n=5

indices  0,36+£0,91°™¢ -1,16+0,86™ 1,29+1,58¢ -0,40+0,61%>% _1,39+0,51%
Velocidades  -0,09+1,01  -0,10+1,04 1,2240,89 0,16+1,15 0,0310,39

Frecuencia 0,10+1,04 -0,01+0,88 0,31%1,60 0,03+0,86 -0,64+1,30
abcde

diferentes letras indican diferencias entre diagndsticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).

Tabla 25. Diferencias entre las componentes principales (CP) de los parametros
cinematicos para distintos grupos. Diagnéstico 2 (criterios morfolégicos de la OMS,
1992).

T 0] TA TAO

Parametros n=10 n=31 n=2 n=8 n=5

indices  0,65+1,06™¢ 0,04+0,82°  1,29+1,58"%¢ _0,40+0,61°"% -1,39+0,51%
Velocidades  -0,12+1,07  -0,08%1,01 1,2240,89 0,16+1,15 0,0310,39

Frecuencia 0,24+1,37 -0,001+0,83 0,31£1,60 0,03+0,86 -0,64%1,30

abcde

diferentes letras indican diferencias entre diagnésticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).
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3.6. ANALISIS MORFOMETRICO POR GRUPOS DE DIAGNOSTICO

Se siguieron los mismos criterios de clasificacion que en el apartado anterior.

3.6.1.Diferencias de los parametros morfométricos entre grupos de
diagnésticos.

Para el “Diagnéstico 1 se observaron diferencias entre el grupodeNyTenla
anchura de la cabeza, porcentaje de acrosoma y elipticidad. La rugosidad fue
diferente entre el grupo de N 'y TA (Tabla 26).

Por lo que respecta a la pieza intermedia, la anchura y el area mostraron
diferencias significativas entre los grupos N y TAO; mientras que el angulo y la

distancia entre los ejes fueron diferentes entre los grupos de Ny TA (Tabla 27).

Tabla 26. Diferencias morfométricas de parametros del tamafio de la cabeza y forma
entre distintos grupos. Diagnéstico | (criterios morfoldgicos de la OMS, 1999)

Pariametros N T 0 TA TAO
n=26 n=15 n=2 n=8 n=5

L 4,90+0,21 4,98+0,40 4,74+0,08 4,95+0,51 5,040,21

A 3,25:0,14%  3,05£0,19°% 32510080 3 (4.0 30%cde 3,16+0,230de

S 12,82+0,87 12,28+1,22 12,46+0,09 12,10+1,54 12,76+0,85

P 13,8540,51 13,78+0,85 13,6240,12 13,74+1,00 14,06+0,47

Acr 43,4745,00%°%  38,425,73% 457551 117 39 3645 ggtede 41,213,004

Elipticidad  1,52£0,08*%  1,64£0,17%% 1 4740,07%%% | 6740 p7%ede 1,620,157
Rugosidad  0,84+0,01™  0,81£0,03"%  0,8440,00% g0s0 05> 0,81+0,03%cde
Elongacién 0,20+0,02 0,2420,05 0,190,02 0,24+0,07 0,23:+0,04
Regularidad  0,98+0,01 0,97+0,02 0,97+0,00 0,98+0,000 0,98+0,01

Los valores se indican como mediatdesviacién estandar (DE). Los resultados se indican en micras:
longitud (L), anchura (A) y perimetro (P}, en micras al cuadrado: érca (S), Yy en porcentajes: acrosoma
(Acr), mientras que los factores de forma (elipticidad, rugosidad, clongacién y regularidad) son
adimensionales.

% giferentes letras indican diferencias entre diagnésticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).
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Tabla 27. Diferencias morfométricas de parametros de forma e insercién de la pieza
intermedia entre distintos grupos. Diagnéstico 1 (criterios morfolégicos de la OMS,
1999)

Parametros N T 0 TA TAO
n=26 n=15 n=2 n=8 n=5

w 1L,2140,13%  1,3420,15™%  1,0040,02% | 3140210 | g540,20%%

Y 1,8340,28"°  2,00£0,33™%  1,67+0,03% 19740469 24240 38"

A (c-) 10,9242,04°°  12,8612,75"™%  10,59+0,12"%  14,48+347%% 142343 gebele

D (c-f) 0,22+0,04"  0,25£0,05™%  0,20£0,04™%  028+0,08%%  ,2740,05%

Los valores se indican como mediat+desviacién estandar (DE). Los resultados se indican en micras:
anchura (W) y distancia entre los ejes de la cabeza y pieza intermedia [D (c-f)], en micras cuadradas:
area (Y), y en grados: el 4ngulo entre la cabeza y la pieza intermedia [A (c-D)].

*cde diferentes letras indican diferencias entre diagnésticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).

Para el “Diagnostico2” no se encontraron diferencias en los parametros
morfométricos de la cabeza entre los diferentes grupos (Tabla 28). Mientras que la
anchura y area de la pieza intermedia si que fue diferente entre el grupo de N y de

TAO, y el angulo y la distancia entre los ejes entre el grupo de N y de TA (Tabla 29).

Tabla 28. Diferencias morfométricas de parametros del tamafio la cabeza forma
entre distintos grupos. Diagnéstico 2 (criterios morfolégicos de la OMS, 1992)

Parametros N T 0 TA TAO
n=10 n=31 n=2 n=8 n=5

L 4,89+0,21 4,94+0,32 4.74+0,08 4,95+0,51 5,04+0,21
A 3,28+0,09 3,14+£0,20 3.2440,08 3,05£0,30 3,1610,23
S 12,93+0,80 12,52+1,09 12.46+0,09 12,10+1,54 12,76+0,85
P 13,88+0,50 13,811+0,69 13,6210,12 13,75+1,00 14,06+0,47
Acr 44,88+4,93 40,57+1,11 45,75+1,11 39,36+5,50 41,2113,00
Elipticidad 1,50+0,05 1,59+0,14 1.47+0,07 1,67+0,27 1,62+0,15
Rugosidad 0,84+0,01 0,8210,03 0,84+0,02 0,80+0,05 0,81+0,03
Elongacién 0,20£0,02 0,22+0,04 0,19+0,02 0,24+0,07 0,23+0,04
Regularidad 0,98+0,00 0,97+0,01 0,97+0,00 0,98+0,00 0,98+0,02

Los valores se indican como mediatdesviacién estandar (DE). Los resultados se indican en micras:
longitud (L), anchura (A) y perimetro (P), en micras al cuadrado: 4rea (S), y en porcentajes: acrosoma
(Acr), micntras que los factores de forma (etipticidad, rugosidad, clongacién y regularidad) son
adimensionalcs.

abede diferentes letras indican diferencias entre diagndsticos diferentes (p<0,05) (ANOV A).
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Tabla 29. Diferencias morfométricas de parametros de forma e insercion de la pieza
intermedia entre distintos grupos. Diagnéstico 2 (criterios morfolégicos de la OMS,
1992)

Parimet N T 0 TA TAO
arametros n=10 n=31 n=2 n=8 n=5

W 1L1920,17%¢  1,2840,14%% | 0940 g2%cde 1,31£0,21%%% | 454020

Y 1,80+0,26™ 1,930,324 | 67400304 1,9740,46"™% 3 4210 38%

A (c-) 10,46£2,25%°  12,0042,47%% 10,5940, 2%bcde 14,4843,47%% 14,2343 ggoede

D (c-f) 0.210,03™°  0,24x0,05"% 0,200,004 0 280 gocde 0,270,054

Los valores se indican como mediatdesviacién estandar (DE). Los resultados se indican en micras:
anchura (W) y distancia entre los ¢jes de la cabeza y pieza intermedia [D (¢-f)], en micras cuadradas:
area (Y), y en grados: el 4ngulo entre la cabeza y la pieza intermedia [A (c-f)].

3cde jiferentes letras indican diferencias entre diagnésticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).

3.6.2. Diferencias entre las componentes principales morfométricas de
distintos grupos de diagnéstico.

Para comparar las componentes principales de los distintos diagnésticos se
realizd un anélisis de la varianza (ANOVA).

La tercera componente relacionada con los parametros de la pieza intermedia
fue diferente entre el grupo de N y de TAO para ambos diagnésticos (Tablas 30 y
3.

Tabla 30. Diferencias entre las componentes principales (CP) de los parametros

morfométricos para distintos grupos. Diagnéstico 1 (criterios morfologicos de la
OMS, 1999).

Parimet N T (0} TA TAO
arametros n=26 n=15 n=2 n=8 n=5
Forma cabeza -0,36+0,53 0,48+1,10 -0,4610,49 0,40+1,60 -1,7. lO'Jil,OO
Tamaiio cabeza 0,24+0,84 -0,31+1,15 -0,0110,07 -0,33+1,36 0,23+0,65

Pieza intermedia  -0,4310,63!  0,23+0,94% 0 9510,04%¢ () 534 3p%bcde 1,081,104

***diferentes letras indican diferencias entro diagndsticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).
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Tabla 31. Diferencias entre las componentes principales (CP) de los parametros
morfométricos para distintos grupos. Diagndstico 1 (criterios morfolégicos de la
OMS, 1992).

Pardmet N T 0 TA TAO
arametros n=10 n=31 n=2 n=8 n=5
Forma cabeza  -0,47+0,31 0,08+0,96 -0,4610,49 0,40+1,60  -1,7.10%£1,00
Tamafio cabeza  0,37+0,76 -0,07+1,04 -0,0140,07 -0,33+1,36 0,2310,65

Picza intermedia -0,6120,76™ -0,06+0,80™% _0,95+0,04*% 0 53+1,32%% | 0g+1,10%%

% diferentes letras indican diferencias entre diagndsticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).

3.7. ANALISIS CINEMATICO Y MORFOMETRICO POR GRUPOS DE
DIAGNOSTICO.

Para comparar las componentes principales ‘de los distintos diagnosticos se
realiz6 un anélisis de la varianza (ANOVA) (Tablas 32 y 33).

Para el “Diagnéstico 1”7, la primera componente que representaba a los
parametros de forma de la cabeza fue diferente entre el grupo de Ny T; mientras que
la cuarta y quinta componente que agrupaban a los pardmetros de velocidad y pieza

intermedia fueron diferentes entre el grupo de Ny TAO (Tabla 32).

Tabla 32. Diferencias entre las componentes principales (CP) de los parametros
morfométricos para distintos grupos. Diagndstico 1 (criterios morfoldgicos de la
OMS, 1999).

N T o TA TAO

Parimetros 1=26 n=15 n=2 n=§ n=5

Forma cabeza  -0,37+0,56*% 0,50+1,05"% .0,60+0,48°%% 0,45+1,58%% _0 0641032
Tamaiio cabeza 0,24+0,85 -0,31£1,13 -0,15+0,25 -0,35+1,35 0,29+0,65
indices -0,04+0,99 -0,12+1,10 1,430,67 0,08+1,05 -0,14+0,39
Velocidades  0,18+1,02% -0,0240,90™°% 0,94+1,38" .0,01£0,62%%% . 27+0,72%
Pieza intermedia  -0,39£0,61°  0,1941,07°°°% _0,9240,48°™% 0 5741,24°%% ( gp41 150l

***diferentes letras indican diferencias cntre diagnosticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).
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Para el “Diagnéstico 2”, fueron los parametros relacionados con la velocidad y
la pieza intermedia son los que mostraron diferencias entre el grupo de N y TAO

(Tabla 33).

Tabla 33. Diferencias entre las componentes principales (CP) de los parametros
morfométricos para distintos grupos. Diagndstico 2 (criterios morfoldgicos de la

OMS, 1992).
Parimetros N T 0 TA TAO
n=10 n=31 n=2 n=8 n=5
Forma cabeza -0,47+0,36 0,08+0,95 -0,60+0,48 0,45+1,58 -0,06£1,03
Tamafio cabeza 0,38+0,85 -0,07+1,02 -0,15+0,25 -0,35+1,35 0,29+0,65
indices -0,0311,02 -0,08+1,04 1,43+0,67 0,08+1,05 -0,1410,39

Velocidades 0,36+1,19¢  0,03+0,90™  0,94+1,38"%¢  .0,01£0,62°%% _1,27+0,72%
Pieza intermedia  -0,56£0,77°"% -0,06+0,85"°% -0,92+0,48°% ( 57+1,24*™% (,92+1,15%¢

<% Jiferentes letras indican diferencias entre diagnésticos diferentes (p<0,05) (ANOVA).

107



DISCUSION




B

Discusion

4.1. DEFINICION DE LAS CONDICIONES DE ANALISIS CINEMATICO
Desde finales de los afios 20, se ha analizado la relacién entre el eyaculado
masculino y la fertilidad. Pero fue a partir de la década de los 80 (Mathur ef al.,
1986; Hinting et al., 1988; Mack et al., 1988; Mortimer et al., 1988a; Mortimer et
al., 1988b; Mortimer et al., 1988c; Vantman et al., 1988; Aanesen et al., 1989;
Pedigo et al., 1989; Vantman et al., 1989a) cuando se planted la necesidad de
estandarizar el procedimiento para analizar el semen humano, por la importancia de
la evaluacion objetiva de la calidad y caracteristicas funcionales de los
espermatozoides y de las variables relacionadas con la funcién secretora de las
glandulas accesorias, esencial en la evaluacion de la pareja infértil y en las técnicas
de fecundacion in vitro, e inseminacion artificial.

En el presente trabajo se ha evaluado de forma subjetiva y objetiva los
parametros de concentracion, movilidad y morfologia espermatica, con la intencién
inicial de validar los resultados aportados por el sistema automatizado de analisis
seminal Sperm-Class Analyzer (SCA®). Ademas, se aporta un nuevo abordaje del
problema del analisis espermatico mediante la reduccion del conjunto de variables a
sus componentes principales. Con ello se ha perseguido obviar el problema de buscar
un unico parametro de referencia para la diagnosis de la calidad seminal.

Como se ha descrito en otros trabajos (Mortimer et al., 1986b; 1995), existe una
serie de factores técnicos y bioldgicos que afectan a los resultados presentados por
los sistemas CASA. Por este motivo es necesario conocer en todo momento las
condiciones de analisis y reevaluar los resultados en caso de que estos no sean los
esperados. La interpretacion de los datos cinéticos es dependiente del conocimiento
que tengamos de las condiciones de anélisis, cuyo resultado depende de una serie de
factores, como son temperatura, volumen, profundidad de la camara, dptica del
microscopio, valores del set up, sistema de analisis de resultados, algoritmos
utilizados, y por supuesto de las caracteristicas de la poblacién analizada (muestras
frescas, criopreservadas o capacitadas, diluidas o no, etc.). Por ello, el presente

trabajo comenzo, previamente al estudio cinematico, definiendo las condiciones
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Optimas de trabajo del sistema utilizado, con el fin de conseguir una estandarizaci6n
de los resultados.

La temperatura es un factor de gran importancia en el analisis seminal, ya que su
incremento o disminucion afecta notablemente a los parametros cinematicos de los
espermatozoides (Kraemer et al., 1998), por ello, todas las determinaciones se
realizaron a la temperatura fisiolégica de 37°C.

Otro factor que puede restringir la movilidad de los espermatozoides, es la
profundidad de la camara, aunque su efecto sobre las caracteristicas de las
trayectorias espermadticas varia segin los autores (Mack et al., 1989; Ginsburg y
Armant., 1990). Ishijima et al. (1986) demostraron que la batida del flagelo del
espermatozoide humano es tridimensional, y que este tipo de movimiento es el
responsable de su rotacion sobre una trayectoria helicoidal. Le Lannou et al. (1992)
comprobaron que la reducida amplitud del movimiento, unida al corto flageloy a la
elevada viscosidad del plasma seminal, permitia la utilizacién de cdmaras con 10 um
de profundidad para la determinacion de los parametros cinematicos, sin grandes
modificaciones al compararlos con los obtenidos con cdmaras de mayor profundidad.
Sin embargo, el anélisis de espermatozoides mas rapidos, tales como los capacitados,
reveld grandes variaciones entre las dos camaras empleadas de 10 y 20 pum de
profundidad, siendo en este caso aconsejable la utilizacion de la camara de mayor
profundidad. Nosotros trabajamos con muestras en fresco y todos los analisis se
realizaron con una camara Makler de profundidad constante (10 pm).

En trabajos anteriores (Neuwinger et al., 1990; Davis y Katz, 1992; Davis y
Katz, 1993), se demostré que algunos sistemas CASA no daban concentraciones ni
porcentaje de moviles reales cuando la concentracién era superior a 50 x 10°
espermatozoides/ml o inferior a 20 x 10° espermatozoides/ml, o cuando la muestra
tenia abundante suciedad. En estas ocasiones, se requeria la dilucion, concentracion o
lavado de la muestra lo que limitaba su uso rutinario en la aplicacion clinica. La
mayoria de los investigadores coinciden en afirmar que concentrar la muestra puede

afectar potencialmente a los espermatozoides. Sin embargo, los criterios respecto a la
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dilucién o no de las muestras no son coincidentes entre laboratorios, por los que no
se ha llegado a establecer un estiandar convincente. Schrander e al. (1992)
recomiendan la dilucién rutinaria de todas las muestras para asegurar una
manipulacion constante de las mismas. Otros grupos han aconsejado la dilucién sélo
en casos necesarios y con el propio plasma seminal, ya que el uso de otros diluyentes
puede afectar a las caracteristicas espermdticas (Vantman ef al., 1989a). Davis y
Boyers (1992) evaluaron el efecto de la dilucién sobre los parametros seminales,
observando que el porcentaje de espermatozoides méviles disminuy6 entre un 5% y
un 10% tras una dilucién 1:1 con plasma seminal homdlogo o con PBS, si bien esta
reduccién se incrementd cuando la dilucion en plasma seminal fue mayor. Por otra
parte, las velocidades aumentaron de un 10 % a un 17 % cuando las muestras se
diluyeron en PBS, pero no en plasma seminal. (Davis y Boyers, 1992).

En nuestro trabajo, se observd un menor porcentaje de espermatozoides mdviles
progresivos y totales en las muestras diluidas con contraste de fase negativo a 10x y
20x, siendo las diferencias significativas sélo en contraste negativo y a 20x.

En concordancia con Davis y Boyers (1992), el factor dilucién no afecto a los
parametros cinematicos, indicando que el uso como diluyente del propio plasma
seminal no modificaba la movilidad celular en negativo y a 20x, sino tan sélo el
porcentaje de moviles progresivos y totales. Por su parte, Larsen et al. (2000),
tampoco observaron que la dilucion afectase a los parametros cinéticos, salvo para el
caso de la BCF y la STR.

Por otra parte, cuando se consideré el contraste de fase, se observé mayor
concentracion en contraste de fase negativo, tanto en muestras diluidas como sin
diluir a 10x y 20x. Ademas estas diferencias fueron significativas a 10x, y altamente
significativas a 10x sin diluir. Esto nos lleva a pensar que en contraste de fases
negativo se obtiene una mayor calidad de imagen y un mayor contraste entre la
cabeza espermatica y el fondo, lo que permite la mejor identificacién de los

espermatozoides. En cambio, cuando el contraste es positivo y la concentracidn
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espermatica elevada, algunos espermatozoides son demasiado pequeifios o no brillan
con suficiente intensidad como para poder ser reconocidos por el sistema.

La movilidad espermitica, también mostré diferencias significativas entre
contrastes de fases en todas las situaciones salvo para el porcentaje de moviles
progresivos, sin diluir y a 20x y para el porcentaje de méviles totales sin diluir y a
10x. EI hecho de que las trayectorias analizadas a 10x sean menores que las
analizadas a 20x se tradujo en diferencias significativas entre parametros
cinematicos, siendo la mayoria de las diferencias entre contrastes a 10x. Solamente
se observaron diferencias a 20x en LIN y WOB, en muestras sin diluir.

Aunque la mayoria de los sistemas CASA estin equipados con una éptica con
contraste de fase positivo, hay otros sistemas como el IVOS de Hamilton-Thorn
Research Inc. y el SM-CMA de Stromberg-Mika Medical Equipment, que utilizan
contraste de fase negativo. Al comparar ambos sistemas, se observa en contraste de
fase negativo una imagen mas clara y exacta de la cabeza del espermatozoide y un
flagelo mas brillante (Yeung y Nieschalg, 1993). De ello se deduce que el contraste
de fase negativo, sino imprescindible, si puede considerarse éptimo.

A continuacién, valoramos la importancia de los aumentos en el anilisis,
encontrandose diferencias en los valores de concentraciéon espermatica, a 10x en '
muestras diluidas y sin diluir, mientras que el porcentaje de moéviles no se vio
afectado. Sin embargo, si que se encontraron diferencias significativas de algunos
parametros cinéticos como son las velocidades en negativo y sin diluir; y la VCL,
LIN, WOB y ALH sin diluir en positivo y ALH en positivo diluido y en negativo sin
diluir.

Por altimo, el nimero de trayectorias erroneas fue menor en muestras sin diluir,
en contraste negativo y a 20x. Cuando se utiliza el contraste positivo, la rotacién de
la cabeza del espermatozoide, asi como el enfoque pueden alterar el tamaiio y brillo
de su imagen, formandose un halo que puede interferir en el correcto reconocimiento
de la posicion de la cabeza. Mientras que en contraste de fases negativo, la calidad de

la imagen de la cabeza resulta ser mas estable y, ademas, el halo est4 ausente. Por
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ello, el reconocimiento de particulas no espermaticas y de puntos de la trayectoria
fuera de la imagen de la cabeza provocé el reconocimiento de un mayor niimero de
trayectorias erroneas. Esto coincide con los resultados obtenidos por Yeung y
Nieschlag (1993) en espermatozoides humanos al comparar distintos sistemas CASA
equipados con diferentes contrastes de fase.

Asi pues, se puede considerar que el contraste de fase utilizado result6 ser el
factor mas determinante y la dilucion el de menor importancia. Estos resultados nos
indican la necesidad de referir correctamente el método utilizado en la valoracién de
la movilidad espermatica con el SCA® para su correcta interpretacién. En conclusién,
el método que parece mas 0til es el que combina la muestra sin diluir, salvo si la
concentracion espermética es excesiva, con contraste de fase negativo y a 20x.

A continuacion, se correlacionaron las estimaciones objetivas y subjetivas de
concentracion y movilidad. Cada método utiliza cdmaras de recuento diferentes, lo
que, por tanto, podria llevar a resultados erroneos. El método objetivo emplea como
camara de recuento la Makler en vez de la Neiibauer recomendada por la OMS
(WHO, 1999). La camara Neiibauer debido a su profundidad 10 veces mayor a la de
la Makler, permite el recuento en un volumen de muestra seminal notablemente
superior, lo que implica un muestreo mas significativo; sin embargo los sistemas
computarizados como requieren que para el recuento las células se encuentren en un
solo plano focal, utilizan la cAmara Makler. Ademas de esta limitacién, en algunos
sistemas CASA se reconocen como espermatozoides particulas que no lo son y se
determinan trayectorias erroneas que al ser eliminadas también pueden llevar a error
en alguna de las determinaciones. Como consecuencia de estas limitaciones, en el
nuevo sistema SCA-2002 se ha incluido un médulo especifico de concentracion.

Cuando comparamos ambos criterios, la mayor correlacion se consiguié en el
porcentaje de méviles progresivos en muestras sin diluir, en contraste negativo y a
20x (p<0,01). Aunque, también se observo correlacion positiva en el porcentaje de
moviles progresivos diluido, en negativo y a 20x, y en el porcentaje de moviles

totales en negativo, a 20x tanto diluido como sin diluir (p<0,05).
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Por otra parte, al estudiar la correlacion de la concentracion subjetiva y objetiva
de espermatozoides, el coeficiente de correlacion en contraste negativo siempre fue
mayor que en positivo (aunque sin diferencias significativas) salvo para muestras
diluidas, analizadas a 20x, donde la correlacién en el caso de contraste de fases
positivo fue significativamente mayor. Este hecho parece paraddjico, porque nos
indica que en cuanto a la concentracion la mayor correlacion entre los dos criterios se
consigue en esta situacion. Sin embargo, este resultado se puede explicar al observar
el nimero de trayectorias eliminadas en cada condicién de analisis. Mientras que en
la mayoria de las situaciones, en particular en las calculadas con contraste de fase
negativo, el porcentaje de trayectorias erroneas eliminado fue bajo y concretamente
muy bajo a 20x, en negativo y sin diluir. Cuando se trabaj6 con muestras diluidas, en
positivo y a 20x, el ndmero de trayectorias eliminadas fue muy superior. Por tanto, la
concentracion de espermatozoides determinados mediante el método objetivo se
redujo tanto que se aproximé al valor de concentracion subjetivo. Este error en el
andlisis, llevd a la no sobreestimacion de la concentracion objetiva y a su elevada
correlacion con la subjetiva en las condiciones mencionadas (diluido, positivo y
20x).

Igualmente, se observo correlacion positiva entre las trayectorias erréneas y la
concentracion subjetiva, sin diluir en contraste positivo y a 10x. Es decir, un aumento
de la concentracién suponia un incremento en el nimero de trayectorias erréneas y
viceversa. Estos resultados fueron evidentes ya que el analizador tuvo mayor
dificultad para reconocer los espermatozoides en positivo, lo que unido a una mayor
concentracién y campo de andlisis, incremento el porcentaje de trayectorias erroneas
en estas condiciones de analisis.

Sin embargo, al valorar el efecto de la concentracion objetiva sobre las
trayectorias erroneas, no se observo correlacion.

Finalmente, cabe mencionar que al comparar la version de movilidad 5.1

empleada para realizar este trabajo con la dltima version del sistema SCA-2002, se
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aprecia un aumento notable de la velocidad del proceso de anélisis y una ligera

disminucioén en el porcentaje de trayectorias erréneas.

4.2. ESTUDIO CINEMATICO GLOBAL

Como ya hemos apuntado anteriormente, son muchos los autores que han
tratado de seleccionar la camara de recuento mas adecuada y que induzca un menor
error en la determinacion de la concentracion espermatica. A pesar de que la camara
Neubauer mejorada es la mas ampliamente aceptada como la mas exacta para la
estimacion de la concentracion (WHO, 1992, 1999) y la camara Makler la mas
popular entre los laboratorios de FIV, no se ha llegado a un consenso debido a la
diversidad de los resultados obtenidos. La diferencia mas importante entre el método
seguido por ambas camaras se refiere a las condiciones de muestreo, ya que en la
Neubauer (de 100 um de profundidad) se cuenta los espermatozoides en un area de 1
mm?, en la Makler (de 10um de profundidad), se suelen contar los espermatozoides
presentes en un area de 0.01 mmz, lo que se traduce en un volumen total 100 veces
superior en la primera que en la segunda. En el presente trabajo, se valord la
correlacion de la concentracion analizada de forma subjetiva con la caimara Neubauer
mejorada y la Makler, observandose entre ambas una correlacién positiva altamente
significativa (p<0,01) (Imade er al., 1993; Sukcharoen ef al., 1994).

Los resultados obtenidos al comparar la concentraciéon determinada de forma
subjetiva con ambas camaras y con el SCA®, y la movilidad progresiva y total
subjetiva y objetiva, no mostraron diferencias significativas; sin embargo una mayor
desviacion estandar en los resultados subjetivos, indicé una menor reproducibilidad
de los mismos. Imade er al. (1993) coinciden con nosotros, al seiialar que los
recuentos mediante la cdmara Neubauer mejorada son inferiores a los calculados con
la Makler. Sukcharoen et al. (1994) tampoco obtuvieron diferencias significativas
entre la concentracién determinada mediante la Neubauer y la Makler cuando la
concentracion era superior a 40 x 10° espermatozoides/ml, mientras que para

concentraciones inferiores la Makler sobreestimaba los resultados. Sin embargo,
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Shiran et al. (1995) determinaron con la Makler concentraciones ligeramente
inferiores, aunque no significativas. Igualmente, Mahmoud et al. (1997) observaron
que la camara Neubauer sobreestimaba la concentracién determinada por la Makler y
mostraba una menor variabilidad (7,1%). Asi pues, resulta paradéjica la diferencia de
resultados contrastados por estos autores, por lo que no es posible establecer un
criterio definitivo al respecto de las camaras. En todo caso, y como consecuencia de
las diferencias de muestreo, parece sensato abogar por el uso de la Neubauer, como
postula la propia OMS (WHO, 1999).

Por otra parte, la correlacion entre las determinaciones objetivas y subjetivas, de
concentracién, movilidad progresiva y movilidad total fue positiva y altamente
significativa (p<0,01), especialmente para la movilidad progresiva. Esto indica que
existe una consistencia entre estos parametros determinados mediante el método
subjetivo y el objetivo, por lo que se puede considerar validado el uso del SCA®en
las condiciones usadas en nuestro caso.

La concentracién determinada con el SCA® fue ligeramente mayor, lo que
puede deberse a que en muestras muy sucias se reconozcan como espermatozoides
particulas que no lo son. Nuestros resultados coinciden con los de Vantman et al.
(1988), quienes encontraron una correlacion altamente significativa entre el método
subjetivo (Neubauer) y el objetivo (sistema CellSoft), al comparar la concentracion y
la movilidad, si bien el método automatico sobreestimaba la concentracién en un
30% cuando el nimero de particulas por campo era inferior a 60. Sin embargo, las
estimaciones mas representativas de la velocidad lineal las obtuvieron al analizar
concentraciones inferiores a 40 x 10° espermatozoides/ml. Otros autores consiguieron
resultados similares (Donnelly et al., 1998) al comparar ambos métodos (manual-
Neubauer vs Hamilton Thorne V10.7), evidenciando que el método objetivo era
rapido, cuantitativo, tenia valor clinico y permitia comparar los resultados entre
diferentes centros.

Por otra parte, la movilidad progresiva y total fue mayor cuando se determind

mediante el método subjetivo, lo que segun algunos autores (Holt y Palomo, 1996) se
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debe a que el ojo humano tiene tendencia a favorecer la determinacion de las células
que se mueven mas rapidamente.

Cuando estudiamos la correlacion de los pardmetros cinematicos, el Gnico que
no mostrd correlacion con el resto tras correccion de Bonferroni fue la BCF, lo que
indicé su menor importancia en el analisis seminal. Hay algunos trabajos que
confirman estos resultados, Mortimer y Maxwell (1999) excluyeron de su estudio
sobre hiperactivacion de espermatozoide de carnero la BCF por su pobre sensitividad
y especificidad; de modo similar Pilikian er al. (1993) al comparar muestras
seminales de individuos astenozoospérmicos con normozoospérmicos, encontraron
diferencias en todos los parametros cinematicos salvo en la BCF.

Respecto al resto de los parametros, VSL mostr6 correlacion positiva con todos
los parametros menos con el desplazamiento lateral de la cabeza (ALH); mientras
que LIN, STR y WOB se correlacionaron negativamente con ALH, de modo que a
menor “cabeceo”, un desplazamiento mas réctilineo.

Seguidamente, se valoré la correlacion entre los parametros cinematicos, la
concentracién y el porcentaje de méviles calculados con el SCA®. Como era de
esperar, el porcentaje de espermatozoides moéviles progresivos y totales presenté una
correlacion positiva con las velocidades (VCL, VSL y VAP) y con el desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH), siendo éste ultimo un parametro que afecta a los
resultados de FIV (Chan et al., 1989; Barlow et al., 1991) y a la capacidad de los
espermatozoides humanos para penetrar en el moco cervical y fusionarse con el
ovocito (Aitken er al., 1986; Mortimer ef al., 1986a). Esta variable es de gran
importancia biolégica ya que nos indica el vigor de la batida flagelar junto con la
frecuencia de rotacion celular (Serres ef al., 1984), lo que probablemente determina
la progresion del espermatozoide en el moco cervical.

Finalmente, el estudio cinematico se completé reduciendo las variables a
componentes que explicaban la mayor parte de la varianza total. Las componentes
principales son combinaciones lineales de las variables originales y proporcionan un

camino objetivo para explicar la variacion de los datos de forma concisa. Ademas, en
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los estudios de correlacion, cuando hay muchas variables a analizar se produce un
efecto de seudosignificacion, lo que obliga a realizar correcciones estadisticas, como
la de Bonferroni (Sokal and Rohlf, 2001). Este hecho se obvia cuando ese conjunto
de variables se reduce a sus componentes, lo que ofrece una herramienta estadistica
muy atil, aunque no siempre facil de explicar (Manly, 1994).

Los parametros cinemdticos se pudieron agrupar en tres componentes que
explicaban el 91,93% de la varianza total observada. Se denominaron “Indices”, que
agrupaba las variables que hacian referencia a las caracteristicas del movimiento de
los espermatozoides (WOB, STR y LIN); “Velocidades”, agrupaba las variables de
velocidad (VCL, VSL y VAP) y “Frecuencia”, representaba a la frecuencia de batida
del flagelo (BCF), poniendo una vez mas de manifiesto que esta variable merece un
tratamiento a parte y puede, de hecho llegar a ser excluida. Por su parte, ALH se
incluia de forma negativa en la componente de “Indices” y positiva en la de
“Velocidades™. )

Las componentes principales obtenidas son variables mas robustas para la
valoracion seminal que las variables individuales, de modo que al reducir WOB, STR
y LIN a una sola componente, la importancia que puede tener LIN como variable
individual, se ve reforzada al considerar en su conjunto las variables que representan
las caracteristicas del movimiento. De modo que si LIN como parametro individual
es un importante indicador de la capacidad fecundante de los espermatozoides,
especialmente en individuos con semen de baja calidad; y se ha relacionado con las
tasas de fecundacion en FIV e IA (Liu ef al.,1991; Irvine et al., 1994; Krause, 1995),
cabe esperar que sea mucho mayor el valor prondstico de la componente “indices”.
De forma similar, si las velocidades determinadas mediante los sistemas CASA
proporcionan una aceptable estimacion de la capacidad fecundante de los
espermatozoides tanto en humanos como en otras especies animales (Cancel ef al.,
2000; King et al., 2000; Hirano et al., 2001; Kasai es al., 2002), mayor valor

prondstico tendra la componente “Velocidad” que las agrupa. En todo caso, es
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necesario el desarrollo de futuros trabajos para confirmar estas expectativas, como se

insistira mas adelante.

4.3. ESTUDIO MORFOMETRICO GLOBAL

La morfologia espermatica tiene una gran relevancia clinica en cuanto al valor
predictivo del potencial fertilizador del semen, in vivo (Eggert-Kruse ef al., 1996) e
in vitro (Kruger ef al., 1996). En el analisis morfoldgico se .utilizan criterios de
normalidad cada vez mas estrictos, pues se ha visto que asi se incrementa la
capacidad de prediccion. A pesar de ello, todavia se cuestiona la utilidad de la
evaluacién morfoldégica debido a los distintos criterios de clasificacion, distintas
técnicas de tincidn y preparaciéon de muestra, y a la no-estandarizacion en los
analisis.

En primer lugar, se compararon los porcentajes de valoracion morfologica
(normales, defecto de la cabeza, defecto de la pieza intermedia, defecto de cabeza y
pieza intermedia) entre determinaciones subjetivas y objetivas calculadas con el
SCA®, encontrandose valores coincidentes en lo referente a la cabeza, mientas que se
apreciaron diferencias en el porcentaje de espermatozoides con defecto en la pieza
intermedia. Los resultados mostraron el valor subjetivo inferior al objetivo, esto es
facilmente explicable ya que resulta evidente que para el ojo humano es muy dificil
poder apreciar algunas alteraciones de la pieza intermedia que son facilmente
detectables mediante el analizador. De ello, se deduce que el sistema puede
considerarse validado para el analisis automatico de la morfologia espermatica, de
acuerdo con el estandar marcado por la OMS (WHO, 1999).

A continuacién se analizé la correlacion entre las determinaciones subjetivas y
las objetivas de los porcentajes de valoracion morfologica (normales, defecto de la
cabeza, defecto de la pieza intermedia, defecto de cabeza y pieza intermedia),
observandose en todas ellas correlacion positiva altamente significativa (p<0,01),
principalmente en cuanto al porcentaje de formas normales. Este resultado concuerda

con el obtenido por Wang et al. (1991) que observaron una correlacion positiva de
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los defectos de la cabeza entre el método subjetivo y el objetivo (Morphologizer I1-
Cryo Resources Ltd.)

Seguidamente, el andlisis de correlacion entre los pardmetros morfométricos,
mostré una correlacidn positiva, tras la correccion de Bonferroni, entre la longitud y
el resto de parametros de la cabeza, salvo la regularidad con la que no mostrd
correlacion y la rugosidad con la que se correlacion6 negativamente; entre la anchura
y los parametros de la cabeza que no eran ni la elipticidad ni la elongacion, ya que
con éstos la correlacion fue negativa; entre el area y el perimetro y porcentaje de
acrosoma; entre el perimetro y el porcentaje de acrosoma y la rugosidad; y por altimo
entre la elipticidad y la elongacion. La correlacidn fue negativa entre la elipticidad y
la rugosidad; y la rugosidad con la elongacidon y dngulo entre los ejes mayores de la
cabeza y la pieza intermedia.

Segln estos resultados y como cabia esperar, las variables de la cabeza estian
altamente correlacionadas entre si, al igual que las variables de la pieza intermedia.
De tal forma que las variaciones de unas afectan a las otras, a unas positiva y a otras
negativamente, de lo que se deduce que no todas las variables significan lo mismo
por lo que resulta imprescindible su inclusion en el analisis morfométrico.

Cuando se consideraron los parametros de la pieza intermedia, tras la correccion
de Bonferroni, la correlacion fue positiva entre la anchura y el resto de parametros de
la pieza intermedia; y entre distancia entre los ejes y el area y angulo. Al igual que
con las variables de la cabeza, la modificacion de la mayoria de las variables de la
pieza intermedia afectaba al resto, y un incremento de cualquiera de ellas implicaba
un incremento de las demas, salvo el area de la pieza intermedia y el angulo entre los
ejes que no estaban correlacionados. Sin embargo las variaciones en los parametros
de la pieza intermedia no afectaban a los parametros de la cabeza del
espermatozoide, a excepcion del angulo que paraddjicamente se correlacionaba
negativamente con la rugosidad de la cabeza. Ello parece indicar que durante la
espermiogénesis, la formacién de la cabeza y de la pieza pueden seguir patrones

independientes.
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En un estudio sobre la evolucién de la morfometria de los espermatozoides de
mamiferos, Gage (1998) cotejo los datos publicados de 445 especies y realizd un
analisis filogenético de las mismas, estudiando la relacion entre las dimensiones
morfométricas de la cabeza, pieza intermedia y flagelo de los espermatozoides. A
diferencia de nuestros resultados, y al comparar los pardmetros morfolégicos de la
cabeza con los del flagelo observo una correlacién positiva entre la longitud de la
cabeza y la longitud del flagelo (r’=0,34, p<0,0001) y pieza intermedia (r*=0,05,
p<0,017), y entre el 4rea de la cabeza y la longitud del flagelo (r*=0,2, p<0,001). Sin
embargo, los valores que obtuvo de r’ mostraron que solamente del 5-34% de la
variacion en la longitud flagelar era explicada por estos parametros.

En el presente trabajo, se realizé un estudio de correlaciones bivariadas de los
parametros morfométricos con la concentracion y el porcentaje de espermatozoides
con movilidad progresiva (a+b) y total (at+b+c). Tras el ajuste de Bonferroni, se
observd una correlacion negativa entre la anchura de la pieza intermedia y el
porcentaje de moviles progresivos y totales. Otros autores que coinciden con nuestros
resultados (Hancock y Kretser, 1992; Wilton et al., 1992; Mundy et al., 1995), han
puesto de manifiesto que ciertas anomalias de la pieza intermedia pueden ser el
origen de un tipo de astenozoospermia. Por su parte, los defectos ultraestructurales
del flagelo dificultan el desplazamiento de los espermatozoides en varones infértiles,
siendo algunos de estos defectos muy poco perceptibles y no detectables mediante un
examen cualitativo.

Igualmente, el angulo y la distancia entre los ejes mayores de la cabeza y pieza
intermedia, también se correlacionaron negativamente con la movilidad progresiva y
total. Evidentemente, la insercion de la pieza intermedia afecta al desplazamiento de
la onda a lo largo del flagelo, cuando el angulo o la distancia entre los ejes aumentan
mas dificultad tiene el espermatozoide para desplazarse. Todas estas anomalias
pueden ser resultado de una espermiogénesis defectuosa que conlleve a un mal
funcionamiento de los centriolos, ocasionando insuficiencias en la formacion del

aster espermatico, y por tanto alteraciones en la division embrionaria que provocarian

123



s A nad
g, Al Pt A
SR e e DE L)

Discusién

abortos tempranos (Chemes et al., 1999). En este mismo sentido, Rawe e al. (2002)
observaron que en pacientes con astenozoospermia severa y espermatozoides
estructuralmente anormales, cuando se seleccionaban espermatozoides sin anomalias
aparentes, se llegaba a obtener fecundacién y division embrionaria, incluso test de
embarazo positivo que finalizaba en aborto bioquimico.

Cabe sefialar que entre el resto de los parametros no se encontrd correlacion, lo
que nos lleva a pensar que aunque es enormemente importante la forma de la cabeza
y sus parametros de tamafio en la fecundacion, lo realmente importante para su
desplazamiento es la “maquinaria” generadora de la energia necesaria para su

propulsidn, la pieza intermedia y su insercién en la cabeza.

Por altimo, el estudio morfométrico se completé reduciendo las variables a
componentes que explicaban la mayor parte de la varianza total. La reduccién
factorial de los pardmetros morfométricos dio lugar a tres componentes que, en
conjunto, explicaban el 83,12 % de la varianza, que se denominaron “Forma” de la
cabeza (37,91 %) que hacia referencia a la elipticidad, rugosidad y elongacién de la
cabeza; “Tamafio” de la cabeza (26,57 %), que agrupaba los pardmetros de tamaifio
(longitud, anchura, area, perimetro de la cabeza y acrosoma) y “Pieza intermedia”
(18,64 %), que se referia a los parametros relacionados con el tamafio de la pieza
intermedia y su insercion. Con esta reduccion, se traté de sintetizar un gran conjunto
de datos, crear estructuras de interdependencia entre variables cuantitativas para
conseguir unas nuevas variables que fueran funcién lineal de las originales. El
objetivo de este andlisis de componentes principales fue reducir la dimensién de un
conjunto de variables a un conjunto de menor nimero de variables para mejorar la

interpretacion de los datos.
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4.4. INTEGRACION DE LAS VARIABLES CINEMATICAS Y
MORFOMETRICAS

La determinacion cuantitativa, mediante sistemas CASA, de las variables
morfométricas y cinemdticas de los espermatozoides es un indicador pronéstico de su
capacidad fecundante (Kruger et al., 1986; Barratt e al., 1993). El anilisis objetivo
de estos parametros es el primer paso, obligatorio, en la evaluacion critica de los
pacientes antes de comenzar un tratamiento de reproduccion asistida (Chan et al.,
1989; Liu et al., 1991; Duncan et al., 1993; Joshi et al., 1996).

En este trabajo, se analizé la correlacion entre los parametros cinemaéticos y los
morfométricos, observandose correlacion negativa tras el ajuste de Bonferroni de
VCL y ALH con la anchura y area de la pieza intermedia. De modo, que un
incremento de la anchura y del 4rea se tradujo en una disminucién de VCL y ALH; y
por tanto en una mayor linealidad del movimiento.

A principios de la década de los 80 y mediante videomicrografia, se pudo
determinar la movilidad y morfologia de células espermaticas individuales,
observando que los espermatozoides con morfologia anormal eran inmdviles o se
desplazaban mas lentamente que los normales (Overstreet ef al. 1981). Mas tarde se
puso de manifiesto que los espermatozoides normales de donante nadaban de forma
signiﬁcativamelnte mas rapida que los espermatozoides normales de un grupo de
pacientes con cuadro de infertilidad (Morales et al., 1988).

En concordancia con nuestros resultados, se ha descrito que las anomalias
estructurales de la pieza intermedia son las que parecen afectar en mayor medida a la
movilidad del espermatozoide (Afzelius et al., 1976; Afzelius et al., 1995; Chemes et
al., 1998; Nagy, 2000). De forma semejante, un examen mediante microscopia
electronica de espermatozoides de pacientes infértiles astenozoospérmicos, mostro
que la escasa movilidad espermatica en estos individuos era causada principalmente
por anomalias ultraestructurales del flagelo: defectos en el axonema, alteraciones
numéricas y organizativas de las mitocondrias y probablemente por deficiencias

metabolicas no detectables a nivel estructural (Wilton et al., 1992). Todas estas
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anomalias no fueron observadas mediante un examen cualitativo habitual. En la
misma linea, otros autores observaron que individuos infértiles astenozoospérmicos
presentaban la pieza intermedia mas corta y con menor nimero de giros
mitocondriales que individuos fértiles (Mundy et al., 1995). Esto justificaba la
astenozoospermia, ya que las mitocondrias proporcionan la energia necesaria para el
movimiento y un déficit de estos organulos implica una funcién espermatica
deficiente. Mientras, la anchura de la pieza intermedia y la longitud de la cola fue
similar entre ambos grupos de individuos.

Otros autores y a diferencia de lo visto hasta ahora, han propuesto que el
origen de la astenozoospermia puede residir en anomalias de la forma de la cabeza
(Katz et al., 1986, Dadoune, 1988; Moruzzi et al., 1988; Garret y Baker, 1995, Aziz
et al., 1998; Osawa et al., 1999), alteraciones no estructurales en el control de
propagacion de la onda flagelar y metabdlicas en el mecanismo de produccién de
energia y transduccion de la célula (Storey y Kayne, 1975; Wilton et al., 1992;
Mahadevan et al., 1997; Kao et al., 1998). Nosotros hemos constatado que la
linearidad del desplazamiento se ve afectada positivamente por cambios en la
elipticidad y la elongacion y negativamente en la rugosidad.

Antes de realizar el ajuste de Bonferroni, el angulo y la distancia entre los ejes
mayores de cabeza y pieza intermedia, también mostraron correlacion negativa con
VCL y ALH. De modo que un incremento en el angulo y la distancia entre los ejes se
tradujo en una disminucién en VCL y ALH, y consecuentemente en una mayor
linealidad del desplazamiento.

Todos estos resultados, como ya hemos mencionado anteriormente, nos llevan a
considerar que estas alteraciones en la unién entre la cabeza y el flagelo del
espermatozoide pueden ser el origen de una extrema astenozoospermia o total
inmovilidad (Chemes ef al., 1987; Chemes et al., 1998), al afectar al correcto
funcionamiento de los centriolos, por anomalias a nivel del DNA (Nikolettos et al.,
1999), que originan insuficiencias en la formacién del aster espermatico. En el

presente trabajo, a diferencia de Mundy et al. (1995) si que observamos correlacion
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negativa entre la anchura de la pieza intermedia y VCL y VAP, y es posible que las
alteraciones en la anchura y area estén relacionadas con anomalias del axonema y de
las mitocondrias, y aunque no se determiné la longitud de la pieza intermedia,
probablemente ésta también pueda verse afectada.

Posteriormente, redujimos los parametros cinematicos y morfométricos a sus
componentes principales distinguiéndose en la matriz resultante cinco componentes
que representaban el 83,19 % de la varianza total. La primera_componente era la
“Forma de la cabeza” (29,65 %), la segunda el “Tamafio de la cabeza” (20,57 %), la
tercera el “Indice” que hacia referencia a las caracteristicas del movimiento (13,71
%), la cuarta las “Velocidades” (12,44 %) y la quinta la “Pieza intermedia” (6,78 %).
Ello nos indica, que el elemento mas significativo en el conjunto de los datos se
refiere a las caracteristicas morfométricas que son, justamente, las que menos
atencion han merecido hasta el momento en la bibliografia, mientras que las
cinematicas explican una parte relativamente secundaria del conjunto de la varianza
de la poblacién. Ello debe introducir nuevos criterios de valoracion seminal en el
futuro.

De hecho, la reduccién de los parametros aportados por el SCA® a cinco
componentes abre las puertas a una comprension integrada de las caracteristicas
esperméticas, de este modo se introducen criterios mucho mas robustos en la

valoracion seminal que la valoracién individualizada de los parametros.

4.5. ANALISIS POR GRUPOS DE DIAGNOSTICO

En el presente trabajo se agrupd las muestras seminales siguiendo los criterios
de la OMS de 1992 y 1999 (WHO, 1992; WHO, 1999). No todas las patologias
combinadas quedaron representadas en nuestra agrupacion, quedando uno de los
grupos constituido por tan sé6lo dos casos.

Como hipdtesis se planteé determinar si el SCA® podia considerarse validado
para el analisis automatico morfométrico y cinematico, de acuerdo con el estindar

marcado por la OMS (WHO, 1999), que, a lo largo de la historia, ha ido siendo

127



CULTRL T L s e rre et

L

Discusién

modificado en cuanto a los criterios de normalidad, aunque siempre basandose en
criterios subjetivos de concentracion, movilidad y morfologia. Sin embargo, el uso de
los sistemas CASA se ha permitido introducir criterios cinematicos y morfométricos
discriminatorios, objetivos y estrictos. Ademds, la nueva informacion permite
abordar el analisis seminal desde una perspectiva poblacional, pudiéndose diferenciar
subpoblaciones esperméticas que hasta ahora se habian incluido, segin los criterios
de la OMS, dentro de una misma poblacion. —

Esto se pone de manifiesto al analizar los resultados obtenidos en nuestro caso,
tanto si consideramos las variables cinematicas de forma independiente como tras su
reduccién a componentes principales, ya que sélo se observaron diferencias entre el
grupo de normozoospérmicos (N) y el de teratoastenooligozoospérmicos (TAQ) en .
cuanto a los parametros de velocidad (VCL, VSL y VAP) y desplazamiento lateral de
la cabeza (ALH), asi como en la componente “indices”, que tenia un valor negativo
en los grupos patoldgicos.

Esto nos lleva a pensar, que sélo las muestras que se clasificaron inicialmente
como TAO eran tan patologicas y mostraban anomalias tan evidentes en cuanto a la
forma y tamafio de la cabeza y pieza intermedia, que llegaron a presentar diferencias
en sus parametros de velocidad frente a las muestras normales. Estas diferencias no
se encontraron en los otros grupos, bien porque las muestras teratozoospérmicas (T)
y teratoastenozoospérmicas (TA) no mostraban anomalias muy severas sino que se
encontraban muy proximas al limite de normalidad, bien porque los criterios
subjetivos de la OMS no nos permitieron discriminar correctamente las muestras con
caracteristicas cinematicas y morfométricas diferentes.

En lo referente a la comparacion entre los grupos N y TA, la explicacion podria
consistir también en que las caracteristicas cinematicas de las células que presentan
movilidad sean semejantes en ambos grupos, aunque ambos grupos sean diferentes,
ya que el segundo tiene <50% de espermatozoides con movilidad progresiva y

probablemente un mayor nimero de células inmoviles.
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Por otra parte, aunque el grupo de oligozoospérmicos (O) esta constituido
inicamente por dos muestras y sus resultados no son comparables a los de los otros
grupos, se observa una tendencia al aumento de todos los parametros con la salvedad
del ALH que disminuye; es decir se trata de muestras con escaso nimero de células
pero con buena movilidad. La excelente movilidad de estas dos muestras podria
llevarnos a pensar en la existencia de una relacion entre ese el bajo nimero de
espermatozoides y una menor produccion de especies reactivas-de oxigeno (ROS).
Sin embargo, estos resultados estarian en contraposicion con lo descrito en la
literatura, ya que la oligozoospermia, esencialmente si el nimero de células redondas
es elevado, se ha asociado con la produccion de radicales libres y con tasas bajas de
fecundacion y embarazo en técnicas de reproduccion asistida (Aitken et al., 1992;
Zalata et al., 1995; Ford et al., 1997). Inciuso, hay algunos trabajos que sugieren el
inicio de la generacion de especies reactivas de oxigeno durante la espermatogénesis
(Aitken et al., 1992), hecho constatado por la produccion de ROS por parte de
células germinales precursoras. .

A la vista de los datos, las diferencias entre los grupos de diagnostico al analizar
los parametros cinematicos por separado, se manifiestan en aquellos relacionados
con la velocidad; mientras que cuando éstos se reducen a sus componentes
principales las diferencias se trasladan al tipo de movimiento.

El analisis de los parametros morfométricos nos llevo a las mismas conclusiones
que el anélisis cinematico. Entre el grupo N y el resto de grupos no se observaron las
diferencias que cabia esperar al analizar las variables tanto de forma individual como
reducidas a sus componentes principales. Estas diferencias se observaron entre
algunos parametros de la cabeza segun el criterio mas estricto (WHO, 1999), aunque
la mayoria de ellas se manifestaron entre los pardmetros de la pieza intermedia para
uno y otro criterio (WHO, 1992 y 1999). Las diferencias mas significativas, se dieron
en la anchura y area de la pieza intermedia, incrementandose los valores de estos
parametros en el grupo TAO. Esto puede tener una explicacion, cuando la

espermiogénesis se ve alterada los espermatozoides que son liberados del epitelio de
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los tubulos seminiferos, retienen mayores cantidades de citoplasma residual. Esta
retencion de citoplasma se manifestaria en el incremento observado de anchura y
area de la pieza intermedia, lo que dificultaria el desplazamiento del espermatozoide.
Por otra parte, en estas condiciones, se produce mas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa con capacidad de producir suficiente NADPH para dirigir la sintesis
de mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno (anién superéxido) (Huszar y
Vigue, 1994; Gomez et al., 1996). Ademas, las especies reactivas de oxigeno, en
concreto el peréxido de hidrégeno (H,O,) (Aitken et al., 1992; De Lamirande y
Gagnon, 1992; Griveau et al, 1995) generado por el sistema oxidasa de los
espermatozoides ataca a los 4acidos grasos poliinsaturados de la membrana
plasmatica, inicidndose una cascada de peroxidacion lipidica (Jones et al., 1979;
Storey, 1997). Este dafio oxidativo de la membrana plasmatica lleva a una pérdida de
la fluidez e integridad de la misma, perjudicando su capacidad de fecundar al ovocito
(Aitken y Fisher, 1994; Alvarez y Storey, 1995; Storey, 1997).

Cuando comparamos las componentes principales morfométricas en los dos
diagnoésticos las diferencias entre el grupo N y T se mostraron en la componente
“Pieza intermedia”. Probablemente, el grupo de N no muestra las diferencias que
cabria esperar con el resto de grupos patoldgicos, porque el criterio subjetivo no nos
permite discriminar espermatozoides que se encuentren muy al limite de uno u otro
grupo de diagndstico.

Finalmente el analisis integrado de las componentes principales morfométricas y
cinematicas entre los grupos de diagndstico, mostrd que la componente “Forma de la
cabeza” era estadisticamente diferente entre el grupo N y T, mientras que las
componentes “Velocidades” y “Pieza intermedia” diferian entre el grupo de N y
TAO. Parece ser que al considerar conjuntamente las componentes morfométricas y
cinematicas, las caracteristicas de la pieza intermedia son las que mas afectan a la
velocidad del desplazamiento de los espermatozoides. Como ya hemos mencionado
anteriormente, es posible, que una espermiogénesis alterada provoque la retencién de

citoplasma en la pieza intermedia y se genere suficiente NADPH como para producir
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mayores cantidades de especies reactivas de oxigeno que afecten a la velocidad de
los espermatozoides. Estos resultados coinciden con los de otros autores (Katz et al.,
1982) que observaron a los espermatozoides morfolégicamente normales nadar mas
rapidos y rectilineos que los anormales; siendo estas diferencias mas pronunciadas
para espermatozoides con cabeza tapering piriforme o elongada o pieza intermedia
amorfa (excesivo citoplasma o con angulo anormal entre los ejes de la cabeza y la
pieza intermedia). Otra posible linea de explicacion, se refereria al hecho de que los
espermatozoides mantuvieran un nimero reducido de mitocondrias, que pudieran
proporcionar la suficiente energia para conservar el metabolismo basal y mantener al
espermatozoide vivo, pero no la suficiente como para conservar la actividad del
flagelo. La presencia de abundantes mitocondrias libres en las gotas citoplasmaticas
de los espermatozoides inmaduros de ciertos individuos hace pensar que durante la
espermiogénesis, las mitocondrias se pierden con la liberacion del citoplasma
residual (Moore y Reijo-Pera, 2000). Algunos trabajos, también han sugerido una
correlacién entre el volumen mitocondrial y la longitud espermatica y frecuencia de

batida flagelar (Cardullo y Baltz, 1991).

4.6. COMENTARIOS FINALES

Como ya hemos indicado, han sido diversos los parametros espermaticos
humanos que han mostrado cierta capacidad predictiva respecto de la capacidad
fecundante del semen. Ahora bien, la mayoria de los estudios se han centrado en
pardmetros aislados sin realizar una valoracion global. Este hecho, unido a la gran
variabilidad inter-laboratorio, hace que las conclusiones finales sean poco sélidas. De
todo lo expuesto, cabe sefialar que para diagnosticar una muestra seminal se requiere
del estudio integrado de las componentes cinematicas y morfometricas de los
espermatozoides. En un trabajo previo, pusimos de manifiesto que el analisis
convencional también podia reducirse a componentes principales. Después de
considerar un conjunto de 12 variables, obtuvimos el mejor resultado al excluir el test

de la eosina y el nimero de células redondas, obteniendo una explicacion total de la
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varianza de mas del 80%. Las componentes obtenidas se denominaron “movilidad”
(los tres grados de movilidad, més defectos de pieza y cola), “morfologia” (% de
normalidad, mas defectos de cabeza y pieza), “funcionalidad” (Host, mas defectos de
pieza y cola) y “recuento” (volumen mas concentracién) (Soler et al., 2000).
Igualmente, Marnet er al. (2000) postularon que la capacidad fecundante de los
espermatozoides se deberia determinar a través de un estudio multiparamétrico de
movilidad, morfologia y funcion acrosémica. En el presente trabajo hemos incidido
en este tipo de aproximacion, aunando y simplificando la informaci6n aportada por el
SCA®. Ahora bien, el significado real del presente estudio sélo se tendra cuando se
comience a aplicar el conjunto de conocimientos aqui desarrollados en el campo de
la clinica, lo que puede conducir, al menos asi lo esperamos, a la definicién de

nuevos parametros diagndsticos mas potentes y precisos.
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Conclusiones

Las condiciones de anélisis Optimas para la valoracion de la movilidad
espermitica mediante el SCA® versién 5.1 combinan la muestra sin
diluir, con contraste de fase negativo y a 20x.

El uso del SCA® se puede considerar validado, en el contexto del
laboratorio clinico humano, para el analisis automatico de la movilidad y
morfologia espermatica en las condiciones utilizadas.

Todos los pardmetros aportados por el sistema han puesto de manifiesto
su importancia en la definicion de la cinematica y morfometria
espermaticas por lo que su inclusion en el analisis resulta imprescindible.
Se ha comprobado que los parametros morfométricos responsables del
desplazamiento del espermatozoide son aquellos relacionados con la
pieza intermedia y su insercion en la cabeza; su alteracién es causa de
extrema astenozoospermia o total inmovilidad.

Por su parte, la calidad del movimiento y, especialmente la linealidad del
desplazamiento, se ve afectada de forma positiva por incrementos en la
elipticidad y elongacion y negativamente con los correspondientes a la
rugosidad de la cabeza.

La reduccion del conjunto de parametros aportados por el SCA® a cinco
componentes principales permite sintetizarlos, abriendo las puertas a una
comprension integrada de las caracteristicas espermaticas, introduciendo
criterios mucho mas robustos en la valoracion seminal que la valoracién
individualizada de dichos parametros.

Los criterios diagnosticos seguidos hasta ahora por parte de la OMS no
se ajustan a la valoracion cuantitativa de la que ahora se dispone. Por
ello, el trabajo futuro debe centrarse en el establecimiento de nuevos

criterios.
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