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RESUMEN
JEXISTE ASOCIACION ENTRE LA MORFOLOGIA NORMAL DEL ESPERMATOZOIDE Y SU CINETICA DE DESPLAZAMIENTO?

Objetivo: Evaluar si existe asociacion entre el % de formas normales y la cinética de desplazamiento en espermato-
zoides humanos.

Material y métodos: Se analizaron en forma retrospectiva los espermogramas de 203 pacientes evaluados mediante
la ayuda de un sistema computarizado de analisis de movimiento. La evaluacion de la morfologia se realizé en forma
micromeétrica segun el criterio estricto. S6lo se incluyeron los pacientes que presentaron >20 x 106 esp/ml y >50% de
motilidad progresiva. Los datos de 168 pacientes fueron divididos segun el % de formas normales iniciales en tres gru-
pos a) <4% (n=22), b) entre 4-13% (89%) y c) 214% (n=57) y se compararon los datos obtenidos. Con el objeto de selec-
cionar espermatozoides moviles, 35 muestras fueron tratadas con un gradiente discontinuo, evaluandose tanto el % de
formas normales como los parametros de movilidad basales y luego de la seleccion.

Resultados: El analisis cinético mostro que tanto la concentracion, el % de espermatozoides moviles y rapidos (>25
pm/s), asi como la velocidad media (VAP) y el desplazamiento de la cabeza (LHD) se vieron incrementados con la canti-
dad de espermatozoides morfol6gicamente normales presentando los valores mas bajos en el grupo <4% respecto al grupo
=14%, (p<0,05). La LIN se mantuvo constante entre los grupos. En las muestras seleccionadas se incrementaron signifi-
cativamente las variables cinéticas asi como la morfologia (p<0,0001). Los resultados muestran que aun en el caso de
muestras teratozooespérmicas la utilizacion de gradientes mejora significativamente el % de formas normales respecto
de los valores basales (p<0,0002).

Conclusiones: Nuestros resultados apoyarian la hipotesis de que los espermatozoides morfolégicamente mejores serian
aquellos que presentan mejores caracteristicas de movimiento medido en forma objetiva. De este modo podriamos suponer
que in vivo, los mejores espermatozoides formarian parte de una “élite” en la carrera hacia el sitio de fecundacién.

Palabras clave: Espermatozoide. Morfologia. Criterios estrictos. Cinética de desplazamiento. Gradiente de densidad.

ABSTRACT
IS THERE AN ASSOCIATION BETWEEN SPERM NORMAL MORPHOLOGY AND THEIR KINETIC DISPLACEMENT?

Objective: To evaluate if there exist an association between the % of normal forms and the kinetic characteristics in
human spermatozoa

Material and Methods: A retrospective study was performed to analyze semen samples of 203 patients by Computer
Assisted Semen Analysis. Sperm morphology was evaluated by the aid of a micrometric objective according to strict cri-
teria. Only the patients presenting >20 x 106 sperm/ml and > 50% of progressive motility were included. Data from 168
patients were divided according to the % of normal forms in three groups a) <4% (n=22), b) between 4-13% (n=89) and c)
>14% (n=57). Data collected among groups were compared. In order to select a motile sperm population 35 samples were
treated by a discontinuous gradient and the % of normal forms as well as motility parameters evaluated before and after
selection.

Results: The kinetic analysis showed that sperm concentration, the % of motile and rapid spermatozoa (>25 pm/s)
as well as the average path velocity (VAP) and the lateral head displacement (LHD) were increased in association with the
% of normal spermatozoa presenting the lowest values in the group <4% with respect to the = 14% group, (p<0.05).
Linearity (LIN) remained constant among groups. Kinetic parameters and sperm morphology were significantly increased
(p<0.0001) in the selected samples Results showed that the use of gradients even in teratozoospermic samples improves
significantly the % of normal forms respect to baseline values (p<0.0002).

Conclusions: Our results would support the hypothesis that morphologically better spermatozoa would be associated
with those with better movement parameters measured in an objective way. In this manner we could suggest that in vivo
the best spermatozoa would comprise one “elite” in the journey through the fertilization site.

Keywords: Spermatozoa, Morphology, Strict criteria, Sperm motility, Sperm Concentration, Density gradients.
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a infertilidad es un problema que afecta alre-

dedor de 1 de cada 6 parejas, de las cuales
aproximadamente un 50% puede deberse al fac-
tor masculino!. Varias etiologias han sido identi-
ficadas como posibles causa de la infertilidad
masculina, entre éstas se encuentran: las muta-
ciones, las aneuploidias, las enfermedades infec-
ciosas, la oclusion de ductos eyaculatorios, la
presencia de varicocele, la exposicion a irradia-
cion, la quimioterapia y la disfuncion eréctil. Sin
embargo un gran porcentaje (40-50%) de pacien-
tes resultan infértiles idiopaticos?8.

Uno de los problemas principales en el intento
de identificar la causa de la infertilidad masculina
es la dificultad para realizar el diagnéstico. La
herramienta principal para tal fin es el analisis
seminal o espermograma. Sin embargo existen evi-
dencias que muestran que al evaluar los parame-
tros seminales en una poblacion de individuos con
fertilidad probada, al menos el 55 % presentaban
un parametro alterado respecto a los valores de
referencia establecidos por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS)919. Adicionalmente,
algunas parejas conciben rapidamente a pesar de
que sus resultados en el espermograma son anor-
males segiin OMS y por el contrario, hombres con
un analisis de semen normal son incapaces de
embarazar a sus parejas. Debido a esto se ha pos-
tulado la necesidad de realizar estudios funciona-
les y bioensayos que brinden mayor informacién
de la capacidad fecundante del espermatozoide
tales como: la evaluacion de la reaccion acrosomal
inducida, la evaluacion de la hiperactivacion, la
prueba de unién a hemizona, prueba de penetra-
cion de la zona y ensayos de penetracion de ooci-
tos de hamster libres de zona pelacidal!l. Sin
embargo generalmente estas pruebas son soélo uti-
lizadas en laboratorios de investigacion ya que son
engorrosas, costosas y dificiles de estandarizar
entre laboratorios clinicos.

Debido a la necesidad de buscar un marcador
que permita identificar en forma simple y confia-
ble que individuos tienen mejores posibilidades
de fecundacion, surge el criterio de la morfologia
estricta como uno de los mas importantes mar-
cadores de la capacidad fecundante, al menos in
vitro® 12, La evaluacion de la morfologia esperma-
tica ha sido correlacionada con la capacidad de
los espermatozoides para unirse a la zona peluaci-
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da!316, y sobrellevar la reacciéon acrosomal!”18,
Los espermatozoides anormales producirian
especies reactivas de oxigeno las cuales danarian
el ADN celular por stress oxidativo!9:20,

La cantidad de formas normales esta relacio-
nada con el éxito en la fecundaciéon in vitro ya
que los pacientes con morfologia >14% tienen
mejores posibilidades de fecundacién de in vitro,
mientras que aquellos por debajo del 4% son
aconsejados para realizar inyeccion intracitoplas-
matica de espermatozoides (ICSI)!1221,

Con el advenimiento de los sistemas computa-
rizados de analisis de movimiento espermatico
(CASA), se ha podido identificar y evaluar no solo
el nimero de células moviles sino también anali-
zar su trayectoria. Estos estudios permiten un
analisis seminal mas objetivo de la cinética esper-
matica, cuyos parametros han sido relacionados
también con las posibilidades de éxito en fecun-
dacion in vitro?2.

Debido a la necesidad de entender si los
espermatozoides morfolégicamente mejores son
mas veloces, el objetivo del presente trabajo con-
sisti6 en evaluar si existe asociacion entre el % de
formas normales y las variables de movimiento
analizadas en forma objetiva.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de las muestras y andlisis basal del
semen
Se incluyeron las muestras de semen de

pacientes que recurrieron para evaluacion al
Laboratorio Reprolab-Biologia de la Reproduc-
ciéon del Sanatorio Britanico de Rosario, Argen-
tina. Las mismas se obtuvieron por masturbacion
en contenedores plasticos estériles y se conserva-
ron durante 30-60 min a 37°C para su licuefac-
cion total. Sélo aquellas muestras de semen que
presentaron >20 x 10° esp/ml y >50% de motili-
dad progresiva, de acuerdo a los parametros de la
OMS?, fueron incluidas en este estudio (n=203).
Las muestras de 168 pacientes fueron divididas
segun el % de formas normales en tres grupos: a)
<4% (n=22), b) entre 4 y 13% (n=89) y c) =214%
(n=57).

Gradiente de densidad
Con el objetivo de concentrar los espermato-
zoides moviles y ver si esto se asociaba a una
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mejor morfologia, se procesaron 35 muestras
usando un gradiente de seleccion. La fraccion
inferior del gradiente (90%) se preparé mezclando
9 ml de soluciéon isoténica de PureSperm, al
100% con 1 ml de medio Fluido Tubal Humano
con HEPES, HTFm (GIBCO, BRL, Life Techno-
logies Inc., Grand Island, NY, USA). Las fraccio-
nes superiores (70% y 50%) se obtuvieron por
dilucion con HTFm de la solucion al 90%. A cada
muestra se la separ6 en dos partes y se las colo-
co en gradientes paralelos que consistian en
capas de 1,5 ml de cada solucién y ambos tubos
se centrifugaron a 400 g durante 20 min. Pos-
teriormente se descarto el plasma seminal y las
fracciones de 50 y 70%. La fraccion de 90% se
resuspendio en un tubo y se lavé con 2 ml de
HTFm a 400 g por 10 min. Tanto la evaluacion
cinética como la determinacion del % de formas
normales se realizaron antes y después del pro-
cedimiento de seleccion.

Analisis computarizado del movimiento (CASA)

Se tom6 una gota (5 ml) del semen basal o
post recuperado, y se la colocoé en una camara de
Makler (Sefi- Medical Instruments, Haifa, Israel).
Las muestras se analizaron con un sistema com-
putarizado de analisis de semen (MEII, RoyCo SA,
Madrid, Espana) y se determinaron los siguientes
parametros: concentracion de espermatozoides,
% de espermatozoides moviles, % de espermato-
zoides rapidos >25 mm/s (RAP,%), velocidad
media promedio (VAP, mm/s), linealidad media
(LIN; VSL/VCL x 100%), y desplazamiento lateral
de la cabeza (LDH, mm).

Evaluacién de la morfologia

Los extendidos tanto del semen basal como
post separado se prepararon deslizando una gota
de la muestra de manera de obtener una tnica
pelicula de grosor uniforme. Posteriormente se
dejaron secar al aire, se fijaron con metanol
(Anedra, Buenos Aires, Argentina) y se tifieron
con una solucion de Hematoxilina “activada”
(Solucion segun Gill N° 2, Biopur S.R.L., Rosario,
Argentina) 30% v/v en agua destilada. La morfo-
logia espermatica se evalu6 siguiendo el criterio
estricto de Tygerberg!?, se contaron al menos 100
espermatozoides utilizando objetivo de inmersion
100x, bajo observacion micromeétrica.
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Andalisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el
programa GraphPad InStat (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Los datos se expresaron
como la media * el error estandar de la media
(SEM) y se analizaron las diferencias entre los
tres grupos usando las pruebas de ANOVA y
Tukey-Kramer. Para comparar los datos antes y
después de la seleccion se utilizo el test t de
Student para datos apareado. Una p<0,05 se
consider6 estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Es importante destacar que todos los pacientes
presentaban una concentracion y movilidad nor-
mal como criterio de inclusion por lo cual la tinica
variable para la divisién en grupos, fue el % de for-
mas normales. El valor medio entre los tres grupos
fue de: a) 2 + 0,2% (n=22), b) 8 + 0,3% (M=89) y ¢)
17+ 0,5% (n=57), respectivamente (p<0,0001).

Nuestros resultados muestran que mientras la
concentracion media en el grupo con < 4% resulto
significativamente menor que el grupo con mejor
morfologia 214% (61 + 8,3 x 108esp/ml vs. 91 + 5,5
x 10% esp/ml, respectivamente, p<0,05), el % de for-
mas moviles fue aumentando en forma significativa
(p<0.05) a medida que aumenta el % de espermato-
zoides normales entre los tres grupos (Fig. 1).

El analisis cinético reveldé que tanto el % de
espermatozoides rapidos (>25 pm/s) asi como la
velocidad media (VAP) y el desplazamiento de la
cabeza (LHD) también se vieron incrementados
por la cantidad de espermatozoides normales
presentando los valores mas bajos en el grupo <
4% respecto al grupo = 14 % (p<0,05). La LIN se
mantuvo constante entre los grupos (Fig. 2).

Cuando los espermatozoides moviles fueron
seleccionados mediante un gradiente de densidad
se obtuvieron los resultados que se muestran en
la Tabla 1 donde vemos que luego del procedi-
miento todas las variables se vieron incrementa-
das respecto al valor basal, excepto la LIN.
Adicionalmente, la tasa de recuperacion de
espermatozoides progresivos después del método
de seleccion fue del 54 + 5.8%.

Los datos obtenidos al dividir las muestras
segun el % de formas normales en el semen
muestran que en ambos grupos luego del gra-
diente, se incrementa significativamente el % de
formas normales (Tabla 2).



Munuce MJ, et al./Actas Urol Esp 2006; 30 (6): 591-597

b * * %
a) 125 )
300 q * s
1004 . v
v v Fyyvye] LAE ST
— @ L Aa “i‘ ';;"!!f;,
= % = - adafigiia TFv
Eso0{ 3 o Gl
= TE 4 L} Y vy
2 " - g ! g L L, :;:524;3 AR
o ih = : e i
> - pAg B Lt v
- i - [yyyery Ty Yyvy = S
100 N AA:A + w7 "‘;: 50 -
*ﬁ g vvv;gi;vv
ey ¥ 25 4
0 &
= 4% 4y 13 % =14% = 40, 4y13 % =14%
Grupo Grupo
T p=0.05 vs <4 % - .
P p<0.05 vs <4%
T op=0.001 vs =4%

FIGURA 1. Relacién entre el % de formas normales, la concentraciéon y la movilidad
Distribucién de los datos al dividir los grupos segin el % de formas normales, < 4% (n=22), entre 4 y 13% (n=89) y = a
14% (n=57) y compararlos tanto con a) la concentraciéon como con b) la movilidad.
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FIGURA 2. Relacioén entre el % de formas normales y las caracteristicas de desplazamiento

Distribucion de los datos al dividir los grupos segiin el % de formas normales, < 4% (n=22), entre 4 y 13% (n=89)y = a
14% (n=57) y compararlos tanto con a) % RAP, % de rapidos (>25 um/s); b) VAP (um/s), velocidad media promedio; c) LHD
(um), desplazamiento lateral de la cabeza como con d) LIN, linealidad media.
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Tabla 1
Parametros seminales basales y post seleccion (n=35)

mal, al dividir los grupos
segun la morfologia y hacer el

Variable Basal Post separacién Valor de p analisis se observa que a
mediaxds mediaxds mejor morfologia mejor es la
Concentracién (x 10° esp/ml) 69,7 + 7,1 154,0 + 16,5 < 0,001 concentracion espermatica
Movilidad Progresiva (25 pm/s, %) 59,7 + 3,0 86,5 + 2,8 < 0,0001 (p<0,05).
Células Rapidas (%) 27,4+ 2,6 51,6 = 19,8 0,0007 Nuestros datos muestran que
VAP (mm/s) 20,5 + 0,8 28,7 + 1,0 < 0,0001 un incremento en el % de
LIN (%) 59,5 + 1,3 58,5 + 1,8 0,09 NS espermatozoides rapidos (>25
LHD (mm) 3,4 + 0,05 3,8 = 0,06 < 0,0001 mm/s)y % de moviles a medi-
Espermatozoides normales (%) 19,0+ 1,5 41,9 + 2.6 <0,0001 da que aumentaba la canti-

dad de formas normales. La

VAP, velocidad media promedio; LIN, linealidad media; LHD, desplazamiento lateral de la cabeza.

NS: no significativo.

Tabla 2
Formas normales en semen basal vs. post seleccion

LIN se mantuvo constante
entre los grupos hecho que
podria explicarse consideran-

% formas normales

do que aunque existe un

Clasificaciéon Basal Post separaciéon valorde p aumento en la velocidad
mediaxds mediatds espermatica (VCL), también

=14 23,0+ 1,0 45729 <0,0005  ge incrementa la velocidad en

<14 10307 335+ 4,1 <0,0002  Jinea recta de la trayectoria
(VSL), lo que implica que la

DISCUSION LIN que resulta del cociente de ambos parame-

Si bien los avances vertiginosos de la ultima
década con el advenimiento del ICSI, parecerian
dejar de lado la necesidad de comprender profun-
damente el mecanismo exacto que lleva a la inte-
raccion entre ambas gametas, no resulta ser un
dato menor al la hora de intentar la concepcion
natural o al utilizar tratamientos menos complejos
tales como la Inseminacién Intrauterina (IIU) o la
FIV23. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
ha sido evaluar si existe asociacion entre la morfo-
logia normal del espermatozoide y su cinética de
desplazamiento.

Es importante destacar que en este trabajo
todos los pacientes incluidos tenian numero y %
de moviles de acuerdo a los valores de normali-
dad de OMS?, siendo el % de formas normales la
unica variable entre grupos. Se observa una
estrecha asociacion entre el grupo de peor pro-
nostico (morfologia <4%) y las valores mas bajos
en las variables cinéticas. En un estudio previo?*
se mostré que tanto la morfologia como las varia-
bles cinéticas evaluadas por el CASA predecian el
resultado de la IIU, sin embargo en ese trabajo
todos los pacientes presentaban analisis semina-
les alterados. Por lo tanto es bastante importan-
te recalcar que aunque todas las muestras de
nuestro estudio presentaban concentracion nor-
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tros (LIN; VSL/VCL x 100%), permanezca homo-
génea entre grupos.

El avance de las técnicas de reproduccion
asistida tales como la IIU o la FIV, ha llevado a
desarrollar métodos de seleccion de espermato-
zoides con el fin de aumentar la proporcion de
espermatozoides moéviles con morfologia normal,
libres de plasma seminal, desechos celulares,
leucocitos y bacterias®®. Esto ha sido claramente
demostrado en nuestros resultados ya que la
poblacion de espermatozoides seleccionados pre-
sent6 mejor velocidad y concentracion asi como
cantidad de formas normales. Nuestro trabajo
muestra que mediante el uso de gradientes el sis-
tema puede rescatar practicamente 50% de
espermatozoides progresivos, dato que resulta
comparable con el 46 % reportado por Claassens
et al. en un grupo similar de pacientes?6. Luego
la seleccion aumenta tanto la VAP y el LHD sin
que se manifieste diferencias en la LIN. Esto debi-
do quizas a que los espermatozoides son recupe-
rados del plasma seminal iniciandose el proceso
de capacitacion, que se asociaria con un movi-
miento vigoroso de gran desplazamiento lateral
de la cabeza y baja linealidad llamado “hiperacti-
vacion”?7-28, El hecho de que después de pasar
por el gradiente los espermatozoides presenten
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mayor velocidad y LHD, podria relacionarse con
etapas tempranas de la capacitacion asociadas a
la hiperactivacion la cual alcanza valores maxi-
mos dentro de la hora haber removido el plasma
seminal®®.

Se ha visto que los espermatozoides seleccio-
nados presentan mayor proporcion de acroso-
mas intactos®?, mejores tasas de penetracion de
oocito de hamster3!, aumento en el % de FIV32
ademas de una reduccion considerable en los
niveles de especies reactivas del oxigeno33. Nues-
tros datos estarian de acuerdo con lo presentado
por Hirano Y. et al.?2 ya que en ambos se mues-
tra que la seleccion por gradiente produce un
incremento en la cantidad de espermatozoides y
en la calidad de desplazamiento de los mismos,
asi como en el numero de células con morfologia
normal, resultados similares son obtenidos usan-
do swim-up.

Un trabajo previo de Hauser et al.3* mostro
que la tasa de IIU es mayor en el grupo con mejor
% de formas normales. Sin embargo, la metodo-
logia usada por el grupo para preparar la mues-
tra para IIU fue una doble centrifugaciéon,
mediante la cual se pasa de un % de formas nor-
males de 9.1% en la muestra inicial a solamente
10.4% en la muestra preparada. En nuestro tra-
bajo, los valores obtenidos post seleccion son
estadisticamente diferentes a los del semen ini-
cial aun en el grupo de <14% de formas norma-
les (p<0,0005). Por lo tanto nuestros datos apo-
yarian la utilizacion de gradientes de seleccion
con el fin de aumentar el % de espermatozoides
normales (y las posibilidades de fecundar) atin en
pacientes teratozoospérmicos moderados (<14%)!2.
Es de destacar que como es sabido pacientes en
teratozoospérmicos severos (<4%), sus posibilida-
des aun de éxito en fecundacion in vitro son esca-
sas por lo que consideramos indicado el sugerir-
les ICSI. Esto indicaria que si bien la técnica de
seleccion es un gradiente artificial podriamos
suponer que actuaria “simulando” el paso por el
cérvix y por lo tanto seleccionando los mejores
espermatozoides lo cual aumenta las posibilida-
des de fecundar®®.

Fisiologicamente, millones de espermatozoi-
des son depositados mediante el eyaculado en la
vagina, cientos de estos entran al oviducto y solo
unos pocos interactian con el oocito para que
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finalmente s6lo uno pueda fecundarlo. Durante
todo este paso de los espermatozoides por el trac-
to reproductivo femenino se requiere que los
espermatozoides sufran una serie de cambios
conocidos como capacitacion que lo preparan
para fecundar?’. Existen distintas etapas de
seleccion espermatica que hacen que solo una
“elite” de espermatozoides logre llegar al sitio de
fecundacion®®, gracias a su capacidad de movi-
miento3® y a sus mejores caracteristicas morfolo-
gicas®b.

Con base en lo anterior, podemos pensar que
los espermatozoide que tienen mejor morfologia,
serian los que aerodinamicamente tendrian el
area adecuada y por lo tanto menor friccion con
medio (ya sea plasma seminal, moco cervical o los
distintos microambientes del tracto femenino)
haciéndolos menos resistentes. Debido a esto
tendrian una mejor calidad de desplazamiento,
contrario a lo que se supone sucederia con los
espermatozoides morfologicamente anormales®”.

Si bien nuestros datos apoyan la idea de que
evaluar la movilidad de un modo objetivo, puede
pronosticarnos la presencia de una subpoblacion
de espermatozoides con mejores caracteristicas
morfologicas, no consideramos apropiado pensar
que la evaluacion de una caracteristica pudiese
reemplazar a la otra. Por el contrario defendemos
la necesidad de realizar la evaluacion morfologica
en forma exhaustiva y micrométrica, poniendo
limites claros para deteccion de los espermato-
zoides “normales”.
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