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I. INTRODUCCION

1. El espermatozoide en los procesos
de fertilizacion

Fue recién después de la segunda mitad del siglo XX
cuando se dej6 de responsabilizar exclusivamente a la
mujer como dnica causante de la infertilidad conyugal.

Desde entonces comenzé a crecer gradualmente €l
concepto de “infertilidad masculina” y la posible con-
tribucién del hombre en los problemas de esterilidad
matrimonial.

Hoy sabemos que para alcanzar su objetivo, el esper-
matozoide debe abandonar el plasma seminal, atravesar
el moco cervical, llegar al sitio de fertilizacion y pene-
trar las capas que circundan al ovocito, fusiondndose
con el mismo. En su ruta, la gameta debe sufrir capaci-
tacion y reaccién acrosémica, asi como generar un seg-
mento ecuatorial fusigénico.

1.1, Migracion espermitica

Luego de la relaci6n sexual, el espermatozoide migra
rdpidamente hacia el moco cervical, pudiéndose obser-
var gametas méviles a los 90 segundos de la eyaculacion
(Sobrero y Mac Leod, 1962).

El pasaje por el moco cervical dependerd de la movi-
lidad de las gametas masculinas y de las propiedades
fisicoquimicas del moco y de la compatibilidad entre
ambos (Mortimer, 1978).

Desde su entrada en el canal, un gran nimero de es-
permatozoides son retenidos en las criptas cervicales
que actuarian como reservorio. A continuacion las c€lu-
las espermdticas son liberadas a diferentes tiempos para
que puedan continuar su camino hacia el sitio de fertili-
zacion (Overstreet, 1983).

Se ha sugerido que la migracién ulterior dependerd
primordialmente de la movilidad intrinseca de las game-
tas (Mortimer y Templeton, 1982).

El moco cervical actiia también como un filtro biol6-
gico, y sélo puede ser penetrado durante un periodo muy
breve cercano a la puesta ovular (Fredricsson y Bjork,
1977). Es allf donde las gametas permanecern protegi-
das por lo menos hasta 48 horas después de la insemi-
nacion (Hanson y Overstreet, 1981).

Los conocimientos que tenemos con relacién a la mi-
gracion espermatica por el dtero son muy limitados.

Las gametas pueden hallarse en la cavidad uterina 24
horas después de la relacién sexual (Rubinstein 'y col.
1951), pero no por mucho més tiempo, aun cuando se
observen abundantes espermatozoides en el moco cervi-
cal (Moyer y col., 1970).

Esto puede deberse a la destruccién o bien a la remo-
cién de espermatozoides que comienza a producirse
después de las 24 horas. La migracion por el dtero es
consecuencia de la movilidad espermdtica y también de
la contracci6n del miometrio. Es conocido el hecho de
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que los espermatozoides cuando llegan al sitio de fertili-
zacién no se detienen, por el contrario, progresan fuera
del infundibulo oviductal hacia la cavidad peritoneal.

Con respecto a la uni6n dtero-tubaria se le ha asigna-
do la funci6n de un segundo filtro de seleccién, que li-
mitarfa la migraci6n de las gametas por las trompas.

Por medio de inseminaciones intra-uterinas, se ha de-
mostrado claramente que a pesar de que se observa una
alta concentracién de espermatozoides en el ttero, la en-
trada hacia las trompas se mantiene en forma constante
(Harper, 1988).

Sabemos también que en animales, se necesitan mo-
vimientos espermdticos vigorosos para poder pasar por
la uni6n itero-tubaria (Overstreet, 1983).

Luego de 5 minutos de depositar los espermatozoides
en la vagina, pueden observarse gametas a nivel de las
trompas (Settlage y col., 1973). En este sector la migra-
ci6én consiste en una combinaci6n de factores tales como
la movilidad propia del espermatozoide, el efecto del
fluido y la actividad muscular de las trompas (Blake y
col., 1983).

Muy pocos espermatozoides migran ripidamente a la
regi6n ampular. La mayoria de los mismos permanece
en las proximidades del istmo antes de iniciar su recorri-
do hacia el sitio de fertilizacion.

Se ha estimado que el volumen de la secrecion tubaria
de la mitad del ciclo es de 20 a 40pl, y que la concen-
tracién de espermatozoides en la trompa estd com-
prendida entre 5.000 a 50.000 (Harpe, 1988). Durante el
transporte por el tracto reproductor femenino las game-
tas sufren algunos cambios que son pre-requisito para la
fertilizaci6n.

1.2. Capacitacion

Con el objeto de adquirir capacidad para fertilizar al
ovocito, el espermatozoide humano debe sufrir un pro-
ceso denominado capacitacion (Austin, 1951 y Chang,
1951).

Durante este periodo, se producen cambios fisiol6gi-
cos, con una secuencia determinada que finalmente de-
sembocan en un ingreso de calcio i6nico (Ca™) a la cé-
lula, que es requerido para poner en marcha la reaccion
acrosémica.

Dentro de los cambios mencionados se incluyen ade-
més transformaciones caracteristicas de la membrana
plasmética. No obstante, a los cambios ya citados que se
producen en la superficie espermdtica, debemos agregar
las modificaciones en el modelo de movilidad celular y
los cambios en el estado de las enzimas acrosémicas.

Todo esto da como resultado un fenémeno de hiperac-
tivacién de la movilidad espermética (Burkman, 1984).
Este iltimo fenémeno fue descripto como un aumento
de la movilidad con un desplazamiento del flagelo
espermitico que realizard un recorrido mas amplio y
tortuoso (Yanagimachi, 1981). En realidad varias obser-
vaciones han indicado una tendencia a aumentar la velo-
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cidad de las células y/o del movimiento lateral de la
cabeza.

Probablemente este mecanismo favorezca la migracion
por el istmo hacia el sector ampular (Cummins, 1982) y
puede ademds mejorar la chance de contacto entre el
espermatozoide y el ovocito dentro de la ampolla (Katz y
col., 1978). Se ha calculado que como resultado de la hi-
peractivacién se produce un aumento en el poder hidro-
dindmico del espermatozoide de hasta 20 veces (Johnson
y col., 1981).

En mamiferos, los espermatozoides pueden capaci-
tarse in vitro (Yanagimachi y Chang, 1963); comprobén-
dose que en humanos el tiempo requerido para este me-
canismo es de 6 horas (Austin, 1974).

Se han descrito ademds varios factores que afectan la
capacitacién, como por ejemplo: la temperatura, las va-
riaciones individuales, la fuente de la que provienen las
gametas (eyaculadas o epididimarias), la presencia de
cumulus oophorus y 1a composicién del medio (Yanagi-
machi, 1988).

1.3. Reaccion acrosémica

Luego que se ha efectuado la capacitacion, el esper-
matozoide sufre una serie de cambios exocitdsicos deno-
minados “reaccién acrosémica”.

Este evento parece involucrar el punto de fusion entre
la membrana acrosémica externa y el plasmalema sub-
yacente, con la formacién de vesiculas y la subsiguiente
apertura de poros por donde escapa el contenido acros6-
mico (Soupart y Strong, 1974).

Es posible que los componentes del cumulus sean los
responsables de la iniciacién de los primeros estadios de
la reaccién acrosémica y que estos componentes asocia-
dos con la zona pelicida actien sinérgicamente con las
moléculas de la zona para completar la reaccion (Cherr
y col., 1986).

Por lo menos 2 funciones biolégicas han sido atribui-
das a la reaccion acrosémica: la exposicion o liberacién
de enzimas hidroliticas durante el proceso de vesiculi-
zacion, y los cambios de la estructura de la regidn ecua-
torial del plasmalema que permiten la fusién del esper-
matozoide con la membrana ovocitaria (Ahuja, 1985).

Se conoce poco respecto al tiempo de duracién de la
reaccion acrosémica y su relacién con la migracién es-
permdtica. No obstante, la capacitacion es un prerrequi-
sito para que la reaccién se produzca.

La velocidad de produccién de la reaccién depende de
la especie estudiada, asi como de las condiciones del
espermatozoide y del ambiente en que se realiza.

El tiempo apropiado es importante, si por ejemplo la
gameta sufre reaccién acrosOmica antes del encuentro
con el ovocito, su capacidad de penetrar la zona puede
perderse antes que deje de moverse,

El lugar en que se produce la reaccion estd ain sujeto
a discusion, ya que se han observado diferencias entre
las especies estudiadas. En humanos por ejemplo, se han

comprobado espermatozoides intactos y con acrosoma
reaccionado que pueden unirse a la zona (Singer y col.,
1985).

Es probable que la acrosina tenga un papel destacado
en la reaccion acrosémica humana y existen experimen-
tos que sugieren que la funcién de la enzima se realiza
con la intervencién del sistema adenilato ciclasa (De
Jonge y col., 1989).

El fracaso de la unién con la zona pelicida sugiere
que hay factores que interactidan especificamente sobre
la membrana plasmatica con los sitios de uni6n especifi-
cos de la zona. Es probable que se necesite que la reac-
ci6n se realice sobre la superficie de la zona peliicida
para asegurar que la acrosina no sea inactivada prematu-
ramente por ¢l ambiente tubario.

Dado que el contenido del acrosoma se pierde como
resultado de esta reacci6n, se ha sugerido que la acrosi-
na involucrada en la penetracién estaria unida a la mem-
brana acrosémica interna.

1.4. Interaccion espermatozoide-zona
pelicida

La interaccion del espermatozoide con la zona pelici-
da se realiza en dos fases: 12 la de adhesién y 2- la de
uni6n. Esta dltima es, en realidad, la adhesion irreversi-
ble entre las dos gametas.

En condiciones naturales, la especificidad de especie
de las interacciones son bien conocidas. No obstante
esto, ciertas experiencias realizadas in vitro han revela-
do la posibilidad de uniones de tipo heter6logo en hams-
ters, ratones y conejos, pero no en humanos (Swenson y
Dunbar, 1982).

Por el contrario, la penetracién de espermatozoides
a través de la zona peldcida es un fenémeno especifico
de especies, con excepcidn de ciertas entidades biologi-
cas estrechamente relacionadas entre si (Yanagimachi,
1981).

Se sabe hoy que las células pueden controlar sus in-
teracciones con otras células por medio de enzimas de
superficie, denominadas ectoenzimas, que reconocen a
sustratos extracelulares 0 a elementos que se encuen-
tran sobre la superficie de células vecinas. Los sitios de
unién pueden funcionar como lectinas (Bleil y Wassar-
man, 1980).

Hay ademads evidencias que sugieren que el fracaso en
la uni6n espermatozoide-zona puede ser debido a la pre-
sencia de anticuerpos anti-espermatozoides (Bronson y
col., 1982). Luego de la uni6n firme de la gameta mas-
culina a la zona, comienza la penetracién propiamente
dicha. Este mecanismo envuelve fenémenos mecdnicos
de una particular actividad enzimdtica.

El espermatozoide debera ejercer una fuerte presion al
mismo tiempo que hacer jugar las enzimas acrosémicas
para preparar el terreno para el pasaje de la gameta (Ya-

nagimachi, 1988).
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1.5. Fusi6n espermatozoide-ovocito

Luego del pasaje por la zona pelicida, la cabeza
espermdtica cruza el espacio perivitelino y se funde con
la membrana plasmaitica del ovocito, incorpordndose al
ooplasma.

El movimiento espermadtico y la actividad flagelar ce-
san durante la fusion (Yanagimachi, 1981). Da la impre-
si6n de que el movimiento espermatico no estd involu-
crado en este altimo proceso.

Luego la membrana espermética de la regi6n post-
acros6mica se funde con la membrana del ovocito (Piko
y Tyler, 1964). Esta fusi6n es s6lo posible después que el
espermatozoide ha sufrido reaccién acrosémica. Durante
este periodo final de la fertilizacién, el niicleo espermatico
se hincha y a través de la decondensacién de la croma-
tina se transforma en el pronicleo masculino. Este proce-
so depender4 también de las propiedades del ooplasma.

Los proniicleos masculino y femenino, completamen-
te desarrollados se mover4n hacia el centro del ovocito,
mientras que sus membranas nucleares se desintegran.

Los cromosomas de ambos proniicleos se entremez-
clan para formar una disposicién en metafase para la
primera divisi6n mit6tica (clivaje) (Longo, 1973).

Esta unién de los cromosomas puede considerarse
como el final del proceso de fertilizacién y el comienzo
del desarrollo embrionario.

Forma normal
Normal form

Cabeza oval: Long. cabeza: 5 a 6 pm - Didmetro: 2,5 a 3,5 pm -
Acrosoma: 40 a 70% - Pieza y cola sin defectos.

Oval head: Head length: 5 to 6 pm - Diameter: 2.5 to 3.5pm -
Acrosome: 40% a 70% - No midpiece or tail defects.

II. CARACTERISTICAS DE LA MORFOLOGIA
ESPERMATICA, CONCEPTOS CLASICOS Y
NUEVO CRITERIO DE CLASIFICACION

2. Determinacién de la morfologia
espermatica

El estudio de la morfologia espermética es una de las
determinaciones seminales mds controvertidas y que
requiere mayor experiencia, no s6lo en la realizacion del
estudio, sino en la eleccién del sistema de expresion de
los resultados.

La controversia radica en que todavia no hay criterios
claros para definir a un espermatozoide “normal” (Fig. 1).

La consecuencia de todo esto es que con frecuencia
los resultados obtenidos en diferentes laboratorios no
son comparables entre si y més ain, los valores hallados
dentro de un mismo laboratorio tampoco lo son (Ellia-
son, 1971).

El semen humano contiene normalmente un cierto
nimero de gametas anormales. Estas anomalias pueden
comprender en algunos casos sélo a determinados com-
ponentes de la célula y en otros a toda ella, con modifi-
caciones de la cabeza, pieza intermedia o cola, asi como
del tamafio y forma en general (Calamera, 1992).

Recientemente se ha puesto énfasis en la evaluaci6n
morfol6gica del semen como una ayuda diagnéstica y
esto se ve corroborado con la profusa informacién bi-
bliogréafica que existe sobre el tema.

SAL

Figura 1

2.1. Aspectos biolégicos de la morfologia y su
correlaci6n con la clinica

Se ha informado que en el hombre y en algunos ani-
males, la forma y el tamafio de la cabeza del espermato-
zoide no se modifica apreciablemente desde el momento
en que es liberado del epitelio germinal hasta la apari-
ci6n de las células en el eyaculado (Mac Leod, 1970).

Las anormalidades espermaticas se han asociado con
la infertilidad y en algunos trabajos se ha indicado que
las malformaciones de las gametas podrian ser de carac-
teristicas funcionales (Overstreet, 1981).

El fenotipo morfolégico del espermatozoide estd de-
terminado genéticamente en condiciones y circunstan-
cias normales (Wyrobek y Bruce, 1978). Luego, desde el
punto de vista fisiol6gico, los componentes celulares del
eyaculado representan cuali y cuantitativamente al epite-
lio germinal. Se ha demostrado que la citologfa seminal
en humanos es un exponente real de las caracteristicas
morfolégicas del epitelio germinal y ademés un indica-
dor de los cambios producidos en dicho epitelio (Mac
Leod, 1964).

De lo expuesto surge que la morfologia espermatica
es un pardmetro muy sensible; luego, cualquier “stress
testicular” asi como condiciones fisiol6gicas anormales,
o influencias ambientales producidas por ciertas ocupa-
ciones y otros factores, como por ejemplo la frecuencia
en las eyaculaciones, se ven reflejadas por una reduc-
ci6n de las formas normales (Sas y Szollosi, 1979).

Algunos defectos se originan por factores locales a
nivel de espermatogonias 0 espermatocitos primarios,
debido principalmente a funciones bioquimicas anorma-
les de las células de Leydig, de la 1dmina propia o de las
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células de Sertoli. Este tipo de anormalidades se mani-
fiestan especialmente en el acrosoma y son siempre irre-
versibles.

Otras causas pueden deberse a factores ambientales o
al dicho “stress™ y se observa en los estadios primarios
de la espermatogénesis actuando primordialmente sobre
las células de Sertoli. Este tipo de accién se manifiesta
por una elongaci6n simple que puede ser reversible o
aiin por una mds severa que es irreversible (Hofmann y
Haider, 1985).

El estudio de la relacién entre movilidad y morfolo-
gia, se remonta a 1981 en que se describen los primeros
hallazgos video microgréficos. A través de estos estu-
dios se comprob6 que espermatozoides morfolégica-
mente anormales frecuentemente son inméviles o con
una movilidad muy lenta.

El estudio detallado del golpe flagelar y su relaci6n
con la medicién de la cabeza de las gametas revel6 que
los espermatozoides anormales tienen una forma de gol-
pe flagelar similar a la de las células normales. Esto po-
dria sugerir que el aporte contrictil de la cola espermatica
estarfa anatémicamente conservado y que los mecanis-
mos que controlan la geometria de la propagacion de la
onda flagelar estarfan también intactos.

Estos mismos estudios demostraron que las formas
“taperings” tienen una hidrodinamia superior a la de las
formas normales, mientras que otras como las amorfas
presentan una conformacién hidrodindmica inferior.

El hecho de que ambas clases celulares nadan més
lentamente que las formas ovales normales ha demostra-
do que el efecto hidrodindmico contribuye sélo en forma
minima en la capacidad de desplazamiento de las game-
tas anormales. Como hemos mencionado anteriormente,
el moco cervical realiza una seleccién de espermato-
zoides y el mecanismo por el cual esto se produce no
estd aiin perfectamente aclarado.

Una posibilidad que se deduce de las experiencias
realizadas, seria que el moco cervical elimina las formas
morfolégicamente anormales por un fenémeno de filtra-
cién (Mortimer, 1978).

El criterio estricto para medir o clasificar morfolégi-
camente a los espermatozoides fue descripto original-
mente por un grupo de reproduct6logos de la Univer-
sidad de Stellenbosch, en Sudéfrica, en el afio 1986
(Kruger, 1986).

Esta idea fue redefinida en varios estudios coopera-
tivos que se realizaron en el Jones Institute for Repro-
ductive Medicine, dependiente de la Universidad de Vir-
ginia, en Norfolk, U.S.A.

En estos trabajos donde tuvimos oportunidad de co-
laborar, y en otros, se demostr6 la tremenda utilidad,
confiabilidad y reproductibilidad de este método.

Hasta estos estudios, la utilidad de la clasificacién
morfolégica espermatica en la clinica androlégica estaba
en duda, sobre todo en lo que se refiere a su correlacién
con la capacidad fertilizante de un semen dado.

El papel de la morfologia espermdtica fue cuestionado
como predictor de la capacidad de penetracion en el test
de Hamster (Aitken y col., 1982) o en el potencial de
fertilizaci6n en los programas de Fertilizacion in vitro
(Hirch y col., 1986), debido a la dificultad en comparar
las caracteristicas morfol6gicas de las gametas masculi-
nas utilizando criterios de diagnéstico diferentes y mu-
chas veces arbitrarios.

El desarrollo de técnicas de reproduccién de baja y
alta complejidad ha permitido un mejor manejo del
matrimonio infértil y ha contribuido a un mejor cono-
cimiento de los principios fisiolégicos bdsicos, como
por ejemplo la induccién de la ovulacién y la infer-
tilidad masculina (Acosta y col., 1986); es asi que téc-
nicas como la fertilizacién in vitro permitieron cono-
cer mds intimamente los mecanismos de fertilizacién
normales y los alterados. De esta manera surgi6 la ne-
cesidad de tener la capacidad de “predecir” el compor-
tamiento de un semen a través del estudio de los esper-
matozoides.

El primer trabajo publicado en esta drea, donde se
estudi6 a los espermatozoides con un criterio morfolégi-
co més estricto y se correlacionaron estos hallazgos con
el porcentaje de fertilizaci6n de ovocitos in vitro se efec-
tu6 en la Universidad de Stellenbosch, Sudéfrica. Alli se
demostr6, en un estudio prospectivo sobre 129 pacientes
que hicieron 190 ciclos de fertilizacién in vitro, que los
sémenes con menos del 14 % de formas espermdticas
normales, tenfan un porcentaje de fertilizacién de ovoci-
tos sensiblemente menor que aquellos con mds del 14 %
de espermatozoides normales. En el primer grupo de
pacientes no se consigui6é ningiin embarazo (Kruger y
col., 1986).

En un estudio similar que efectuamos en el Jones
Institute observamos que, utilizando el 14 % como limite
de normalidad, obtuvimos 49,4 % de fertilizaci6n en el
grupo de pacientes con morfologia por debajo de 14 % y
88,3 % en el grupo que tenia més de 14 % de morfologia
espermdtica normal (p<0,0001) (Kruger y col., 1987).

En un trabajo posterior, en el afio 1988, Oehninger y
col. publicaron un estudio retrospectivo en 52 parejas en
los cuales fall6 la fertilizacién. En una evaluacion ini-
cial, el 40,4 % de fracasos en la fertilizacién no pudo ser
explicado y, se diagnostic6 40,3 % de casos con anorma-
lidades espermiticas que no pudieron correlacionarse
con el evento de la falla de la fertilizacién. Luego de re-
diagnosticar la morfologia espermética con el nuevo cri-
terio, se pudo predecir un fracaso de fertilizacion en el
74,9 % de los casos.

A su vez se observ6 una severa disminuci6n en la fer-
tilizacién cuando los niveles morfol6gicos utilizando
criterios estrictos son menores al 4 %. Es interesante
destacar que se establecié al mismo tiempo el denomi-
nado indice morfolGgico que surge de sumar las formas
normales y las ligeramente amorfas con un valor mini-
mo del 30 %. La ventaja en la utilizaci6n de criterios es-
trictos en el estudio de la morfologia espermdtica fue la
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de permitir reproductibilidad en los resultados entre pa-
cientes y también entre técnicos (Kruger y col., 1987 b).

Es posible entonces clasificar a los pacientes en dos
grupos (con menos de 14 % y con mas de 14 % de for-
mas normales) cualquiera sea la etiologia de su patolo-
gia seminal, lo que permite aconsejar al andr6logo la
conducta a seguir tanto en estudios clinicos como en el
caso de realizar pricticas de reproduccién asistida de
baja o alta complejidad.

Ademds, estos estudios permitieron realizar una sub-
divisién del grupo de menos de 14 % de formas mor-
folégicamente normales: el de pobre pronéstico con me-
nos del 4 % y el de buen prondstico con valores entre 5 y
14 % de formas normales (Kruger y col., 1987).

2.2. Descripcion de las caracteristicas
morfolégicas

Recorriendo la literatura se observan numerosos sis-
temas de clasificacion de morfologia espermética. La
O.M.S. establecio los criterios que se han expuesto en
los sucesivos manuales que se han realizado desde los
afios setenta (O.M.S., 1992), y que fueron extraidos de
numerosos trabajos en el transcurso de los afios. Este
sistema contempla las variaciones celulares necesarias
para un correcto diagndstico morfolégico del esperma,
distinguiéndose como defectos estructurales de la cabe-
za a los siguientes: grandes, pequefios, acéfalos, round
cells, taperings, bicéfalos y amorfos (Figs. 2, 3,4y 5).

El primer detalle a tener en cuenta cuando se estudia
una muestra, es la estructura de los espermatozoides nor-
males. Bajo condiciones estables la morfologia de las cé-
lulas germinales en el hombre es marcadamente cons-
tante, con formas de cabeza oval de 4 a 5,5pm de largo, de
2,5 a 3,5 um de ancho, con un acrosoma que ocupa entre
el 40% y el 70 % de la cabeza, con una relacion largo/an-
chode 1,5 a 1,75 y sin defectos de pieza intermedia o cola.

Los espermatozoides con cabeza de longitud menor se
agrupan entre los pequefios, y los de mas de 6 pm serdn
incluidos entre los megaloespermas. Los taperings son
un tipo especial de anomalia consistente en un adelgaza-
miento y alargamiento de la cabeza del espermatozoide.
La elongaci6n se efectia m4s alld de la espermitide
Sb2, donde el proceso de adelagazamiento se produce
normalmente.

A su vez los amorfos son muy sencillos de diferen-
ciar, dado que presentan anomalias muy marcadas del
tamafio y de la forma de los componentes celulares, asi
como las células duplicadas, con mds de una cabeza,
nicleo o cola. Cierto tipo de malformaciones como la
falta de cabeza o las round cells son relativamente faci-
les de diagnosticar.

La exfoliacién prematura de las espermatides se pro-
duce predominantemente entre los niveles Sbl y Sb2.
Pero debe decirse también que pueden encontrarse agru-
padas con un citoplasma comiin. Se acepta como normal
entre 0,5 a 3% de espermdtides en el eyaculado. Tanto
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en las espermatides mononucleares como en las multi-
nucleares, los nicleos estdn localizados preferentemente
junto al borde celular como si el niicleo se dirigiera ha-
cia afuera por efecto de presiones internas.

Los defectos més frecuentes de la cola espermdtica
son: el flagelo enrollado, doble, corto o ausente.

Las células piriformes de acuerdo con la opinioén de
algunos investigadores pueden ser contadas dentro de las
amorfas o de los taperings.

Es posible reconocer en el hombre, atin en los de fer-
tilidad conocida, la existencia de formas anormales. En
su dltimo manual la O.M.S. da como normal a aquellas
muestras con m4s de 30 % de formas morfolégicamente
normales.

Es poco frecuente encontrar teratozoospermias puras,
ya que normalmente estdn acompafiadas de alteraciones
en el recuento y movilidad esperméticas. Se ha observa-
do que el stress testicular expresado por un aumento de
las formas taperings y de células inmaduras se observan
de manera destacable en el varicocele. Pero también se
ha observado en dicha patologia un aumento de las for-
mas bicéfalas (Mac Leod, 1970).

El efecto de ciertas drogas y la acci6n de la radiacién
sobre la morfologia espermética fueron también exten-
samente estudiados. Durante la accion depresiva de las
testosterona, se observé una tendencia a aumentar el
niimero de células amorfas del eyaculado. No se obser-
varon faperings pero a pesar de ello, se detectaron for-
mas inmaduras en un nivel particularmente alto.

El uso de antiandrogenos como el acetato de cipro-
terona en dosis bajas de 100 mg por dia, no sélo produce
una disminucién del nimero de espermatozoides, sino
un aumento de las formas taperings. Dosis superiores a
la mencionada producen un efecto mucho méis marcado
en el recuento y calidad de los espermatozoides.

La ingesti6n de citrato de clomifeno a razén de 200mg
diarios durante algunos meses produjo tendencia a la bi-
cefalia y al incremento de las formas taperings, no ob-
servandose aumento de las formas inmaduras.

Los rayos X en dosis inferiores a 300 r no producen
signos de dafio a la espermatogénesis, pero en dosis
altas, los efectos son reflejados en la citologia seminal
con aumento de taperings y amorfos.

Se han descripto a nivel ultra-estructural, anomalias
del acrosoma y de la orientaci6n del flagelo, fen6menos
que se han interpretado como manifestaciones de una
espermatogénesis defectuosa.

Obteniendo muestras de moco de la parte alta del ca-
nal cervical, se ha podido observar una apreciable pobla-
cién espermatica con caracteristicas morfol6gicas nor-
males, que ha servido como referencia para estudios mas
precisos (Menkveld, 1987). Basados en estos estudios,
se defini6 como espermatozoide “normal” a aquel que
tiene una cabeza oval de contornos suaves con un acro-
soma que ocupa del 40 % al 70% de la cabeza, de 5 a
6pm de largo y con 2,5 a 3,5 pm de ancho, sin anormali-
dades de la nuca, pieza intermedia o cola y con una gota
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Cabeza oval grande
Large oval head

Cabeza oval pequefia
Small oval head

v

Cabeza oval: Long. cabeza: 6,5 pm - Didmetro:
4pm - Acrosoma: 50% - Pieza y cola sin defectos.
Oval head: Head length: 6.5 pm - Diameter: 4pm -
Acrosome: 50% - No midpiece or tail defects.

Cabeza oval: Long. cabeza: 4 pm - Didmetro:
3 um - Acrosoma: 40 % - Pieza y cola sin defectos.
Oval head: Head length: 4 pm - Diameter: 3 pm -
Acrosome: 40 % - No midpiece or tail defects.

Tapering
Tapering head

Cabeza duplicada
Double head

Cabeza alargada: Long. cabeza: 7pm - Didme-
tro: 2pm - Acrosoma: 30 % - Pieza y cola sin de-
fectos.
“Cigar” shape: Head length: 7pm - Diameter:
2pm - Acrosome: 30% - No midpiece or tail
defects.

Cabeza duplicada: Long. cabezas: 4,5 y 4 pm-
Diémetros: 2,5 y 2 pm - Acrosomas: 30% y 30% -
Pieza doble y cola normal.

Duplicate head: Heads length: 4.5 and 4pm -
Diameters: 2.5 and 2pm - Acrosome: 30 % and
30% - Double midpiece and normal tail.

Piriforme
Pyriform

Amorfo
Amorphous head

Cabeza ligeramente alargada: Long. cabeza:
6 pm - Didgmetro: 2,5 pm - Acrosoma: 30% - Pie-
za y cola sin defectos.

Slightly amorphous head: Head length: 6pm -
Diameter: 2.5pm - Acrosome: 30% - No mid-
piece or tail defects.

Cabeza irregular: Long. cabeza: 7,5 pm - Dié-
metro: 2 pm - Acrosoma: 10 % - Pieza y cola: de-
fectos.

Irregular head: Head length: 7.5 pm - Diameter:
2pm - Acrosome: 10% - Midpiece or tail: defects.

Figura 2
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Round
Round head

Acéfalo
Pin head

———

]

Cabeza esférica: Long. cabeza: 3 pm - Didmetro:
3 um - Acrosoma: 0% - Pieza y cola sin defectos.
Round head: Head length: 3pm - Diameter: 3 pm -
Acrosome: 0 % - No midpiece or tail defects.

Cabeza, no posee: Long. cabeza: — - Didmetro:
— - Acrosoma: — - Pieza y cola sin defectos.
Without head: Head length: — - Diameter: — -
Acrosome: — - No midpiece or tail defects.

Defecto de pieza intermedia
Midpiece defect

Defecto de cola
Tail defect

r

Cabeza oval: Long. cabeza: 4,5 pm - Didmetro:
3pm - Acrosoma: 50% - Pieza con defecto, cola
normal.

Oval head: Head length: 4.5pm - Diameter:
3pm - Acrosome: 50% - Midpiece defect and
normal tail.

Cabeza oval: Long. cabeza: 5pm - Didmetro:
3,5 pm - Acrosoma: 20% - Cola doble.

Oval head: Head length: 5pm - Diameter:
3.5pm - Acrosome: 20 % - Double tail.

Defecto de cola
Tail defect

Cabeza oval: Long. cabeza: 6 pm - Didmetro:
2,5 pm - Acrosoma: 25 % - Cola enrollada.

Oval head: Head length: 6 pm - Diameter: 2.5 pm -
Acrosome: 25 % - Coiled tail.

Forma inmadura
Immature cell

Espermatide
Spermatid

Figura 3
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Ligeramente amorfo
Slightly amorphous

Cabeza ligeramente amorfa: Long. cabeza: Spm -
Didmetro: 2,5 pm - Acrosoma: 35 % - Pieza y cola sin
defectos.

Slightly amorphus head: Head length: S5pm - Dia-
meter: 2.5pm - Acrosome: 35% - No midpiece and
tail defects.

Ligeramente amorfo
Slightly amorphous

Cabeza oval: Long. cabeza: Spm - Didmetro: 3 pm -
Acrosoma: 50 % - Pieza con defectos.

Oval head: Head length: Spm - Diameter: 3pm -
Acrosome: 50 % - Midpiece defects.

Forma amorfa severa
Amorphous severe

Cabeza ligeramente amorfa: Long. cabeza: 4,5 pm -
Didmetro: 3pm - Acrosoma: 10% - Pieza y cola sin
defectos.

Slightly amorphus head: Head length: 4.5pm - Dia-
meter: 3 pum - Acrosome: 10 % - No midpiece and tail
defects.

Forma amorfa severa
Amorphous severe

Cabeza ligeramente amorfa: Long. cabeza: Spm -
Didmetro: 2,5pm - Acrosoma: 20% - Pieza y cola sin
defectos.

Slightly amorphus head: Head length: 5 pm - Dia-
meter: 2.5um - Acrosome: 20% - No midpiece and
tail defects.

Figura 4

quinoplasmica que no sobrepase la mitad de la cabeza.
Estos parametros se utilizaron para desarrollar el método
de clasificacion espermética con criterio estricto (Kru-
ger y col., 1986) (Fig. 1). Como puede verse estas cifras
difieren en la longitud celular a las propuestas por la
O.M.S. (1992) (Tabla 1).

Debemos reconocer que fue con el advenimiento del
sistema de clasificacién con criterio estricto, que se ha
puesto mds atencion en las anormalidades del acrosoma,
asi como en la elongacién y formas ligeramente amorfas.
Estas dltimas son especialmente importantes para rea-
lizar una mejor estimaci6n del potencial de fertilizacién
de un varén y establecer de esa manera un sistema de
“prediccién” de la capacidad fecundante més preciso en
el caso de usar métodos tales como Fertilizacion in vitro
(FIV), Inseminacién Artificial Intrauterina IAH-IU) o
Transferencia Intratubaria de Gametas (GIFT).

OM.S. Criterios estrictos
Cabeza Oval Oval
Acrosoma 40-70 % 40-70 %
Long. cabeza 4-5,5pm 5-6 pm
Anch. cabeza 2,5-3,5pm 2,5-3,5pm
Pieza interm. 7-8 pm 7-8 pm

Delgada, recta y de lineas regulares, alineadas con el eje longi-
tudinal de la cabeza

Cola 45 pm 45 pm

No mayor de la mitad de la cabeza es-
permatica

Gota quinopl.

Tabla 1
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Forma amorfa severa
Amorphous severe

Cabeza ligeramente amorfa: Long. cabeza: S5pm -
Diédmetro: 3pm - Sin acrosoma - Pieza y cola sin de-
fectos.

Slightly amorphus head: Head length: 5pm - Dia-
meter: 3um - Without acrosome - No midpiece and
tail defects.

Forma amorfa severa
Amorphous severe

Cabeza ligeramente amorfa: Long. cabeza: 5pm -
Didmetro: 3,5 um - Acrosoma: 80 % - Pieza y cola sin
defectos.

Slightly amorphus head: Head length: 5pm - Dia-
meter: 3.5 ym - Acrosome: 80% - No midpiece and
tail defects.

Forma amorfa severa
Amorphous severe

Cabeza ligeramente amorfa: Long. cabeza: Spm -
Diémetro: 2,5pm - Acrosoma: 10% - Pieza y cola sin
defectos.

Slightly amorphus head: Head length: 5 pm - Dia-
meter: 2.5 pm - Acrosome: 10% - No midpiece and
tail defects.

Forma amorfa severa
Amorphous severe

Cabeza ligeramente amorfa: Long. cabeza: 5pm -
Didmetro: 2,5pm - Acrosoma: 20 % - Pieza y cola sin
defectos.

Slightly amorphus head: Head length: 5pm - Dia-
meter: 2.5pm - Acrosome: 20% - No midpiece and
tail defects.

Figura §

2.3. Técnicas de determinacion objetiva de la
morfologia

Las imperfecciones en la evaluacién de la morfologia
espermadtica, sumada a la dificultad en estandarizar el
método, o implementar y controlar las mediciones ma-
nuales, han incentivado el desarrollo de métodos obje-
tivos autométicos de an4lisis.

Han sido desarrollados un buen ndmero de instrumen-
tos semi-automdticos que individualmente fueron pues-
tos a punto en diferentes laboratorios.

Uno de estos primeros intentos utiliz6 una tabla di-
gitizada unida a una microcomputadora. Las im4genes
de los espermatozoides fotografiados se proyectaban
sobre la tabla, donde por medio de una técnica manual

SAU

se calculaba el largo, el ancho y el 4rea de las gametas
(Schmassmann y col., 1979).

En un intento similar, se utiliz6 también esta meto-
dologia para estudiar 2 sistemas semiautométicos donde
se comparaban preparados obtenidos en fresco y mues-
tras coloreadas y posteriormente montadas.

En estos estudios se observaron diferencias signi-
ficativas entre los 2 tipos de preparados (Shmassmann
y col., 1982) y ademés se comprob6é que la relaci6n
ancho/largo es el mejor pardmetro individual para dis-
tinguir los diferentes grupos celulares (Kartz y col.,
1986).

Para estudiar espermatozoides normales también fue
utilizado un sistema que localiza y digitaliza automética-

Rev. Arg. de Urol., Vol. 60, N 1, Pig. 44, 1995



mente im4genes por medio de videomicrografia. La re-
laci6n entre los pardmetros morfolGgicos, asi como su
variabilidad y su tendencia central, fueron presentados
como un punto de partida para definir objetivamente la
normalidad espermética (Jagoe y col., 1986).

Otro sistema que emple6 digitalizacion automética de
imd4genes fue utilizado en combinacién con una técnica
estadistica especial, por medio de este método se identi-
ficaban los pardmetros de medida que mejor definian los
tipos morfol6gicos. Fueron suficientes 4 parimetros que
son el largo, el ancho, el 4drea y el perimetro para dife-
renciar las formas normales con una precisién del 95 %
(Moruzzi y col., 1988).

La posibilidad de un método objetivo y automatico se
conoce desde hace por lo menos 10 aflos. No obstante,
solamente 2 instrumentos han sido presentados comer-
cialmente (Morphologizer de la Cryo Resources, New
York y el Cell Form Human de la Motion Analysis Corp.
Santa Rosa, Ca.).

Otros sistemas computarizados como el Cell Morph
(Universidad de California) y el Fertech de reciente apa-
ricién (Kruger y col., 1993) fueron comparados con los
sistemas comerciales anteriormente mencionados.

Estos instrumentos localizan al espermatozoide en el
campo microscopico, analizan y diferencian la cabeza
espermatica de otros tipos celulares y detritus y analizan
la morfometria de la cabeza.

No existen por el momento aparatos comerciales que
en forma automatica puedan analizar la pieza intermedia
y el flagelo.

Esta enumeracién de los métodos objetivos, tanto los
semiautomdticos y los morfométricos de andlisis, han
permitido una mejor estimacién de las medidas de las
gametas y también la variabilidad que sufren éstas como
consecuencia de las diferentes preparaciones y condi-
ciones clinicas.

No obstante, hay publicaciones donde se informa que
no han encontrado ventajas al utilizar un sistema auto-
matizado en comparacién con medidas manuales pero
controladas (Wang y col., 1991).

Es necesario intensificar los estudios, ya que nuestros
conocimientos revelan las dificultades con que trope-
zamos para estandarizar los resultados con vistas a ha-
cerlos comparables y precisos para poder convalidar el
aporte de los instrumentos automatizados.

La gran utilidad de un sistema automético de mor-
fometria espermdtica es la medicién objetiva de la ca-
beza. Dicha medida facilita la introduccién de mejores
técnicas de clasificacién usando modelos estadisticos
que permiten una definicién ad hoc del tipo celular.

Con ulteriores avances en el reconocimiento esperma-
tico y en la clasificacién de los algoritmos, resultard
también en un mejoramiento del anilisis morfol6gi-
co con vistas a su aplicabilidad en clinica e investiga-
cion.

III. DETERMINACION DE UN METODO
MANUAL “SIMPLE” Y OBJETIVO DE
DETERMINACION DE LA MORFOLOGIA

3. Introduccion

Los espermatozoides muestran en general una mor-
fologia heterogénea y la literatura a este respecto €s ex-
tensa.

Depende para su evaluacién del tipo de anélisis mor-
fologico escogido, del método de coloracion usado, de
la interpretacién de los resultados y por iltimo de la so-
fisticaci6n técnica disponible (David y col., 1975).

Mas ain, se ha demostrado que los espermatozoides
morfolégicamente normales nadan més rdpido y mas
recto, ademas de exhibir mayor frecuencia de golpe fla-
gelar que las gametas anormales (Katz y col., 1982). Es-
tos autores desarrollaron un método objetivo de clasifi-
cacion que se bas6 en los valores métricos propuestos
por la O.M.S. en su momento.

Este sistema utilizaba tecnologia por video imagenes
juntamente con una ldmina de acetato calibrada para un
diagnéstico més sencillo.

A pesar de ser un método muy interesante y econémi-
co no fue ampliamente adoptado en los laboratorios de
andrologia, quizds por no existir en ese momento con-
troles de calidad para la estandarizacion.

Sin lugar a dudas los laboratorios dedicados a esta
especialidad deben usar tecnologia de avanzada sin ha-
cerla depender de su valor econ6mico, con el objeto de
proporcionar una ayuda diagndstica eficaz. Al decir esto
nos referimos a los métodos objetivos y automatizados
que hemos descripto ya en este capitulo.

El costo de estos equipos ronda los 40.000 d6lares,
hecho que impide a muchos laboratorios intentar su
compra y utilizacién,

Por esta razén, una de las propuestas de este trabajo
es presentar un sistema nuevo de medicién usando una
modificacién del método propuesto por Katz y col.,
(1982), como una opci6n objetiva, “simple” y econémi-
ca de estudio de morfologia espermética.

Es importante destacar que repitiendo las caracteristi-
cas técnicas y metodolégicas que a continuacién deta-
llaremos, cualquier laboratorio interesado en el tema
puede implementar su propio equipo ahorrando el tiem-
po necesario para estandarizar el mismo, y de esta for-
ma, se difundir4 este sistema de clasificacién espermati-
ca tan 1til en la clinica androlégica, para su empleo en
forma sistemética en todo espermograma.

3.1. Estudio del semen

Las muestras de semen fueron obtenidas por mastur-
baci6én o usando un recolector seminal apropiado (Cala-
mera, 1978) y estudiadas dentro de la hora de obtenci6n
luego de tres dias de abstinencia sexual.
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Los estudios de rutina que componen un e€spermo-
grama se realizaron luego de la licuefaccién de las
muestras. Estos estudios incluyeron entre otros, la deter-
minaci6én objetiva de la concertracion, movilidad, ve-
locidad y linearidad de las gameias por medio de un
Cell Soft (Computer assisted semen analysis) (Cryo
Resources New York USA) (Foto 1).

largo. El tubo conecta la cdmara con el microscopio.
El equipo se completa con un objetivo 100 x para
campo brillante y un monitor tipo LDH 2134/10 Philips
(Foto 2).

Foto 1

Los extendidos para los estudios morfolégicos fueron
realizados sobre portaobjetos limpios y desengrasados.
Una gota de 5pl de la muestra fue depositada sobre un
extremo del portaobjeto y luego extendida cuidadosa-
mente.

El objeto de esto es evitar acimulos de espermato-
zoides y que las gametas puedan ser visualizadas sepa-
radamente (entre 3 y 5 por campo microscépico) modifi-
cando el tamaiio de la gota de semen o bien el dngulo y
velocidad en la realizacién del extendido.

Los preparados se dejaron secar a temperatura am-
biente y luego se los fijé 10 minutos en metanol. El mé-
todo de coloraci6n fue en todos los casos la técnica de
Papanicolau (0.M.S., 1992). A través de esta colora-
cién, las cabezas de los espermatozoides se tifien de
azul palido en la regién acrosémica y de azul oscuro en
la regi6n post acrosémica. La pieza intermedia a su vez
muestra una tonalidad rosada y la cola también se tifie
de azul.

Se estudiaron 200 espermatozoides en cada preparado
utilizando una magnificacién de 1.000x. La morfologia
fue evaluada por 3 observadores diferentes usando el
criterio propuesto por la O. M.S. (1992) o los criterios
estrictos desarrollados por Kruger y col. (1988) (Figs. 2,
3,4y5).

3.2. Equipo utilizado

El instrumental utilizado estd formado por un micros-
copio Bausch y Lomb Galen II, equipado con una cé-
mara monocromo CC LDH 0250/10 Philips; un ocular
6x montado en un tubo “observador” de 12,5cm de
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Foto 2

Las medidas realizadas sobre las cabezas de los esper-
matozoides fueron: longitud, ancho y porcentaje de acro-
soma. Como consecuencia del estudio individual de las
cabezas y colas, los espermatozoides fueron clasifica-
dos como normales de acuerdo con la propuesta de la
O.M.S. o bien aplicando los criterios estrictos. Los va-
lores de ambos sistemas fueron informados detallada-
mente en el capitulo 2.

3.3. Diseiio experimental

Con el objeto de familiarizarse con el equipo, se rea-
lizaron un cierto nimero de determinaciones y una vez
que los operadores se hallaban convenientemente entre-
nados, se mantuvieron las condiciones experimentales
durante el transcurso del trabajo.

B Experimento 1 (calibracién del equipo):

Para la calibraci6n y estandarizacién del equipo, los 3
observadores estudiaron cada uno 252 cabezas de esper-
matozoides; determinando la longitud y el ancho de las
mismas en el microscopio. Para esto se utiliz6 un ocular
10x con escala graduada en micrones.

Al mismo tiempo los espermatozoides fueron medi-
dos en el monitor en centimetros y ambos valores rela-
cionados entre si. Los resultados de estas mediciones
permitieron la calibracion de la ldmina de acetato. Para
ello se confeccionaron dos disefios, uno con las medidas
de la O.M.S. y el otro por el método de criterios estric-
tos (Gréficos 1 y 2).

En la figura 6 se pueden observar 2 dreas de me-
dici6n:

A: drea para la medida de la cabeza de los espermato-
zoides.

B: érea para determinar el porcentaje del acrosoma.
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B Experimento 2:

A continuaci6én cada uno de los 3 observadores estu-
diaron 10 preparados de sémenes normales y patol6gi-
cos, contando 200 gametas en cada una (Foto 3). Para
ello se utilizo la ldmina de acetato de celulosa calibrada
previamente. La aplicacién de este sistema exige que las
formas “borderline” sean consideradas anormales.

Foto 3a

Foto 3b

3.4. Resultados

B Experimento 1:

Como consecuencia de la calibracién del equipo se
obtuvieron los valores que se observan en la Tabla 2 y

en el Grafico 3.
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Medidas de las cabezas espermaticas

0O.M.S. Criterios estrictos

Oper1 Oper2 Oper3 Operl Oper2 Oper3

26470 17530 227,70 26,20 2280 21,50

9 9 9 9 9 9

1627 13,24 1509 512 477 4,64

Microscopio Monitor
Longi- Longi-
tud Ancho L/A tud Ancho L/A
n n cm cm
485+ 290+ 167+ 199+ 1,19+ 167%

0,05 0,03 0,02 0,02 0,01 0,03

1.058,80 701,20 91080 104,80 9120 86,00

n=252

Regresién: Constante: 0,238816; error estidndar de Y est.:
0,044455; R cuadrado: 0,961002; grados de libertad: 6; coefi-
ciente de x: 0,359 y el error esténdar del coeficiente: 0,030.

22257 — — 23,50 — —

A
B
C
D 043 033 0,38 056 057 0,52
E
F
G

2093 — — 1,73 — —

Tabla 2

vananza dentro del grapo
009 F= =0,07
varianza entre los grupos

varianza dentro del grupo

varianza entre los grupos

A: Varianza. B: Grados de libertad. C: Desvio estdndar. D:
Coeficiente de variacién. E: Suma de los desvios al cuadrado.
F: Varianza dentro del grupo. G: Varianza entre los grupos.

e c e m——— e —,—————— = -

e e e e e e —————— T = - =

e e = = = = e

Tabla 3

IV. APLICACION PRACTICA DEL METODO
OBJETIVO PROPUESTO

Micrones (microscopio)

Griéfico 3

B Experimento 2:

Los resultados obtenidos en el experimento 2, pue-
den observarse en la tabla 3. Demuestra que el error de
los operadores no invalida la medicién porque la rela-
cién que existe de la varianza entre los grupos a la va-
rianza dentro de los grupos no es estadisticamente sig-
nificativa.

3.5. Analisis estadistico

La relacion entre el porcentaje de espermatozoides
con morfologia normal y anormal fue realizado usando
un sistema ANOVA balanceado con efecto al azar.

SAU

4. Caracteristicas

Actualmente muchos centros han adoptado rutinaria-
mente el estudio de la morfologia espermitica de acuer-
do con los criterios estrictos, especialmente en aquellos
pacientes que serdn sometidos a algiin método de repro-
duccién asistida de alta complejidad (FIV, GIFT, etc.).

En nuestro centro se ha tomado la decisi6n de reali-
zarlo también en aquellos casos en los cuales se aplicara
una técnica de baja complejidad, especialmente cuando
el espermograma presenta algiin tipo de alteracion.

Dado que recorriendo la literatura se observa con fre-
cuencia la comparacién de la morfologia espermdtica con
los indices de fertilizacién y embarazo en pacientes so-
metidos a FIV, el propésito del presente trabajo fue
determinar si el estudio de la morfologia con criterios
estrictos puede ser itil para predecir los resultados de in-
seminacion artificial homéloga intrauterina (IAH-IU), uti-
lizando como elemento diagnéstico una medicién obje-
tiva y manual del espermatozoide (ver capitulo III).

4.1. Criterios de seleccion

Para ingresar en este estudio se requirié matrimonios
con esterilidad de més de un afio de evolucién con prue-
bas post-coitales reiteradamente anormales.

Se efectu6 en todos los casos la evaluacién de la es-
permomigracién in vitro (Kremer, 1965) y si el resultado
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era negativo, estudios bioquimicos del moco cervical
(Nicholson y Calamera, 1982) y bacteriologia, incluyen-
do Chlamydias y micoplasmas.

Fue condicién necesaria la presencia de al menos una
trompa permeable comprobada por histerosalpingografia
y/o laparoscopia. En todos los casos se realiz6 una eva-
luacién androlégica completa previa y se intenté corre-
gir la anormalidad seminal o por lo menos mejorar la cali-
dad de los espermatozoides. La etiologia de los factores
masculinos fue diversa y todos los pacientes fueron me-
dicados previamente e incluso intervenidos quirirgica-
mente en los casos de existencia de varicocele. Algunos
pacientes no mejoraron su semen y otros si 1o hicieron
alcanzando niveles de semen aceptables como para inten-
tar una inseminacioén artificial intrauterina.

No se excluyeron del protocolo a aquellas pacientes
con factores asociados de subfertilidad en tratamiento, ta-
les como: fase litea inadecuada, anovulaci6n, endometro-
sis o hiperprolactinemia.

Se sugiri6 la realizacién de 6 .ciclos de tratamiento,
incluyendo en los resultados a todos los matrimonios,
inclusive a aquellos que hicieron un solo intento.

4.2. Material y métodos

El estudio se efectu6é sobre 100 matrimonios que
completaron 388 ciclos de tratamiento, 71 presentaban
esterilidad primaria y 29 secundaria. La duracién pro-
medio de la esterilidad fue de 48,5 +/— 4 meses y la
edad promedio de la poblacién femenina fue de 32,1
+/— 2 afios y el de la masculina de 34,2 +/— 3 afios.
Las indicaciones de IAH-IU se dividieron en: masculi-
nas 29 casos, femeninas 15 casos y mixtas 56 casos.

4.2.1. Obtencién y preparacién del semen para
inseminacion

A su vez en 83 ciclos, se us6 hMG en dosis de
150UI/dia a partir del dia 3 al 5 hasta alcanzar criterios
de madurez folicular y en ese momento se indic6
10.000UI de hCG. En ambos casos se suplementé la
fase litea con progesterona. En todos los ciclos se efec-
tu6 monitoreo de la ovulacién por medio de una eco-
grafia vaginal previa y otra posterior a la IAH-IU para
confirmar la puesta ovular.

4.2.3. Técnica de inseminacién

Se llevé a cabo una inseminaci6n intrauterina por Ci-
clo entre las 38 y 42 horas de la administracién del hCG.
La inseminacién se realiz6 en forma ambulatoria en el
consaltorio, previa colocacién de un espéculo bivalvo e
hisopado cervical con algodén estéril. Se utiliz6 una
carula de Frydman a través de la cual se inyect6 0,5ml
del preparado (swim-up) con los espermatozoides en
forma lenta a 0,5 cm del fondo uterino, dejando a la pa-
ciente en reposo no menos de 5 minutos. Al mismo
tiempo se le solicit6 que en las dos horas siguientes res-
tringieran su actividad.

4.2.4. Andlisis estadistico

Para la evaluacién de los resultados se utilizé el test
de “t” Student y el Chi-cuadrado.

V. RESULTADOS

Las muestras de semen se¢ obtuvieron y estudiaron de
acuerdo con lo expresado en 3.1.

Se procesaron segiin el método del swim-up, por
doble lavado y centrifugacién (Mc¢ Dowell, 1983). En for-
ma breve: el semen se 1avo con 2 volimenes de Ham’s F
10 suplementado con suero humano al 7,5 %. A conti-
nuacién se realizd un segundo lavado con Ham’s F 10
fresco. Sobre el pellet de espermatozoides se coloc6 1 ml
de Ham’s F 10 y se incub6 durante 1 hora y 30 minutos
en estufa gaseada (5 % de di6xido de carbono) a 37°Cy
con humedad a saturacién. Luego de la incubacion se
retir6 con cuidado la capa superior de Ham que contenia
los espermatozoides mas méviles y mas lineales que
fueron los que se utilizaron en la inseminacién.

4.2.2. Estimulacién de la ovulacién

La estimulaci6n de la ovulacién en 305 ciclos se rea-
liz6 con Citrato de Clomifeno 100 mg/dia desde el dia 3
al 7, asociado a 150Ul/dia de hMG los dias 2, 4, 6, 8, y
10; el dia 11 se aplic6 10.000 UI de hCG.

5. Segiin el disefio experimental
establecido

Se estudiaron 100 matrimonios estériles que comple-
taron 388 ciclos de tratamiento. En base al estudio de la
morfologia espermitica realizada con criterios estrictos,
se dividieron en 2 grandes grupos: grupo I con mor-
fologia mayor al 14 % (MK >14 %) y el grupo II con
morfologia menor al 14 % (MK < 14 %).

El grupo I estuvo formado por 65 pacientes con una
media de MK del 17,6+7% y con valores de swim-up
de 24,1+ 13,8 por 10 espermatozoides méviles por ml.

El grupo II estuvo formado por 35 pacientes con MK
promedio de 8,8+ 3,7 % con un valor medio de swim-up
de 17,1+ 16,6 x 10 esp. mov./ml.

En el grupo I se realizaron un promedio de 3,78 ciclos
por paciente y en el grupo II 4,05 ciclos con rango de 1
a7 ciclos.

La edad promedio entre los pacientes del grupo I fue
de 33,7+ 3 afios y los del grupo II de 31,4 +4 aiios, (I vs.
11=no significativo).

Se lograron en total 23 embarazos, que correspon-
dieron a 22 en el grupo I 'y s6lo 1 en el grupo II. La tasa
global de embarazos por paciente fue del 23 % para toda
la poblaci6én estudiada. En el caso del grupo I fue del
33,8% y del 2,85 % para el grupo II (I vs. II p<0,05).
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La tasa global de embarazos por ciclo en el total de la
poblacién fue del 5,93 %. En el caso del grupo I fue del

8,94 % y del 0,7 % para el grupo II (I vs. II p<0,05)
(Tabla 4).

Comparacién entre ambos grupos

Grupo 1 Grupo 11
(MK >14 %) (MK <14 %)
Valor promedio morfologia ® 17,6 3% 88+3,6%

Valor promedio swim-up "*®

24,1 23,8 X 10°Xcc

17,1 £99 X 10°Xcc

Edad femenina promedio ® 33,7 =3 afios 31,4 =4 afios
Ciclos por paciente ™ 3,78 4,05
Embarazos por paciente * 22/65 (33.8) 1/35 (2,85)
Embarazos por ciclo® 22/246 (8,94 %) 2/42 (0,70 %)

®[vs. II: p<0,05 ™®Ivs.Il:ns

Tabla 4

En el grupo I la tasa acumulativa de embarazos al
cabo de 6 ciclos fue del 53,5 % (Tabla 5) y en el grupo I
no se estimé por haber un solo embarazo.

No hubo diferencias estadisticamente significativas
entre la concentracion de espermatozoides en el swim-
up de ambos grupos ni tampoco en la edad de las pa-
cientes.

Tasa acumulativa de embarazos (grupo 1)

accl.lircl:?ll. P?nr:bn ° E/Pac. E/Ciclo em::::zos
1 1,00 2/65 3,07 % 3,07%
2 0,97 3/60  5.00% 7,92 %
3 092 12/51 2352%  29,55%
4 0,71 2731 6,45 % 34,12%
5 0,66 1/17 5.88% 38,00 %
6 0,62 2/8 25,00% 53,50 %

Tabla 5

5.1. Segun las indicaciones

La tasa global de embarazos por paciente fue para las
indicaciones masculinas del 13,8 %, para las femeninas
del 60 % y para las mixtas del 17,8 %.

Entre las indicaciones masculinas (n =29) la tasa to-
tal de embarazos por paciente en el grupo I fue del 25 %
y nc hubo embarazos en el grupo II (Tabla 6).

Con respecto a las indicaciones femeninas (n = 15) no
hubo pacientes en el grupo II y la tasa total de embara-
zos por paciente fue del 60 % (Tabla 7).

Con indicaciones mixtas (n =56) se alcanz6 una tasa
total de embarazo por paciente del 26,5 % en el grupo I
y del 4,5 % en el grupo II (Tabla 8).

5.2. Segiin 1 concentracién espermitica del
swim-up

Los ciclos fueron divididos de acuerdo con la concen-
tracién de gametas en el swim-up en 4 grupos (Tabla 9)
y estos a su vez en subgrupos de acuerdo con la mor-
fologia espermatica.

No se observaron embarazos en los ciclos con swim-
up menor a 1,5 X 10° esp. mov./ml.

Se obtuvieron 3 embarazos en 103 ciclos en el grupo
de 1,5 a 5 X 10¢ esp. mov./ml (2,91 % embarazo/ciclo)
todos ellos en el grupo I (4,68 % embarazo/ciclo).
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Resultados en indicaciones masculinas

Grupol Grupo II GruposI +1I

Pac. Emb. E/P Pac. Emb. E/P Pac. Emb. E/P
Olz. 3 1 333% 2 0 — 5 1 20,0%
Atz. 8 2 250% 4 0 — 12 2 16,6 %
Oaz. 3 1 333% 3 0 — 6 1 16,6 %
Hip. 2 0 — 2 0 — 4 0 —
Inm. — — — 2 0 — 2 0 —
Total 16 4 25,0% 13 0 — 29 4 13,8%

Olz.: Oligozoozpermia. Atz.: Astenozoospermia. Oaz.: Oligoastenozoospermia. Hip.: Hipospermia. Il‘lll‘;.: Inmunolégico.

Tabla 6
Resultados en indicaciones femeninas
Grupo 1 Grupo Il Grupos I +11

Pac. Emb. E/P Pac. Emb. E/P Pac. Emb. E/P
F. cer. 15 9 60 % — — — 15 9 60 %
Total 15 9 60 % — — — 15 9 60 %
Tabla 7

Resultados en indicaciones mixtas
GrupoI Grupo II GruposI+1I

Pac. Emb. E/P Pac. Emb. E/P Pac. Emb. E/P
i'zc'”' 16 5 312% 10 1 10,0% 26 6 233%
F.C.+ 10 1 10,0% 6 0 _ 16 1 6.2%
Oaz.
F.C.+ 2 1 50,0% 2 0 — 6 2 333%
Hipos.
F.C.+ ) 0 . ) 0 — 4 0 —
Inmu.
oot 4 2 50.0% 2 0 — 6 2 333%

oit.

Total 34 9 26,5% 22 1 4,5% 56 10 17.8%
Tabla 8
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Resultados segiin la concentracion del swim-up

N de ciclos Embarazos Emb./Ciclo (%)
Gl GII Glob. GI GIL Glob. GI GII Glob.
1 34 27 61 — — — — — —
2 64 39 103 3 — 3 4,68 — 291
3 48 22 70 6 6 12,50 — 8,57
4 100 54 154 13 1 14 13,00 1.85 9.09
Total 246 142 388 22 1 23 8.94 0,70 592

1: 0,1 a 1,5 X 10¢ espermatozoides méviles. 2: 1,5 a 5,0 X 10° espermatozoides méviles. 3: 5,0 a 10 X 10° espermatozoides méviles.

4: > de 10 X 10° espermatozoides méviles.

Tabla 9

En el grupo con 5 a 10 X 10 esp. mov./ml, la tasa
global fue de 8.6 % de embarazos por ciclo, logrindose
todos los embarazos también en el grupo I (12,5 % em-
barazo/ciclo).

Finalmente en el grupo con mas de 10 X 10° esp.
mov./ml, se obtuvieron 14 embarazos (9,09 % embara-
zo/ciclo), 13 en el grupo I (13 % embarazoj/ciclo) y 1 en
el grupo II (1,85 % embarazo/ciclo).

VI. DISCUSION

Los espermatozoides humanos a diferencia de lo que
ocurre en otros mamiferos, muestran una movilidad y
morfologia heterogénea (Bedford y col., 1973).

No obstante, en hombres y probablemente en otras
especies también, da la impresion de que la forma y el
tamafio de la cabeza espermdtica no se modifican en
grado apreciable desde el momento que el espermato-
zoide es liberado del epitelio germinal y aparece en el
eyaculado.

La morfologia espermatica ha pasado a ser un para-
metro muy importante como predictor de la capacidad
fertilizante de un espermatozoide, hecho demostrado por
nosotros y otros autores en numerosos trabajos publica-
dos, tanto utilizando ovocitos humanos, de hamster y
pruebas como el test de hemizona.

Autores como Mahadevan y Trouson (1984) indi-
caron que el porcentaje de formas anormales estaba re-
lacionado significativamente con los niveles de fertili-
zacion,

Por otra parte se ha demostrado que el factor masculino
juega un importante papel en el proceso de fertilizacion,
donde un 73,7 % de los hombres infértiles pueden tener
una movilidad y contaje espermdticos normales y pre-
sentan no obstante esto, caracteristicas morfol6gicas anor-
males (Rogers y col., 1983).

También fue observada esta relacién en un grupo de
pacientes sometidos a FIV con diagnéstico de esterilidad
sin causa aparente (Aitken y col., 1982).

Todos estos estudios han demostrado que existe una
correlacién excelente entre el porcentaje de espermato-
zoides con caracteristicas normales y los indices de em-
barazo.

Por su simplicidad y economia el criterio estricto ha
sido también propuesto como un método de evaluacién
de la capacidad fecundante en reemplazo de otros mds
costosos como el test de penetracién en ovocitos de
hamster (Calamera y col., 1989)

Por otro lado hemos probado que esta técnica de cla-
sificacién morfolégica con criterio estricto es también
predictora en los casos de inseminacion artificial intra-
uterina.

Por todo ello consideramos que en la andrologia de
hoy, la medicién del porcentaje de espermatozoides nor-
males y anormales se ha vuelto crucial.

Es esencial la necesidad de contar con un instrumen-
to y una técnica que colaboren para lograr que esta
medici6én sea lo mas exacta posible, reproducible y eco-
némica.

De alli lo interesante y novedoso de este aporte; no
solamente como arma para la investigacién basica sino
como herramienta fundamental para el andrélogo clini-
co. Esto ayudaria a lograr un diagnéstico mas correcto,
asi como evaluar el resultado de los tratamientos médi-
cos y/o quirdrgicos efectuados en sus pacientes y para
conseguir un mejor criterio en la eleccién de la técnica
de reproduccién asistida que deba usar, en el caso de ser
necesaria (Dehninger y col., 1988).

La evaluacion de las caracteristicas morfolégicas de
los espermatozoides normales es subjetiva y dificultosa
de comparar entre los laboratorios distribuidos por el
mundo y esas diferencias son conocidas desde hace mu-
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cho tiempo. Es por ese motivo que la O.M.S. fue desa-
rrollando a través de los afios diversos manuales donde
se describieron diferentes tipos de clasificacién subjeti-
va que aun hoy no han podido ser estandarizados.

Uno de los problemas principales al realizar una clasi-
ficacion morfoldgica es la gran discrepancia en el diag-
nostico que se observa entre diferentes operadores y ain
cuando el mismo operador repite un estudio.

({Coémo evitar esto? El método que hemos desarrolla-
do en este trabajo tiene el propésito de realizar de ma-
nera simple y objetiva una técnica altamente reprodu-
cible.

Con la ayuda de este sistema, el coeficiente de varia-
cion entre los observadores fue del 9% para el método
de la O.M.S. y del 7 % para los criterios estrictos.

Con respecto al método de coloracién se ha demos-
trado que las muestras tefiidas por la técnica de Papani-
colau o por el método Diff-Quik, poseen igual calidad
permitiendo evaluar el estado morfoldgico del esperma-
tozoide en detalle (Enginsu y col., 1991) (Kruger y col.,
1987).

Elegimos la coloracién de Papanicolau, simplemente
porque su uso estd aceptado ampliamente, dando buenas
coloraciones no s6lo de los espermatozoides sino tam-
bién de otras células como las precursoras provenientes
del epitelio germinal o los glébulos blancos.

Es conocido el hecho de que no todos los grupos usan
la misma técnica de evaluacién o el mismo método de
coloracion, luego los resultados expresados en el pre-
sente trabajo sélo podrdn ser comparados con aquellos
que utilicen la misma metodologia.

Las diferencias observadas al emplear el método sub-
jetivo de estudios morfolGgicos ha dado un mayor esti-
mulo a las investigaciones en la bisqueda de un método
objetivo y automatico de diagnéstico.

Si bien la posibilidad de realizacién de esta metodo-
logia data de los aios 80, solamente un par de instru-
mentos han sido comercializados. El problema en este
caso es el alto costo de este instrumental, que es inacce-
sible a muchos laboratorios.

Sin ninguna duda estos métodos automatizados son
una promesa que permitird al laboratorio androlégico
trabajar en reproduccion asistida o en infertilidad mas-
culina con gran precisién.

La metodologia para el estudio de la morfologia es-
permdtica que exponemos en este trabajo podria ser una
variante muy iitil y poco costosa, que permitirfa resolver
las diferencias que existen entre laboratorios y ain entre
técnicos, por su facilidad en clasificar apropiadamente los
tipos celulares utilizando los lineamientos de la O.M.S.
o el de criterios estrictos segin las necesidades de la
clinica.

En este estudio, al comparar la normalidad morfolégi-
ca de acuerdo con la O.M.S. versus los criterios estric-
tos, tuvimos discrepancias en un 18 % de los casos. En
todos ellos los criterios de la O.M.S. indicaban normali-
dad, no asi los criterios estrictos. En este iltimo grupo

no hubo embarazos. Si la morfologia no fuera tenida en
cuenta, estos pacientes podrian haber sido considerados
normales o con una esterilidad sin causa aparente.

La evaluacion de los porcentajes de embarazos en es-
te estudio indican que en el grupo con MK < 14 % se
observd s6lo un embarazo con una morfologia normal
del 11 %, lo que hace pensar en la posibilidad de que
exista un subgrupo de mejor prondstico, tal como ocurre
con los pacientes de FIV.

Es necesario también tener en cuenta que la IAH-IU
es un procedimiento ampliamente difundido, que no
requiere de gran complejidad tecnoldgica, de un costo
accesible y con resultados satisfactorios cuando se pone
en prictica con un grupo seleccionado de pacientes.
Existe un importante grupo de pacientes en Andrologia
para los cuales no existe un tratamiento medicamentoso
0 quirtirgico eficaz y se debe recurrir a la inseminacion
(IAH-IU) como tunica alternativa.

Nuestro objetivo fue correlacionar el estudio de la
morfologia espermdtica con criterios estrictos con los
niveles de embarazo logrados a través del uso de la
IAH-IU con el objeto de determinar su utilidad practica.

Esto permite determinar mejor el grupo de pacientes
que obtendrian beneficios reales con esta técnica.

El nivel global de embarazos en este trabajo es similar
a lo informado previamente (Ruhlmann y col., 1988) y
por otros autores (Allen y col., 1985) (Yavetz y col., 1990)
(Horbay y col., 1991), quienes haciendo una revisién de
la literatura agrupan un nimero importante de series con
valores del 14 % al 31 % de embarazos.

Por ello creemos que asi como la morfologia basada
en criterios estrictos se realiza en forma rutinaria en
pacientes de FIV, deberia también hacerse en aquellos
en los cuales la indicacién es una IAH-IU.

También puede ser itil en pacientes con esterilidad
sin causa aparente, ya que se ha visto que un nimero
determinado de pacientes con aparente factor masculino
normal, tienen alterada su morfologia (Rogers y col.,
1983).

Con respecto a la concentracién espermdtica en el
swim-up no se observaron embarazos cuando ésta fue
inferior a 1,5 X 10¢ esp. mov./ml y con cifras de hasta
5 X 10¢ esp. mov./ml los resultados fueron pobres.

En los grupos de 5 a 10 X 10° esp. mov./ml y mayor
de 10 X 1(° esp. mov./ml se observaron los mejores re-
sultados y es aqui donde podemos realizar un aporte
importante eliminando de los grupos de IAH-IU a los
pacientes con morfologia <14 % debido a los pobres
resultados que hemos mostrado.

VII. CONCLUSIONES

1) Un correcto diagnéstico de la morfologia seminal
es util como predictor de la capacidad fertilizante de un
espermatozoide en la fertilizacién in vitro, pero también
es de suma utilidad para el andrélogo clinico.
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2) La evaluacién de la morfologia espermatica se rea-
liza generalmente en forma subjetiva, este proceso difi-
culta notablemente la comparacién de los resultados en-
tre laboratorios ¢ intralaboratorio.

3) Los métodos objetivos automatizados de morfo-
logia espermdtica, son una promesa que permitirdn al
laboratorio androl6égico trabajar con mas precision y re-
productibilidad.

4) El método objetivo y manual propuesto en este tra-
bajo es una herramienta alternativa muy util, simple de
realizar y de bajo costo, que presenta una precisién del
93 %.

5) Por otra parte, la IAH-IU es un procedimiento am-
pliamente difundido que no requiere de gran compleji-
dad tecnolégica, de costo accesible y con resultados sa-
tisfactorios cuando se pone en prictica en un adecuado
grupo de pacientes.

6) De acuerdo con los resultados obtenidos en este tra-
bajo, se observé una buena correlacion entre el estudio
de la morfologia espermatica objetiva con criterios es-
trictos y los niveles de embarazo logrados a través del
uso de la IAH-IU.

7) Por ello creemos que asf como la morfologia basa-
da en criterios estrictos s¢ realiza en forma rutinaria en
pacientes en fertilizacién in vitro, deberia hacerse tam-
bién en aquellas en las cuales la indicacion es una
TIAH-IU.
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