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Introduccion

En respuesta a una creciente necesidad para la estandarizacion
de los procedimientos para el examen del semen humano, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publico el Manual de
Laboratorio para el Examen del Semen Humano y la Interac-
cion del Semen con el Moco Cervical en 1980. La segunda y
tercera ediciones de dicho manual fueron publicadas en 1987
y 1992, respectivamente. Dichas publicaciones han sido utili-
zadas extensamente por médicos clinicos e investigadores de
todo el mundo. Tal es asi, que la tercera edicion fue traducida
a ocho idiomas: arabe, chino, francés, aleman, indonesio, ita-
liano, portugués y espafiol. Sin embargo, el campo de la an-
drologia ha continuado su desarrollo a gran velocidad y este
hecho, junto con una creciente conciencia de la necesidad de
mediciones estandarizadas de todas las variables del semen, nos
llevod a preparar la presente revision.

Esta cuarta edicion aparece en un momento pleno de nue-
vas expectativas. La historica demostracion de la eficacia con-
traceptiva de la supresion de la espermatogénesis inducida hor-
monalmente (Fuerza de Tareas de la Organizacion Mundial de
la Salud sobre los Métodos para la regulacion de la fertilidad
Masculina), deberia conducir al desarrollo de métodos hormo-
nales practicos, eficientes y mas seguros para la regulacion de
la fertilidad masculina. Los avances en cuanto a la compren-
sion de la base genética de la infertilidad masculina, junto con
los éxitos de la tecnologia de la reproduccion asistida, inclu-
yendo la inyeccion intracitoplasmica de espermas, han reno-
vado el interés por este campo, y aportado nuevas esperanzas
para aquellos hombres antes considerados infértiles. Estos avan-
ces en el tratamiento de la subfertilidad masculina han con-
ducido también al resurgimiento del interés en la evaluacion
del funcionamiento del espermatozoide. Los informes sobre la
disminucién de la cuenta de espermas y la creciente inciden-
cia de anormalidades urogenitales y del cancer testicular en al-
gunas regiones del mundo han despertado el interés publico.
El deterioro de la calidad del semen no es geograficamente uni-
forme, como lo demuestran estudios realizados en Dinamarca,



Finlandia, Francia, el Reino Unido y los Estados Unidos. Las
agencias medioambientales del gobierno y las sociedades cien-
tificas nacionales e internacionales, junto con la OMS, han lle-
vado a cabo discusiones a este respecto sin arribar a un con-
senso claro. Estudios complementarios, realizados en poblaciones
variadas y en areas con y sin contaminantes y toxinas cono-
cidas, se estan llevando a cabo actualmente. Los avances en el
desarrollo de contraceptivos masculinos y en el tratamiento de
la subfertilidad masculina, junto con el creciente interés por la
polucién ambiental y sus efectos en la funcion reproductiva
masculina, agregan un toque de urgencia a la basqueda de
nuevos y mejores métodos para analizar el semen humano.

Por estas razones, el Programa Especial para la Investiga-
cion, Desarrollo y Entrenamiento en Reproduccion Humana de
la OMS (UNDP, UNFPA y Banco Mundial), después de realizar
consultas a especialistas de todo el mundo, convoco a un grupo
de expertos (ver Agradecimientos) para revisar el manual. La
presente ediciéon es un complemento del Manual para el Estudio
Estandarizado y el Diagndstico de la Pareja Infértil de la OMS pu-
blicado en 1993 por Cambridge University Press.

El Capitulo 2 del presente manual, referido al examen del
semen humano, ha sido dividido en tres partes principales. La
primera de ellas describe los procedimientos considerados esen-
ciales para la evaluacion del semen (Seccion 2A, 2.1 a 2.6).
La segunda parte comprende los procedimientos considerados
por la mayoria de los laboratorios como opcionales, pero que
pueden ser de gran valor clinico diagnéstico (Seccion 2B, 2.7
a 2.12). La tercera parte (Seccion 2C, 2.13 y 2.14) incluye mé-
todos que evaluan la capacidad funcional del esperma y desa-
rrollos en analisis computarizados sobre la morfologia del es-
perma. Estas técnicas no estan disponibles en todos los
laboratorios, pero pueden ser tutiles para la evaluacion de la
subfertilidad masculina, para estudios sobre toxicologia repro-
ductiva o como herramientas para la investigacion. En la sec-
cién de procedimientos estandar que describe la morfologia del
esperma, este manual recomienda la tincion de Papanicolaou
como el método de eleccion y el uso de una clasificacion sim-
plificada de la morfologia del esperma de acuerdo al llamado
‘Criterio Estricto’. El analisis seminal asistido por computadora
para medir la motilidad espermatica y el ensayo de penetra-
cion de ovocitos de hamster sin zona pellucida, han sido in-
cluidos en la seccién dedicada a las pruebas opcionales, ya que



las mismas pueden tener aplicacion para el diagnéstico. La sec-
cion que comprende las pruebas utilizadas para la investiga-
cion ha sido actualizada para reflejar el consenso actual sobre
la evaluacion de la capacidad funcional del espermatozoide. El
fundamento estadistico de los errores de conteo involucrados
en el analisis de semen, ha sido agregada y el capitulo que
trata sobre control de calidad ha sido ampliado para incluir dis-
cusiones sobre metodologias practicas, para la implementacion
del control de calidad en cualquier laboratorio de andrologia.

El Apéndice I incluye un listado de valores de referencia de
las variables de semen. Debe destacarse que no es el proposito
del presente manual establecer los minimos valores de semen
compatibles con el logro de un embarazo, in vivo o in vitro. Fue
dificil llegar a un acuerdo en algunos aspectos de la evalua-
cién de la morfologia del espermatozoide y en la provision de
rangos de referencia, ya que la evaluacion morfologica conti-
nda siendo subjetiva. Los rangos de referencia para el semen
humano presentan algunas dificultades conceptuales. La rela-
cién entre la calidad del semen vy la fertilidad se complica de-
bido a otros factores, incluyendo la fertilidad femenina. Ade-
mas, los hombres que producen semen anormal pueden aan
ser fértiles, mientras que los hombres que producen semen de
calidad superior al promedio producen embarazos en una fre-
cuencia mas elevada que la promedio. Este manual no esta di-
seiiado exclusivamente para aquellos laboratorios que tratan a
parejas con subfertilidad. Esta dirigido también a aquellos la-
boratorios que investigan los métodos para la contracepcion
masculina y participan en estudios de toxicologia reproductiva.
En este contexto, es importante para este manual proveer va-
lores de referencia basados en estudios multicéntricos de po-
blaciones de hombres normales, vy no solo los requerimientos
minimos para la fertilizacion. Ademas, este Manual sugiere la
conveniencia que cada laboratorio establezca sus valores de re-
ferencia basados en las muestras de semen de hombres que
han inducido un embarazo recientemente.

Finalmente, se debe enfatizar que el principal propdsito de
este manual es promover el usc de procedimientos estandar
para el analisis del semen y de esta manera establecer los va-
lores de referencia (anteriormente llamados “valores normales”.
Esto permitira la comparacion de datos entre diferentes labo-
ratorios y la sumatoria de resultados de diferentes fuentes para
su analisis. La atencion a los detalles de los procedimientos es-



tandar deberia mejorar su precision y reproducibilidad. Se man-
tiene el principal objetivo de las ediciones anteriores: proveer
un manual de laboratorio que atienda las necesidades de los
meédicos. e investigadores de los paises en desarrollo.



2

Recoleccion y examen

del semen humano

2A

2.1

El semen normal es una combinacion de espermatozoides sus-
pendidos en las secreciones del testiculo y epididimo, y las se-
creciones de la prostata, vesiculas seminales y glandulas bul-
boureterales que se mezclan con aquélla en el momento de la
eyaculacion. El producto final es un liquido viscoso denomi-
nado eyaculado.

Las mediciones del total de los espermatozoides eyaculados
no pueden definir la capacidad fertilizante de aquellos pocos
que llegan al sitio de la fertilizacion. Aun asi, el analisis del se-
men provee informacién esencial sobre el estado clinico del in-
dividuo. La recoleccion y el examen del semen deben ser rea-
lizados mediante técnicas estandarizadas si se pretende que los
resultados provean informacion vialida acerca de la fertilidad
del individuo. Este capitulo y sus apéndices correspondientes
(III-XVII) describen los métodos utilizados con este proposito.
Estos han sido divididos en procedimientos -estandar, .opciona-
les y de investigacion.

PROCEDIMIENTOS ESTANDAR

Las pruebas descritas en esta parte del manual constituyen pro-
cedimientos aceptados que forman parte de los pasos esencia-
les en la evaluacion del semen.

Recoleccion y envio de las muestras

Se entregara al paciente una hoja de instrucciones escrita con
claridad sobre la manera de recoger el semen y trasladarlo (véase
Apéndice XIII).

Lo ideal es recoger la muestra después de 48 horas y no mas
de siete dias de abstinencia sexual. Para reducir la variabilidad
de los resultados de los andlisis del semen, el numero de dias
de abstinencia sexual debe ser lo mas constante posible. En el
formulario que acomparfia a cada andlisis de semen se debe
anotar el nombre del paciente, el periodo de abstinencia, asi
como la fecha y la hora de la recolecciéon (véase Apéndice XIII).

5



(b)

Fig. 2.1. Concentraciones

de espermatozoides en muestras

de semen de un individuo obtenidas
quincenalmente durante un periodo
de 120 semanas. En este periodo

el individuo no recibi6 ninguna
medicaciéon y no tuvo episodios

de enfermedad febril. La linea
entrecortada indica 20 x 10%/ml
(véase Apéndice 1A). Los datos
ilustran la marcada variacién

que puede sufrir la concentracion
de los espermatozoides en el semen
de algunos individuos.

(0

Para hacer la evaluacién inicial se deben estudiar dos mues-
tras de semen. El tiempo transcurrido entre las recolecciones
depende de las circunstancias locales, pero no debe ser menor
de siete dias ni mayor de tres semanas. Si los resultados de es-
tas evaluaciones son muy distintos, se ensayaran mas mues-
tras de semen, pues dentro de un mismo individuo pueden ocu-
rrir variaciones importantes en la produccion de espermatozoides
(Fig. 2.1).
1801
160
140 1
120 -

Recuento de esperma (X 10°/mL)
—
)
S

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Semanas

0 10 20

Lo ideal es que la muestra se obtenga en la intimidad de una
dependencia proxima al laboratorio. De lo contrario, se la debe
enviar al laboratorio antes de transcurrida una hora desde la
recoleccion, y si la motilidad de los espermatozoides es anor-
malmente baja (menos del 25% con progresion lineal rapida,
véase Seccion 2.4.3), examinese una segunda muestra lo an-
tes posible después de la recoleccion, porque la motilidad dis-
minuye a medida que pasa el tiempo (Eliasson, 1981). Si se
van a realizar pruebas de la funcién espermatica, como el en-
sayo de penetracion del ovocito de hamster, es fundamental se-
parar los espermatozoides del plasma seminal antes de la hora
de la produccion del eyaculado (véase Apéndice XVIII).

La muestra debe obtenerse mediante masturbaciéon y eyacu-
larse dentro de un recipiente de vidrio o plastico de boca an-
cha. Debe estar tibio (20-40 °C) para evitar una reduccion en
la motilidad de los espermatozoides y pertenecer a un lote que
haya sido controlado, para comprobar la ausencia de efectos
toxicos sobre los espermatozoides (véase Apéndice XXII). Si se
va a hacer un analisis bacteriano, el paciente debe orinar y
luego lavarse y enjuagarse las manos y el pene antes de reco-
ger la muestra en un recipiente estéril (Seccion 2.9).



(e)

2.2

2.3

2.3.1

Cuando las circunstancias impiden la recoleccion mediante mas-
turbacion, existen condones especificos para este fin (Milex pro-
ducts Inc., Chicago, Illinois 60631; Male Factor Pack®, Higie-
nek, FertiPro N.V., Bélgica). No se deben usar los condones de
latex corrientes para recoger el semen, porque pueden com-
prometer la viabilidad de los espermatozoides. El coito interrupto
no es aceptable para hacer la recoleccion del semen, porque
puede perder la primera porciéon del eyaculado, que suele con-
tener la mayor concentracion de espermatozoides. Ademas, ha-
bra contaminaciéon celular y bacteriologica de la muestra y el
pH acido del liguido vaginal ejercera una influencia adversa
sobre la motilidad de los espermatozoides.

Es importante destacar el hecho que las muestra de semen debe
ser completa.

La muestra debe protegerse de las temperaturas extremas (no
menos de 20 °C ni méas de 40 °C) durante el traslado al labo-
ratorio.

El recipiente debe rotularse con el nombre del sujeto (y/o nu-
mero de identificacion) y con la fecha y hora de la recoleccién.

Reglas de seguridad en el manejo de las muestras

El personal del laboratorio debe saber que las muestras de se-
men pueden contener virus patogenos, por ejemplo, VIH, virus
de la hepatitis y del herpes, y por consiguiente, deben ser ma-
nejadas con precaucion. Si se va a llevar a cabo un cultivo de
semen o la muestra sera procesada para bioensayo, insemina-
cién intrauterina o fertilizacion in vitro, se deben usar mate-
riales y técnicas estériles para el manejo de las muestras. Las
reglas de seguridad descritas en el Apéndice II deben ser ob-
servadas estrictamente. La practica cuidadosa en el laboratorio
es fundamental para la seguridad del mismo (OMS, 1983).

Examen macroscopico inicial

Licuefaccién

Una muestra de semen normal se licua dentro de los 60 mi-
nutos de la eyaculacion a temperatura ambiente, aunque esto
suele ocurrir dentro de los primeros 15 minutos. En algunos
casos, la licuefaccion no es completa a los 60 minutos, y esto
debe ser informado. Las muestras de semen normal pueden con-
tener granulos gelatinosos que no se licuan y que no parecen
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tener significacion clinica alguna. La presencia de hilos de moco
puede interferir con el analisis del semen.

La muestra debe ser mezclada cuidadosamente en el reci-
piente original, evitando batirla vigorosamente. Durante el
tiempo de licuefacciéon, un mezclado continuo mediante la ro-
tacion del recipiente contribuye a disminuir errores en la de-
terminacion de la concentracion de los espermatozoides (de Zie-
gler y col., 1987). Si la motilidad de los espermatozoides va a
ser evaluada a 37 °C, la muestra debe ser equilibrada a esta
temperatura durante su licuefaccion y mezcla.

Ocasionalmente las muestras pueden no licuarse, y en dicho
caso algun tratamiento adicional, el mezclado mecéanico o la di-
gestion enzimatica (por ejemplo, bromelina 1 g/L) pueden ser
necesarios. En algunas muestras se puede favorecer la licuefac-
cion agregando un volumen igual de medio y pipeteandolas re-
petidamente. Todas estas manipulaciones pueden afectar la bio-
quimica del plasma seminal, la motilidad y morfologia de los
espermatozoides, por lo que es necesario registrar su utilizacion.

Aspecto

La muestra de semen debe ser examinada inmediatamente des-
pués de su licuefaccion o dentro de los 60 minutos de emitida,
por simple inspecciéon a temperatura ambiente. Una muestra
normal tiene una apariencia homogénea gris-opalescente. Puede
aparecer menos opaca cuando la concentracion de espermato-
zoides es muy baja, marron cuando contiene globulos rojos o
amarillenta en el caso de un paciente con ictericia o que con-
sume algunas vitaminas.

Volumen

El volumen del eyaculado puede ser medido usando un cilin-
dro graduado de base conica o mediante la comparacion del
peso de un contenedor estandar con y sin semen. Las jeringas
plasticas no deben ser utilizadas para este proposito pues pue-
den alterar la motilidad de los espermatozoides y las agujas hi-
podérmicas no son seguras.

Viscosidad

La viscosidad de la muestra licuada (a menudo denominada
“consistencia”) puede ser estimada aspirando la muestra en una
pipeta de 5 mL y permitiendo la libre caida de las gotas, en
las que se observa la longitud del filamento formado. En una
muestra normal se observan gotas pequenas y bien definidas,
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mientras que en una muestra de viscosidad anormal se for-
mara un filamento mayor de 2 cm. Como método alternativo,
la viscosidad se puede evaluar introduciendo una varilla de vi-
drio en la muestra y observando la longitud del filamento que
se forma al retirarla. Este no debe exceder los 2 cm.

Una viscosidad elevada puede interferir con la determina-
cién de la motilidad y la concentracion de espermatozoides, y
con las pruebas para la deteccion de anticuerpos unidos a la
superficie de los espermatozoides. Los métodos para reducir la
viscosidad son los mismos utilizados para la licuefaccion retar-
dada (véase Seccion 2.3.1).

pH
El pH debe ser medido dentro de una hora de la eyaculacién.
Se distribuye una gota se semen sobre el papel de pH (rango
pH: 6,1 a 10,0 6 6,4 a 8,0), al cabo de 30 segundos el color
de la zona impregnada debe ser uniforme y se compara con la
cartilla de calibracion para determinar el pH de la muestra.
Todo tipo de papel de pH utilizado para este andlisis debe ser
controlado con estandares de pH conocidos.

Cuando el pH es menor de 7,0 en una muestra con azoos-
permia se debe sospechar obstruccion de las vias eyaculatorias
o ausencia bilateral congénita de los vasos deferentes.

Investigacion microscopica inicial

Durante el examen microscopico inicial de la muestra se rea-
liza una estimacion de la concentracién, la motilidad y la aglu-
tinacion de los espermatozoides, y de la presencia de elemen-
tos celulares distintos de los espermatozoides.

Recomendamos el uso de un microscopio con o6ptica de con-
traste de fase para todo examen de muestras no tefidas, ya sea
de semen fresco o espermatozoides lavados. Se puede utilizar
un microscopio optico corriente para el examen de la muestra
en fresco, en especial si se aleja el condensador para dispersar
la luz.

Preparacion para el examen seminal de rutina

Es importante que la cantidad de semen depositado y el ta-
mafio del cubreobjeto utilizado sean siempre los mismos para
que todos los exdmenes se realicen en una preparacion del mismo
espesor (aproximadamente 20 um). Esto permite un calculo apro-
ximado de la concentracion de los espermatozoides, para po-
der determinar asi la dilucion a utilizar para determinar pre-
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cisamente su concentraciéon. Una profundidad menor a 20 um
puede dificultar el movimiento rotatorio de los espermatozoides.

Un volumen fijo de 10 pL de semen es depositado en un
portaobjeto utilizando una pipeta de desplazamiento positivo y
cubierto con un cubreobjeto de 22 x 22 mm. El peso del cu-
breobjeto distribuye la muestra para una vision Optima, y se
debe tener cuidado para evitar que se formen burbujas o que
éstas queden atrapadas entre el cubreobjeto y el portaobjeto.

Se debe permitir que la muestra se estabilice durante apro-
ximadamente un minuto. Dado que la motilidad y velocidad de
los espermatozoides son muy dependientes de la temperatura,
la evaluacion de la motilidad debe hacerse preferentemente a
una temperatura de 37 °C, mediante una platina termostati-
zada. El examen puede llevarse a cabo a temperatura ambiente,
entre 20 y 24 °C, pero ésta debe ser estandarizada en el labo-
ratorio, ya que afectara la clasificacion de los grados de moti-
lidad. La evaluacion inicial con una magnificacion de 100 X,
por ejemplo, 10 X objetivo y 10 x ocular, provee una vision
panoramica para la determinacion de la formacion de hilos de
moco, la presencia de aglutinaciéon de los espermatozoides y la
distribucion uniforme de los espermatozoides en el portaobjeto.
La preparacion es examinada luego con una magnificacion de
400 x.

Estimacién preliminar de la concentracion de los espermatozoides

El campo de magnificacion 400 X varia en diametro con los
distintos microscopios, generalmente, en un rango que va desde
los 250 a los 400 um, que corresponden a 1 hasta 2,5 nL de
una muestra de 20 um de profundidad. El didmetro del campo
puede ser determinado con un ocular micrométrico o con la
cuadricula de una camara de contaje. Explorando el portaob-
jeto y estimando el nimero de espermatozoides por campo, o
por parte de un campo, equivalente a 1 nL se obtiene la con-
centracion aproximada de espermatozoides en 10%/mL. Esta es-
timacién es utilizada para decidir la diluciéon a utilizar en la
determinacion de la concentracion de los espermatozoides en
el hemocitémetro: < 15 espermatozoides, dilucion 1:5; 15-40
espermatozoides, dilucién 1:10; 40-200 espermatozoides, dilu-
cion 1:20; > 200 espermatozoides, dilucion 1:50 (véase Cua-
dro 2.1).
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Cuadro 2.1. Factores de dilucion y conversion
para el hemocitémetro mejorado de Neubauer.

Factores de conversion
Numero de cuadrados
grandes contados

Espermatozoides Dilucion
por campo de 400 x {semen + diluyente) 25 10 5
<15 1:5 (1+4) 20 8 4
15-40 1:10(1+9) 10 4 2
40-200 1:20 1 +19) 5 2 1
> 200 1:50 (1 +49) 2 0,8 0,4

Cuando el ntimero de espermatozoides varia considerablemente
entre campos visuales significa que la muestra no es homogé-
nea y que el semen debe ser mezclado cuidadosamente. La falta
de homogeneidad en la muestra también puede ser el resul-
tado de una licuefaccién incompleta, consistencia anormal, de
la aglutinacion de los espermatozoides o de su agregado sobre
hilachas de moco. Estas observaciones deben ser anotadas en
el informe.

Cuando el namero de espermatozoides es muy bajo (< 1-
2/campo magnificacién de 400 x), es posible determinar su con-
centracion después de centrifugar la muestra con el fin de con-
centrarla. Un milimetro de semen (o el maximo que permita el
eyaculado) es centrifugado a 600 g durante 15 minutos. Luego
se retira un volumen conocido del plasma seminal y el restante
es mezclado nuevamente y se cuenta como se describe en la
Seccion 2.5.2. La concentracion final es corregida al volumen
inicial. Las determinaciones de motilidad y morfologia también
se efectian en la muestra concentrada. Si el namero de es-
permatozoides es bajo (< 1-2/campo), es igualmente 1util a los
fines clinicos informar una concentracion < 2 x 10%/mlL, en el
que se registre si se observaron o no espermatozoides moviles.

Todas aquellas muestras en las que no se detecta esperma-
tozoides por microscopia deben ser centrifugadas para detectar
la presencia de espermatozoides en el sedimento. Se recomienda
la centrifugacion a > 3.000 g durante 15 minutos. Solamente
cuando no se encuentran espermatozoides después de una bus-
queda completa y sistematica de todo el sedimento resuspen-
dido la muestra puede ser clasificada como azoospérmicas.

Graduacién de la motilidad

Este manual recomienda el uso de un sistema sencillo de gra-
duacion que provee una excelente determinacion de la motili-
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Fig. 2.2, a) Lineas paralelas

en el campo de vision

de un microscopio para asistir

en el analisis de la motilidad
espermatica. b) Seleccion sistematica
de los ocho campos para el analisis
de la motilidad espermatica

a por lo menos 5 mm de los bordes
del cubreobjeto.

12

dad sin requerir equipamiento complejo. Algunos métodos al-
ternativos de graduacion de la motilidad, incluyendo el anali-
sis de espermatozoides asistido por computadora (ASAC) o CASA,
se describen en la Seccion 2.11.

Por lo menos cinco campos microscopicos con evaluados sis-
tematicamente para clasificar 200 espermatozoides (Fig. 2.2).
La motilidad de cada espermatozoide es clasificada como “a”,
“b”, “c”, o “d”, de acuerdo a si muestra:

motilidad progresiva rapida (e.j., 225 um/s a 37°Cy > 20
pm/s a 20 °C; nodtese que 25 um es aproximadamente igual a
la longitud de cinco cabezas o de media cola);

motilidad progresiva lenta;

motilidad no progresiva (< 5 pm/s);

inmoviles,

Dentro del area definida del campo indicada con lineas [Fig.
2.2 (a) y (b)] formada por una rejilla en el plano focal del mi-
croscopio, o en todo el campo en caso de que la concentraciéon
de espermatozoides sea baja, el conteo de todos los espermato-
zoides con motilidad de clase a o b se realiza primero. Subse-
cuentemente se realiza el conteo los espermatozoides con mo-
tilidad no progresiva (clase c) y los espermatozoides inmoviles
en esta misma area. El niimero de espermatozoides en cada ca-
tegoria puede ser contado con la ayuda de un contador de la-
boratorio. El contaje de 200 espermatozoides es repetido en un
espécimen separado de 10 pL de la misma muestra de semen,
y los porcentajes de cada uno de las clases de motilidad de los
dos contajes independientes son comparados. La Fig. 2.3 mues-
tra el rango de diferencias entre los porcentajes esperados en
un 95% de las muestras, debido exclusivamente a un error de

(@ (b
I >5 mm

—_—




Fig. 2.3. Intervalos de confianza

del 95% aproximadamente para las
diferencias entre dos porcentajes
determinados de contajes en duplicado
de 100, 200 o 400 espermatozoides.
Para analizar el porcentaje de dos
contajes de 200, calcular su promedio
y diferencia. Si la diferencia es mayor
que la indicada por la curva N = 200,
la muestra debe ser vuelta a analizar.
La curva inferior muestra el aumento
de la precision para dos analisis de
400 espermatozoides (N = 400).

Para un resultado promedio de 5%, el
intervalo de confianza del 95% es 3%.
Los grandes errores estadisticos

de contaje asociados con el recuento
de s6lo 100 espermatozoides son
aparentes en la curva superior

(N = 100). Para un resultado del 5%,
los dos analisis unicos de 100
espermatozoides podrian ser de 3

v 9% por azar unicamente. (Véase
apéndice XXII para una version
mayor de este grafico.)
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conteo. Diferencias mayores a ésta sugieren un error de con-
taje o una distribucién no uniforme de los espermatozoides en
el portaobjetos. En este caso, se deben preparar dos nuevos por-
taobjetos y revaluar la motilidad de los espermatozoides.

Elementos celulares diferentes de los espermatozoides
Indefectiblemente el eyaculado contiene células diferentes de los
espermatozoides a las que se refiere genéricamente como “cé-
lulas redondas”. Encontramos células epiteliales del tracto ure-
tral y la prostata, células de la espermatogénesis y leucocitos
(véase Fig. 2.4). Como referencia, un eyaculado normal no debe
contener més de 5 x 10° células redondas/mL.

Los leucocitos, con predominancia de los neutréfilos, estan
presentes en la mayoria de los eyaculados humanos (Tomlin-
son y col.,, 1993). Un namero excesivo de esas células (situa-
cién conocida como “leucocitospermia) sugiere la existencia de
una infeccion y pobre calidad del semen (Wolf y col., 1990).
El namero de leucocitos no debe superar 1 x 10°/mL.

Ejemplo 1:

La motilidad en contajes por duplicado de 200 espermatozoides es: grado
a=3%y 20% b=32%y 40%; c=5%y 5%,y d=60%y 35%. La ca-
tegoria mas comun es el grado de motilidad d (60% y 35%), con pro-
medio 47,5% y deferencia de 25%. De la Fig. 2.3 se puede ver que para
N = 200 espermatozoides en cada muestra, y para un promedio de 47,7%,
se espera que ocurra una diferencia de hasta el 10% por azar, pero no
una diferencia del 25%. De ser asi, los resultados se descartan y se ha-
cen estimaciones a partir de una preparacion fresca. Notese que, si la
diferencia promedio de un grado de motilidad es mayor a la esperada,
entonces la de otro grado es también mayor, como en el caso del grado a.
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Ejemplo 1 (continuacion):
Se necesita comparar solamente las diferencias en los porcentajes del
grado mas comun.

Ejemplo 2:

La motilidad en contajes por duplicado de 200 espermatozoides es: grado
a=32%y 25%; grado b=4% y 3%; c=4%y 4% y d=60% y 68%.
La categoria mas comun es el grado d, con promedio del 64% y dife-
rencia de 8%. Como el porcentaje promedio 64% no se muestra en la
Fig. 2.3, se debe buscar la diferencia esperada para un porcentaje pro-
medio de 36% (= 100%—64%). Para N = 200 en cada muestra, las di-
ferencias hasta 9,5% ocurren por azar Unicamente y la diferencia ob-
servada es menor a esta. Se calculan los porcentajes medios para cada
grado: 28,5%, 3,5%, 4% y 64%. Notese que la convencion es redondear
0,5% para el namero par mas cercano, por ejemplo, 28,5% para abajo
a 28% pero 3,5% para arriba a 4%. Los porcentajes deben sumar el
100%, debiéndose ajustar el grupo mas comun en caso de ser necesa-
rio, por ejemplo, a =28%, b=4%, c=4% y d = 64%.

Se han desarrollado varias técnicas para la cuantificacion
de leucocitos en el semen. Dos técnicas histoquimicas, basadas
en la presencia de peroxidasa intracelular y en la existencia de
antigenos especificos de los leucocitos de describen en el Apén-
dice III. La técnica de la peroxidasa (Fig. 2.4a) da recuentos
menores que aquéllos obtenidos con anticuerpos monoclonales
antileucocitos (Fig. 2.4b).

Cuando el numero de leucocitos en semen es elevado, se de-
ben practicar analisis microbiologicos para investigar la exis-
tencia de infeccion de las glandulas anexas. Estos estudios de-
ben incluir el primer y segundo chorro urinario, el fluido
prostéatico obtenido por masaje y la orina posterior al masaje
(Meares y Stamey, 1972). Se debe incluir también el analisis
bioquimico del plasma seminal, ya que la infeccién frecuente-
mente altera la funcion secretoria de las glandulas (Seccion 2.10;
Combhaire y col., 1980). Sin embargo, la ausencia de leucoci-
tos en el semen no excluye la posibilidad de infeccion de las
glandulas accesorias (véase Organizacion Mundial de la Salud,
1993).

Células germinales inmaduras, Las células redondas no identifi-
cadas como leucocitos incluyen las espermatides, espermatoci-
tos y espermatogonias. Estas suelen ser degenerativas y difici-
les de identificar.

Los diferentes tipos de células germinales inmaduras que apa-
recen en el semen (Fig. 2.11) suelen indicar desérdenes de es-
permatogénesis; su identificacion puede ser asistida por el uso



Fig. 2.4. Leucocitos en semen
humano (400 x).

a) Teiidos con el método peroxidasa.
(de C. De Jonge; véase apéndice IIL.1).

b) Tenidos con un anticuerpo

monoclonal contra el antigeno comun

de los leucocitos CD45
(véase apéndice I11.2).
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de la tincion de Bryan-Leishman (véase Apéndice VIII de la ter-
cera edicion de este manual). Pueden ser distinguidos de los
leucocitos por sus caracteristicas citologicas y por la ausencia
de peroxidasa intracelular o falta de antigenos especificos de
los leucocitos (véase Apéndice III). Las espermatides redondas
pueden ser identificadas al tefir el acrosoma en desarrollo con
tintura de acido periodico de Schiff. Una excesiva descamacion
de las células germinales inmaduras suele ser el resultado de
una funcion defectuosa de los tabulos seminiferos, como en la
hipoespermatogénesis, el varicocele y la disfuncion de las cé-
lulas de Sertoli, y esta asociado con un éxito reducido en la
fertilizacion in vitro (Tomlinson y col., 1992).
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Contaje de células diferentes de los espermatozoides. La concentra-
cion de dichas células puede ser estimada utilizando el hemo-
citometro del mismo modo que con los espermatozoides (véase
Seccion 2.5.2). Ya que solo se incluye a los espermatozoides en
el contaje de esperma, la concentracion de otros tipos de célu-
las germinales o leucocitos puede ser calculada en forma rela-
tiva a la concentracion de los espermatozoides. Si N es la can-
tidad de un tipo celular dado contado en los mismos campos
que 100 espermatozoides, y si S es el recuento de espermato-
zoides en millones por mL, se puede calcular la concentracion
de la célula dada en millones/mL (C) con la siguiente formula

_ NxS§
~ 100

Por ejemplo, si la cantidad de células germinales inmaduras o
leucocitos es 10 por 100 espermatozoides contados y si el re-
cuento del semen es 120 x 10%/mL, la concentracion de tales
células es

10 x 120 x 10°
100

por mililitro = 12 millones/mL

Si no se observan células en el total del portaobjetos, es apro-
piado informar que existen menos de 3,7 células/unidad de vo-
Iumen examinada (el limite de confianza 95% superior de O es
3,7 en la distribucion de Poisson). Por consiguiente, para una
muestra de 1 um el contaje es de < 3.700 células/mL, que es
el limite de deteccion inferior. Los errores de contaje son gran-
des cuando se observa solamente un pequerio namero de leu-
cocitos. Cuando se realizan estudios de investigacion sobre leu-
cocitos seminales u otro tipo de células, se necesitan mayores
volimenes de semen para contar 200 células de interés y po-
der lograr errores de conteo aceptablemente bajos (véase Sec-
cion 2.5.2).

Aglutinacién

La aglutinacion de los espermatozoides significa que los esper-
matozoides moéviles se adhieren entre ellos, cabeza con cabeza,
cola con cola o de un modo mixto, por ejemplo, cabeza con
cola. La adherencia de espermatozoides inmédviles o moviles a
filamentos de moco, a células que no son espermatozoides o a
detritos no es considerada aglutinacion, sino agregacion ines-
pecifica y debe anotar como tal.
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La presencia de aglutinacion sugiere la existencia de una causa
inmunologica de la infertilidad, pero no es evidencia suficiente
para probarla. La aglutinaciéon es evaluada en el momento de
determinar la motilidad de los espermatozoides. El tipo de aglu-
tinacion debe ser informado, por ejemplo, cabeza con cabeza,
cola con cola o de formas mixtas. Se puede utilizar una escala
semicuantitativa desde — (sin aglutinacion) a +++ (agrupamiento
masivo en el cual todos los espermatozoides moviles estan aglu-
tinados).

Examenes microscépicos adicionales

Vitalidad espermdtica por exclusion de colorante

La vitalidad espermatica se refleja en la proporcién de los es-
permatozoides que estan “vivos” de acuerdo al criterio de ex-
clusion de algan colorante vital o mediante la expresion de su
capacidad osmorreguladora cuando se los expone a condicio-
nes hipoosméticas (véase Seccion 2.8). Esto debe ser determi-
nado si el porcentaje de espermatozoides inmoviles supera el
50%. La proporcion de espermatozoides vivos puede ser deter-
minada utilizando técnicas de tincion basadas en el principio
de que las células muertas, cuyas membranas plasmaticas es-
tan dafiadas, permiten la entrada de ciertos colorantes. Los de-
talles de los protocolos para realizar estas técnicas de dan en
el Apéndice IV,

Se cuentan 200 espermatozoides con el microscopio éptico
o de contraste de fase, diferenciando aquéllos que estan vivos
(no coloreados) de las células muertas (coloreadas).

Las evaluaciones de la vitalidad espermatica sirven para ve-
rificar la exactitud de la evaluacion de motilidad, ya que el por-
centaje de células muertas no debe ser mayor (dentro de los
errores de contaje) que el de espermatozoides inmoviles. Ade-
mas, la presencia de gran proporcion de células vivas, pero in-
moviles puede significar que existen defectos estructurales en
el flagelo.

Evaluacién de la concentracion espermdtica

La concentracion de los espermatozoides puede determinarse apli-
cando el método del hemocitometro en dos preparados de la
muestra de semen, una para cada lado de la cAmara de con-
taje. La dilucion se determina (1:5, 1:10, 1:20, 1:50) de acuerdo
a la estimacion preliminar de la concentracion espermatica (Sec-
cion 2.4.2). Por ejemplo, una dilucion 1:20 se prepara dilu-
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yendo 5 uL de semen licuado con 95 pL de diluyente. Este ul-
timo consiste en 50 g de bicarbonato de sodio (NaHCO;), 10 mL
de formalina al 35% (v/v), (optativamente se pueden incluir
5 mL de solucion acuosa saturada de violeta de genciana o0 0,25 g
de azul trypan [Indice de Colores C. I. 23850)] y agua desti-
lada suficiente para obtener un volumen final de 1.000 mL. No
es necesario incluir el colorante si se utiliza microscopia de con-
traste de fase.

Las pipetas para globulos blancos y las micropipetas que fun-
cionan por desplazamiento de aire no son suficientemente pre-
cisas para hacer una dilucién volumétrica de un material tan
viscoso como el semen. Se deben utilizar las micropipetas del
tipo de desplazamiento positivo (véase Apéndice XXII).

Asegure el cubreobjeto en la camara de conteo del hemo-
citobmetro mejorado de Neubauer humedeciendo levemente cada
lado de las camaras (utilice una gota de agua en el dedo). Pre-
sione firmemente el cubreobjeto sobre la camara hasta que se
observe iridiscencia (aros de Newton) entre las dos superficies
de vidrio. Transfiera aproximadamente 10 uL de cada espéci-
men diluido y mezclado (duplicado) en cada una de las cama-
ras de contaje del hemocitometro. Esto se puede hacer tocando
cuidadosamente el borde del cubreobjetos con el extremo de la
pipeta y permitiendo que cada camara se llene por acciéon ca-
pilar. Las camaras no deben estar demasiado llenas ni dema-
siado vacias y el cubreobjetos no debe ser movido. El hemoci-
témetro se deja en reposo por aproximadamente cinco minutos
en una camara humeda para prevenir la desecacién. En este
tiempo las células se sedimentan y luego se cuentan, prefe-
rentemente con un microscopio de contraste de fase con una
magnificacion de 200 a 400 X. Se debe realizar un conteo de
los espermatozoides completos (cabezas y colas). Los esperma-
tozoides defectuosos (sin cabeza o cabezas sin cola) deben ser
contados también, pero su registro se debe hacer por separado.

El procedimiento para el contaje de los espermatozoides en
la camara del hemocitémetro es el siguiente: el cuadrado cen-
tral de la rejilla del hemocitometro de Neubauer mejorado con-
tiene 25 cuadrados grandes, cada uno de los cuales contiene
16 cuadrados mas pequerios (Fig. 2.5). Para las muestras que
contienen menos de 10 espermatozoides por cuadrado grande
se debe contar toda la rejilla, es decir, 25 cuadrados; para las
que contienen de 10 a 40 espermatozoides por cuadrado pue-
den estudiarse 10 cuadrados, y para las que contienen mas de



Fig. 2.5. La grilla central

del hemocitdmetro mejorado

de Neubauer contiene 25 cuadrados
en los cuales se cuentan

los espermatozoides

(véase Seccion 2.5.2

y Cuadro 2.1).

40 espermatozoides por cuadrado es suficiente analizar 5 cua-
drados. Si un espermatozoide esta en la linea que divide a dos
cuadrados adyacentes, solo se debe contar si esta en el lado
superior o izquierdo del cuadrado que se estudia.

Se deben realizar contajes por duplicado de 200 esperma-
tozoides para obtener un error de contaje aceptablemente bajo.
Para verificar ambos contajes, calcule su suma y diferencia. La
Fig. 2.6 muestra el rango de diferencias que se esperan que
ocurran en un 95% de las muestras, causadas por error de
contaje estadistico solamente. Diferencias mayores sugieren un
error de dilucién, un error de contaje o una distribucion no
uniforme de los espermatozoides en el semen diluido. Cuando
las diferencias en los contajes son mayores que aquellas indi-
cadas en la curva de la Fig. 2.6, se deben preparar y recontar
dos diluciones duplicadas frescas.

Ejemplo 1:

Los contajes de 10 cuadrados en cada camara dan 250 y 198 esper-
matozoides. La suma es 448 y la diferencia 52 es mayor que el numero
esperado por azar (Fig. 2.6). Por lo tanto, se deben descartar estos re-
sultados y volver a mezclar vigorosamente la muestra, diluir en dupli-
cado nuevamente y volver se contar cada una.

Ejemplo 2:

Los contajes de diez cuadrados en cada camara dan 247 y 213 esper-
matozoides. La suma es 460 y la diferencia es 34. La Fig. 2.6 muestra
que, para dos contajes con un total de 460 espermatozoides, las dife-
rencias menores a 42 ocurren, por lo general, por azar solamente, y la
diferencia observada estd por debajo de este limite. Se debe calcular el
contaje promedio (460/2 = 230) y estimar la concentracion a partir de
los factores de conversion del Cuadro 2.1.
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Fig. 2.6. Intervalo de confianza

de aproximadamente 95%

para diferencias entre dos contajes.
Para analizar estos conteos, calcular
su suma y diferencia. Si la diferencia
es mayor a la indicada por la curva
puede haber un error sistematico
(véase Capitulo 40) en cuyo caso

la muestra debe ser analizada
nuevamente. Los grandes errores
estadisticos de contaje asoctados con
el contaje de un nuimero menor a
200 espermatozoides son evidentes.
Por ejemplo, para una cuenta media
de 60 espermatozoides {(suma 120),
los dos contajes pueden ser 50 y 70
por azar unicamente. (Véase Apéndice
XXII para una version mas completa
de este grafico.)

2.5.3
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Para poder determinar la concentracion de espermatozoides
en la muestra de semen original en millones/mlL, el promedio
de espermatozoides de divide por el factor de conversion apro-
piado, como se muestra en el Cuadro 2.1. Por ejemplo, para
un contaje promedio de 230 en una dilucién 1:20 y con diez
cuadrados contados por camara, el factor de conversion es 2
y la concentracion espermatica es 115 x 10%/mL.

Se pueden utilizar otras camaras, distintas del hemocitome-
tro, para determinar la concentracion de espermatozoides, por
ejemplo, la camara de Makler (Makler, 1980) o la camara Mi-
crocell (Ginsburg y Armant, 1990). Mientras que tales cama-
ras son convenientes debido a que no requieren dilucion de la
muestra, no tienen la precision de la técnica del hemocitome-
tro. Cuando se utilizan, se debe determinar su precision me-
diante la comparacion con el hemocitometro.

Andlisis de las caracteristicas morfoldgicas
de los espermatozoides

Aun cuando la variabilidad de la morfologia de los esperma-
tozoides dificulta su evaluacion, las observaciones de esperma-
tozoides seleccionados naturalmente en el tracto genital feme-
nino (en especial por el moco cervical) y los recuperados de la
superficie de la zona pellucida, han permitido definir el aspecto
de un espermatozoide normal (Fredricsson y Bjork, 1997; Mor-
timer y col., 1982; Menkveld y col., 1990; Liu y Baker, 1992).

Preparacion de las extensiones: se deben preparar por lo menos dos
extensiones de la muestra de semen para realizar evaluaciones
por duplicado y para el caso de haber problemas con la tincion.



Fig. 2.7. Preparacion de las
extensiones para tincion para
morfologia de los espermatozoides.

a) Método de arrastre para semen
sin diluir. La gota de semen (S)

se distribuye sobre el filo inferior

del portaobjeto inclinado y se arrastra
sobre el otro portaobjeto para formar
una extension. b) Método

para muestras lavadas.

Una gota de suspension (S)

se distribuye sobre la superficie

del portaobjeto con una pipeta
mantenida horizontal (P).

Los portacbjetos deben ser limpiados minuciosamente, lavados
en etanol al 70% y secados y colocar luego sobre ellos una pe-
quefia gota de semen (5 a 20 uL). Si la concentracién de es-
permatozoides es mayor a 20 x 10°%/mL, se pueden utilizar 5 uL
de semen; si la concentracion de espermatozoides es menor a
20 x 10%/mlL, se deben utilizar entonces 10 a 20 uL de semen.

La técnica segun la cual se estira una gota de semen sobre
un portaobjeto limpio usando el borde de otro portaobjeto [Fig.
2.7 a)] es adecuada para la preparacion de extensiones, pero
se debe cuidar de no producir extensiones muy gruesas. Esta
técnica es buena para materiales poco viscosos, pero puede fa-
llar con una muestra viscosa. Como método alternativo, se pone
una gota de semen en el medio de un portaobjeto limpio y se
apoya otro portaobjeto limpio sobre el primero. La gota se ex-
tiende entre ambas superficies que luego se separan suavemente,
deslizando uno sobre otro obteniéndose simultdneamente dos
extensiones.

A veces la preparacion de buenas extensiones se hace difi-
cil a causa de las variaciones en la viscosidad del plasma se-
minal, produciendo extensiones con diferencias de grosor. Los
deshechos y una cantidad elevada de material particulado pue-
den causar que los espermatozoides se apoyen con sus cabezas
no planas. Ademas, para muestras con baja concentracion de
espermatozoides, muestras viscosas, con mucho material parti-
culado, o cuando es necesario realizar una morfologia asistida
por computadora, el plasma seminal puede ser diluido y re-
movido después de la centrifugacion (Liu y Baker, 1992; Menk-
veld y Kruger, 1996). Los espermatozoides precipitados son re-
suspendidos en un volumen apropiado para obtener la méaxima
concentracion de espermatozoides posible, pero sin que esta su-
pere 80 x 10%/mL. Una alicuota de semen de 0,2 a 0,5 mlL,
dependiendo de la concentracion de espermatozoides, es diluida
a 10 mL con salina comun a temperatura ambiente. El tubo es
centrifugado a 800 g durante 10 minutos y la mayor parte del

(@ (b) P
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2.5.4

sobrenadante es descartada. El precipitado es resuspendido en
la solucién salina restante, generalmente 20-40 uL, golpeando
suavemente el tubo. Luego, 5-10 uL de esta suspension son co-
locados en un portaobjetos y la gota es esparcida con una pi-
peta, como se muestra en la Fig. 2.7 (b). La extension es exa-
minada usando una magnificacién total de 400 x para asegurarse
que los espermatozoides estén distribuidos uniformemente y que
haya por lo menos 40 espermatozoides por campo de 400 x
sin superposicion o agrupamiento de los mismos. Si la exten-
sion es demasiado densa, se debe utilizar un volumen menor o
se debe diluir ain mas la muestra y preparar otra extension.
Si los espermatozoides estan demasiado separados en el porta-
objetos, se debe utilizar una cantidad mayor de semen para au-
mentar el nimero de espermatozoides. Los portaobjetos de de-
jan secar al aire y luego son fijados. El procedimiento para la
fijacion dependera del método de tincion a utilizar.

Meétodos de tincion: la tinciéon de Papanicolaou es la técnica mas
utilizada en los laboratorios de andrologia y es el método reco-
mendado en este Manual. Esta técnica provee una buena tin-
cion de los espermatozoides y de otras células. Permite distin-
guir la region acrosomal y postacrosomal de la cabeza, la pieza
media y la cola (Apéndice V y Fig. 2.9). La tincion de Shorr
(Apéndice VI y Fig. 2.10) provee resultados similares a los de
la tincion de Papanicolaou para formas normales (Meschede y
col.,, 1993). En algunos laboratorios, se usan métodos de tin-
cion rapida, tal como el Diff-Quik (Kruger y col., 1987, y Apén-
dice VII). Algunas extensiones tefiidas con procedimientos rapi-
dos pueden presentar una tincion de fondo y pueden no tener
la misma calidad que la tincion de Papanicolaou. Por otro lado,
cuando se utiliza el Diff-Quik, el tamafio de la cabeza del esper-
matozoide aparece mas grande que cuando es tefiido con la téc-
nica de Papanicolaou o la tincion de Shorr (Kruger y col., 1988).

Con estas tinciones, la cabeza aparece tenida de azul claro
en la region acrosomal y azul oscuro en la zona postacroso-
mal. La pieza media puede mostrarse rojiza. La cola también
se tefira de azul o rojiza. Las gotas citoplasmicas, usualmente
ubicadas detras de la cabeza en la pieza media, se tifien de
verde con la tincion de Papanicolaou (Fig. 2.9).

Clasificacion morfolégica de los espermatozoides
Las cabezas de los espermatozoides tefiidos son algo més pe-
quenas que las de los espermatozoides frescos de la misma mues-



Fig. 2.8. Dibujos esquematicos

de algunas formas anormales

de espermatozoides humanos.
(Adaptado de Kruger y col., 1993.)
A) Defectos de la cabeza. a) acintado,
b) periforme, ¢) redonda, pequefia con
acrosoma presente o ausente,

d) amorfa, e) vacuolada, f) area
acrosomal pequena. B) Defectos

del cuello y la pieza media. g) cuello
doblado, h) insercién asimétrica

de la pieza media, i) pieza media
gruesa, j) pieza media delgada.

C) Defectos de la cola. k) cola corta,
1) cola doblada, m) cola enrollada.
D) Defecto de la gota citoplasmica.
n) gota mayor que un tercio del area
de una cabeza de espermatozoide
normal.

A) Defectos de la cabeza

a) Acintado b) Periforme ¢) Redonda

- "

1. Sin acrosoma 2, Pequefia

e) Vacuolada /) Pequeiia

—— 3. Area acrosomal

PP S PN

B) Defectos del cuello y la pieza media

g) Cuello doblado h) Inserciéon

asimétrica

i) Grueso j) Delgado

C) Defectos de la cola D) Gota citoplismica

k) Corta I) Doblada m) Enrollada n) > 1/3 de la cabeza
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Fig. 2.9. Fotomicrografias (~ 1700 x)
de espermatozoides tefidos

con Papanicolaou (De ]. Suominen;.
Véase Apéndice V). A) 1) Anormal,
cabeza grande, demasiado ancha

(> 3,5 mm), 2) Anormal, area
acrosomal pequefia, vacuolas,

3) Anormal, cabeza amorfa,

4) Normal, 5) Anormal, area
acrosomal pequefia, 6) Anormal,
cabeza amorfa y gota citoplasmica,
7) Normal, 8) Anormal,

area acr 1 fa y v
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tra, pero su forma no es diferente (Katz y col., 1986). Se debe
aplicar un criterio estricto para determinar la normalidad de
la forma de un espermatozoide (Menkveld y col., 1990). Para
que un espermatozoide sea considerado normal, la cabeza, el
cuello, la pieza media y la cola deben ser normales. La cabeza
debe ser ovalada. Debe tener una longitud entre 4,0-5,0 pwm,
tomando en cuenta el cambio de tamafio que induce la fija-
cion y el tefido, y un ancho de 2,5-3,5 um. El cociente largo/an-
cho debe ser 1,5 a 1,75. Estos valores cubren el limite de con-
fianza del 95% para cabezas de espermatozoides tefidos con la
técnica de Papanicolaou (Katz y col.,, 1986). Una estimacion
del largo y el ancho de un espermatozoide puede ser realizada
con un ocular micrométrico. Debe haber una region acroso-
mal claramente definida que ocupa entre 40 y 70% del area
total de la cabeza. La pieza media debe ser delgada, con un an-
cho menor a 1 um, aproximadamente del largo de una cabeza
y media, y unida a la cabeza de forma axial. Las gotas cito-
plasmicas deben ser menores que la mitad de una cabeza nor-



(a)

(b)

(c)

(d)

mal. La cola debe ser derecha y uniforme, mas estrecha que la
pieza media, debe estar desenrollada y medir aproximadamente
45 um de largo. Estos criterios de clasificacion requieren que
todas aquellas formas con defectos minimos sean consideradas
anormales (Kruger y col., 1986; Menkveld y col.,, 1990). Uti-
lizando este criterio de clasificacion, existen datos para demos-
trar el valor predictivo de la morfologia de los espermatozoides
para la fertilizacion in vitro (Kruger y col., 1986, 1988; Ko-
bayashi y col., 1991; Enginsu y col., 1991; Liu y Baker, 1992;
Ombelet v col., 1995).

Dado que la clasificacion propuesta considera las distintas
regiones funcionales del espermatozoide, no es necesario dis-
tinguir en forma rutinaria entre las diferentes variaciones de
tamafio o forma de la cabeza ni tampoco entre los varios de-
fectos de la pieza media o de la cola. Sin embargo, se debe
agregar un comentario indicando los defectos mas frecuentes.

Se deben tomar en cuenta las siguientes categorias de de-
fectos (véase ejemplos en Fig. 2.8 a 2.10).

Defectos de la cabeza: puede ser grande, pequefia, acintada, pi-
riformes, amorfa y vacuolada (> 20% del area ocupada por va-
cuolas no tefiidas), cabezas con area acrosomal pequeia (< 40%
del area de la cabeza), cabezas dobles y toda combinacion en-
tre éstos.

Defectos del cuello y pieza media: incluyen el cuello “doblado” (el
cuello y la cola forman un angulo mayor de 90° con respecto
al eje longitudinal de la cabeza), insercién asimétrica de la pieza
media en la cabeza, pieza media gruesa o irregular, pieza me-
dia anormalmente fina, por ejemplo, ausencia de la bateria de
mitocondrias, y toda combinacién entre estos.

Defectos de la cola: puede ser corta, multiple, en horquilla, rota,
doblada (> 90°), de espesor irregular, arrollada y toda combi-
nacion entre estos.

Las gotas citopldsmicas mayores que un medio de la superficie
de la cabeza normal. Las gotas citoplasmicas se encuentran ge-
neralmente en la pieza media.

Sélo se consideran las células reconocibles como esperma-
tozoides con su cola en el conteo morfologico diferencial; las
células inmaduras, hasta e incluyendo el estadio de esperma-
tide redonda no se cuentan como espermatozoides (Fig. 2.11).
Las cabezas aisladas no se cuentan como espermatozoides pero
deben ser anotadas separadamente (véase Seccion 2.5.2). Las
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Fig. 2.9 (cont.).

B) 1) Anormal, pieza media gruesa,
2) Anormal, cabeza amorfa

y asimétrica, 3) Anormal, cabeza
asimétrica, 4) Anormal, cabeza
redonda y amorfa con region
postacrosomal asimétrica, 5) Anormal,
gota citoplasmica, 6) Anormal, cabeza
redonda, 7) Normal (a pesar

de una leve asimetria de la cabeza),
8) Anormal, cabeza pequena

con pequeiia area acrosomal.

2:5.5
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colas enrolladas pueden estar asociadas con una baja motili-
dad espermatica o indicar que los espermatozoides han sido ex-
puestos a condiciones de hipoosmolaridad. Ocasionalmente,
muchos de los espermatozoides poseen un defecto estructural
especifico, tal como la falla en el desarrollo del acrosoma, que
causa “el defecto de la cabeza pequena y redonda” o “globo-
zoospermia” (Fig. 2.8). La falla de la adherencia entre el acro-
soma y el nucleo causa que las cabezas y las colas se des-
prendan durante la espermiacion. Las cabezas son absorbidas
y solo las colas permanecen en el semen dando por resultado
el defecto “cabeza de alfiler”. Las formas en “cabeza de alfiler”
(colas libres) no son consideradas defectos de la cabeza, ya que
raramente contienen cromatina o estructuras propias de la ca-
beza. Si se observan numerosas formas en “cabeza de alfiler”,
esto debe ser anotado separadamente.

Modo de llevar a cabo un contaje morfoldgico de espermatozoides
Con preparaciones tefnidas, se debe utilizar un objetivo de in-
mersion 100 x de campo claro y un ocular de al menos 10 X.



Fig. 2.9 (cont.).

C) 1) Normal, 2) Anormal, cabeza
piriforme, 3) Normal (a pesar de una
cabeza ligeramente acintada),

4) Anormal, cabeza amorfa,

5) Anormal area acrosomal pequena,
pieza media gruesa, insercion
asimétrica, 6) Anormal, cabeza amorfa
con pieza media gruesa.

La evaluacion morfologica debe ser llevada a cabo en varias
areas del portaobjeto seleccionadas sistematicamente [Fig. 2.2
b)]. A medida que el portaobjetos es examinado sistematica-
mente desde un campo microscopico hacia otro, se evaluan y
registran todos los espermatozoides normales, y se anotan los
defectos de los espermatozoides anormales. Los espermatozoi-
des que se encuentran superpuestos y aquéllos que tienen su
cabeza no plana no pueden ser evaluados. Estos pueden ser re-
conocidos cambiando el foco hacia arriba y hacia abajo. Es esen-
cial utilizar un ocular micrométrico para estimar el tamano de
los espermatozoides. Aun los observadores mas experimentados
deben utilizar un micrometro para verificar el tamano de la ca-
beza de los espermatozoides en cada lote de portaobjetos a ser
examinado.

Se deben contar al menos 200 espermatozoides consecutivos
(es mejor evaluar 200 una vez que 100 dos veces). Aunque es
preferible contar 200 espermatozoides dos veces para reducir la
variabilidad y los errores de contaje, hacer esto por cada mues-
tra en el laboratorio puede no resultar muy practico. Sin em-
bargo, cuando el diagnostico y tratamiento del paciente depen-
den de manera crucial del porcentaje de espermatozoides con
morfologia normal, se deben evaluar 200 espermatozoides dos
veces para aumentar la precision (véase Fig. 2.3).

27



Fig. 2.9 (cont.).

D) 1) Anormal, area acrosomal
pequedia, d i ‘aehia
largo-ancho < 1,5) y redonda,
2) Anormal, cabeza redonda
y pequefia, sin acrosoma, 3) Anormal,
cabeza pequeia y pieza media gruesa,
4) Anormal, cabeza redonda y pieza
media gruesa. E) 1) Anormal, cabeza
acintada, 2) Anormal, cabeza
piriforme, 3) Anormal, cabeza amorfa
no ovalada con cuello quebrado,

4) Normal.

i
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Fig. 2.9 (cont.).

F) 1) Anormal, cabeza grande y pieza
media gruesa, 2) Normal, 3) Normal,
4) Anormal, cabeza amorfa

y vacuolada con region postacrosomal
asimétrica, 5) Anormal, cabeza
piriforme y érea acrosomal vacuolada,
6) Anormal, cabeza amorfa

y pequefia, 7) Anormal, cabeza
amorfa y gota citoplasmica grande,

8) Normal.

2.6

Prueba para la deteccion de anticuerpos unidos
a la superficie de los espermatozoides

Los anticuerpos antiespermatozoide del semen pertenecen a dos
clases de inmunoglobulinas: IgA e IgG. Existen ciertos datos
que sugieren que los anticuerpos de IgA serian clinicamente
mas importantes que los de IgG (Kremer y Jager, 1980). Los
anticuerpos de IgM, debido a su gran tamarfio molecular, rara
vez son encontrados en el semen.

Los ensayos para detectar estos anticuerpos se hacen con la
muestra de semen fresco, utilizando el método de immunobeads
(IBT) (Bronson y col., 1982; Clarke y col., 1982) o la reaccion
mixta de antiglobulinas (MAR) (para una resefia véase Bron-
son y col,, 1984). Para que estas pruebas sean validas, debe
haber por lo menos 200 espermatozoides moviles disponibles
para el contaje.

Los resultados obtenidos con la prueba de immunobeads y
con la prueba MAR no siempre son coincidentes (Scarselli y
col., 1987; Hellstrom y col., 1989). La prueba de Immuno-
beads correlaciona bien con las pruebas de inmovilizacion lle-
vadas a cabo en suero. Cuando estos analisis dan un resultado
positivo se deben hacer pruebas adicionales (prueba de con-
tacto semen—moco cervical, prueba del tubo capilar) para con-
firmar y dar peso al diagnostico (véase Capitulo 5).
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Fig. 2.10.

Fotomicrografias (~ 2300 x)

de espermatozoides tefiidos con Shorr.
(De C. Garrett & H.W.G. Baker; véase
apéndice VI.) 1) Anormal, cuello
grueso, 2) Normal, 3) Anormal, cuello
grueso, 4) Anormal, area acrosomal
pequeiia, amorfo, cuello grueso,

5) Anormal, cabeza pequeha

y redonda, ausencia de acrosoma,

6) Anormal, cabeza piriforme, gota
citoplasmica, 7) Anormal, cabeza
pequeiia y amorfa, area acrosomal
pequeiia, cola enrollada, 8) Anormal,
cabeza piriforme, cola ausente,

9) Anormal, amorfo, 10) Anormal,
cabeza piriforme.
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Prueba de Immunobeads

Los anticuerpos presentes en la superficie del espermatozoide
se pueden detectar con la prueba de la immunobeads (Apén-
dice VIII). Las immunobeads son unas esferas de poliacrilamida
que tienen antiinmunoglobulinas humanas, obtenidas en co-
nejo, unidas mediante enlaces covalentes. Con esta prueba se
puede explorar al mismo tiempo, tanto la presencia de anti-
cuerpos IgG, como IgA.

Para esta prueba los espermatozoides son liberados del li-
quido seminal mediante centrifugacion reiterada y resuspen-
sion en solucion tamponada. La suspension de espermatozoi-
des se mezcla con una suspension de immunobeads. La reaccion



Fig. 2.11.

Fotomicrografias de células
germinales inmaduras y de células
de origen no testicular encontradas
en el semen tefidas con
Papanicolaou. (De J. Suominen.)
A) Células epiteliales escamosas

(~ 540 x) B) Dos nutrofilos
(leucocitos) y un monocito

(~ 2500 %) C) Espermatides
redondas (~ 1400 x)

D) Espermatide (~ 1400 x)

E) Macrofago (~ 1100 x).
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se examina con un aumento 400 X con el microscopio de con-
traste de fase. Las immunobeads se adhieren a los espermato-
zoides moviles que tienen anticuerpos en su superficie. La pro-
porcién de espermatozoides con anticuerpos superficiales es
determinada, el patron de union es registrado y la clase (IgG,
IgA) de estos anticuerpos puede ser identificada utilizando di-
ferentes juegos de Immunobeads (Apéndice VIII).

La penetracion en el moco cervical y la fertilizacion in vivo
suelen no estar afectadas significativamente hasta que la pro-
porcion de espermatozoides con anticuerpos adheridos supera
el 50% (Ayvaliotis y col.,, 1985; Clarke y col., 1985). Sobre
esta base, la prueba tiene significacion clinica s6lo cuando el
50% o mas de los espermatozoides tiene particulas pegadas.
Mas aun, la unién de immunobeads a la punta de la cola del
espermatozoide no se asocia con disminucién de la fertilidad y
estd presente en el semen de algunos hombres fértiles.

Prueba mixtas de las antiglobulinas

La prueba MAR para IgG y IgA (Apéndice IX) se hace mez-
clando semen fresco, no tratado, con particulas de latex o con
globulos rojos recubiertos de IgG o IgA humana. A esta mez-
cla se le agrega antisuero anti-IgG humana. La formacion de
aglutinados mixtos entre las particulas y los espermatozoides
moviles indica la presencia de anticuerpos IgG o IgA en los es-
permatozoides. El diagnostico de infertilidad inmunologica es
probable cuando el 50% o més de los espermatozoides maviles
tienen particulas adheridas (Barratt y col., 1992), pero el diag-
nostico debe ser confirmado a través de examenes de interac-
cion semen-moco cervical (véase Capitulo 5).

PRUEBAS OPTATIVAS

Las pruebas descritas en esta parte del manual no suelen es-
tar recomendadas para un analisis rutinario de semen, pero
pueden poseer valor diagnostico clinico.

Calculo de los indices de defectos seminales miltiples

Los espermatozoides morfologicamente anormales frecuentemente
tienen defectos multiples. En protocolos anteriores, ante la exis-
tencia de multiples defectos, s6lo uno de ellos era registrado,
otorgandole prioridad a los defectos de la cabeza del esperma-
tozoide sobre aquéllos de la pieza media y a los defectos de la
pieza media por sobre los defectos de la cola. Hoy en dia se
acostumbra registrar el nimero de defectos dividido por el nud-



mero de espermatozoides defectuosos, una medida conocida con
el nombre de indice de teratozoospermia (TZI) o indice de anor-
malidades multiples (MAI) (Jouannet y col., 1988; Mortimer y
col., 1990), y también el nimero de defectos dividido por el
numero total de espermatozoides, llamado indice de deformi-
dad de los espermatozoides (SDI) (Asis y col., 1996). Estos in-
dices predicen la funcion de los espermatozoides tanto in vivo
como in vitro.

Un contador de células de laboratorio, utilizado generalmente
para el contaje de leucocitos, por ejemplo, Clay Adams Lab Coun-
ter, Fisher Scientific, Springfield, NJ, USA, nimero de catalogo
02-670-13, que posea varias teclas rotuladas “normal”, “de-
fecto de la cabeza”, “defecto de la pieza media”, y defecto de
la cola” puede ser utilizado. Un espermatozoide con un unico
defecto, por ejemplo un defecto de la cabeza, es anotado apre-
tando la Gnica tecla correspondiente y el espermatozoide es con-
tado como una célula. Un espermatozoide con defectos de la
cabeza, de la pieza media y de la cola es anotado apretando
las tres teclas correspondientes simultineamente; los defectos
(3 en total) de cada categoria son contados, pero el esperma-
tozoide contintia siendo contado como una tdnica célula.

Si no se dispone de un contador de células, éste se puede
sustituir en forma alternativa por una hoja de calculos. El si-
guiente es un ejemplo de un célculo de indices de defectos mul-
tiples del semen:

Numero de espermatozoides contados 200
Numero de espermatozoides normales 78
Porcentaje de espermatozoides normales (78/200x100) 39%
Numero de espermatozoides con defectos (200-78) 122 (61%)

Numero con defectos de la cabeza 110 (55%)
Numero con defectos de la pieza media 18 (9%)
Numero con defectos de la cola 16 (8%)
Total de defectos (100 + 18 + 16) 144

Indice de teratozoospermia (niimero total de defectos/

numero de espermatozoides con defectos) = 144/122 1,18
Indice de deformidad de espermatozoides (numero total

de defectos/ntimero de espermatozoides

contados) = 144/200 0,72

Los valores del indice de teratozoospermia deben estar com-
prendidos entre 1,00 (cada espermatozoide anormal tiene un
unico defecto) y 3,00 (cada espermatozoide anormal tiene de-
fectos de la cabeza, la pieza media y la cola). Algunos infor-
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mes sugieren que un TZI mayor de 1,6 esta asociado con me-
nores tasas de embarazo en parejas infértiles sin tratamiento
(Jouannet y col., 1988) y que un SDI de 1,6 es predice el fra-
caso de la fertilizacion in vitro (Asis y col., 1996).

Prueba de hinchazon hipoosmética (HOS)

Esta es una prueba sencilla basada en la semipermeabilidad de
la membrana celular intacta, que causa que los espermatozoi-
des se hinchen bajo condiciones hipoosmoticas, cuando la en-
trada de agua produce una expansion en el volumen de la cé-
lula (Drevius y Eriksson, 1966). Introducido como un examen
clinico por Jeyendran y col. (1984), la prueba de HOS puede
ser utilizada como un examen adicional, opcional, de vitalidad.
Es muy facil de clasificar y provee informacién adicional sobre
la integridad y funcionalidad de la membrana celular de la cola
del espermatozoide. Una descripcion detallada de este método
se da en el Apéndice IV.

Cultivo del semen

El cultivo del plasma seminal para evaluar la presencia, tanto
de organismos aerébicos, como anaerobicos puede contribuir a
establecer el diagnostico de infeccion de las glandulas acceso-
rias masculinas (Purvis y Christiansen, 1993). No obstante, se
deben tomar precauciones especificas para evitar la contami-
nacion durante la coleccion y el traslado de la muestra de se-
men para la investigacion microbioldgica. El paciente debe guar-
dar abstinencia sexual de 5 a 7 dias. Antes de obtener la muestra
el paciente debe orinar e inmediatamente después debe lavarse
las manos y el pene con jabén. Luego se enjuaga el jabén y
se seca con una toalla limpia. Los recipientes para el semen
deben ser estériles. El tiempo transcurrido entre la coleccion y
el comienzo de la investigacion en el laboratorio de microbio-
logia no debe superar las 3 horas.

Andlisis bioquimico para la funcién

de las glandulas sexuales accesorias

Existen varios marcadores bioquimicos de la funcién de las glan-
dulas accesorias, tales como: acido citrico, cinc, y-glutamil trans-
peptidasa y fosfatasa acida para la prostata; fructosa y prosta-
glandinas para las vesiculas seminales y L-carnitina libre,
glicerilfosforilcolina, y a-glucosidasa para el epididimo. En oca-
siones, una infeccion puede causar una disminuciéon conside-
rable de la secrecion de estos marcadores, pero a pesar de esto,
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la cantidad total de los marcadores presentes todavia puede es-
tar dentro del amplio rango de normalidad. Una infeccion puede
producir también un dafio irreversible del epitelio secretorio, de
modo que incluso después del tratamiento, la capacidad secre-
toria atn sera baja (Cooper y col.,, 1990; von der Kammer y
col., 1991). El semen de hombres que presentan obstruccion
del conducto eyaculatorio o agenesia de los conductos defe-
rentes y de las vesiculas seminales se caracteriza por poseer ba-
jos niveles de fructosa, junto con un bajo volumen y pH, au-
sencia de coagulacion y del odor caracteristico del semen.

Capacidad secretoria de la prostata

El contenido de cinc, acido citrico (Gruber y Mollering, 1966)
y de fosfatasa acida (Heite y Wetterauer, 1979) del semen pro-
veen medidas confiables de la secrecion de la prostata, y existe
una buena concordancia entre estos marcadores. El analisis es-
pectrofotométrico de cinc de describe en el Apéndice X.

Capacidad secretoria de las vesiculas seminales

La presencia de fructosa en el semen refleja la funciéon secre-
toria de las vesiculas seminales. Un método para su estimacion
de describe en el Apéndice XI.

Capacidad secretoria del epididimo

Los marcadores de la secrecion epididimaria utilizados clinica-
mente son la L-Carnitina y la a-glucosidasa neutra. Existen dos
isoenzimas de a-glucosidasa en el plasma seminal: la forma pre-
dominante es neutra y se origina en el epididimo mientras que
la forma menor, acida, proviene de la préstata. Se ha demos-
trado que la a-glucosidasa neutra tiene mayor sensibilidad y
es mas especifica de los desordenes epididimarios que la L-Car-
nitina y la glicerilfosforilcolina. Su medicién se describe en el
Apéndice XII.

Analisis seminal asistido por computadora

El uso del anélisis seminal asistido por computadora (ASAC)
deberia tener dos ventajas sobre los métodos manuales: i) alta
precision y ii) provision de datos cuantitativos sobre la cinética
de los espermatozoides. Se pueden obtener resultados confia-
bles si se respetan los procedimientos apropiados (Davis y Katz,
1992). Se sabe hoy en dia que existen varios factores que afec-
tan el desempeiio de los instrumentos ASAC, por ejemplo, la
preparacion de la muestra, la velocidad de cambio de los cua-
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dros y la concentracion espermatica (Davis y Katz, 1992; Mor-
timer, 1994a, b). Las pautas para el uso de ASAC (Mortimer
y col.,, 1995; Sociedad Europea de Reproduccion Humana y
Embriologia, 1996) deben ser consultadas (véase Apéndice
XIV).

Una vez tomadas las medidas adecuadas en la preparacion
de la muestra v en el uso de los instrumentos, ASAC puede
ser utilizado en aplicaciones diagnoésticas de rutina para mo-
nitorizar la concentraciéon de los espermatozoides con motili-
dad progresiva. Se necesitan procedimientos de control de ca-
lidad estrictos para establecer y mantener un alto nivel en la
operacion del instrumento (véase Apéndice XIV). Aun con la
realizacién de un control de calidad y la utilizaciéon de proce-
dimientos rigurosos, no era viable anteriormente determinar la
concentracion espermatica utilizando el ASAC, debido a las di-
ficultades para distinguir los espermatozoides de otras particu-
las (Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriolo-
gia, 1996). Sin embargo, los avances en la tecnologia,
especialmente en el uso de tinturas fluorescentes de ADN con
el ASAC, hacen posible hoy determinar la concentracion es-
permatica (Zinaman y col., 1996).

Algunos estudios sugieren que los calculos sobre la con-
centracion y las caracteristicas del movimiento de los esper-
matozoides con motilidad progresiva del ASAC estan relacio-
nados significativamente a los indices de fertilizacion in vitro y
al tiempo hasta la concepcion (Barratt y col.,, 1993; Tomlin-
son y col.,, 1993; Irvine y col., 1994; Krause, 1995).

Prueba de penetracién del ovocito de hamster

sin zona pellucida

La fusion entre el espermatozoide y el ovocito en la prueba de
penetracion del ovocito de hamster es idéntica a la que ocurre
en la especie humana, ya que la fusion con la membrana vi-
telina se inicia por la regiéon de la membrana que cubre el seg-
mento ecuatorial luego de la reacciéon acrosomal del esperma-
tozoide humano. La prueba difiere de la situacion fisiologica en
la que la zona pellucida estd ausente. En el Apéndice XV se
describe un protocolo estandarizado para esta prueba.

La prueba de penetracion de ovocitos de hamster conven-
cional depende de la ocurrencia de la reacciéon acrosomal es-
pontanea en una poblacién de espermatozoides incubados por
largo tiempo in vitro. Este procedimiento para lograr la reac-
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ciéon acrosomal es menos eficaz que el fenomeno biolégico y
puede involucrar mecanismos diferentes, por lo que da origen
a falsos resultados negativos {pacientes que fallan en esta prueba
pero luego fertilizan ovocitos humanos in vivo o in vitro) (Or-
ganizacion Mundial de la Salud, 1986).

Las sefiales intracelulares que inician la reaccion acrosomal
luego de la interacciéon con la zona pellucida, son el influjo del
calcio y la alcalinizacion del citoplasma. Ambas sefiales pue-
den ser producidas artificialmente por el ionéforo de cationes
divalentes A 23187 (Aitken y col., 1993; Apéndice XV).

PRUEBAS DE INVESTIGACION

Un gran nimero de pruebas experimentales que estan actual-
mente bajo investigacion fueron consideradas para su inclu-
sion en esta seccion. De ellas, las siguientes fueron selecciona-
das como las mas apropiadas para una posible aplicacion
diagnostica en la clinica.

Pruebas funcionales del espermatozoide

Especies de oxigeno reactivo e infertilidad masculina

La produccion excesiva de especies de oxigeno reactivo (EOR)
y la presencia de altas concentraciones de enzimas citoplasmi-
cas, tal como la creatina fosfoquinasa pueden ser la expresion
de espermatozoides anormales o inmaduros con una retencion
excesiva de citoplasma en la pieza media (Rao y col., 1989;
Gomez y col., 1996).

Las especies de oxigeno reactivo son metabolitos del oxigeno
e incluyen al anion superoxido, peroxido de hidrogeno, radical
hidroxilo, radical hidroperdxilo y éxido nitrico. Cuando las es-
pecies de oxigeno reactivo estan presentes en exceso, pueden
iniciar dafio patolégico al inducir alteraciones oxidativas en los
lipidos celulares, las proteinas y el ADN (Griveau y Le Lannou,
1997). La mayoria de las células estan equipadas con sistemas
enzimaticos antioxidantes (superoxido dismutasa, glutation pe-
roxidasa y catalasa) o con sistemas no enzimaticos antioxidantes
(acido drico, vitamina C, vitamina E). Cuando estas defensas
son desbordadas, la funcion celular se ve afectada.

En el eyaculado humano, las especies de oxigeno reactivo
son producidas, tanto por los espermatozoides (Aitken y Clark-
son, 1987; Alvarez y col., 1987; Iwasaki y Gagnon, 1992),
como por los leucocitos (Aitken y West, 1990). El plasma se-
minal posee neutralizadores y enzimas antioxidantes que pue-
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den ser deficientes en algunos pacientes (Jones y col., 1979;
Smith y col.,, 1996). La eliminacion del plasma seminal du-
rante la preparacion de los espermatozoides para la reproduc-
cién asistida puede darle a estas células vulnerabilidad ante un
ataque oxidativo. Aproximadamente un 40% de hombres que
acuden a clinicas de infertilidad y un 97% de hombres con le-
sion en la médula espinal muestran niveles detectables de ge-
neracion de EOR en su semen (Iwasaki y Gagnon, 1992). Una
produccion elevada de EOR puede causar un dafio oxidativo y
la pérdida de la funcionalidad espermatica.

Los procedimientos de quimioluminiscencia que utilizan son-
das, tales como luminol o lucigenina pueden ser utilizados para
medir la produccion de EOR (Apéndice XVI).

Pruebas de union a la zona pellucida humana

El proceso de union de los espermatozoides a la zona pellucida
conduce a la iniciacion de la reaccién acrosomal, a la libera-
cion de los componentes liticos acrosomales y a la penetracion
de los espermatozoides a través de la matriz de la zona. Para
evaluar estos eventos se pueden utilizar ovocitos humanos no
viables, que no pueden ser fertilizados, obtenidos de ovarios ex-
tirpados durante cirugia o por autopsia y también de los pro-
gramas de fertilizacion in vitro. Estos ovocitos se pueden con-
servar por varios meses en una solucion de alta concentracion
salina (Yanagimachi y col., 1979). Un ensayo de unién a la
zona pellucida, llamado ensayo de la hemizona (Burkman y
col., 1988; Oehninger y col., 1989), requiere la microdiseccion
de la zona pellucida en dos mitades iguales y la exposicion de
cada mitad a la misma concentracion de espermatozoides con-
troles y experimentales. Otro ensayo de unioén a la zona pe-
Ilucida utiliza la marcacion diferencial de cada poblacion de
espermatozoides con colorantes fluorescentes. Los espermato-
zoides a ensayar se marcan con fluoresceina mientras que la
muestra control se marca con rodamina (Liu y col., 1988,
1989). Luego se cuenta el nimero de espermatozoides de la
muestra control y de la experimental que estan unidos a la
misma zona intacta. Los resultados de ambas pruebas de-
muestran una correlacion con la capacidad de fertilizar in vi-
tro. Estas pruebas pueden ser realizadas utilizando ovocitos con-
servados en solucion salina (Kruger y col, 1991), pero su
utilizacion estd limitada por la cantidad de ovocitos humanos
disponibles.
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La evaluacién del nimero de espermatozoides unidos a la
zona en casos de fertilizacion in vitro baja o nula puede ser de
utilidad clinica (Franken y col., 1989; Liu y Baker, 1992). La
existencia de pocos o de ningan espermatozoide unido a la zona
pellucida indica, generalmente, un defecto en los espermatozoides.

Determinacién de la reaccion acrosomal

El analisis del estado acrosomal luego de la induccion de la re-
accion acrosomal por ionoforos de calcio (Cummins y col., 1991;
Apéndice XVII) identifica la disfuncion de dicha reaccion (So-
ciedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia, 1996).
Existen varias técnicas para determinar el estado del acrosoma
en el espermatozoide humano que utilizan microscopia con-
vencional o fluorescente (Cross y col., 1986; De Jonge, 1994;
Cross, 1995).

Se pueden utilizar, tanto la microscopia, como la citometria
de flujo (Fenichel y col., 1989; Henley y col., 1994), junto con
lectinas fluoresceinadas tal como Pisum Sativum (aglutinina de
arveja) y anticuerpos monoclonales para examinar el acrosoma
(Cross, 1995). La presencia de la membrana acrosomal externa,
los contenidos acrosomales y la membrana acrosomal interna
puede ser detectada utilizando sondas diferentes, y la eleccion
de una sonda influye en el tiempo de deteccion de los esper-
matozoides en los que ha ocurrido la reaccién acrosomal (Ait-
ken y Brindle, 1993). La viabilidad de los espermatozoides puede
ser determinada simultaneamente utilizando una tincion fluo-
rescente (H 33258 bisbenzamina, Hoechst) o con la prueba de
hinchazon hipoosmética (véase Seccion 2.8).

La reaccién acrosomal fisiologica tiene lugar sobre la zona
pellucida luego de la union del espermatozoide. Por esto, el de-
sarrollo de un bioensayo que arroje resultados validos es difi-
cil. Sin embargo, se puede utilizar ionéforos de calcio o pro-
gesterona (Blackmore y col., 1990; Aitken y col., 1996) para
determinar la competencia de poblaciones de espermatozoides
capacitados para iniciar la reacciéon acrosomal normal (véase
Seccion 2.12). La importancia clinica de la ocurrencia de la re-
acciéon acrosomal y de su cinética todavia no han sido esta-
blecidas.

Analisis seminal asistido por computadora: morfologia

Varios estudios sugieren que el analisis de la morfologia de los
espermatozoides utilizando métodos computarizados pueden
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proveer informacion clinicamente util (Katz y col., 1986; Da-
vis y Gravance, 1993; Garrett v Baker, 1995; Garrett y col.,
1997; Irvine y col., 1994; Kruger y col., 1995, 1996). Algu-
nas compariiias ASAC ofrecen paquetes para examinar la mor-
fologia de los espermatozoides, pero pocos de ellos son total-
mente automatizados y existen problemas con la preparacién
de las muestras para el analisis y con la discriminaciéon entre
los espermatozoides y los deshechos celulares. Por lo tanto, ha-
cen falta mayores adelantos técnicos antes que se pueda reco-
mendar el uso del anilisis seminal asistido por computadora
para la evaluacién rutinaria de la morfologia de los esperma-
tozoides.



Técnicas para la preparacion del semen

La separacion de los espermatozoides humanos del plasma se-
minal para obtener una preparacion final con un alto porcen-
taje de espermatozoides morfologicamente normales y moviles,
libres de deshechos celulares y de espermatozoides muertos, es
importante para varias técnicas terapéuticas y de diagnéstico
en la andrologia clinica. Se pueden utilizar varios procedimientos
para este fin, pero existen dos métodos principales de separa-
cion (véase Apéndice XVII; Mortimer, 1994a, b).

En primer lugar, los espermatozoides pueden ser seleccio-
nados por su capacidad para nadar, técnica que se conoce con
el nombre de “Swim up”. Se debe evitar la centrifugacion de
los espermatozoides (incluyendo los deshechos celulares y los
leucocitos) antes del “Swim up” porque puede dariar las mem-
branas de los espermatozoides, probablemente por la produc-
cién de especies de oxigeno reactivo (véase Seccion 2.13.1). El
método preferido para la separacion de los espermatozoides mo-
viles es el “Swim up” directo desde el semen. Esto se hace de-
positando una capa de medio de cultivo sobre el semen licuado.
Asi, los espermatozoides moviles nadan hacia el medio de cul-
tivo (véase Apéndice XVIIL.2).

El segundo método para la selecciéon de espermatozoides es
el uso de gradientes de densidad. La preparacion simple en dos
pasos es la mas utilizada de tales métodos (véase Apéndi-
ce XVIIL.3). En general, se usa la técnica de “Swim up” cuando
se considera que las muestras de semen son normales. Para el
semen con caracteristicas suboptimas, se prefieren, generalmente,
otras preparaciones.

La seleccion de la técnica de preparacion de los espermato-
zoides de acuerdo a las muestras individuales de semen puede
ser necesaria (véase Canale y col.,, 1994; Smith y col., 1996).
La eficiencia de las diferentes técnicas se expresa generalmente
como el nimero absoluto o el rendimiento relativo de esper-
matozoides morfologicamente normales y moviles. En algunos
casos, la capacidad funcional de los espermatozoides prepara-
dos puede ser determinada, por ejemplo, en la prueba de pe-
netraciéon del ovocito de hamster sin zona pellucida (Apéndi-
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ce XV), para identificar el método mas apropiado para la pre-
paracion.

En el pasado, los estudios clinicos se concentraban en las
ventajas y desventajas del uso de Percoll. Sin embargo, el uso
de Percoll ha sido prohibido recientemente para la separacion
de espermatozoides en clinica humana y puede ser utilizado
ahora exclusivamente con fines de investigacion. En cambio,
existen otros métodos disponibles para este fin. Uno es el uso
de preparaciones de silica coloidal recubierta con silane. Otro
es el uso de gradientes de densidad (Gellert-Mortimer y col.,
1988; Sbracia y col., 1996; véase Apéndice XVIII). También,
se ha reportado que las columnas de lana de vidrio son tan
efectivas como los gradientes de Percoll para la separacion de
los espermatozoides del semen con caracteristicas suboptimas
(Rhemrev y col., 1989; Johnson y col.,, 1996).



4

Control de calidad en el laboratorio

de andrologia

4.1

Introduccién

El control de calidad (CC) del analisis de semen es esencial para
la deteccion y correccién de errores sistematicos y una varia-
bilidad elevada. La evaluacion regular del CC realizada por el
supervisor del laboratorio es necesaria para la acreditacion del
laboratorio y para mantener exactitud, precision y competen-
cia en el laboratorio de andrologia. A las actividades de con-
trol de calidad llevadas a cabo dentro de un laboratorio se les
llama control de calidad interno (CCI). El analisis de calidad
externo (ACE) es la evaluacion de los resultados de las mismas
muestras en diferentes laboratorios. La garantia de calidad es
un concepto mas amplio que incluye la optimizacion de los ser-
vicios prestados.

El manejo de los procedimientos de CC requiere la com-
prension de la fuente y magnitud de los errores de medicion.
El analisis de semen es objeto de errores azarosos relativamente
grandes asociados con el contaje de un ntmero limitado de es-
permatozoides. Los grandes desacuerdos entre las evaluaciones
de la concentracién espermatica y la morfologia entre los di-
ferentes laboratorios (Neuwinger y col., 1990; Matson, 1995)
resalta la necesidad de un CC mejorado y de estandarizacion.
Hasta que no existan métodos estandar y definiciones de mo-
tilidad y morfologia universalmente aceptadas, no sera posible
la comparacion de los resultados de diferentes laboratorios. Los
resultados de cada laboratorio deberan ser interpretados de
acuerdo con los rangos de referencia del propio laboratorio.

Existen varias publicaciones sobre el CC en los laboratorios
de andrologia (Mortimer y col., 1986, 1989; Dunphy y col.,
1989; Knuth y col., 1989; Cooper y col., 1992; Mortimer, 1994
a, b; Clemens y col., 1995). Los aspectos estadisticos del CC se
encuentran en algunos libros y paquetes estadisticos (Barnett,
1979). En este capitulo de describe, en lineas generales, una
aproximacion practica al CC en el laboratorio de andrologia.
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4.2 Naturaleza de los errores de medicion

4.2.1

Toda medicion tiene un grado de error, cuya magnitud se des-
cribe a través de un intervalo de confianza con un limite su-
perior y uno inferior. Una medicién precisa es aquélla en que
el rango entre ambos limites es estrecho, y el resultado es pre-
ciso cuando existe una minima desviacion del valor real. Exis-
ten dos clases de errores: los errores “al azar” y los errores “sis-
tematicos”. Los errores por azar, que producen falta de precision,
surgen de diferencias casuales en las lecturas o el muestreo:
pueden ser evaluados a través de mediciones reiteradas por el
mismo observador y equipo. Los errores sistematicos (conoci-
dos a veces como “influenciados”) son mas insidiosos, ya que
surgen de factores que alteran el resultado en una tnica di-
reccion y crean, por lo tanto, desviaciones que no pueden ser
detectadas a través de mediciones reiteradas. Los procedimien-
tos de CC son necesarios para detectar y evaluar, tanto los erro-
res por azar, como los sistematicos en un analisis de semen de
rutina.

Errores de contaje estadistico en el andlisis de semen

La distribucion al azar de los espermatozoides, aun cuando la
muestra esta bien mezclada, es la causa de la mayor parte de
la variabilidad o la falta de precision en los resultados del ana-
lisis de semen. Tanto la medicion de la concentracion, la mo-
tilidad y la morfologia de los espermatozoides involucran el con-
taje de un nimero limitado de espermatozoides que se presume
son representativos del total de la muestra. La variacion en el
muestreo creado por la seleccion de un volumen fijo para la
estimacién de la concentracion o un numero fijo de esperma-
tozoides para la clasificacion de la motilidad o la morfologia es
un error por azar llamado generalmente error de contaje esta-
distico. La magnitud relativa del error de contaje es inversa-
mente proporcional a la raiz cuadrada del ntimero de esper-
matozoides evaluado. El conocimiento del error de contaje es
fundamental para evaluar la precision del analisis de semen y
para implementar procedimientos de CC y poder identificar otras
fuentes de error.

Errores de contaje en la medicién de la concentracion espermdtica
Para medir la concentracion espermatica, se deben contar los
espermatozoides en un volumen fijo de semen diluido utilizando
un hemocitémetro. Si la distribucion en la cidmara es al azar,
el numero exacto de espermatozoides en un volumen dado si-
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gue la distribucion de Poisson, cuya varianza es igual al nua-
mero contado. De esta manera, cuando se cuentan N esper-
matozoides, la varianza de la muestra es N, el error estandar
es VN, y el porcentaje de error es 100\/—1\-1/—1\—1. El intervalo de
confianza de 95% para el ntimero de espermatozoides en el vo-
lumen de semen es aproximadamente N + 1,96 VN. Por lo tanto,
si se cuentan 100 espermatozoides, el error estandar del con-
teo es 10 (10%) y el intervalo de confianza del 95% para los
espermatozoides en el volumen de semen contado es 80-120.
De modo similar, si se cuentan 200 espermatozoides, el error
estandar es 14 (7%) con un intervalo de confianza de 95% de
172-228. Para obtener una precision representada por un error
de porcentaje de 2,5% es necesario contar 1.600 espermato-
zoides.

Errores de contaje en la medicién de la motilidad y la morfologia
de los espermatozoides

Cuando los espermatozoides son clasificados en dos o mas cla-
ses (tal como morfologia “normal” o “anormal”, motilidad “pro-
gresiva” o “no progresiva”) el error estindar del porcentaje es-
timado (p) dentro de una clase depende de los porcentajes
verdaderos, pero desconocidos, asi como también en el niimero
de espermatozoides contados (N). El error estandar estimado es
v p(100-p)/N. De este modo, si se cuentan 100 espermatozoi-
des y el porcentaje real con morfologia normal el del 20%, el
error estandar del porcentaje estimado de espermatozoides nor-
males es 0,4%. El intervalo de confianza de 95% correspon-
diente es 12,2%-27,8%. Si se cuentan 200 espermatozoides, el
error estandar se convierte en 2,8% con un intervalo de con-
fianza del 95% de 14,5%-25,5%. Si se cuentan 400 esperma-
tozoides, el error estindar se reduce al 2,0% con un intervalo
de confianza del 95% de 16,1%-23,9%.

Minimizando el error de contaje estadistico

Si bien el error de contaje puede ser reducido mediante el ana-
lisis de un nimero mas elevado de espermatozoides, se debe lo-
grar un equilibrio entre el beneficio que tiene la precisiéon es-
tadistica y la posible pérdida de exactitud en el trabajo del técnico
debido a la fatiga.

Otros errores en el andlisis de semen
Los analisis repetidos por el mismo técnico y utilizando el mismo
procedimiento tenderdn a tener mayor variabilidad que el error
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4.2.3

4.3

de contaje por si mismo, debido a errores “al azar” adiciona-
les. Estos pueden ser causados por una mezcla inadecuada (es-
pecialmente en con muestras viscosas y aglutinadas), estrés del
técnico (contaje erratico o error de registro), técnica defectuosa
(e.j., pipeteo descuidado o manejo inadecuado durante la pre-
paracion de la muestra o de la camara), o por variacion de los
instrumentos (e.j., pipetas automaticas desgastadas, que pue-
den reducir la reproducibilidad durante el muestreo y la dilu-
cion). De manera opuesta, los resultados con una variabilidad
menor al error de contaje esperado sugieren la posibilidad de
errores de registro o de errores sistematicos (influenciada) in-
ducido por el conocimiento de mediciones anteriores.

Las mediciones repetidas por diferentes técnicos pueden va-
riar a causa de diferencias sistematicas, por influencias de erro-
res de calculo consistentes, o por diferencias en la clasificacion
de la morfologia y la motilidad. Por ejemplo, el porcentaje de
espermatozoides moviles es comiinmente sobreestimado, porque
el ojo es atraido por el movimiento. Este error se puede redu-
cir contando primero todos los espermatozoides moviles y con-
tando luego los espermatozoides inméviles en la misma area.

La importancia del control de calidad

La precision o reproducibilidad de un analisis de semen puede
ser evaluada a partir de los resultados de mediciones repetidas
de una misma muestra, un método que, junto con la calibra-
cidon regular de los instrumentos, constituyen la base del CCI.
La precision de un individuo es determinada a partir de medi-
ciones duplicadas o de analisis repetidos de la misma muestra
desconocida. La precision intralaboratorio e interindividuos es
determinada a través de analisis independientes de la misma
muestra. La variabilidad interlaboratorios es evaluada por el
CCE. El CCI debe asegurar que la precision 6ptima sea mante-
nida en el laboratorio de andrologia y que no existan cambios
graduales en los estandares. El CCI es esencial, tanto cuando
un unico técnico realiza analisis poco frecuentes, como cuando
varios técnicos trabajan juntos. El CCE es esencial para asegu-
rar que los diferentes laboratorios producen resultados compa-
rables y pueden indicar cuando el método utilizado por un la-
boratorio debe ser ajustado.

Aproximaciones practicas al control de calidad
Los procedimientos de control de calidad descritos a continua-
cién son los minimos indispensables que deben aplicarse en un
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laboratorio de andrologia. Se asume que los procedimientos de
CC que conciernen otros aspectos de una buena practica en el
laboratorio, tal como mantener una temperatura constante en
las incubadoras y los balances de calibraciéon, son implemen-
tados rutinariamente.

En todo momento: vigilancia y correlacién de los resultados
dentro de las muestras.

Semanalmente: analisis de las mediciones duplicadas de las
variables principales del semen realizados por diferentes técnicos.

Mensualmente: analisis de los resultados promedio de las
pruebas.

Por cuatrimestre: participacion en el esquema de CCE, cali-
bracion de las pipetas.

Anualmente: calibracion de las camaras de contaje y del
resto de los instrumentos (véase Apéndice XIX).

La actividad de CC llevada a cabo en un laboratorio va a
variar dependiendo de la cantidad de trabajo y de la experien-
cia de los técnicos. En laboratorios muy atareados, entre el 1
y 5% de las muestras deben ser destinadas al CC. Es impor-
tante que las muestras de CC sean desconocidas y que sean
consideradas como una parte del trabajo rutinario del labora-
torio. De esta manera el CC ayudard a mantener precision y
exactitud en los analisis de semen de rutina.

Vigilancia y correlacion rutinaria de los resultados

dentro de las muestras

Se debe verificar que los resultados no posean errores en la
trascripcion y en la identificacion del paciente. Los resultados
poco comunes que no concuerdan con los demdas aspectos del
analisis de semen pueden sugerir errores de este tipo. Las esti-
maciones de la concentracion, la motilidad y la morfologia de
los espermatozoides a partir del primer examen macroscopico
del semen pueden ser utilizados como indicio del resultado fi-
nal. El porcentaje de espermatozoides vivos y méviles debe ser
consistente. Los resultados alarmantes son muy infrecuentes y
requieren atencion urgente. Los ejemplos de este tipo de re-
sultados para el laboratorio incluyen pérdida inesperada de la
motilidad o motilidad nula, que pueden ser causados por cam-
bios de la temperatura o contaminacion con toxinas de los es-
permatozoides. Los resultados alarmantes para el clinico incluyen
un paciente que tenia previamente espermatozoides en el semen
y se volvié azoospérmico o incapaz de producir una muestra.
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4.3.2

Para la concentracion espermaética, se comparan dos cuen-
tas de muestras duplicadas independientes en las dos partes de
la camara de contaje (véase Seccion 2.5.2). Se espera que la
diferencia entre cuentas independientes en igual volumen pro-
venientes de la misma muestra sea nula, con un error estan-
dar equivalente a la raiz cuadrada de la suma de las dos cuen-
tas. En aproximadamente el 95% de las muestras duplicadas
la diferencia entre los dos conteos va a ser menor a 1,96 erro-
res estandar. En caso contrario, se debe sospechar un error sis-
tematico y la muestra es vuelta a mezclar, se diluye nueva-
mente y se repite el procedimiento. En aproximadamente el 5%
de las muestras, ocurriran errores mayores a 1,96 error es-
tandar causados por la variacion al azar, y el contaje se ha-
bra repetido innecesariamente. Sin embargo, este pequefio tra-
bajo adicional asegura que no han ocurrido errores sistematicos.

Se utilizan procedimientos similares para las estimaciones
en duplicado del porcentaje de espermatozoides con diferentes
grados de motilidad (Seccion 2.4.3, Fig. 2.3) y caracteristicas
morfologicas (Seccién 2.5.4). Se realizan y comparan dos esti-
maciones, p; ¥ p2 de N espermatozoides en cada muestra. El
limite de la diferencia esperada d es dado por d = | p1—p, 1<1,96
v 2p(100-p)/N, donde p(p1 + p2)/2 es el porcentaje promedio.
Utilizando estos limites, se rechazaran el 5% de los duplicados
a causa de la variacion al azar Gnicamente.

Control de calidad interno semanal: evaluando la variabilidad
intra e intertécnico

Un método simple para el CCI son las mediciones replicadas re-
alizadas en alicuotas separados de la muestra y llevadas a cabo
en todas las etapas del analisis. La evaluacion del extendido o
de la camara dos veces en la misma ocasion no constituye una
verdadera réplica, ya que no evalda los errores de preparacion
o de dilucion. Las evaluaciones replicadas deben ser maneja-
das del mismo modo que las muestras de rutina con descono-
cimiento por parte de los técnicos que se trata de la evalua-
cion de muestras de CCI. El CCI debe incluir el analisis de la
concentracion espermética, los grados de motilidad y la mor-
fologia de los espermatozoides, la prueba de immunobeads, la
reaccion de aglutinaciéon mixta y cualquier otro resultado in-
formado en el laboratorio. Las muestras de semen almacena-
das (véase Apéndice XIX) pueden ser utilizadas para realizar el
CCI y tienen la ventaja que el valor real o el objetivo deseado



es conocido o puede ser estimado. Un método mas sencillo con-
siste en el analisis independiente llevado a cabo por diferentes
técnicos de la misma muestra fresca, o serie de muestras, que
permite la evaluacion de la variabilidad entre dichos técnicos;
sin embargo, el valor real no se conoce y por esta razon no se
puede estimar el error sistematico o la influencia del grupo. Al
CCI de la motilidad espermatica se le agrega un problema, de-
bido a que la motilidad puede disminuir con el tiempo, por lo
tanto, la misma debe ser evaluada en primer lugar y de modo
casi simultaneo por todos los técnicos.

A continuacién se presentan los procedimientos estadisticos
para el analisis v el informe de los resultados del CCI. Algunos
de estos procedimientos dependen del conocimiento (o estima-
ci6n a partir de las primeras diez o mas determinaciones) del
valor real u objetivo. Existen paquetes para el CC del labora-
torio que pueden ser utilizados para el andlisis y la presenta-
cion de los resultados. Los resultados son mas faciles de inter-
pretar y calcular si el mismo ntimero de técnicos participan en
cada determinacion del CC. Si esto no es posible, uno o mas
técnicos pueden evaluar la muestra una segunda vez, para que
el numero de determinaciones de cada muestra de CC sea el
mismo. Algunos programas para la computadora permiten aco-
modar un numero variable de observadores.

CCI con muestras almacenadas: concentracién espermdtica

Los resultados de la muestra de CC obtenidos por cada técnico
son tabulados y volcados en un grafico en funcién del namero
de la muestra (o semana). La media y la desviacion estandar
de los resultados de cada muestra son computados y grafiados
también en funcién del ndmero de la muestra (o semana) en
graficos de control Xu, y S, utilizados para determinar si los
resultados obtenidos en la nueva muestra de CC difieren de la
determinacion previa o si las diferencias entre los técnicos son
mayores que las esperadas, debido tinicamente a la variacion
aleatoria.

Cuando se han analizado por lo menos cinco, y preferente-
mente diez, de las muestras de CC, el promedio de las medias
(Xpar) ¥ de las desviaciones estandar (Spsr) son utilizadas para
establecer los limites de control en el grafico Xpara 2 6 3 erro-
res estandar (limites de advertencia y de toma de accion) a
cada lado del valor objetivo. Estos estan dados por Xpar *
+ Aoy X Sbar V Xbar T A3 X Spar, donde los valores de los coe-
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ficientes Az n ¥ A3, o son leidos del Cuadro 4.1 para el nimero
correspondiente de técnicos (n). Los limites de control son uti-
lizados para vigilar los resultados obtenidos en las futuras mues-
tras de CC. Una alternativa consiste en calcular los limites de
control directamente como Xpy T ZS/VH V Xpar T s/\/H a partir
de la desviacion estandar intertécnico promedio (s). Esta des-
viacion estdndar promedio es mayor al promedio de la desvia-
cion estandar de las muestras Sy, y puede ser computada di-
rectamente u obtenida multiplicando Sw, por el factor c,
{Cuadro 4.1). Este factor es la cantidad por la cual la desvia-
cion estandar comun subestima la desviacion estandar prome-
dio en las muestras de tamaio n y de distribucion normal. En
la Box 4.1 se muestra un ejemplo desarrollado.

Existen reglas de control basicas para vigilar el desempefio
de las futuras evaluaciones de CC en el grafico de CC (Cuadro
4.2). Si la muestra de CC es “rechazada”, la sensibilidad de la
alarma para los diferentes tipos de errores (por azar o siste-
maticos), deberian dirigir la investigacion hacia la busqueda de
las causas posibles. Si hay una sucesioén de siete puntos todos
con valores crecientes o decrecientes, se debe sospechar un error
sistematico.

El grafico de Xy fue disefiado, principalmente, para detec-
tar cambios del valor objetivo o un incremento general de la
variabilidad. Es menos sensible para detectar si los técnicos es-
tan produciendo resultados altamente variables o si estan so-
bre o subestimando sistematicamente. Con este propésito, el

Cuadro 4.1. Factores para la determinacion de los Iimites
de control para los grdficos Xpar Yy S
basados en la desviacion estdndar promedio (Spa).

Grafico Xbar
Limites de control Limites de control del grafico S
Numero DE Adver- Toma Inferior  Inferior ad-  Superior Superior
de técnicos  caleulo tencia de accion toma de ac- vertencia advertencia toma de ac-
(n) (cn) (Az) (A3) cion (So999)  (Sos7s) (So02s)  cion (So001)

2 1,253 1,772 2,659 0,002 0,039 2,809 4,124
1,128 1,303 1954 0,036 0,180 2,167 2,966
1,085 1,085 1,628 0,098 0,291 1916 2,527
1,064 0,952 1,427 0,160 0370 1,776 2,286
1,051 0,858 1,287 0,215 0428 1,684 2,129
1,042 0,788 1,182 0,263 0473 1,618 2,017
1,036 0,733 1,099 0,303 0,509 1,567 1,932
1,032 0,688 1,032 0,338 0,539 1,527 1,864
10 1,028 0,650 0,975 0,368 0,563 1,495 1,809

O 00~ O W




Box 4.1. Calculo de los limites de control para el grifico Xpar

El cuadro a continuacidn muestra las concentraciones espermaticas
medidas por cada uno de los cuatro técnicos en las primeras diez mues-
tras de CC y el calculo de la media y la desviaciéon estandar de cada
muestra.

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Técnico A 38 35 40 34 38 36 44 43 39 43
Técnico B 42 36 42 40 40 40 43 43 46 40
Técnico C 38 43 40 51 38 33 39 45 35 39
Técnico D 34 36 36 37 36 39 42 43 46 34
Media 38,0 37,5 39,5 40,5 38,0 37,0 42,0 43,5 41,5 39,0
DE 3,27 3,70 2,52 7,42 1,63 3,16 2,16 1,00 545 3,74

Concentracion espermdtica (millones/mL)

Para las primeras diez muestras de CC el promedio de las medias (Xpar)
es:

(38,0 + 37,5 + ... + 39,0/10 = 39,7
y el promedio de las desviaciones estandar (Svar) €s:
(3,27 + 3,70 + ... 3,74)/10 = 3,40

Los valores de los coeficientes A>n v Asn en el Cuadro 4.1 para mues-
tras de tamafio n = 4 son 1,085 y 1,628 respectivamente. De esta ma-
nera, los limites de control interno (advertencia) (dos errores estandar
desde la media) estan dados por:

Xpar £ Azp X Spar = 39,7 £ 1,085 X 3,40 0 36,0 y 43,3 millones/mL.

De modo similar los limites de control externos (toma de accion) estan
dados por:

Xpar £ A3 X Spar = 39,7 + 1,628 X 3,40 0 34,1 y 45,2 millones/ml.

Estos limites de control son agregados al grafico Xy (Fig. 4.1) para mo-
nitorizar los resultados de las futuras muestras de CC.

Fig. 4.1, Grafico Xuu.
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Box 4.1. Cilculo de los limites de control para el grafico Xpar
(continuacién)

El calculo de la desviacion estandar entre técnicos puede ser obtenida
multiplicando Sy, por el factor ¢, (= 1,085 para muestras de tamafio
n = 4) dando 3,69, que es un valor cercano al valor 3,84 que fue com-
putado directamente de la desviacion estandar promediada, s = V([s;? +
822 + ... +510%)/10 donde s; es la desviacion estandar de la muestra i de
control de calidad en el cuadro de arriba, i =1, 2 ... 10. Este resultado
puede ser usado para computar los limites de control, advertencia y toma
de accion, directamente a 2 y 3 errores estandar (s/\/ﬂ) a cada lado de
la media. En este ejemplo estos limites de advertencia son 35,8 y 43,5
millones/mL, y los limites de toma de accién son 33,9 y 45,4 millo-
nes/mL respectivamente, son muy cercanos a los obtenidos usando Spar
y los coeficientes Az, v Azn.

Cuadro 4.2. Reglas bdsicas de control para el grdfico de CC.

Regla de control Sensibilidad del error

Un resultado fuera de los limites de control Error por azar o
sistematico

Dos resultados consecutivos ambos por encima Error sistematico

el limite de advertencia superior o ambos por debajo
del limite de advertencia inferior

Dos resultados consecutivos, uno por encima Error por azar
del superior de advertencia y otro por debajo
del limite de advertencia inferior

Ocho resultados consecutivos todos por encima Error sistematico
o todos por debajo de la media

rango de valores en cada muestra de CC puede ser vigilado en
un grafico Ryar de modo similar al Xy, estableciendo acorde-
mente los limites de llamado de atencion y de toma de accion.
Un grafico similar, pero con mayor sensibilidad es el grafico S,
basado en las desviaciones estandar de las muestras. Como la
distribucién de la desviacion estindar no es simétrica, los li-
mites de llamado de atenciéon y de accion son establecidos de
tal modo que la probabilidad de que una nueva observaciéon
caiga fuera de los limites de control, es la misma que en el gra-
fico Xpar en caso de que no haya cambios en la exactitud o
precision. De esta manera los limites de llamado de atencion y
toma de accion seran excedidos en 5% y 0,2% de las futuras
muestras como resultado inicamente de la variacion por azar.
Estos limites son determinados a partir de la distribucion %2, y
los factores sy, necesarios para multiplicar la desviaciéon es-



tandar promedio Sya son dados en la Cuadro 4.1. Un ejemplo
es dado en el Box 4.2. Las reglas que se aplican al grafico S
para la monitorizacion del desempefio de las futuras muestras
de CC son similares a las reglas descritas en el Cuadro 4.2. Los
resultados que estan por debajo de los limites inferiores del gra-
fico S sugieren una variacion inesperadamente pequeifia, que
puede indicar una mejoria genuina en el nivel de acuerdo en-
tre los técnicos, o una posible colusion.

Las estimaciones de la media y desviacion estandar pueden
ser recalculados después de 10 muestras y los limites de con-
trol actualizados utilizando los nuevos valores para Xvar ¥ Sbar
siempre que no hubiese problemas con el CC. Antes de que las
muestras de CC se acaben, se debe preparar una nueva par-
tida y se deben analizar 10 muestras de la nueva partida, junto
con las muestras restantes de la antigua partida para estable-
cer los nuevos limites de control.

Evaluando las diferencias sistemdticas entre técnicos
La consistencia de los resultados entre los técnicos dentro del
laboratorio es un aspecto importante del CCI. Sin embargo, al-

Box 4.2. Calculo de los limites de control para el grafico S.

Utilizando los resultados del box 4.1, el promedio de la desviacion es-
tandar de las muestras Spo es 3,40 millones/mL. Los factores s,, para
muestras de tamafio n = 4 se pueden leer del cuadro 4.1 para obtener
el limite de toma de accidon menor Spa X So.999.4 = 3,40 %X 0,098 = 0,33
millones/mlL, el limite de advertencia menor Spar X S0,975.4 = 3,40 x 0,291
= 0,99 millones/mL, el limite de advertencia superior Spar X $0.025.4 = 3,40
% 1,916 = 6,52 millones/mL, y el limite de toma de accidon superior Spar
X S0,001.4 = 3,40 % 2,527 = 8,60 millones/mL. Estos limites son grafiados

en el grafico S (Fig. 4.2) para monitorizar el desempefio de las futuras
muestras de CC.

Fig. 4.2. Grafico S.
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gunos técnicos pueden sobre o subestimar sisteméaticamente la
concentracion espermatica. Esto debe ser evaluado después de
cada grupo de 5 6 10 muestras de CC con analisis de la va-
rianza con factores para las muestras de CC y los técnicos (véase
abajo). Como las muestras de CC provienen todas de un mismo
“pool” almacenado, no se espera que existan diferencias signi-
ficativas entre ellas, y las diferencias significativas entre los téc-
nicos sugieren una desviacion sistemaética en la evaluacion rea-
lizada por uno o mas técnicos.

CCI con muestras almacenadas:

motilidad y morfologia de los espermatozoides

Los procedimientos de CC para la evaluacion de la motilidad y
la morfologia de los espermatozoides siguen los mismos pasos
descritos arriba para la concentracion espermatica, con la di-
ferencia de que aqui se estan evaluando porcentajes. Como el
numero total de espermatozoides contados es grande, los limi-
tes para los graficos de control pueden ser establecidos utili-
zando la distribucion normal. La aproximacion es apropiada
para aquellos porcentajes que estan dentro del rango del 20 al
80%, pero menos efectiva si los porcentajes son bajos (< 10%)
o altos (> 90%).

Para la morfologia de los espermatozoides, se pueden pre-
parar muchas extensiones a partir de una muestra de semen.
Estas extensiones se preparan a partir demuestras con esper-
matozoides de buena, media o baja calidad y se introduce un
portacbjeto de cada una a la evaluacion de CC. Las extensio-
nes deben ser enmascarados para prevenir que se los reconozca
como muestras para el CC. Los portaobjetos pueden ser usados
varias veces y se prepara nuevos una vez que se deterioran.
Se puede utilizar videocasetes para el analisis de CC de la moti-
lidad.

Se siguen los mismos principios basicos para el CCI descri-
tos arriba. Una vez que se han realizado una serie de deter-
minaciones de CC, se pueden construir los graficos de Xpar v S
y establecer los limites de llamado de atencion y de toma de
accion. La desviacion estandar del porcentaje estimado p es
Vp(100)-p)/N, donde N es el namero de espermatozoides clasi-
ficados. Para los valores de p que estan dentro del rango del
20 al 80% con un total de 400 espermatozoides clasificados,
la desviacion estandar se encuentra dentro del rango del 2,0
al 2,5%, alcanzando el maximo valor cuando p es 50%. La des-



viacién estandar de las lecturas individuales deberia acercarse
a estos valores. Sin embargo, la desviacion estandar promedio
Svar Sera mayor a 2,5% como resultado de la variacion adicio-
nal entre técnicos, y la reduccion de Spar al minimo tedrico sera
la meta. Solo seran capaces de alcanzar este limite los técni-
cos experimentados que han alcanzado un alto grado de con-
sistencia y estandarizaciéon. Si el rendimiento se acerca al li-
mite tedrico, entonces los limites de precaucion y de accion en
los graficos de control X, v S pueden ser establecidos utili-
zando preferentemente la desviacion estandar teodrica antes que
la desviacion estandar observada Spar.

Si los porcentajes de las muestras de CC son menores al 20%
o mayores del 80%, una modificacién al procedimiento descrito
arriba puede dar limites de control mas apropiados. La trans-
formacion angular z = sin”lWp/100 (o raiz cuadrada del arco-
seno) tiene la propiedad de que la desviacion estandar de z es
dada por 1/ (2\/ﬁ) radianes y depende tinicamente del nimero
de espermatozoides contados, N, y no el porcentaje real. Esto
significa que la probabilidad de cruzar los limites de llamado
de atencion y de toma de accion como resultado de la varia-
cion por azar unicamente es mas cercana al nivel teérico. Para
la morfologia o la motilidad basada en la clasificacion de 400
espermatozoides, la desviacion estandar de z es 0,024 radia-
nes, que corresponde al limite tedrico mas bajo.

Al igual que con el CC de la concentracion espermatica, el
analisis de la varianza es un paso importante en la identifica-
cion de sub o sobreestimacion por ciertos técnicos y de los mo-
dos en que la calidad y la consistencia pueden ser mejoradas.

C(I utilizando muestras frescas:
concentracion espermdtica, motilidad y morfologia

Los procedimientos de CC basados en el analisis de muestras
frescas de semen son similares a aquéllos utilizados para las
muestras almacenadas descritos arriba, a excepcion que el gra-
fico Xpar no puede ser utilizando, ya que no existe un valor
medio objetivo. Sin embargo, los procedimientos principales de
CC son el grafico S para la evaluacion de la variabilidad en-
tre los técnicos, el cual es grafiado después de cada muestra
de CC, y el analisis de la varianza para evaluar las diferencias
sistematicas entre técnicos después de cada cinco o diez mues-
tras de CC.
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El analisis de la varianza se describe en varios textos de es-
tadistica, por ejemplo Altman, 1991, y esta disponible en pa-
quetes para computadoras, junto con pruebas estadisticas para
la significacion de las diferencias entre los técnicos. El ejemplo
desarrollado (Box 4.3) ilustra el modo como se debe calcular

Box 4.3. Evaluando las diferencias sistematicas entre técnicos.

El cuadro a continuacion muestras las concentraciones espermaticas de
cinco muestras de CC estimadas por cada uno de los tres técnicos.

Concentracion espermdtica (millones/mL).

Muestra 1 2 3 4 5
Técnico A 108 45 100 50 92
Técnico B 103 47 102 50 96
Técnico C 104 46 89 41 88

Media de la muestra 105,0 46,0 97,0 47,0 92,0

Las diferencias de la media de la muestra (d;) son computadas sustra-
yendo la media de la muestra de semen de cada observacion:

Diferencias (dy) de la media de la muestra (millones/mL).

Muestra 1 2 3 4 5

Técnico A 3,0 -1,0 3,0 3,0 0,0
Técnico B -2,0 1,0 5,0 3,0 4,0
Técnico C -1,0 0,0 -8,0 -6,0 -4,0

La media, m; = £dy/n, y la desviacion estandar, s; = \/Zidiﬁ/(n —-1), de es-
tas diferencias son computadas para cada técnico, donde n es el nlimero
de muestras de semen.

Desviacion media y estdndar de las diferencias (millones/mL).

Media SD Media/error estandar

(my) (s) (m/es(m))
Técnico A 1,600 1,949 1,301
Técnico B 2,200 2,775 1,788
Técnico C -3,800 3,347 -3,089

La diferencia de la media del técnico C esta 3,8 millones/mL por debajo
de la media de cada muestra de CC, 0 5,7 (= -3,8 —[1,6 + 2,2]/2) mi-
lones/mL por debajo del promedio de los otros dos técnicos. Para anali-
zar si el grado de subestimacion es compatible con la variacion azarosa,
la raiz cuadrada de la media de los errores al cuadrado, &= VEs72/(t — 1),
donde t es el namero de técnicos, es computado de las desviaciones es-
tandar de las diferencias de los técnicos. En este ejemplo es 3,369 mi-
llones/mL. El error estandar de la diferencia de la media de cada técnico
esta dada por se(m;)) = 5= ~(1-1/t)/n y es 1,230 millones/mL. El valor
absoluto de la diferencia de la media del Técnico C (3,8 millones/mlL) es
mayor que 3 errores estandar y si no existen diferencias sisteméaticas en-
tre los técnicos es significativamente diferente del valor esperado de cero.




Box 4.3. Evaluando las diferencias sistematicas entre técnicos (con-
tinuacion).

Un test estadistico coman para la diferencia entre técnicos esta basado
en el test-F del andlisis de dos vias de la varianza con factores para téc-
nicos y muestras de CC. El analisis del cuadro de varianza, usando las
concentraciones espermaticas de arriba, es dada a continuacion.

Andlisis de dos vias de la varianza.

Fuente Suma de los Grados de Media al Relacion-F Valor-P
cuadrados libertad cuadrado

Muestra de CC 9807,6 4 2451,90 216,03 <0,001

Técnicos 109,2 2 54,60 4,81 0,042

Error 90,8 8 11,35

Total 10007,6 14

La raiz cuadrada de la media de los errores al cuadrado es V11,35 =
3,369 millones/mL, la misma que aquella obtenida arriba. Como es es-
perado, las diferencias entre las muestras de CC son muy grandes
(P <0,001), ya que éstas son obtenidas de diferentes muestras frescas
de semen. El test-F para diferencias entre técnicos (F=4,81 con 2y 8
grados de libertad, P = 0,042) es significativa en el nivel 0,05 y sugiere
que estas diferencias son mayores a las esperadas por variacidn azarosa
unicamente.

directamente el error estdndar de las diferencias entre los téc-
nicos y evalia si estas son mayores que las esperadas por la
variacion por azar Unicamente. Cuando se realizan calculos di-
rectamente a partir de las observaciones, se debe mantener un
numero suficiente de lugares decimales para evitar cualquier
error de redondeo. Una prueba estadistica formal para las dife-
rencias entre los técnicos esta basada en la prueba-F del ana-
lisis de la varianza, que puede ser obtenida directamente de la
mayoria de los programas para computadoras. La raiz cuadrada
de la media de los errores al cuadrado (6} es la raiz cuadrada
del residual, o error, de la media de los cuadrados de la tabla
de analisis de la varianza. Es poco probable que las diferencias
medias mayores a aproximadamente 2,5 errores estandar sean
causadas por la variacion por azar unicamente. Independien-
temente de que las diferencias entre los técnicos sean signifi-
cativas o0 no, es necesario examinar las medias y las diferen-
cias medias de los técnicos para identificar cuales de ellas son
mayores a lo esperado. No todos los paquetes para computa-
doras dan el error estandar de las diferencias entre los técni-
cos, se(m;), que puede ser necesario calcular en forma inde-
pendiente. Las diferencias sustanciales entre técnicos deben
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4.4

4.5

incitar al examen de todos los procedimientos para descubrir
las maneras en que se puede mejorar su consistencia.

Vigilando las medias mensuales

Mientras que los procedimientos primarios de CCI estan basa-
dos en el analisis de las diferencias propias y entre los técnicos,
se puede obtener informacion adicional valiosa a través del con-
trol de las tendencias en los resultados del analisis de semen de
los pacientes. Los valores medios de cada variable para todos
los pacientes examinados en un periodo de tiempo determinado,
por ejemplo, mensualmente, pueden ser representadas grafica-
mente en un grafico de Xy con limites de llamado de atencion
y de toma de accion situados a 2 y 3 errores estindar a cada
lado de la media. El error estandar es estimado dividiendo la
desviacion estandar de las observaciones originales por la raiz
cuadrada del nimero de analisis de semen en cada intervalo,
o directamente de la distribucion de la media observada (véase
Box 4.4). Los limites de control deben ser establecidos utilizando
las observaciones de por lo menos 6 meses y deben ser revisa-
dos regularmente. Deberia haber por lo menos 20 resultados
para cada media, y un laboratorio pequeno puede tener que
juntar resultados de més de un mes. Las desviaciones por afuera
de los limites de control pueden indicar cambios no controla-
dos en la practica del laboratorio o una variacion en la ten-
dencia en el analisis, siempre que las caracteristicas de los pa-
cientes no han variado marcadamente en el periodo estudiado
(véase Knuth y col.,, 1989). Algunos refinamientos para este
método incluyen la monitorizacion mensual de las medias de
los pacientes con valores normales y el uso de los graficos de
suma acumulativa (CUSUM) (Barnett, 1979) para la rapida de-
teccion de cualquier desviacion sistematica de la media.

Respuesta ante los resultados que estin fuera
de los limites de control

Los resultados del CC deben ser revisados regularmente por el
supervisor del laboratorio, y los informes deben estar firmados
y fechados. Cuando aparecen resultados que estan fuera de los
limites de control, la posible causa y la accion tomada deben
registrarse también. Si el problema no es evidente, las mues-
tras de CC deben ser vueltas a analizar para verificar si el pri-
mer resultado fue inusual. Si una vez repetido el resultado del
CC continna estando fuera de los limites de control, el andlisis



Box 4.4. Vigilando las medias mensuales utilizando el grafico Xya,.

La figura 4.3 muestra el porcentaje promedio de espermatozoides inmo-
viles (motilidad grado d) en las muestras de semen analizadas en el mismo
laboratorio durante el periodo de abril de 1987 a abril de 1989. La me-
dia y la desviacion estandar de las medias durante los primeros seis me-
ses (abril-septiembre 1987) son 47,3 y 2,87% respectivamente. Los li-
mites de precaucion (47,3 +2x2,87, 0 41,6 y 53,0) y los limites de
acciéon (47,3 £ 3 x 2,87, o 38,7 y 55,9) son utilizados para vigilar las
medias mensuales subsecuentes usando las reglas de control del cuadro
4-2.

El aumento en la proporcion media de espermatozoides inmoéviles desde
enero de 1988 (persistentemente por encima del limite de accion) incito
una investigacion para buscar las posibles causas. El cambio fue atri-
buido mas tarde a una modificacion en la técnica de rutina para la me-
dicion del volumen de semen. Una vez que el laboratorio volvid a utili-
zar la antigua técnica, los niveles de motilidad resultaron similares a
aquéllos observados en un principio. Véase Knuth y col. (1989), para
mas detalles.

La media y la desviacion estandar de las 6 medias mensuales desde
agosto de 1988 eran 49,5 y 1,74% respectivamente. Los limites revisa-
dos de precaucion (46,0%, 53,0%) y de accion (44,35 y 54,7%) son
agregados al grafico Xy, para vigilar el desempefio subsecuente.

Fig. 4.3. Media mensual de los analisis de la motilidad espermatica grado d (%).
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de las muestras de rutina llevados a cabo ese dia deben ser re-
petidos dentro de lo posible y la causa vuelta a investigar.
Los factores propios de los técnicos, tales como errores de
pipeteo y en la clasificacion de la morfologia o la motilidad de
los espermatozoides, los cambios en los procedimientos o en el
equipamiento, en especial de pipetas y camaras de contaje, y
el deterioro de la muestra de CC son algunas causas posibles
de los resultados fuera de los limites de control. Por ejemplo,
en el Box 4.4, tales resultados ocurrieron luego de un cambio
en el procedimiento para la medicién del volumen de semen,
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4.6

y una vez que se volvio a implementar la técnica original para
la preparacién, los resultados de CC fueron similares a los va-
lores anteriores. Los factores asociados a los pacientes pueden
afectar también las medias mensuales. Entre ellos estan el cam-
bio en los frascos de recoleccion o en las facilidades, las va-
riaciones de la temperatura estacional o los cambios en el pa-
tron de pacientes referidos con diferentes grados de infertilidad
o un cambio en el nimero de pruebas repetidas en el mismo
hombre. Es posible que a veces no se descubra una causa y el
resultado puede ser atribuido a la variacién por azar si los re-
sultados subsecuentes de CC estan dentro de los limites habi-
tuales.

Analisis externo de la calidad (CCE)

El CCE es una parte integral del proceso de CC. Existe un nu-
mero de esquemas de CCE formales (véase Apéndice XIX). El
CCE es importante para la evaluacion de los efectos de la es-
tandarizacion de los procedimientos. El CCE permite también a
un grupo comparar sus resultados con los de los demas. Per-
mite también la evaluacion y comparacion entre diferentes mé-
todos en una escala que no es posible en el laboratorio indivi-
dual. Las diferencias en la interpretacién de la motilidad y la
morfologia de los espermatozoides son probablemente las prin-
cipales responsables de los actuales resultados pobres de CCE
para éstas variables del semen.

El CCE y el CCI son procesos complementarios. El CCE puede
revelar problemas con la precision que no resultan aparentes
con el CCI, porque las muestras de control no son adecuada-
mente enmascaradas o seleccionadas. Las muestras de prueba
para el CCE deben ser enmascaradas y procesadas de la misma
manera que las muestras de rutina.

Los esquemas de CCE proveen a los laboratorios con infor-
macion de sus resultados en comparacion con aquéllos de otros
laboratorios participantes. Estos pueden incluir los valores obje-
tivo derivados de una medicioén precisa, por ejemplo, contajes
multiples de la concentracion espermatica con el hemocitome-
tro o resultados del analisis seminal asistido por computadora
para la motilidad de los espermatozoides. De modo alternativo,
se pueden utilizar los resultados promedio obtenidos por un grupo
de laboratorios de referencia. La media y el rango de los de-
mas cenfros participantes habitualmente eliminando el 10% de
los resultados en los extremos superior e inferior. Se suele dar



también alguna presentacion grafica, tal como el grafico de ba-
rras. Si la misma muestra de CCE es utilizada en varias oca-
siones, se informara también la influencia y la variabilidad del
laboratorio para los resultados de esta muestra.

Aquellos laboratorios con resultados persistentes mayores o
menores que el valor asignado o media del esquema de CCE
necesitan volver a revisar sus métodos. Por ejemplo, se puede
cometer un error en el célculo de la concentracion esperma-
tica o la camara del hemocitometro puede no tener las di-
mensiones esperadas. Los resultados del CCE que poseen gran
variabilidad suelen estar asociados también con una gran va-
riacion del CCI e indican que existen inconsistencias en la eva-
luacion de los procedimientos de muestra a muestra. Los pro-
cedimientos técnicos deben ser revaluados cuidadosamente para
asegurar que se ajustan a aquéllos recomendados en este ma-
nual. El intercambio de personal cientifico entre laboratorios
suele util. Un consultor de un laboratorio con buenos resulta-
dos de CCE, en general, podra ser capaz de observar los as-
pectos .en los que debe cambiar un método para aumentar la
reproducibilidad. A la inversa, el entrenamiento de técnicos en
laboratorios con buenos resultados de CCE deberia ser prove-
choso.
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5.1

Introduccién

El epitelio cervical comprende distintos tipos de células secre-
toras y la indole y abundancia de granulos secretorios varian
en distintas partes del cuello. Las secreciones de estas células
contribuyen a formar el moco cervical. Las hormonas ovaricas
regulan la secrecion del moco cervical: el 17B-estradiol (estro-
geno) estimula la produccion de abundante cantidad de un moco
acuoso y la progesterona (progestageno) inhibe la actividad se-
cretora de las células epiteliales. La cantidad secretada de moco
cervical exhibe variaciones ciclicas. En mujeres normales en
edad de procrear la produccion diaria de moco varia desde
500 uL durante la mitad del ciclo hasta menos de 100 pL en
otros periodos del ciclo. Una pequefia cantidad de liquido en-
dometrial, tubarico y quizas folicular también contribuiria a for-
mar el moco cervical. Ademas, existen detritos celulares pro-
cedentes de los epitelios uterino y cervical y también leucocitos.

Por lo tanto, el moco cervical es una secrecion heterogénea
que contiene mas del 90% de agua. El moco cervical exhibe
una serie de propiedades reologicas: consistencia, spinnbarkeit
y helechos.

La consistencia es influenciada por la disposicion molecular
y por la concentracion de proteinas y iones de moco cervical.
El moco varia su consistencia durante el ciclo menstrual, desde
una forma altamente viscosa en el periodo premenstrual (a me-
nudo con alta celularidad) hasta la consistencia acuosa del mo-
mento preovulatorio. Una vez que ocurrio la ovulacion, la con-
sistencia del moco aumenta nuevamente.

Spinnbarkeit es un término que se emplea para describir la
fibrosidad, la filancia o las caracteristicas de elasticidad del moco
cervical.

Los helechos se refieren al grado y caracteristicas de los pa-
trones de cristalizacién que se observan al secar el moco cer-
vical en una superficie de vidrio (Fig. 5-1).



Fig. 5.1. Ejemplos de una formacion
de helecho en el moco cervical secado
al aire en un portaobjetos

(escala: X 100). Los tipos de helecho
pueden ser muy variables,
dependiendo de, por ejemplo, el grosor
de la preparacion o el numero

de células presentes. Ademas,

una preparacion puede mostrar mas
de un tipo de helecho: algunas veces
se pueden encontrar todas las fases
en una misma preparacion.

a) Helechos tipo 3: a) tallo primario:
b, tallo secundario; c, tallo terciario;
d, tallo cuaternario: b) Tallos primario
y secundario principalmente (tipo 2),
también hay tallos parcialmente
terciarios presentes. ¢) Cristalizacion
de helecho atipica (tipo 1).

d) Ausencia de cristalizacion (tipo 0).
Las estructuras de paredes anchas
son burbujas de aire.

El moco cervical es un hidrogel que comprende un compo-
nente de alta viscosidad y un componente de baja viscosidad
formado por electrolitos, compuestos organicos y proteinas so-
lubles. El componente de alta viscosidad consiste en una red
macromolecular de mucina, que es la principal determinante
de las propiedades reologicas del moco. La mucina cervical es
un sistema fibrilar formado por subunidades constituidas por
un centro peptidico y cadenas laterales de oligosacaridos. La
alteracion ciclica de los constituyentes del moco cervical in-
fluira sobre la penetrabilidad y la supervivencia de los esper-
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5.2

5.2.1

matozoides. La penetrabilidad de los espermatozoides en el moco
cervical humano empieza hacia el noveno dia del ciclo normal
de 28 dias y aumenta paulatinamente hasta culminar inme-
diatamente antes de la ovulacion. La penetracion de los es-
permatozoides comienza a inhibirse inmediatamente después,
aun antes de que los cambios en las propiedades del moco sean
aparentes. Son comunes las variaciones individuales en el
tiempo y en el grado de penetrabilidad de los espermatozoides.
Los espermatozoides, guiados por lineas de fuerza del moco cer-
vical, llegan a las criptas cervicales, donde pueden retenerse y
liberarse lentamente hacia el atero y las trompas de Falopio.

Al cuello y a su secrecion se les puede atribuir las siguien-
tes propiedades: a) receptividad para la penetracion de los es-
permatozoides en el momento de la ovulacion o cerca de él y
oposicion a su entrada en otros momentos; b) proteccion de
los espermatozoides frente al ambiente hostil de la vagina y
para evitar que sean fagocitados; ¢) suplementacion de los re-
querimientos energéticos de los espermatozoides; d) efecto fil-
trante, por ejemplo, seleccion de espermatozoides segin su di-
ferente motilidad; e) posible reservorio de espermatozoides por
corto plazo; f) iniciacion de la capacitacion de los espermato-
zoides.

Los espermatozoides en el moco estan suspendidos en un
medio liquido en todo momento. La interaccion de los esper-
matozoides con las secreciones del tracto reproductivo feme-
nino es de importancia crucial para la supervivencia y aptitud
funcional de los espermatozoides. No existe un método prac-
tico para evaluar los efectos de los liquidos uterinos y tubari-
cos sobre los espermatozoides, mientras que el moco cervical
es muy accesible para tomar muestras y estudiarlo. Por ende,
la evaluacion de la interacciéon entre espermatozoides y moco
cervical es un criterio importante que se debe incluir en toda
investigacion completa de la infertilidad.

Recoleccién y conservacion del moco cervical

Recoleccion

Se expone el cuello con un espéculo y se pasa con suavidad
un hisopo de algodon por el orificio externo para retirar la acu-
mulacién externa de contaminantes vaginales. El moco exo-
cervical se remueve con un hisopo o con pinzas. El moco cer-
vical se recoge del endocérvix con alguno de los siguientes
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métodos. Se puede aspirar con una jeringa para tuberculina
(sin la aguja), una jeringa para moco, una pipeta o un tubo
de polietileno. Cuando es posible, la calidad del moco debe ser
evaluada inmediatamente después de la recoleccion. Cuando
esto no es posible, el moco debe ser conservado (Seccion 5.2.2)
hasta su analisis.

Cuando el moco se recolecta por aspiracion, es importante
estandarizar la manera en que se aplica la succion al aparato
recolector (jeringa, catéter, etc.). La succion debe comenzar
cuando la punta del instrumento haya penetrado 1 cm en el
canal cervical y debe mantenerse mientras es extraido, hasta
el momento inmediatamente anterior a que el instrumento salga
del orificio cervical externo. Se recomienda cerrar el extremo
del catéter con una pinza durante su remocion del canal va-
ginal a fin de evitar la introduccién de material vaginal o bur-
bujas de aire en el moco cervical.

Cuando la cantidad o la calidad del moco es inadecuada, se
puede aumentar su produccion administrando de 20 a 80 ug
diarios de etinilestradiol, comenzando, por ejemplo, al quinto
dia de un ciclo dado y durante un periodo de 10 dias. El moco
se puede recoger dentro de un periodo de 7 a 10 dias después
de administrado el etinilestradiol. Este tratamiento producira
un moco mas hidratado y, por consiguiente, menos viscoso (Eg-
gert-Kruse y col., 1989). Aun cuando esta técnica resulta util
para evaluar la interaccion espermatozoides-moco cervical in
vitro, no sera necesariamente un reflejo fiel de lo que ocurre
in vivo en la pareja sin tratamiento hormonal.

Almacenamiento y conservacién

El moco se puede conservar en la jeringa para tuberculina ori-
ginal, en un tubo de polietileno o en pequeiios tubos de en-
sayo sellados con un tapén o papel parafinado para que no se
deshidrate. Se debe cuidar de mantener al minimo el espacio
de aire en el contenedor para el almacenamiento. Las mues-
tras deben guardarse en el refrigerador a 4 °C por un periodo
no mayor de 5 dias. De ser posible, las muestras de moco de-
ben ser utilizadas dentro de los 2 dias de ser recolectadas y el
tiempo transcurrido hasta su analisis debe ser anotado siem-
pre. Las determinaciones reologicas y las pruebas de penetra-
cion de espermatozoides no deben ser efectuadas en muestras
de moco que han sido congeladas y descongeladas.
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5.3

5.3.1

5.3.2

Evaluacién del moco cervical

La evaluacion de las propiedades del moco cervical comprende
estimacion del grado de spinnbarkeit, helechos (cristalizacion),
consistencia y pH. En el Apéndice XX se consigna un formu-
lario de muestra para registrar la prueba postcoital en el cual
se establece una puntuacién para las propiedades del moco se-
gan el sistema ideado por Moghissi (1976), basado en la pro-
puesta original de Insler y col. (1972). La puntuacion maxima
para el moco cervical es 15. Toda puntuacion mayor de 10
suele significar un buen moco cervical que favorece la pene-
tracion de los espermatozoides y el menor de 10 puede repre-
sentar un moco cervical desfavorable. La puntuacion se obtiene
por el volumen de moco cervical recolectado (Seccién 5.3.1) y
cuatro variables (secciones 5.3.2 a 5.3.5) que describen su as-
pecto y apariencia. El pH del moco no se incluye en la pun-
tuacion total del moco cervical, pero debe ser medido como un
determinante importante de la interaccion espermatozoides—moco
cervical (Eggert-Kruse y col., 1993).

Volumen

Los puntos para el volumen son:

0=0 mL.
1=0,1 mL.
2=0,2 mlL.

3 =0,3 mL o mas.

Consistencia

La consistencia del moco cervical es la principal barrera que
se opone a la penetracion de los espermatozoides. No hay re-
sistencia a la migracion de los espermatozoides a través del
moco cervical en la mitad del ciclo, pero el moco viscoso, como
el que se observa durante la fase lutea, forma una barrera im-
penetrable. Los detritos celulares y los leucocitos que existen
en el moco cervical impiden la migracion de los espermatozoi-
des. Se cree que la endocervicitis franca se asocia con reduc-
cion de la fertilidad.

Los puntos para la consistencia son:
0 = moco premenstrual denso, muy viscoso.
1 = tipo intermedio viscoso.

2 = poco viscoso.
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5.3.4

5.3.5

3 = moco de la mitad del ciclo normal (preovulatorio), acuoso
y de minima viscosidad.

Helechos

Para determinar la puntuacion de los helechos (Fig. 5.1) se
examina el moco cervical que se ha dejado secar al aire en un
portaobjetos. Tales preparaciones revelan diferentes patrones de
cristalizacion que pueden tener la apariencia de helechos. De-
pendiendo de la composicion del moco, los “helechos” pueden
tener un solo tallo principal o el tallo puede ramificarse una,
dos, o tres veces para producir tallos secundarios, terciarios o
cuaternarios respectivamente. Se deben examinar varios cam-
pos microscopicos y se expresa como el mas alto grado de ra-
mificacion que resulta tipico para esa muestra segun las siguientes
definiciones:

0 = ausencia de cristalizacion.
1 = formacion de helechos atipicos.
2 =tallos de helechos primarios y secundarios.

3 = tallos de helechos terciarios y cuaternarios.

Spinnbarkeit

Se toca el moco cervical depositado en un portaobjeto con un
cubreobjeto u otro portaobjeto y se levanta éste con suavidad.
Se estima en centimetros la longitud del filamento del moco
cervical estirado entre ambas superficies y se asignan los pun-
tos de la siguiente manera:

0=<1 cm.
1=1a4 cm.
2=5a 8 ¢m.

3=9 cm o mas.

Celularidad

Se recomienda que todas las puntuaciones de células sean ex-
presados en células/mm?3, por ejemplo, por uL. Una estimacion
del ntmero de leucocitos y de otras células en el moco cervi-
cal esta basada tradicionalmente en el numero contado por
campo de gran aumento o HPF. Una combinacion de opticas
de microscopio para producir el HPF es una lente ocular 10 x
de campo amplio (apertura de 20 mm) y un lente objetivo 40 x.
Como el didmetro del campo del microscopio es equivalente al
diametro de apertura de la lente ocular dividido por la mag-
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5.4

nificacion de la lente objetivo, estas Opticas resultan en un campo
microscopico con un didmetro de aproximadamente 500 pm.
La profundidad de la preparacién también puede ser estanda-
rizada apoyando el cubreobjeto sobre grasa de silicona que con-
tenga microesferas de vidrio de 100 pm (Drobnis y col., 1988).
Si el campo tiene una profundidad de 100 um, su volumen
debe ser 0,02 mm?, De este modo, un contaje de 10 células/HPF
es equivalente a aproximadamente 500 células/mm’ bajo es-
tas condiciones.
La puntuacién para el moco es:

0 => 20 células/HPF o > 1.000 células/mm>.

1=11 a 20 células/HPF o 501 a 1.000 células/mm?.
2=1 a 10 células/HPF o 1 a 500 células/mm?.

3 =0 células.

pH
El pH del moco cervical debe obtenerse con papel para pH, rango
6,4 a 8, ya sea in situ o inmediatamente después de la recolec-
cion. Si el pH se determina in situ, tOmese la precaucion de me-
dir el pH del moco endocervical correctamente, porque el pH
del moco exocervical siempre es mas bajo que el del conducto
endocervical; también es necesario tomar precaucion para evitar
la contaminacion con secreciones de la vagina, cuyo pH es acido.

Los espermatozoides son susceptibles a los cambios de pH
del moco cervical. El moco acido inmoviliza a los espermato-
zoides, en tanto que el alcalino acentta su motilidad. La alca-
linidad excesiva del moco cervical (pH mayor de 8,5) también
puede atentar contra la viabilidad de los espermatozoides. El
pH 6ptimo para la migracién de los espermatozoides y su su-
pervivencia en el moco cervical esta entre 7 y 8,5 y representa
el rango del pH del moco endocervical normal de la mitad del
ciclo. Sin embargo, un pH de 6 a 7 no es incompatible con la
penetracién de los espermatozoides.

En algunos casos el moco cervical es mucho mas acido.
Esto puede deberse a una secrecion anormal o a la presencia
de una infecciéon bacteriana. S

Interaccion espermatozoides-moco cervical

El moco cervical s6lo es receptive para la migracion de los es-
permatozoides por un tiempo limitado durante el ciclo. El moco
al recibir la influencia de los estrégenos favorece la penetra-
cion. El lapso durante el cual los espermatozoides pueden pe-



5.4.1

(a)

(b)

(d)

netrar en el moco cervical varia mucho de una mujer a otra
y hasta puede variar en una misma mujer de un ciclo a otro.
La anormalidad en la interaccion espermatozoides-moco cervi-
cal no debe ser inferida sin haberse realizado pruebas repeti-
das en diferentes ciclos.

Prueba in vivo (prueba postcoital)

(i) Momento. Esta prueba debe realizarse en un momento pro-
ximo a la ovulaciéon, determinandose éste de acuerdo a crite-
rios clinicos comunes como: duracién habitual del ciclo, tem-
peratura basal, cambios en el moco cervical, citologia vaginal
y, cuando son accesibles, determinacion de estrogenos en
plasma u orina y ecografia ovarica. Es importante para todos
los laboratorios evaluar el moco a un tiempo estandarizado luego
del coito, recomendando que esto se haga entre 9 y 24 horas.

(ii) Instrucciones sugeridas para pacientes que se preparan para la
prueba postcoital

Usted y su pareja deben abstenerse sexualmente por al menos
2 dias antes de la prueba.

El dia méas apropiado para su prueba es (dia) (mes) (afio). El
coito debe realizarse la noche anterior a este dia de modo ha-
bitual.

No utilice ningtin lubricante vaginal durante el coito y no use
ducha vaginal luego del coito. Puede darse una ducha luego
del coito pero no debe darse un bano completo.

Preséntese en la clinica para la prueba a las (hora), en el (dia)
(mes) (ano).

(iti) Técnica de la prueba postcoital. Se inserta un espéculo no
lubricade en la vagina y se toma una muestra del fondo del
saco vaginal posterior con una jeringa de tuberculina (sin la
aguja), pipeta o tubo de polietileno. Utilizando una nueva je-
ringa o catéter se toma una muestra del canal endocervical
(Seccion 5.2.1), se deposita sobre un portaobjetos y se cubre
con un cubreobjeto para luego examinarla utilizando una pre-
paracion de profundidad estandar y un microscopio con Optica
de contraste de fase (Seccion 5.3.5).

(iv) Muestra vaginal. Los espermatozoides mueren en la vagina
al cabo de unas dos horas. El propésito de examinar esta mues-
tra es tener certeza que hubo depdsito de semen en la vagina.
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(v) Muestra endocervical. El nimero de espermatozoides en la
parte baja del canal cervical varia con el tiempo transcurrido
después del coito. Luego de unas 2 a 3 horas se produce una
gran acumulaciéon de espermatozoides en la parte baja del ca-
nal cervical.

Se recomienda expresar el namero de espermatozoides en el
moco en unidades estandar (namero de espermatozoides/mm?3),
que es analoga a la recomendada para estimar la celularidad
(Seccién 5.3.5).

La motilidad de los espermatozoides en el moco se clasifica
en: a = motilidad progresiva rapida; b = motilidad progresiva
lenta; ¢ = motilidad no progresiva; d = inméviles (Seccion 2.4.3).
El indicador mas importante de una funcién cervical normal
es la presencia de cualquier espermatozoide con motilidad pro-
gresiva rapida.

(vi) Interpretacion. La prueba postcoital no sélo se hace para
determinar la cantidad de espermatozoides activos en el moco
cervical, sino también para evaluar la supervivencia de los es-
permatozoides y su comportamiento muchas horas después del
coito (papel de reservorio). Por lo tanto, la prueba realizada
dentro de las 9 a 24 horas del coito representa el momento
optimo para estimar la longevidad y sobrevida de los esper-
matozoides.

La presencia de una cantidad adecuada de espermatozoides
moviles en el endocérvix en este momento descarta a los fac-
tores cervicales como posibles causas de la infertilidad (Oei y
col., 1995).

La prueba postcoital debe repetirse cuando el resultado ini-
cial es negativo o anormal. Cuando no se encuentran esper-
matozoides se debe confirmar con la pareja que hubo eyacu-
lacion y deposito de semen en la vagina. Una prueba negativa
puede deberse a la mala eleccion del momento, ya que se ob-
serva en mujeres fértiles cuando se la realiza muy temprano o
muy tarde dentro del ciclo. En algunas mujeres, la prueba es
positiva solo durante uno o dos dias del ciclo. Cuando no re-
sulta posible estimar el momento de la ovulacion con una ra-
zonable seguridad, es necesario repetir la pruecba postcoital va-
rias veces durante el ciclo o recurrir a las pruebas in vitro. Las
pruebas postcoitales anormales repetidas durante ciclos con una
buena eleccion del momento sugieren estudiar los factores cer-
vicales como posibles causas de infertilidad.



5.4.2 Pruebas in vitro

Se puede hacer una estimacion detallada de la interaccion en-
tre los espermatozoides y el moco cervical mediante pruebas de
penetracion del moco cervical in vitro. Estas pruebas suelen ser
realizadas después de una prueba postcoital anormal, y son muy
informativas cuando son llevadas a cabo en forma cruzada,
usando semen y moco cervical donado.

Cuando el proposito de la prueba de la interaccion esper-
matozoides-moco cervical es comparar la calidad de varios es-
pecimenes de moco cervical, se debe utilizar una unica mues-
tra de semen con contaje, motilidad y morfologia optima. Por
otro lado, si el fin es evaluar la calidad de varios especimenes
de semen, se debe utilizar la misma muestra de moco cervical
para evaluar la capacidad de los espermatozoides para pene-
trarlo. Cuando se obtiene un resultado anormal utilizando el
semen del esposo y el moco de la esposa, se puede llevar a cabo
el test cruzado usando semen y moco cervical donados para
identificar si el responsable del resultado anormal es el semen
y/o el moco cervical. El moco cervical donado puede obtenerse
en la mitad del ciclo de mujeres que tienen programada una
inseminacion artificial. El moco cervical debe ser recolectado
antes de la inseminacion en ciclos naturales o ciclos en los que
la ovulacion es inducida con gonadotrofinas. Las mujeres que
estéan siendo tratadas con citrato de clomifeno para inducir la
ovulacién no deben ser usadas como donantes de moco cervi-
cal a causa de los posibles efectos de este antiestrogeno en el
cuello.

Las pruebas in vitro deben realizarse dentro de una hora de
la recoleccion de semen y se debe usar moco humano de mi-
tad del ciclo. Los geles sustitutos, tales como el moco cervical
bovino o los geles sintéticos no pueden ser considerados equi-
valentes al moco cervical humano para la prueba in vitro de
la interaccion espermatozoides-moco cervical.

(1) Prueba del portaobjeto simplificada. Se pone una gota de moco
en un portaobjeto y se aplasta con un cubreobjeto (22 x 22
mm). El espesor de esta preparacion puede ser estandarizado
apoyando el cubreobjeto sobre grasa de siliconas que contenga
microesferas de vidrio de 100 um (Seccion 5.3.5). Se deposita
una gota de semen de cada lado para que tome contacto con
el borde del cubreobjeto v se extienda bajo éste por capilari-
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(a)

(b)

dad. De esta manera se obtiene una interfase clara entre el se-
men y el moco.

La preparacion se incuba a 37 grados en una camara hu-
meda por 30 minutos.

A los pocos minutos se forman unas prolongaciones de fluido
seminal en la interfase que penetran el moco como si fuesen
dedos. La mayoria de los espermatozoides se acumulan en es-
tos canales antes de penetrar el moco. Muchas veces se ob-
serva un unico espermatozoide a la vanguardia de una columna
que penetra el moco. Una vez dentro del moco los espermato-
zoides se dispersan en todas direcciones, algunos vuelven al
plasma seminal mientras que la mayoria penetra profundamente
en el moco hasta ser detenidos por la resistencia que oponen
los leucocitos y otros restos celulares.

(ii) Interpretacion. La interpretacion de esta prueba es subjetiva
porque resulta imposible estandarizar el tamano y forma de la
interfase moco-semen. Por consiguiente recomendamos que esta
prueba sea utilizada solamente para la evaluacion cualitativa
de la interaccién espermatozoides-moco cervical.

Los resultados de esta prueba se clasifican asi:

Los espermatozoides penetran el moco y el 90% mantiene una
motilidad progresiva (resultado normal).

Los espermatozoides penetran el moco, pero la mayoria no pro-
gresan mas de 500 um (aproximadamente 10 largos de es-
permatozoide) de la interfase espermatozoide-moco (resultado
pobre).

Los espermatozoides penetran el moco pero rapidamente se in-
movilizan o adquieren un movimiento llamado “temblor” (sha-
king) (resultado anormal, que sugiere la presencia de anticuerpos
antiespermatozoide).

No hay penetracion de los espermatozoides. Las proyecciones
de fluido seminal pueden formarse o no, pero los espermato-
zoides quedan del lado del fluido (resultado anormal).

(iti) Prueba del tubo capilar (véase Apéndice XXI).



Apéndice IA

Valores de referencia
de las variables del semen

Al igual que en toda prueba de laboratorio, es preferible que
cada laboratorio determine sus propios rangos de referencia para
cada variable. Para las variables normales del semen, deben
evaluarse especimenes de hombres que han producido un em-
barazo recientemente, con preferencia antes de los 12 meses
desde que su compaiiera dejo de usar anticonceptivos. En su
defecto se deben llevar a cabo estudios de fertilidad prospecti-
vos. La necesidad de grandes numeros (alrededor de 1.000), la
compleja relacion entre los resultados del andlisis de semen y
la fertilizacion, en conjunto con el tiempo requerido para lo-
grar el embarazo, hacen que estos estudios sean dificiles de re-
alizar. En consecuencia, los valores de referencia reales no han
sido determinados de la manera en que se lo hizo para otras
pruebas de laboratorio. A la fecha, no se han encontrado di-
ferencias significativas en las variables del semen entre dife-
rentes razas.

Debe resaltarse nuevamente aqui que este manual no esté
dirigido exclusivamente a laboratorios que tratan la infertili-
dad, sino también a las necesidades de aquellos laboratorios
que investigan métodos potenciales para la regulacion de la in-
fertilidad masculina o que estudian la toxicologia reproductiva
masculina. En este contexto se dan los rangos de referencia,
basados en la experiencia clinica de varios investigadores que
han estudiado poblaciones de hombres fértiles sanos. Ya que
estos no son los valores de semen minimos necesarios para lo-
grar la concepcién, por ejemplo, obtenidos por la evaluacion
de la fertilidad in vivo o in vitro en una poblacion subfértil, esta
categorizacion se ha cambiado de valores “normales” a valo-
res “de referencia”. Por lo tanto, aquellos hombre cuyas va-
riables de semen son inferiores a las indicadas en este manual
pueden ser fértiles.
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Los siguientes valores de referencia dan la descripcion de
una muestra de semen analizada segun los métodos descritos

en este manual.

Valores de referencia
Volumen

pH

Concentracion espermatica
Numero total de

espermatozoides
Motilidad

Morfologia
Viabilidad

Leucocitos

Prueba de immunobeads

Prueba MAR

2,0 mL o mas

7,2 0 mas

20 x 10°% espermatozoides/mL
0 mas

40 x 10° espermatozoides por
eyaculado o mas

50% o mas con progresion ante-
rograda (categorias a y b), 0 25%
0 mas con progresion lineal rapida
(categoria a) dentro de los 60 mi-
nutos de la eyaculacion.

*

50% vivos o mas, por ejemplo ex-
cluyendo el colorante

Menos de 1 x 106
Menos del 50% de espermatozoi-

des moviles con particulas adhe-
ridas

Menos del 50% de espermatozoi-
des con particulas adheridas

* Actualmente se estan desarrollando estudios multicéntricos
de poblaciones utilizando el método de evaluaciéon de la mor-
fologia que propone este manual.

Datos obtenidos de programas de Reproduccion Asistida su-
gieren que, cuando la morfologia de los espermatozoides baja
del 15% de formas normales utilizando los métodos y defini-
ciones descritas en este manual, la tasa de fertilizacion in vitro

disminuye.



Apéndice IB

Nomenclatura de algunas variables
del semen

Puesto que a menudo resulta dificil describir todas las desvia-
ciones de las variables del semen normal con palabras y nu-
meros, se resolvid la introduccion de una nomenclatura que
indique el tipo de alteracion de que se trata (Eliasson y col.,
1970). Es importante reconocer que esta nomenclatura solo
describe algunas variables del semen y no conlleva ninguna
relacion causal. Hecha esta salvedad, la nomenclatura se debe
usar de la siguiente manera:

Normozoospermia Eyaculado normal segin los valores de referencia

Oligozoospermia Concentracion de espermatozoides menor al valor de
referencia

Astenozoospermia Motilidad inferior al valor de referencia

Teratozoospermia Morfologia inferior al valor de referencia

Oligoastenoterato Perturbacion significativa de las tres variables (se pue-

zoospermia den usar también combinaciones de sélo dos pre-

fijos)

Azoospermia Ausencia de espermatozoides en el eyaculado

Aspermia No hay eyaculado

Referencia

Eliasson, R., Hellinga, F., Liibcke, F., Meyhofer, W., Niermann, H.,
Steeno, O., & Schirren, C. (1970) Empfehlungen zur Nomenkla-
tur in der Andrologie. Andrologia. 2: 1257.
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Medidas de seguridad
para el Laboratorio de Andrologia®

Los fluidos humanos, tales como el semen y la sangre, deben
ser considerados potencialmente infectantes, y por consiguiente
deben ser manipulados y descartados con especial cuidado.

Las muestras de semen pueden estar contaminadas con mi-
croorganismos patogenos. Para el laboratorio de andrologia los
patdogenos mas importantes son el virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH) y el virus de la hepatitis B (VHB).

Todo el personal que trabaja en el laboratorio de andrologia
debe recibir la vacuna para la hepatitis B.

Se deben tomar medidas estrictas para evitar heridas acciden-
tales con instrumentos cortantes infectados con semen y tam-
bién el contacto del semen con heridas y lesiones cutaneas.

Todos los objetos punzantes (agujas, hoja de bisturi, etc.) de-
ben ser colocados en un recipiente marcado que se sella antes
de estar completamente lleno y se descarta de la misma ma-
nera que otros elementos peligrosos del laboratorio. Otros ele-
mentos descartables (guantes, recipientes para semen) deben
ser recolectados y eliminados convenientemente.

La infeccion también puede ocurrir por derrame o salpicadu-
ras de semen o sangre infectados. Se deben tomar las medidas
adecuadas para prevenir y tratar los derrames.

Las ultimas gotas de una muestra no deben ser expelidas fuer-

temente puesto que pueden formar aerosoles y microgotas.

Cuando ocurren circunstancias que pueden generar estas mi-

crogotas o aerosoles, como ser la utilizacion de un mezclador

vortex o la centrifugacién en un contenedor abierto, se debe

utilizar una mascarilla quirurgica.

Se deben utilizar guantes de goma o plastico cuando se mani-

pulan muestras de semen frescas o congeladas o frascos que '

@ Adaptado de: Schrader, S.M. (1989) Safety guidelines for the andrology laboratory.
Fertility and Sterility, 51: 387-389.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

han estado en contacto con semen o plasma seminal. Los guan-
tes deben ser sacados y descartados cuando se sale del labora-
torio y cuando se atiende el teléfono o se abre una puerta. Los
guantes nunca deben ser reutilizados

Se debe utilizar un guardapolvo en el laboratorio de androlo-
gia, que se quita al salir del mismo El guardapolvo no debe ser
utilizado en otros ambientes, especialmente en cafeterias o lu-
gares de reunion.

El personal debe lavarse las manos con jabon desinfectante de
manera regular, en especial antes de salir del laboratorio, des-
pués de manipular muestras y de quitarse los guantes y/o el
guardapolvo.

Cuando la cara externa del recipiente de semen esté contami-
nada debe lavarse con una solucion desinfectante, por ejem-
plo, 5,25 g/L. de hipoclorito de sodio o lavandina de uso do-
mestico a una dilucion final 1:10.

Las superficies de trabajo, que deben ser impermeables, se des-
contaminaran con un desinfectante (por ejemplo 5,25 g/L de
hipoclorito de sodio o lavandina de uso domestico a una dilu-
cién final 1:10) inmediatamente después de ocurrido un de-
rrame y también al finalizar el trabajo diario.

Se debe utilizar material descartable cuando sea posible y debe
ser descartado cuidadosamente.

Se deben utilizar elementos de pipeteo mecanico para la ma-
nipulacion de liquidos en el laboratorio. Pipetear con la boca
no esta permitido.

El laboratorio debe estar equipado con un aparato para lavar
los ojos.

Los reactivos, productos quimicos y colorantes que sean toxi-
cos deben ser guardados en una campana extractora.

No se permite comer, beber, fumar, la aplicacion de cosméti-
cos o guardar comida en el laboratorio.

Para mayor detalle véanse dos publicaciones de OMS; Labora-
tory Biosafety Manual, Ginebra, World Health Organization, 1983
y Guidelines on the Sterilization and Desinfection Methods Effective
against Human Immunodeficiency Virus (HIV), segunda edicién,
Ginebra, World Health Organization, 1989 (AIDS series, n° 2)
p. 10.
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II1.1.2

(i)
(i)
(iv)

(v)

Métodos para la deteccion de leucocitos

El método tradicional para contar leucocitos en semen humano
utiliza un procedimiento histoquimico para identificar la en-
cima peroxidasa, que es caracteristica de los granulocitos poli-
morfonucleares (Fig. 2.4 (a)). Este técnica tiene la ventaja de
su sencillez, pero no detecta los leucocitos activados que han
descargado sus granulos ni tampoco a otros tipos celulares, como
los linfocitos, que no contienen peroxidasa. Para detectar estas
células debemos recurrir a los métodos inmunocitoquimicos.

Tincion para peroxidasa con azul de ortotoluidina®

Reactivos
Solucién saturada de NH; Cl (250 g/L).
Na,; EDTA, 50 g/L en tampoén de fosfato (pH 6,0).
Ortotoluidina (0,25 mg/mL)b.
H>0,, 30% en agua destilada.

La solucion de trabajo consiste en: 1 mL del reactivo 1; 1 mL
del reactivo 2; 9 ml del reactivo 3; una gota del reactivo 4.

Esta solucion puede usarse hasta las 24 horas después de
preparada.

Procedimiento

Meézclese 0,1 mL de semen con 0,9 mL de la solucion de trabajo.
Agitese dos minutos.

Déjese 20 a 30 minutos a temperatura ambiente.

Vuelva a agitar.

Las células peroxidasa positivas se tifien de pardo y las pero-
xidasa negativas no se colorean.

& From Nahoum, C.R.D. & Cardozo, D. (1980) Staining for volumetric count of leu-
kocytes in semen and prostate-vesicular fluid. Fertility and Sterility, 34: 68-9.

® The International Agency for Research on Cancer (IARC) has stated that ortho-to-
luidine ‘should be regarded, for practical purposes, as if it presented a carcinogenic
risk to humans’ (IARC Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of Che-
micals to Humans (1982), vol. 27, suppl. 4, pp. 169-70).
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I11.2.1

Cuéntese por duplicado 200 leucocitos en la camara hemoci-
tométrica y estimese el porcentaje de células peroxidasa posi-
tivas y negativas.

Inmunocitoquimica

Todas las clases de leucocitos humanos expresan un antigeno
especifico (CD45) que puede ser detectado utilizando un anti-
cuerpo monoclonal adecuado (véase Fig. 2.4 (b)). Cambiando
la naturaleza del primer anticuerpo, este procedimiento puede
ser adaptado para detectar los diferentes tipos de leucocitos, ta-
les como los macréfagos, neutrofilos y los linfocitos B y T.

Reactivos
Solucidn salina tamponada con fosfatos de Dulbecco (PBS).

Componentes de la solucion PBS.

CaCl,.2H,0 0,132 g
KCl 02¢g
KH,PO, 02¢g
MgCl,.6H,0 0,1¢g
NaCl 80¢g
Na,HPO, 1,15 ¢

Agua hasta un litro.

Solucion salina tamponada con Tris (TBS): se prepara una so-
lucion madre 10 veces concentrada y se diluye inmediatamente
antes de usar.

Componentes de la solucion TBS 10 x.

Trizma base 60,55 g

NaCl 852 ¢g

Agregar agua, ajustar el pH a 8,6 utilizando HCl 1(mol/L) y luego llevar a
1 litro con agua.

El sustrato para la fosfatasa alcalina se prepara como se des-
cribe a continuacion y luego se filtra:

Componentes del sustrato para la fosfatasa alcalina.

Naftol AS-MX fosfato 2 mg

Dimetilformamida 0,2 mL
0,1 M tris, pH 8,22 9,7 mL
1 M levamisole 0,1 mL

Fast Red TR sal, agregar antes de usar 10 mg

21,21 g de Trizma base disuelta en 100 ml de agua y con el pH ajustado a 8,2 con
1M HCL
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Anticuerpo primario: un anticuerpo monoclonal contra un an-
tigeno comun de los leucocitos, llamado CD 45, disponible en
muchas fuentes comerciales.

Anticuerpo secundario: antiglobulinas de ratén preparado en
conejo. La dilucién a utilizar dependera del titulo del anticuerpo
y su origen, por ejemplo, 1:25 del anticuerpo Z259 preparado
por DAKO Corp., 6392 Via Real, Carpinteria, CA 93013, USA).

Fosfatasa alcalina: en complejo con antifosfatasa alcalina
(APAAP). La dilucion a utilizar dependera del titulo del anti-
cuerpo y su origen (por ejemplo, 1:50 del complejo D651 pre-
parado por DAKO Corp., 6392 Via Real, Carpinteria, CA 93013,
USA).

Preparacion de las células
Procedimiento

Una alicuota de semen licuado (aproximadamente 0,5 mL) se
mezcla con 5 volumenes de PBS y se centrifuga a 500 g du-
rante 5 minutos a temperatura ambiente.

Este procedimiento se repite dos veces y el acimulo de cé-
lulas se suspende en el volumen original de la alicuota de se-
men, usando PBS. Esta suspension se diluye entre 2 y 5 veces
con PBS, segun la concentracion de espermatozoides.

Dos gotas de 5 pL de suspension se secan al aire sobre un
portaobjetos limpio y se fijan y tifien de inmediato. También
pueden ser envueltos en papel de aluminio y guardados a — 70 °C
para su analisis posterior.

Las células secas se fijan con acetona durante 10 minutos o
en una mezcla de acetona, metanol, formaldehido al 37% (en
proporciones volumétricas 95:95:10) durante 90 segundos, se
lavan dos veces en solucion salina tamponada con Tris (TBS;
véase II.2.1), y se dejan escurrir.

Cada gota fijada se cubre con 10 pL de anticuerpo primario y
se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en una
camara huimeda. Luego se lavan dos veces con TBS y se de-
jan escurrir.

Cada gota se cubre con 10 uL de anticuerpo secundario y se
incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en una
camara humeda. Luego se lavan dos veces con TBS y se de-
jan escurrir.

Cada gota se cubre con 10 uL del complejo fosfatasa alca-
lina:antifosfatasa alcalina (APAAP) y se incuba durante 60 mi-



vi)

vii)

viii)

nutos a temperatura ambiente en una camara hiimeda. Luego
se lavan dos veces con TBS y se dejan escurrir.

Para aumentar la intensidad del color de la reaccion se pue-
den repetir los pasos de incubaciéon con anticuerpo secundario
v con APAAP, incubando por 15 minutos con cada uno de los
reactivos.

Las células se lavan dos veces con TBS, se escurren y se in-
cuban con 10 pL de sustrato para fosfatasa alcalina durante
18 minutos.

Una vez que la reaccion coloreada de la fosfatasa alcalina se
ha desarrollado, los portaobjetos se lavan con TBS y se tifien
durante unos segundos en hematoxilina. Se lavan con agua
corriente y se montan en un medio acuoso.
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v.2.1

Técnicas para determinar vitalidad
de los espermatozoides

Estas pruebas proveen un buen control interno de la estima-
ciéon de la motilidad. La suma de los espermatozoides sin vida
y los moviles no debe exceder del 100%.

Eosina sola

Reactivos

Eosina Y; hagase una solucion al 0,5% de eosina Y (indice de
color, C.I. 45380) en una solucion acuosa de 9 g/L de cloruro
de sodio. De lo contrario, puede obtenerse el colorante estan-
dar en una cantidad de companias de distintos paises.

Procedimiento

Primera opcion: mézclese una gota de semen fresco con una
gota de solucion de eosina en un portacbjeto, cibrase con el
cubreobjetos y examinese al cabo de 30 segundos a 400 Xx.

Estas preparaciones deben ser evaluadas inmediatamente: los
espermatozoides vivos permanecen sin teflir (blanco); los es-
permatozoides sin vida se tifien de rojo.

Segunda opcion: mézclese el semen y la eosina en un porta-
objetos vy después de 1 minuto hagase una extension y déjelo
secar al aire. Estos pueden ser examinados mas tarde utilizando
un objetivo de inmersion de aceite (1.000 X) con un micros-
copio de contraste de fase negativa.

Los espermatozoides vivos se tifien de negro y los esperma-
tozoides sin vida se tifien de amarillo.

Cuéntense los espermatozoides no tefidos (vivos) y tefiidos (muer-

tos) como se describe en el texto (Seccidon 2.5.1).

Eosina-nigrosina (modificacion de la técnica de Blom)

Reactivos
Eosina Y (C.I. 45380), 10 g/L, en agua destilada, por ejem-
plo 1%.
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IV.3

IV.3.1

v.3.2

Iv.3.3

Nigrosina (C.I. 50420), 100 g/L, en agua destilada, por ejem-
plo 10%.

Procedimiento
Mézclese una gota de semen con dos gotas de eosina Y al 1%.

A los 30 segundos anadase tres gotas de nigrosina al 10% a
la solucion y mézclese.

Pongase una gota de la mezcla de semen, eosina y nigrosina
en un portaobjetos para microscopio y hagase una extension
dentro de los 30 segundos después haber agregado la nigrosina.
Las extensiones no deben ser demasiado gruesas. Déjese secar
al aire y luego examinese bajo inmersion de aceite (1.000 x).

Los espermatozoides vivos son blancos y los muertos se ti-
fien de rojo. La nigrosina provee un fondo oscuro que facilita
el analisis de las extensiones.

Prueba de la hinchazén de los espermatozoides en medio
hipoosmético (HOS)

Solucion hipoosmética

Disolver 0,735 g de citrato de sodio Na3sCsHs07.2H.0y 1,351 g
de fructosa en 100 ml de agua destilada. Guardar en alicuo-
tas a — 20 °C. Descongelar y mezclar bien antes de usar.

Método

Entibiar 1 mL de la solucién hipoosmotica en un tubo a 37 °C
durante 5 minutos. Agregar 0,1 mL de semen licuado y mez-
clar con una pipeta. Incubar a 37 °C durante 30 minutos (pero
no mas de 120 minutos) y examinar las células con un mi-
croscopio de contraste de fase. La “hinchazon” de los esper-
matozoides se identifica por cambios en la conformacion de la
cola, como se muestra en la Fig. IV.I. Contar por duplicado el
numero de células hinchadas en un total de 200 espermato-
zoides y calcule el porcentaje.

Interpretacion de los resultados

La prueba HOS es considerada normal para una muestra de
semen si mas del 60% de los espermatozoides experimentan
hinchazon de la cola. Si menos del 50% de los espermatozoi-
des muestran hinchazon de la cola, el espécimen de semen es
considerado anormal.
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Fig. IV.1. Representacion esquematica
de los tipicos cambios morfologicos
que sufren los espermatozoides
humanos expuestos a un medio
hipoosmotico: a) sin cambios;

b) a g) varios tipos de cambios

en la cola. La region de la cola

que muestra hinchazon aparece
sombreada.

1V.3.4
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Como algunas muestras de semen tendrian espermatozoides
con la cola enrollada antes de su exposicion a la solucién de
HOS, es esencial que el eyaculado sea observado antes de ser
expuesto a la solucion de HOS. El porcentaje de espermatozoi-
des con colas enrolladas en una muestra sin tratar debe ser
restado del obtenido después del tratamiento, para asi obtener
el porcentaje real de espermatozoides que reaccionaron en la
prueba HOS.

Control de calidad

Se deben comparar las nuevas partidas de solucion HOS con
las viejas partidas y los resultados no deben ser significativa-
mente distintos (p > 0,05 por pruebas-t apareadas) antes de ser
aceptadas para su uso clinico. Si la diferencia es significativa,
debe descartar la nueva partida y preparar una nueva solucion.

Referencias

Eliasson, R. & Treschl, L. (1971) Supravital staining of human sper-
matozoa. Fertility and Sterility, 22: 134-137.

Eliasson, R. (1981) Analysis of semen. In The Testis, ed. H. Burger &
D. de Kretser, pp. 381-99. New York: Raven Press.

Jeyendran, R.S., Van der Ven, H.H., Pérez-Peldez, M., Crabo, B.G. &
Zaneveld, L.]J.D. (1984) Development of an assay to assess the
functional integrity of the human sperm membrane and its rela-
tionship to other semen characteristics. Journal of Reproduction and
Fertility, 70: 219-228.
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V.1

V.2

Tincion de Papanicolaou modificada
para espermatozoides

La tincion de Papanicolaou distingue muy bien los componentes
celulares basofilos y acidofilos y permite realizar un examen
detallado de la trama de cromatina nuclear. Aunque este mé-
todo se ha empleado comtnmente en citologia diagnostica de
rutina, el método convencional de Papanicolaou para citologia
vaginal da malos resultados cuando se aplica para los esper-
matozoides. La actual técnica de tincion modificada ha resul-
tado ser util en el analisis de la morfologia de los espermato-
zoides y en el examen de células germinales inmaduras.

Preparacion del espécimen

La extension (véase Seccion 2.5.3) debe secarse al aire y luego
fijarse en una mezcla de partes iguales de etanol al 95%
(950 mL/L) y éter durante 5 a 15 minutos.

Procedimiento de tincion
Las extensiones fijadas se deben colorear segun el siguiente pro-
cedimiento:

Etanol al 80%:? 10 inmersiones®
Etanol al 70%
Etanol al 50%

Agua destilada (desionizada, desmineralizada)

10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
3 minutos exactos
3 a 5 minutos

Hematoxilina de Harris o de Mayer
Agua corriente

Etanol acidulado 2 inmersiones
Agua corriente 3 a 5 minutos

Solucion de Scott® 4 minutos

Agua destilada
Etanol al 50%
Etanol al 70%
Etanol al 80%
Etanol al 90%
Naranja G6¢

Etanol al 95%

1 inmersion
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
2 minutos

10 inmersiones
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Etanol al 95% 10 inmersiones

EA-504 5 minutos
Etanol al 95% 5 inmersiones
Etanol al 95% 5 inmersiones
Etanol al 95% 5 inmersiones
Etanol al 99,5% 2 minutos
Xilol¢ o Rotisol! (tres frascos de tincion) Alrededor de 1

minuto en cada uno

-

Verifiquese la acidez del agua antes de preparar los distintos grados de etanol. El pH
debe ser 7.
Una inmersion corresponde aproximadamente a 1 segundo.

=

o

La solucion de Scott (véase Seccion V.3.4) se usa cuando el agua corriente comun
es “dura”.

A

Colorantes y soluciones: el colorante preparado de Papanicolaou (EA-50 y naranja
G-6) se puede obtener en el comercio. Las mismas compaiifas suelen manufacturar
el preparado de hematoxilina.

Cambie el xilol si se pone lechoso. Montese inmediatamente con DPX (BDH 36029)
o cualquier medio para montaje, por ejemplo Eukitt, Riedel de Haen, D-30926, Ale-
mania). El xilol no estd permitido en algunos paises a causa del riesgo a la salud
en caso de inhalacion.

Carl Roth GMBH & Co, Schoemperstrasse 1-5, D-76185, Karlsruhe, Alemania.

®

Preparacion de los colorantes

Los colorantes que se consiguen en el comercio suelen ser muy
satisfactorios, pero se pueden preparar en el laboratorio, con
una economia sustancial, de la siguiente manera:

Componentes de EA-36 equivalente a EA-50

Eoisina Y (C.I. 45380) 10 g
Pardo Bismarck Y (C.I. 21000) 10 g
Verde claro SF, amarillento (C.I. 42095) 10 g
Agua destilada 300 mL
Etanol al 95% 2.000 mL
Acido fosfotungstico 4g
Solucion saturada de carbonato de litio

(en agua destilada) 0,5 mL
Procedimiento

Soluciones madre

Preparense por separado soluciones al 10% de cada uno de los
siguientes colorantes:

10 g de eosina Y en 100 mL de agua destilada.
10 g de pardo Bismarck Y en 100 mL de agua destilada.
10 g de verde claro SF en 100 mL de agua destilada.

Preparar 2 litros de colorante, mézclense las soluciones madre
precedentes en las siguientes proporciones:
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V.3.2.1
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ii)
iii)
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v.3.3

V.3.4
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50 mL de eosina Y.

10 mL de pardo Bismarck Y.

12,5 mL de verde claro SF.

Llévese a 2 litros con etanol al 95%; agréguense 4 g de acido fos-
fottingstico y 0,5 mL de solucion saturada de carbonato de litio.
Mézclese bien y almacénese la solucion a temperatura ambiente
en frascos color caramelo herméticamente tapados. La solucion
se mantiene estable durante dos a tres meses. Filtrese antes de
usar.

Componentes del naranja G6

Cristales de naranja G (C.I. 16230) 10 g
Agua destilada 100 mL
Etanol al 95% 1.000 mL
Acido fosfottingstico 0,15 ¢
Procedimiento

Solucion madre n® 1 (naranja G6, solucién al 10%)

Preparese una solucién acuosa al 10% disolviendo 10 g de cris-
tales de naranja G en 100 mL de agua destilada. Agitese bien
y déjese en reposo en un frasco color caramelo a temperatura
ambiente durante una semana antes de usar.

Solucién madre n° 2 (naranja G6, solucion al 0,5%)

Preparese de la siguiente manera:

50 mL de la solucion madre n°® 1.

Llévese a 1.000 mL con etanol al 95%.

Anadanse 0,15 g de acido fosfotaingstico.

Mézclese bien y guardese en frascos tapados color caramelo a

temperatura ambiente. La solucion se mantiene estable durante
dos a tres meses.

Componentes de la hematoxilina de Harris sin dcido acético

Hematoxilina (cristales oscuros; C.I. 75290) 8¢g
Etanol al 95% 80 ml
Agua destilada 1.600 ml
HgO 6g

Procedimiento para preparar la mezcla colorante
Disuélvase por calentamiento 160 g de sulfato de aluminio en
1.600 mL de agua destilada.
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V.3.5

V.3.6

Disuélvanse 8 g de cristales de hematoxilina en 80 mL de eta-
nol al 95%.

Agréguese la solucion de hematoxilina a la solucion de sulfato
de amonio.

Caliéntese la mezcla a 95 °C.

Retirese la mezcla del calor y agréguese lentamente el 6xido
mercurico mientras se agita. La solucién tendra un color pur-
pura oscuro.

Sumérjase inmediatamente el recipiente en un bafio de agua
fria y filtrese cuando la soluciéon se haya enfriado.

Guardese en frascos color caramelo a temperatura ambiente y
déjese en reposo durante 48 horas.

Diluyase la cantidad requerida con una parte igual de agua
destilada y vuélvase a filtrar.

Componentes de la solucién de Scott

Bicarbonato de sodio 35¢g
Sulfato de magnesio 20,0 g
Agua destilada 1.000 mL

La solucion de Scott sélo se usa cuando el agua corriente es
“dura” y se debe cambiar con frecuencia, aproximadamente
después de haber enjuagado 20 a 25 portaobjetos.

Componentes de la solucién acidulada de etanol

Etanol al 99,5% 300 mL
HCI concentrado 2,0 mL
Agua destilada 100 mL




Apéndice VI

VI.1

VI.2

VI.3

Tincion de Shorr para la morfologia
de los espermatozoides

Véase fig 2.10.

Preparacion de la extension
Déjese secar la extension (véase Seccion 2.5.3) al aire y fijese
en etanol al 75% durante un minuto aproximadamente.

Tincién
Las extensiones deben ser tefiidas de la siguiente manera:

Agua corriente sumergir 12-15 veces?
Hematoxilina 1-2 minutos

Agua corriente sumergir 12-15 veces
Alcohol amoniacal 5 pasajes de 5 segundos c/u
Agua corriente sumergir 12-15 veces
Etanol 50% 5 minutos

Tintura de Shorr 3-5 minutos

Etanol 50% 5 minutos

Etanol 75% 5 minutos

Etanol 95% 5 minutos

Etanol absoluto 2 pasajes de 5 minutos c/u
Xilol 2 pasajes de 5 minutos c/u

2 Cada sumergida corresponde a una inmersiéon de 1 segundo aproximadamente.

Ractivos

Hematoxilina de Papanicolaou n°® 1 (Merck, ref. Nro. 9253).
Alcohol amoniacal.

95 mL de etanol al 75% + 5 mL de hidroxido de amonio al 25%.
Se puede escoger entre los siguientes:

Tintura de Shorr, solucion (Merck, ref. Nro® 9253).

4 g de polvo de Shorr (BDH 34147-26) disueltos en 220 mL
de etanol al 50% entibiado y se deja enfriar, se agregan 2,0 mL
de acido acético (en una campana extractora) y luego se filtra.
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VIL.2
ii)

iii)

iv)
v)

vi)
vii)

Procedimiento rapido de tincion
para la morfologia de los espermatozoides

Existe para este método un sistema de tincion diferencial lla-
mado Diff-Quick (Cat. No. B4132-1, Allegiance Healthcare
Corp., McGaw Park, Illinois 60085-6787, USA).

Reactivos

Fijador: 1,8 mg/L de triarilmetane en alcohol metilico.
Solucion 1:1 g/L de xanteno en tampon preservado con azida
sodica.

Solucion 2:1,25 g/L de colorante de tiazina (0,625 g/L AZURE A
y 0,625 g/L. de azul de metileno) en tampoén.

Procedimiento

Fijar la extension durante 15 segundos en el fijador.

Drenar el exceso de solucion colocando los portaobjetos verti-
cales sobre papel absorbente.

Teriir los portaobjetos en la solucion 1 durante 10 segundos y
luego en la solucion 2 por 5 segundos. Drenar el exceso de so-
lucion entre cada paso.

Sumergir los portaobjetos en agua corriente de 10 a 15 veces
para eliminar el exceso de tintura.

Coloque los portacbjetos en forma vertical para drenar el agua
y dejarlos secar completamente.

Los portaobjetos pueden ser montados.

Si existen problemas fondo, se debe lavar una alicuota de la mues-
tra de semen y preparar nuevas extensiones (véase Secciéon 2.5.3).

Referencias

Kruger, T.F., Ackerman, S.B., Simmons, K.F., Swanson, R.]., Brugo,
S.S. & Acosta, A.A. (1987) A quick, reliable staining technique
for human sperm morphology. Archives of Andrology, 18: 275-277.

Enginsu, M.E., Dumoulin, ].C.M., Pieters, M.H.E.C., Bras, M., Evers, J.L.H.
& Geraedts, J.P.M. (1991) Evaluation of human sperm morphology
with fertilization in vitro. Human Reproduction, 16: 854-858.



Apéndice VIII

VIIL.1

VIIL.2

Prueba de las immunobeads

Reactivos

Immunobeads: anti-IgG, anti-IgA y anti IgM se obtienen de: Ir-
vine Scientific, Santa Ana, California 92705, USA, y Laboserv
GmbH, Am Boden 25-26, 35460 Staufenberg, Alemania. Como
analisis de rutina se pueden utilizar las immunobeads antiin-
munoglobulinas combinadas, que identifican todos los isotipos
en un solo paso. Reconstituir las immunobeads de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Estas pueden guardarse por va-
rios meses a 4 °C con conservante.

Tampon: se puede usar solucion de Tyrode o solucion salina
de Dulbecco tamponada con fosfato (PBS) (ambas disponibles
comercialmente de varios proveedores, por ejemplo, Irvine
Scientific).

Solucion de Tyrode (g/L) PBS de Dulbecco (g/L)
CaCl, 0,2 CaCl, 0,1
KCl 0,2 KCl 0,2
NaH,PO, 0,05 KH>PO4 0,2
MgCl,.6H,0 0,2 MgCl,.6H0 0,1
NaCl 8.0 NaCl 8,0
NaHCO; 1.0 Na;HPO,4.7H,0 2,16
Glucosa 1,0

Tampon I: contiene 0,3% de albimina sérica bovina (BSA: frac-
cion V de Cohn): pésense 0,3 g de BSA y llévense a 100 mL
con tampon.

Tampon II: contiene BSA al 5%: pésense 5 g de BSA y llévense
a 100 mL con tampén.

Todas las soluciones deben ser pasadas a través de un filtro de
0,22 pm o 0,45 pm y entibiadas (25-35 °C) antes de usar.

Procedimiento

Para cada tipo de immunobeads, agréguese 0,2 mL de suspension
madre en 10 mL de tampon I en tubos de centrifuga de base
conica.
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ii)

iii)

iv)

vi)

vii)

Transfiérase la cantidad necesaria de semen a un tubo de cen-
trifuga de base conica y llévese a 10 mL con tampon 1. La can-
tidad requerida de semen se determina por el recuento de es-
permatozoides y la motilidad, de acuerdo con el siguiente
cuadro:

Concentracion Motilidad Semen requerido®
10%/mL (categorias a + b) %2 (mL)
> 50 0,2
20-50 > 40 0.4
20-50 <40 0.8
<20 > 40 1.0
<20 <40 2,0
<10 > 2,0

2 Véase Seccion 2.4.3.

b Alicuotas mayores de 1 mL requieren tres lavados.

Centrifaguense los tubos a 500 g durante 5 a 10 minutos.

Tubos con espermatozoides; decantar el sobrenadante, resus-
pender en 10 mL de tampén I y centrifugar nuevamente a
500 g durante 5 a 10 minutos. Decantar el sobrenadante y re-
suspender suavemente el aglomerado de espermatozoides en
0,2 mL de tampon II.

Tubos con immunobeads: decantar el sobrenadante y resus-
pender suavemente en 0,2 mL de tampon IL

Poner gotas de 5 pL de cada tipo de immunobead en uno o
mas portaobjetos, agregar 5 uL de la suspension de esper-
matozoides lavados, mezclar bien con una punta de pipeta o
con el borde de un cubreobjeto. Cubrir con un cubreobjeto (de
20 a 24 mm?) cada una de las mezclas, y luego de incubar
el portaobjetos durante 10 minutos en camara himeda obser-
var a 400-500 X en un microscopio de optica de contraste de
fase.

Determinar el porcentaje de espermatozoides moviles que tie-
nen dos o mas perlas adheridas (ignorar la union a la punta
de la cola). Contar al menos 200 espermatozoides moviles por
duplicado por preparacion. Anotar el tipo de inmunoglobuli-
na y el sitio de union al espermatozoide (cabeza, pieza media,
cola).

Interpretacion. La prueba se considera clinicamente significativa
si 50% o mas de los espermatozoides moviles (motilidad pro-
gresiva y no progresiva) tienen perlas unidas. La uniéon a la
punta de la cola no se considera de significacion clinica.



VIIL.3

)

i)

iii)

iv)

VIIL.4

Prueba de immunobeads indirecta

La prueba de immunobeads indirecta se utiliza para detectar
anticuerpos antiespermatozoides en suero inactivado por el ca-
lor, en plasma seminal y en moco cervical solubilizado con bro-
melina.

Lavense dos veces los espermatozoides de un donante normal
con tampon I, segin los pasos ii), iii), iv) descritos anterior-
mente.

Ajustar la suspension de espermatozoides lavados a una con-
centracion de 50 x 10%/mL en tampon IL

Diluir 10 pL de fluido a probar con 40 L de tampon Il y mez-
clar con 50 pL de la suspension espermatozoides lavados. In-
cubar 1 hora a 37 °C.

Lavar nuevamente los espermatozoides dos veces, como se des-
cribe en los pasos iii) v iv), y realizar las pruebas como se des-
cribe en los pasos vi) y vii).

Controles

Toda prueba debe incluir un control positivo y uno negativo.
Como control positivo se puede utilizar suero de un donante
con alto titulo de anticuerpos determinados por la prueba de
immunobeads indirecta, por ejemplo, de un donante vasecto-
mizado. Este suero se prepara como en VIII.3 y se ensaya en
paralelo con cada prueba.

Referencias

Bronson, R.A., Cooper, G.W. & Rosenfeld, D. (1982) Detection of sperm
specific antibodies on the spermatozoa surface by immunobead
binding. Archives of Andrology, 9: 62.

Bronson, R.A., Cooper, G.W. & Rosenfeld, D. (1984) Sperm antibo-
dies: their role in infertility. Fertility and Sterility, 42: 172-183.

Clarke, G.N., Stojanoff, A. & Cauchi, M.N. (1982) Immunoglobulin
class of sperm-bound antibodies in semen. In Immunology of Re-
production, ed. K. Bratanov, pp. 482-5. Sofia, Bulgaria: Bulgarian
Academy of Sciences Press.

Clarke, G.N. (1990) Detection of antisperm antibodies using Immu-
nobeads. In Handbook of the Laboratory Diagnosis and Treatment of
Infertility, ed. B.A. Keel & B.W. Webster, pp. 177-192. Boca Ra-
ton, Florida: CRC.

93



Apéndice IX

94

IX.1

i)

IX.2

Prueba de las antigldbulinas
mixtas (MAR)

Dado que los anticuerpos IgA casi nunca ocurren sin la pre-
sencia simultanea de anticuerpos IgG, la determinacion de es-
tos ultimos es suficiente como método de rutina. Los reactivos
para la prueba MAR estan disponibles en Fertility Technolo-
gies, Natick, Massachussets 017601, USA y en Fertipro N.V.,
Beernem, Bélgica.

Procedimiento

Sobre un portaobjetos se colocan 10 pL de semen fresco sin
lavar, 10 uL de particulas de latex recubiertas de IgG y de IgA
(de Fertility Technologies Inc.) y 10 pL de antisuero anti IgG
humana (de Hoechst-Behring ORCM-04/05 o Dakopatts A089,
Dinamarca) o anti IgA humana.

Las gotas de semen y de particulas revestidas de IgG (o IgA)
se mezclan primero y luego se mezcla la gota de antisuero usando
un cubreobjeto grande, por ejemplo, de 40 X 24 mm, que en-
tonces se aplica sobre la mezcla. El preparado fresco se observa
bajo el microscopio a 400 x o 600 X con luz intensa o en con-
traste de fase después de dos a tres minutos y de nuevo a los
diez minutos.

Interpretacion

Si no hay anticuerpos se observara que los espermatozoides
nadan libremente entre las particulas, las cuales se adhieren
entre ellas en grupos, lo cual significa que el preparado es
eficaz.

Si existen anticuerpos contra los espermatozoides los esper-
matozoides moviles tendran particulas de latex adheridas. Al
principio se ven los espermatozoides moviles que se mueven de
un lado a otro con unas pocas y hasta con muchas particulas
adheridas, pero eventualmente estos aglutinados se tornan tan



masivos que los movimientos de los espermatozoides se ven se-
riamente restringidos.

Calculese el porcentaje de espermatozoides moéviles que tiene
particulas adheridas después de contar, al menos, 200 esper-
matozoides moviles.
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X.1

X.2

Medicion del cinc en plasma seminal

Antecedentes

Se ha demostrado que el ensayo colorimétrico para la deter-
minacion de cinc en los fluidos corporales es util para la de-
terminacion del cinc en plasma seminal. El método expuesto a
continuacion es una modificacion de aquel propuesto por John-
son y Eliasson (1987).

Existe un kit para la determinacion de cinc en semen (de
Wako Chemicals GMBH, Nissanstrasse 2, 41468 Neuss 1, Ale-
mania). El analisis descrito es para usuarios de un lector de
placas de 96 agujeros. El volumen del semen y de los reacti-
vos puede ser ajustado para los espectrofotometros que usan
cubetas de 3 mL o de 1 mL. Se deben hacer las correcciones
apropiadas para el calculo de los resultados.

Principio

5-Br-PAPS+Zn’* complejo 5-Br-PAPS-Zn, que absorbe a 560
nm de longitud de onda.

5-Br-PAPS es una abreviatura para 2-(5-bromo-2pyridylazo)-
5-(N-propyl-N-sulfopropylamino)-phenol.

Reactivos

Kit de cinc (de Wako Chemicals), el cual es estable durante
una afio a temperatura ambiente. Utilizar unicamente el reac-
tivo colorante A (2 botellas de 60 ml) y reactivo colorante B
(1 botella de 30 mL).

Cinc estandar: disolver 0,144 g de ZnS04.7H>0 en 50 mlL de
agua y diluir 100 veces agregando 1 mL a 99 mL de agua
para lograr una concentracion de 0,1 mM (0,1 mmol/L); al-
macenar a temperatura ambiente o a —20 °C.

Método

Preparar una curva estandar: diluir el estandar de cinc de 100
uM con agua para producir estdndares adicionales de 80, 60,
40, 20 y 10 pM.



it)

ii)

iv)

vi)

X.5

X.6

Preparar el reactivo colorante: mezclar 4 partes del reactivo co-
lorante A con 1 parte del reactivo colorante B (se necesitan
aproximadamente 25 mL para una placa de 96 agujeros). Esta
solucion de cromoégeno es estable durante 2 dias a tempera-
tura ambiente y por una semana a 4 °C.

Preparacion de la muestra:

Centrifugar la muestra de semen durante 10 minutos a 1.000 g,
decantar el plasma seminal y almacenar a —20 °C hasta el ana-
lisis.

Descongelar el plasma seminal libre de espermatozoides y mez-
clar bien en un mezclador vortex.

(Se analizan también las muestras de control de calidad interno
que contienen concentraciones de cinc alta, media y baja.)

Diluir cada muestra de plasma seminal por duplicado: a 300 pL
de agua en un tubo de 1,5 mL agregar 5 pL de plasma semi-
nal (con una pipeta de desplazamiento positivo) y mezclar.

Agregar 40 pL de muestras de semen diluido en duplicado a la

placa. Incluir blancos duplicados (40 pL de agua) y estandares.

Agregar 200 L de reactivo colorante y mezclar durante 5 mi-
nutos en una mezcladora para placas.

Leer a 560 nm de longitud de onda.

Calculos
Leer la concentracion de cinc en la muestra a partir de la curva
estandar (mM).

Multiplicar por el factor de dilucion (61) para obtener las con-
centraciones de cinc (mM) en el plasma seminal sin diluir.

Multiplicar por el volumen del eyaculado para obtener umol/eya-
culado.

Rechazar las muestras que estan por encima del mayor estan-
dar y volver a analizar estas muestras con una diluciéon mayor.

Valores de referencia
2,4 pmol o mas por eyaculado.

Referencias

Johnson, @. & Eliasson, R. (1987) Evaluation of a commercially avai-
lable kit for the colorimetric determination of zinc in human se-
minal plasma. International Journal of Andrology, 10: 435-440.

97



Apéndice XI

98

XL.1

X1.2

XL.3

XI.4

Medicion de fructosa en plasma seminal

Antecedentes

El presente método es una modificacion de aquello propuesto
por Karvonen & Malm (1955). Existe un kit para la estima-
cion de fructosa en semen (de FertiPro N.V., Lotenhulle, Bél-
gica). El analisis descrito es para usuarios de un lector de pla-
cas de 96 agujeros. El volumen del semen y de los reactivos
puede ser ajustado para los espectrofotébmetros que usan cu-
betas de 3 mL o de 1 mL. Se deben hacer las correcciones apro-
piadas para el calculo de los resultados.

Principio

Calor, acido
Pructosa + indo]l ———— complejo, que absorbe a una

longitud de onda de 470 nm.

Reactivos
Agentes desproteneizantes: 63 yM (pmol/L) ZnSQ4.7H,0 (di-

solver 1,8 g en 100 mL de agua) y 0,1 M (mol/L)-NaOH (di-
solver 0,4 g en 100 mL de agua).

Reactivo colorante (indol 2 pM en 1,6 pM de conservante ben-
zoato): disolver 200 mg de acido benzoico en 90 mL de agua
mezclando repetidas veces en bafio de Maria a 60 °C; agregar
25 mg de indol y llevar a 100 mlL; filtrar y conservar a 4 °C.

Fructosa estandar (2,24 mM): disolver 40,32 mg de fructosa
en 100 mL de agua; guardar a 4 °C o congelar en alicuotas.

Método

Preparar una curva estandar: diluir el estaindar de 2,24 mM
en agua para obtener cuatro estandares adicionales de 1,12;
0,56; 0,28 y 0,14 mM.

Preparacion de la muestra:



iii)

iv)

vi)

vii)

viii)

XL.5

Centrifugar la muestra de semen durante 10 minutos a 1.000 g,
decantar el plasma seminal y almacenar a —20 °C hasta el ana-
lisis.

Descongelar el plasma seminal libre de espermatozoides y mez-
clar bien en un mezclador vértex. (Se analizan también las mues-
tras de control de calidad interno que contienen concentracio-
nes de fructosa alta, media y baja).

Diluir cada muestra de semen en duplicado: a 50 pL de agua
en un tubo de 1,5 mL agregar 5 pL de plasma seminal (con
un pipeta de desplazamiento positivo) y mezclar.
Desproteneizar cada muestra de semen: a la muestra de 55 pL
semen diluido agregar 12,5 uL de 63 pM ZnSOs y 12,5 pL de
0,1M-NaOH, mezclar, dejar reposar durante 15 minutos a tem-
peratura ambiente y luego centrifugar las muestras a 8.000 g
por 5 minutos.

Transferir 5 pL del sobrenadante a tubos de ensayo. Incluir
blancos duplicados (50 pL de agua) y duplicados de 50 pL de
los estandares.

Agregar 50 plL de reactivo indol a cada tubo y mezclar; agre-
gar 0,5 mL de HCI concentrado (32%) a cada muestra, cubrir
con PARAFILM, mezclar cuidadosamente en una campana ex-
tractora: calentar por 20 minutos a 50 °C en bafio de Maria,
mezclar; enfriar en agua con hielo (15 minutos)?.

Con una pipeta de desplazamiento positivo transferir 250 pL a
una placa de 96-agujeros cuidadosamente en una campana ex-
tractora.

Leer la placa (con la tapa puesta para proteger el espectrofo-
tometro) en un lector a 470 nm de longitud de onda.

Calculo

Leer la concentracion de fructosa en la muestra desde la curva
estandar (mM).

Multiplicar por el factor de dilucion (16) para obtener la con-
centracion de fructosa (mM) en plasma seminal sin diluir.
Multiplicar por el volumen del eyaculado para obtener L mol/eya-
culado.

Rechazar las muestras que estén por encima del estandar ma-
yor y volver a analizar dichas muestras con una dilucién mayor.

a Si el uso de HCl concentrado es considerado desagradable, se puede hacer un ana-
lisis enzimatico alternativo pero mas costoso usando espectrometria ultravioleta (por
ejemplo, el kit Nro. 139106 de Boehringer Mannheim).
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XI.6 Valor de referencia
13 pmol o mas por eyaculado.

Referencias

Karvonen, M.]. & Malm, M. (1955) Colorimetric determination of fruc-
tose with indol. Scandinavian Journal of Clinical Laboratory Investi-
gation, 7: 305-307.
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Apéndice XII

XII.2

XIL.3

Medicion de a-glucosidasa neutral
en plasma seminal

El plasma seminal contiene, tanto una isoenzima a-glucosidasa
neutral originada en el epididimo, como una isoenzima acida
producida por la prostata. Esta ultima puede ser inhibida se-
lectivamente (Paquin y col., 1984) para permitir la  medicion
de la a-glucosidasa neutral reflejando la funcion del epididimo.
Existen kits para la estimacion de la glucosidasa en semen (de
Boehringer Mannheim, Cat. Nro. 1 742027, y de FertiPro N.V.,
Beerner, Bélgica). El método descrito es de Cooper y col, (1990).
El analisis es para usuarios de un lector de placas de 96 agu-
jeros. El volumen del semen y de los reactivos puede ser ajus-
tado para los espectrofotémetros que usan cubetas de 3 mL o
de 1 mL. Se deben hacer las correcciones apropiadas para el
calculo de los resultados.

Principio

a-glucosidasa Na,COs3
p-nitrofenol-a-glucopiranosido —————» p-nitrofenol ———
absorbe a 405 nm

Reactivos

0,2M (mol/L) tampédn de fosfato, pH 6,8: preparar de 0,2M-
K>HPO4.3H,0 (disolver 4,56 g en 100 mL) y 0,2M- KH,PO,
(disolver 2,72 g en 100 ml) y mezclar volimenes aproxima-
damente iguales de cada uno hasta que el pH sea 6,8.
Tampoén que contiene 1% de dodecilsulfato de sodio (SDS): di-
solver 1 g de SDS en 100 mL del tampén anterior. Esto preci-
pita cuando se conserva a 4 °C, pero se redisuelve cuando se
lo entibia.

Reactivo colorante Nro. 1 (para detener la reaccién): 0,1M
Na»C0;.H,0. Disolver 6,20 g de Na>C0O3.H,0 en 500 mL de agua.
Reactivo colorante Nro. 2 (para diluir el producto): reactivo co-
lorante Nro. 1 con 0,1% (peso/volumen) de SDS.
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XIL.4

ii)

ii)

iii)

Sustrato p-nitrofenol glucopiranosido (PNPG), 5 g/L: preparar
nuevo para cada andlisis disolviendo 0,1 g de PNPG (Sigma
N1377) en 20 mL del tampén que contiene 1% de SDS y ca-
lentar la solucion en un calentador a aproximadamente 50 °C
y revolviendo durante 10 minutos. Pueden quedar algunos cris-
tales sin disolverse. La solucién debe mantenerse a 37 °C du-
rante su uso.

Inhibidor de la glucosidasa para blancos de semen (castanos-
permine): prepare una soluciébn madre 10 mM disolviendo
0,0189 g de castanospermine (Sigma C3784) en 10 mL de
agua y luego la solucion de trabajo diluyendo con agua hasta
lograr una solucion 1 mM. Congelar en alicuotas a —20 °C.

5 mM de p-nitrofenol estandar (PNP): disolver 0,0695 g de
PNP (Sigma 104-8) en 100 mL de agua. Si es necesario ca-
lentar la solucion y guardar a 4 °C en una botella color cara-
melo. Preparar una solucion estandar fresca cada tres meses.

Método
Preparar una curva estandar (dentro de la ultima hora de in-
cubacion):

colocar 400 pl 5 mM de solucién madre de PNP en un frasco
volumétrico de 10 mL y llevar a 10 mL con reactivo colorante
2 (200 puM).

diluir el estandar de 200 uM con el reactivo colorante 2 para

producir cuatro estandares adicionales de 160, 120, 80 y 40
uM PNP.

Preparacion de las muestras:

Centrifugar la muestra de semen por 10 minutos a 1.000 g,
decantar el plasma seminal y conservar a —20 °C hasta el ana-
lisis.

Descongelar el plasma seminal libre de espermatozoides y mez-
clar bien en un agitador vortex. (Las muestras para control de
calidad interno que contengan actividades baja, media y alta
de a-glucosidasa también se analizan).

Colocar 15 pl de muestras de semen por duplicado con una
pipeta de desplazamiento positivo en tubos de 1,5 mL. Incluir
duplicados en blanco (15 pl de agua), y muestras de un “pool”
de semen para control de calidad interno por duplicado que
contengan actividades media y baja de glucosidasa. Agregar
por cuadruplicado muestras de un “pool” de semen para con-



iv)

vi)

vii)

viii)

ix)

XIL.5

XIL.6

trol de calidad interna que contengan actividad alta de la glu-
cosidasa.

A dos de las muestras del “pool” de semen que tengan alta ac-
tividad de glucosidasa se le agregan 8 UL de 1 mM castanos-
permine para dar el valor del blanco de semen.

Colocar 100 pl de la solucién de sustrato de PNPG (a 37 °C,
aproximadamente) en cada tubo Eppendorf.

Mezclar con vortex cada tubo y incubar a 37 °C por 2 horas
(el control del tiempo y de la temperatura son cruciales).
Detener la incubaciéon después de 2 horas agregando 1 mL de
reactivo colorante 1 y mezclar.

Transferir 250-uL. de muestras y estandares a la placa de 96
agujeros.

Leer la placa en un lector a 405 nm de longitud de onda den-

tro de los 60 minutos, utilizando el blanco de agua para esta-
biecer el cero.

Calculo

1 unidad (U) de actividad de la glucosidasa es equivalente a la
produccion de 1 umol del producto (PNP) por minuto a 37 °C.
En este analisis la actividad deriva de 15 pL de semen en un
volumen total de 1,115 mL por mas de 120 minutos, de forma

tal que se requiere un factor de correccion de 1115/15/120
(=0,6194).

Leer la concentracion de PNP producida por la muestra desde
la curva estandar (UM).

Multiplicar por el factor de correcciéon (0,6194) para obtener
la actividad de la glucosidasa neutral en plasma seminal sin
diluir (U/L).

Restar la actividad (U/L) del blanco de semen con castanos-
permine en blanco de cada muestra para obtener la actividad
corregida (relacionada con la glucosidasa).

Multiplicar la actividad corregida por el volumen del eyacula-
do para obtener la actividad de glucosidasa (mU) por eyacu-
lado.

Rechazar aquellas muestras que estan por encima del estandar
mayor y volver a analizar estas muestras luego de diluirlas.

Valores de referencia
20 mU por eyaculado (como minimo).

103



104

Referencias

Cooper, T.G., Yeung, C.H., Nasham, D., Jockenhovel, F. & Nieschlag,
E. (1990) Improvement in the assessment of human epididymal
function by the use of inhibitors in the assay of a-glucosidase in
seminal plasma. International Journal of Andrology, 13: 297-305.

Paquin, R., Chapdelaine, P., Dube, J.Y. & Tremblay, R.R. (1984) Si-
milar biochemicalproperties of human seminal plasma and epidi-
dimal a-1,4-glucosidase. Journal of Andrology, 5: 277-282.



Apéndice XIII

Instrucciones para la muestra y formulario
de registro para el analisis de semen

Instrucciones para la muestra para la coleccién y envio

de una muestra de semen

Absténgase de tener relaciones sexuales y masturbacion por un
periodo de entre 2 a 7 dias.

Producir la muestra via masturbacion sin usar lubricante ar-
tificial. Cuando no es posible la coleccion via masturbacion, se
pueden usar condones especiales [no usar condones de latex;
véase Seccion 2.1 e)].

Recolectar la muestra en un contenedor de vidrio o plastico
limpio de boca ancha. Es importante que se recoja la totalidad
del eyaculado. En caso contrario, la muestra debe ser marcada
“incompleta”.

Dentro de la hora de la recoleccion, traer el contenedor y la
muestra al laboratorio, manteniéndola tibia en un bolsillo que
esté cerca del cuerpo.

Las muestras pueden ser producidas también en una habita-
cién cercana al laboratorio.

Etiquetar el espécimen con nombre (y/o namero de identifica-
cion), fecha y hora de la recoleccion.

Formulario de registro para el analisis de semen

Este formulario se ofrece como un modelo. Su formato esta di-
sefiado para registrar las observaciones realizadas con los mé-
todos descritos en el presente manual. Cuando se utiliza con
propositos clinicos puede ser util agregar algunos resultados de-
rivados de la combinacion de observaciones. Un ejemplo es el
recuento total de espermatozoides moviles (obtenido de multi-
plicar la concentracion de los espermatozoides por el volumen
de la muestra y por el porcentaje de espermatozoides moviles).
Estos resultados derivados no han sido incluidos en el formu-
lario, puesto que su uso depende de las circunstancias clinicas
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y del punto de vista médico sobre su utilidad. Cuando se uti-
liza con fines de investigacion, los datos de este formulario pue-
den ser ingresados directamente en una base de datos compu-
tarizada y las variables calculadas con facilidad y precision.

El formulario fue preparado con varias columnas para per-
mitir el ingreso de datos obtenido en distintas ocasiones. Esta
es una forma conveniente de presentar los resultados de ana-
lisis seminales seriados de un mismo paciente, aunque no re-
sulte practico para la persona que realiza el analisis. De la misma
manera, se puede agregar espacio adicional para comentarios
y observaciones que no pueden ser codificadas en el formu-
lario.



FORMULARIO DE REGISTRO PARA EL ANALISIS DE SEMEN

Fecha de la muestra A DU AN N N DU B B

Duracion de la abstinencia (dias)
Intervalo desde la eyaculacion

hasta el comienzo del analisis (min)
Aspecto

(1-normal, 2-anormal)
Licuefaccion

(1-normal, 2-anormal)
Consistencia

(1-normal, 2-anormal)

Volumen (mL)

PH

Motilidad (% espermatozoides)
a) progresion rapida
b) progresion lenta
¢) motilidad no progresiva

d) inmoviles

Viabilidad (% vivos)
Concentracion (10°/mL)

Morfologia (%)
— normal

defectos de la cabeza

defectos del cuello o pieza media
defectos de la cola
— gotas citoplasmicas

Leucocitos (10%/mL)

(-
(N N
L
L
L
.
L f |
O
L1
A
L1t |
Aglutinacion (%) I
A
(O B P
R
A
[ T
T I
S
.
I P

Células germinales inmaduras (10%/mL)

Prueba de las immunobeads/prueba MAR

(% con particulas adheridas) R
Prueba MAR
(% con particulas adheridas) S I I
Bioquimica
Cinc (mmol/L) L1 |
Fructosa (mmol/L) [ I
a-glucosidasa (neutra) (U/L) Lt 1]
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XIV.1

XIv.2

XIV.3

Analisis seminal asistido por computadora
(ASAC)

Sistemas disponibles

Existen muchos fabricantes comerciales que proveen sistemas
ASAC, por ejemplo, Hamilton Thorne (Hamilton Thorne Rese-
arch, Beverly MA, USA), Hobson Sperm Tracker (Hobson Sperm
Tracking, Sheffield, United Kingdom) y existen varias versiones
de cada sistema.

Configuracién de los parametros

La correcta instalacion de cada instrumento ASAC es esencial
para lograra su “performance” 6ptima y dependera del uso que
se anticipe para el mismo. Los fabricantes proveen configura-
ciones apropiadas, pero es responsabilidad del usuario verificar
que cada instrumento esté funcionando segun el grado nece-
sario de reproducibilidad y fiabilidad. El uso de material de con-
trol de calidad apropiado, por ejemplo cinta de video, es esen-
cial (véase Capitulo 4). Los siguientes autores han publicado
sobre las configuraciones de CASA en un contexto general (Da-
vis y Katz, 1992, Mortimer, 1994b).

Preparacion de las muestras

Los criterios para la recoleccion de semen y su manejo para
un analisis ASAC son idénticos a los especificados en el Capi-
tulo 2. El sistema ASAC debe incluir una forma de regulacion
de la temperatura de la muestra a 37°C, dado que los para-
metros de motilidad varian con la temperatura. Las caracteris-
ticas de la motilidad y la concentracion de los espermatozoides
pueden ser analizadas en semen sin diluir. Sin embargo, a me-
nudo pueden ocurrir colisiones con una frecuencia en aumento
en muestras con alta concentracion de espermatozoides, por
ejemplo, mayor a 50 x 10%/mlL, y es probable que conduzcan
a errores. En tales casos se recomienda diluir la muestra. Si la
dilucién en plasma seminal homologo no resulta practico, se
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acepta la dilucion a una concentracion estandar final (25-
50 x 10%/mL). Se puede utilizar el medio PBS de Dulbecco-glu-
cosa-BSA (para una discusion sobre los medios adecuados para
mantener la motilidad de los espermatozoides, véase Farrell y
col., 1996). Para estandarizar los resultados, se debe usar el
mismo medio para dilucion a lo largo de todo el analisis.

Composicion del medio PBS de Dulbecco-glucosa-BSA.

(g/L) (mmol/L)

NaCl 8,000 137
KCl 0.200 3
CaCl; (anhidro)? 0,100 1
Na,HPO; (anhidro) 1,150 8
KH,PO4 0,200 1

MgCl, (anhidro)? 0,047 <1
D-Glucosa 1,000 6
Rojo fenol 0,005 -

Piruvato de sodio 0,036 <1
BSAP 3,000 -

Agregar también: 0,4% mezcla antibiotica.
(GIBCO, Grand Island, New York, USA)

@ Agregado en forma separada para prevenir precipitacion.
b BSA Bovine serum albumen (Cat. Nro. A6003, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mis-
souri). Esencialmente libre de acidos grasos, se agrega al final.

Existen camaras especiales para ser usadas en maquinas ASAC.
La camara de contaje Microcell de 20 um de profundidad (Con-
ception Techologies, San Diego, CA, USA), produce resultados
confiables cuando se analizan espermatozoides en semen. Se
deben llenar y analizar ambas camaras. Se deben examinar va-
rios campos representativos: 6 campos por camara (12 cam-
pos en total) dan resultados fiables. Se deben evaluar por lo
menos 200 espermatozoides en cada camara. Se deben aplicar
los mismos principios de control de calidad que los aplicados
para las estimaciones estindar de la concentracion (véase Sec-
cién 2.5.2). Si se van a examinar espermatozoides hiperacti-
vados separados del plasma seminal, la profundidad de la ca-
mara debe ser de 20 pm como minimo.

El uso del instrumento ASAC

Las muestras pueden ser analizadas directamente o mediante
una grabacion de video. El analisis via cinta de video mejora
la estandarizacion y permite la implementacion de procedimientos
que aseguran la calidad (Capitulo 4). El fabricante aconsejara
sobre la eleccion del grabador de video y sobre la regulacion
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Fig. XIV.1. Terminologia estandar

para las variables medidas
por los sistemas ASAC.
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XIV.5

Velocidad

curvilinea /' VCL \

Velocidad
promedio

!
i
VSL |
V ; \\
Velocidad rectilinea N

optima de la iluminaciéon para alcanzar el maximo contraste
entre las cabezas de los espermatozoides y el fondo.

El tiempo necesario para seguir a los espermatozoides y lo-
grar resultados precisos es controvertido. El instrumento Ha-
milton Thorne y el Hobson seguiran los espermatozoides duante
1 segundo como minimo, lo cual deberia ser suficiente para
dar determinaciones fiables de las mediciones ASAC basicas en
semen (véase Mortimer, 1994b).

Terminologia ASAC

Se ha desarrollado una terminologia estandar para las varia-
bles medidas por los sistemas ASAC, algunos de los cuales se
ilustran en la Fig. XIV.1

VCL = velocidad curvilinea (um/s). Velocidad (tiempo prome-
dio) de una cabeza de espermatozoide en su trayectoria curvi-
linea real, segin se percibe en dos dimensiones en el micros-
copio.

VSL = velocidad rectilinea (um/s). Velocidad (tiempo promedio)
de una cabeza de espermatozoide en su trayectoria rectilinea
entre su posicion inicial y final.

VAP = velocidad promedio de la trayectoria (um/s). Velocidad
(tiempo promedio) de una cabeza de espermatozoide a lo largo
de su trayectoria promedio. Esta se calcula segun la trayecto-
ria real por medio de algoritmos propios de cada instrumento
ASAC.

ALH = amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um/s).
Es la magnitud del desplazamiento lateral de la cabeza del es-
permatozoide con respecto a su trayectoria promedio. Puede
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ser expresada como desplazamiento maximo o promedio. Los
diferentes instrumentos ASAC calculan ALH utilizando distin-
tos algoritmos, por los cual las medidas no son estrictamente
comparables.

LIN = linealidad. Linealidad de la trayectoria curvilinea:
VSL/VCL.

WOB = oscilacién (wobble): Mide la oscilacion de la trayecto-
ria real con respecto a la trayectoria promedio, VAP/VCL.

STR = rectitud. Linealidad de la trayectoria promedio, VSL/VAP.

BCF = frecuencia de cruce (beats/cross veces/s). Promedio de
la frecuencia (en el tiempo) con que la trayectoria curvilinea
del espermatozoide cruza la trayectoria promedio.

MAD = desplazamiento angular medio (grados). Promedio de
los valores absolutos de los cambios instantaneos de direccion
de la cabeza del espermatozoide a lo largo de su trayectoria
curvilinea.

Los distintos equipos ASAC usan diferentes algoritmos ma-
tematicos para calcular estos parametros. No se conoce atun
cuan comparables son las mediciones efectuadas con distintos
instrumentos.

Analisis estadistico

Se recomienda obtener los parametros de motilidad de, al me-
nos, 200 trayectorias de espermatozoide por muestra. Se debe
tener en cuenta que esto requiere registrar el movimiento de
un numero mucho mayor de espermatozoides. Si se desea
clasificar la muestra de acuerdo a subcategorias de movimien-
to, o realizar otro tipo de analisis de variabilidad dentro de la
muestra, se deben acumular al menos 200 trayectorias, pre-
ferentemente 400. En los protocolos experimentales se debe in-
tentar estandarizar el namero de espermatozoides analizados
por muestra. Es deseable que el instrumento ASAC esté co-
nectado a programas de computacion que permitan la orga-
nizacion de los datos y su analisis estadistico. La distribucion
de muchos de los parametros de movimiento dentro de una
muestra no es normal. Por consiguiente, se recomienda utili-
zar la mediana, en lugar de la media, para definir la tenden-
cia de cada parametro de movimiento. Segun los analisis es-
tadisticos que se quiera realizar, puede ser necesario hacer
transformaciones matematicas de los parametros de cada es-
permatozoides.

111



112

Referencias

(Ver Bibliografia para las referencias, las cuales aparecen también en
las secciones 2.11 y 2.14.)

Davis, R.O. & Katz, D.F. (1992) Standardization and comparability of
CASA instruments. Journal of Andrology, 13: 81-86.

Farrell, P.B., Foote, R.H., McArdle, M.M., Trouern-Trend, V.L. & Tar-
dif, A.L. {1996) Media and dilution procedures tested to minimize
handling effects on human, rabbit and bull sperm for computer-
assisted sperm analysis (CASA). Journal of Andrology, 17: 293-
300.

Mortimer, D. (1994b) Practical Laboratory Andrology. Oxford: Oxford
University Press.



Apéndice XV

Xv.1

XV.1.1

ii)

iit)

Protocolos para la prueba de penetracion
de ovocito de hamster sin zona pellucida

Protocolo estandar

Procedimiento
Espérese de 30 a 60 minutos para que el semen se lictie por
completo.

El medio de cultivo para la prueba es el BWW (Biggers y col.,
1971). Este medio se prepara como solucion madre (véase abajo),
que se puede almacenar a 4 °C durante varias semanas sin que
se deteriore. El dia de la prueba se toma una muestra de 100 mL
de la solucién madre del medio y se la suplementa con 210
mg de bicarbonato de sodio, 100 mg de glucosa, 0,37 mL de
jarabe de lactato de sodio al 60%, 3 mg de piruvato de sodio,
350 mg de fracciéon V de seroalbimina bovina, 10.000 uni-
dades de penicilina, 10 mg de sulfato de estreptomicina y 20
mM de sales HEPES. El medio debe calentarse a 37 °C antes de
usar, con preferencia en una atmoésfera de 5% de CO, v 95%
de aire.

Componentes de la solucion madre del medio BWW.

Compuesto Cantidad
g/L
NaCl 5,540
KCl 0,356
CaCl,.2H,0 0,250
KH,PO4 0,162
MgS0,.7H,0 0,294

Rojo fenol, 1,0 mL/L

Las muestras de semen para esta prueba se preparan siguiendo
las técnicas descritas en el Apéndice XVIII. Cuando se utiliza
el “swim up” se puede usar un numero variable de tubos (3 a
10), segun el volumen de la muestra y la concentracion de es-
permatozoides.
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Los tubos se incuban una hora a 37 °C en una atmosfera
de 5% de CO, y 95% de aire. Si no se tiene una incubadora
asi, los tubos se pueden tapar con firmeza y mantener a 37 °C
en aire. Durante el periodo de incubacion los espermatozoides
mas moviles migran del plasma seminal al medio que los cubre.

La suspension de espermatozoides se centrifugan a 500 g du-
rante 5 minutos y luego se resuspenden hasta obtener unos
10 x 10° espermatozoides/mL en un volumen no menor de 0,5
mL y se incuban 18 a 24 horas a 37 °C en una atmoésfera de
5% de CO2 y 95% de aire. Si no se tiene la estufa con CO,, los
tubos se pueden cerrar herméticamente e incubar a 37 °C en
aire. Durante el periodo de incubacion los tubos deben estar
inclinados un angulo de 20° respecto de la horizontal para evi-
tar que los espermatozoides sedimenten y formen un precipi-
tado, y para aumentar la superficie para el intercambio ga-
8€0S0.

Los ovocitos se pueden obtener de hamsters inmaduros inyec-
tados al azar o de hamsters maduros inyectados el primer dia
del ciclo estral. Se hacen inyecciones intraperitoneales con go-
nadotrofinas de suero de yegua prefiada (PMS) y de gonado-
trofina coriénica humana (hCG) en una dosis de 30 a 40 Ul
con 48 a 72 horas de intervalo. Los ovocitos deben obtenerse
antes de las 18 horas después de inyectar la hCG y preparar-
los a temperatura ambiente empleando hialuronidasa a 0,1%
y tripsina 1 1% para eliminar las células del cumulus y la zona
pellucida, respectivamente. Después de cada tratamiento enzi-
matico se deben hacer dos lavados en el medio BWW. Los ovo-
citos aislados se pueden calentar a 37 °C e introducir inme-
diatamente en las suspensiones de espermatozoides o almacenar
a 4 °C hasta 24 horas.

Al final de la fase de capacitacion se vuelven a poner los tu-
bos en posicion vertical durante 20 minutos para permitir que
se sedimenten todas las células inmoviles. Luego se aspiran los
espermatozoides que estan en el sobrenadante y se ajusta a
una concentracion fija de 3,5 x 10 espermatozoides moviles/mL.
Luego se colocan los espermatozoides bajo vaselina liquida en
gotitas de 50 a 100 puL y se introducen 30 ovocitos sin zona
pellucida de hamster, de modo que quedan incorporados, por
lo menos, 15 ovocitos por gota. Luego se incuban los gametos
a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO, y 95% de aire du-
rante tres horas.
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Se determina la cantidad de espermatozoides que han entrado
en los ovocitos retirando cuidadosamente los ovocitos y la-
vandolos para eliminar los espermatozoides adheridos y des-
pués se comprimen hasta una profundidad de unos 30 um de-
bajo de un cubreobjeto de 22 X 22 mm y se examinan con
microscopia de contraste de fase. (Otra posibilidad es la fijacion
y el almacenamiento de los ovocitos en, por ejemplo, glutaral-
dehido al 1%, seguida por tincion con lacmoide o aceto-orceina).

Después se deben examinar los ovocitos para determinar el por-
centaje de los que tienen espermatozoides en su citoplasma y
la cantidad media de espermatozoides incorporados por ovocito
(Fig. XV.1). También se debe anotar la presencia de esperma-
tozoides que quedan fijados a la superficie del ovocito después
del lavado inicial, porque esto puede ofrecer alguna indicacion
de la proporcion de la poblacion de espermatozoides que ha ex-
perimentado la reaccion acrosomal.

Protocolo con iondforo de calcio (A23187)

Se prepara una poblacion de espermatozoides con alta motili-
dad empleando un gradiente discontinuo de Percoll, como se
describe en el Apéndice XVIIL. El acumulo de células se sus-
pende en 8 mL de BWW, es centrifugado a 500 g durante 5
minutos y es finalmente resuspendido en BWW para obtener
una concentracion de 5 x 10° espermatozoides moviles/mL.

El ionoforo A23187 se hace de la siguiente manera: se pre-
para una suspension 1 mM de A23187 (acido libre) a partir
de una solucién madre de 10 mM del ionéforo en dimetilsul-
foxido (DMSO). La suspension se prepara mediante una dilu-
cion 1:10 en BWW y se guarda a 4 °C por lo menos tres dias
antes de usar.

El dia del ensayo se agrega la suspension a diferentes ali-
cuotas de espermatozoides para obtener concentraciones fina-
les de 1,35 y 2,5 uM. Dado que la curva dosis-respuesta de los
espermatozoides al A23187 varia entre individuos, es preferi-
ble analizar cada paciente a ambas concentraciones: 1,25 y
2,5 UM. Los espermatozoides se incuban con el ionoforo du-
rante 3 horas, luego se centrifugan a 500 g y se resuspenden
en el mismo volumen de BWW.

Se vuelve a estimar la motilidad y se ajusta la concentra-
cion a 3,5 x 106 espermatozoides moviles/mL y se preparan go-
tas de 50-100 uL bajo aceite. Debe aclararse que se pueden ob-
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Fig. XV.1. Un ovocito de hamster,

sin zona pellucida, que contiene
espermatozoides humanos visto

con microscopia de contraste de fase.
Las flechas sefialan las cabezas

de espermatozoides en decondensacion
dentro del ooplasma

(aumento: 500 x).

De Aitken u col. (1983).
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tener resultados validos utilizando concentraciones tan bajas
como 1 x 10° espermatozoides moviles/mL (Aitken y Elton, 1986).

Los ovocitos de hamster sin zona pellucida se preparan se-
gun la descripcion de Yanagimachi y col., (1976) y se agre-
gan a razon de 5 ovocitos por gota y 20 ovocitos por muestra.

Después de 3 horas de incubacion los ovocitos se recuperan
y se lavan para desprender los espermatozoides débilmente ad-
heridos. Se ponen sobre un portaobjeto y se comprimen con
un cubreobjeto de 22 x 22 mm hasta un espesor aproximado
a los 30 um y luego se examinan con microscopia de contraste
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de fase para determinar la presencia de cabezas descondensa-
das de espermatozoide unidas, o muy proximas, a una cola. Se
determina el namero de espermatozoides que penetro cada ovo-
cito y el resultado se expresa como el promedio de penetra-
ciones.

Control de calidad

Este ensayo se debe hacer con un grado satisfactorio de con-
trol de calidad. Establézcase el coeficiente de variacion intra-
ensayo replicando en analisis de una misma muestra por lo
menos 10 veces en un ensayo; en estas circunstancias el coe-
ficiente de variacion intraensayo no debe superar el 15%. El
coeficiente de variacion interensayo no debe ser mayor del 25%
y se puede determinar usando un “pool” de espermatozoides
crioalmacenados con un nivel de penetracién conocido. Todo
ensayo en que el valor obtenido para el preparado estdndar
tiene mas de dos unidades de desviacion estandar respecto del
valor medio, debe rechazarse por no ser fiable. Todo analisis
en el cual se obtiene una puntuacion de penetracion cero debe
repetirse con otra muestra de semen.

Referencias

Aitken, R.J. & Elton, R.A. (1986) Application of a Poisson-gamma
model to study the influence of gamete concentration on sperm-
oocyte fusion in the zona-free hamster egg penetration test. Jour-
nal of Reproduction and Fertility, 78: 733-739.
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XVI.1

ii)

iii) .

Medicion de especies reactivas de oxigeno
generadas por suspensiones
de espermatozoides

Protocolo

Este procedimiento requiere el uso de un luminémetro sensi-
ble, por ejemplo el Berthold LB 9505, para medir cantidades
pequenias de luz generadas por espermatozoides humanos en
presencia de un sustrato quimioluminiscente, tal como lumi-
nol o lucigenina. La metodologia descrita emplea una mezcla
de luminol y peroxidasa de rabano para obtener mediciones
sensibles de la generacion de peroxido de hidrégeno. Sin em-
bargo, se han utilizado otros productos para monitorizar la pro-
duccion de especies reactivas de oxigeno (EOR) por el eyacu-
lado humano lavado, incluyendo lucigenina que se cree que
mide la liberacion extracelular del anion superoxido (Aitken y
col., 1992; McKinney y col., 1996).

Pipetar 400 1L de espermatozoides humanos lavados (10 x 10°
espermatozoides/mL) suspendidos en un medio simple de Krebs
Ringer sin fenol rojo, en un contenedor descartable de lumi-
nometro evitando la formacion de burbujas de aire.

Agregar 4 ul de 5-amino-2,3 dehidro-1,4 phthalazinedione (Lu-
minol; Sigma Chemical Company, St. Luis, MO) preparado como
solucion madre 25 mM en DMSO (dimetil sulfoxido), al conte-
nedor junto con 8 uL de peroxidasa de rabano (12,4 U de pe-
roxidasa de rabano Tipo VI, 310 U/mg: Sigma Chemical Com-
pany).

Monitorizar la sefial luminiscente a 37 °C por 5 minutos apro-
ximadamente hasta que se haya estabilizado.

Test de provocacion para leucocitos-FMLP.

Agregar 2 pL de FMLP (sonda especifica para leucocitos for-
mil-metionil-leucil-fenilalanina), preparado como solucién ma-
dre 10 mM en DMSO, a la mezcla reactiva para estimular una



Fig. XVI.1. Patrones

de quimioluminiscencia observados
con suspensiones de espermatozoides
humanos usando el sistema

de luminol-peroxidasa. a) En presencia
de contaminaciéon por leucocitos

se observa la generacion de un pico
de ERO ante el agregado de la sonda
especifica de los leucocitos FMLP
({formil-metionil-leucil-fenilalanina).
El agregado posterior de PMA
(12-miristato 13-acetato éster

de forbol) genera una sefial
quimioluminiscente intensa

y sostenida de las poblaciones

de espermatozoides y leucocitos.

b) En ausencia de contaminacion
por leucocitos, la respuesta al FMLP
se pierde mientras que el PMA
provoca una sefial quimioluminiscente
pronunciada proveniente

de los espermatozoides

(Krausz y col., 1992).
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cualquier polimorfonuclear presente
tozoides (Krausz y col., 1992). Como

los receptores para FMLP no estan presentes en la superficie
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de los espermatozoides humanos, esta sefial es especifica de la
poblaciéon de leucocitos y puede ser calibrada con suspensiones
que contengan un numerc conocido de leucocitos polimorfo-
nucleares.

Provocacion por PMA de la generacion EOR por leucocitos y
espermatozoides.

Después de que se haya agotado la sefial provocada FMLP,
tratar la suspension de espermatozoides con 4 uL de forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA), preparado como una solucién ma-
dre de 1 mM en DMSO y diluida en una proporcién de 1 a
100 para dar una solucion de trabajo de 10 pM y una con-
centracion final de 100 nM. Este reactivo provee una indica-
cion de las contribuciones realizadas por cada una de las sub-
poblaciones de leucocitos y espermatozoides a la capacidad de
generacion de oxigeno reactivo de la suspension (Fig. XVI.1).

Nota: La capacidad de un leucocito para generar especies re-
activas de oxigeno es, por lo menos, 100 veces mayor que la
de un espermatozoide. Por consiguiente, un nivel bajo de con-
taminacion de leucocitos puede tener una influencia conside-
rable en las sefiales quimioluminiscentes generadas por una sus-
pension de espermatozoides.
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Ensayos de reaccion acrosomal inducida

La reaccion acrosomal (RA) es un proceso exocitotico que tiene
lugar después de que los espermatozoides se unen a la zona
pellucida y debe ocurrir antes que los espermatozoides puedan
penetrar los revestimientos y fertilizar el ovocito. Se cree que
la entrada de calcio es un evento inicial en la RA normal. La
induccién de la entrada de calcio usando un agente transpor-
tador de calcio, como por ejemplo el ionéforo A23187 o por
tratamiento con progesterona, son maneras de examinar la com-
petencia de los espermatozoides capacitados para experimentar
la RA. Sin embargo, el examen del estado acrosomal necesita
una evaluacién mayor antes de poder ser considerado una en-
sayo clinico de rutina.

Inductor de la reacciéon acrosomal

Preparar una solucion madre de 2-5 mM de ionoforo de cal-
cio A23187 (acido libre) en dimetilsulfoxido (DMSQ) y alma-
cenar en alicuotas pequefias a —20 °C. Nota: El A23187 es sen-
sible a la luz, por lo que se debe tener cuidado de evitar su exposicion
a la luz.

Preparar una solucion de trabajo por dilucion de la solu-
ciébn madre con medio de cultivo de forma tal que se pueda
agregar en tubos un pequefio volumen, por ejemplo, 2,5-10 ul,
para producir una concentracion final de A23187 en el en-
sayo de 10 uM y una concentracion de DMSO de < 1%.

Procedimiento general

Esperar de 30 a 60 minutos para que se complete la licuefac-
cion del semen.

Aunque su uso no es obligatorio, se recomienda emplear una
técnica para la preparacion de espermatozoides (véase apéndice
XVIII) que provea una poblacion altamente movil y libre de
contaminantes, tales como los leucocitos, células germinales y
espermatozoides muertos.
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Se debe usar un medio tamponado de bicarbonato, tal como
BWW (véase apéndice XV), el F-10 de Ham o el fluido tuba-
rico humano sintético (HTF), que contenga 10-35 g/L de al-
bumina sérica humana, en la prueba de cultivo de esperma-
tozoides para inducir la capacitacion. Calentar el medio a 37 °C
antes de usarlo, preferentemente en una incubadora a 5% CO;
en aire. Se recomienda preparar el medio de capacitacion fresco
para cada ensayo.

Preparar un tubo experimental y un tubo control que conten-
gan 1 x 10° espermatozoides moviles/mL cada uno e incubar
durante 3 horas para inducir Ia capacitacion.

Agregar al tubo experimental un volumen suficiente de la so-
lucién de trabajo A23187 para producir una concentracion fi-
nal de 10 uM. Agregar el mismo volumen de DMSO al tubo
control.

Incubar ambos tubos a 37 °C durante 15 minutos. Remover
una pequefia alicuota de cada tubo para la determinacion de
la motilidad antes de detener la reaccién, por ejemplo, usando
glutaraldehido o etanol al 3%.

Transferir los espermatozoides fijados a portaobjetos limpios y
dejar secar al aire.

Teiir los espermatozoides usando marcadores fluorescentes pre-
viamente evaluadas por microscopia fluorescente.

Analizar el porcentaje de espermatozoides que han sufrido la
reaccion acrosomal en las muestras experimentales (test % RA)
y en las muestras control {control % RA).

Resultados

La reaccion acrosomal después del estimulo con ionéforo (ARIC)
se calcula como el % de Raen la muestra experimental menos
el % de RA del control. El valor normal es 15%. Los valores
< 10% son considerados anormales. Los valores entre 10% y
15% sugieren que la funcion de los espermatozoides puede ser
anormal. Si > 20% de los espermatozoides en el tubo control
muestran una RA espontanea después de 3 horas de incuba-
cion, entonces ha ocurrido una RA prematura.

Control de calidad

Se debe hacer una muestra de control positivo cada vez que
se realiza la prueba. Para garantizar que cada nueva prepara-
ciénn de marcador fluorescente ha sido preparada correctamente,
se debe llevar a cabo una prueba simultdnea con el marcador



en uso usando espermatozoides de control positivo cuya res-
puesta ya se conoce.

Referencias
FEuropean Society of Human Reproduction and Embryology (1996)

Consensus workshop on advanced diagnostic andrology. Human
Reproduction, 11: 1463-1479.
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Técnicas para la preparacion
de espermatozoides

Procedimiento

Se describen varias técnicas simples para la preparacion de es-
permatozoides. Para todas ellas, el medio de cultivo recomen-
dado es la solucion salina de Earle suplementadao, si bien se
pueden utilizar otros medios de cultivo que soporten la motili-
dad y vitalidad de los espermatozoides durante, al menos, 18
horas a 37 °C, como por ejemplo el Ham F-10 y el fluido tu-
barico humano (HTF).

Swim-up

Se coloca 1 mL de semen en un tubo cénico de 15 mL estéril
y sobre éste se coloca una capa de 1,2 mL de medio Earle su-
plementado. El tubo se incuba durante 1 hora a 37 °C en po-
sicion inclinada a 45 grados. Luego se coloca el tubo suave-
mente en posicion vertical y se aspira 1 mL del sobrenadante.
Esta alicuota de células moviles se diluye con 8 volimenes de
medio Earle suplementado y se centrifuga por 5 minutos a 500 g.
Finalmente, se resuspende en 0,5 mL del mismo medio para el
analisis de la concentracion o de la funcién de los espermato-
zoides o para otros procedimientos.

Componentes del medio Earle suplementado
46 mL de solucion salina balanceada de Earle.

4 mL de suero del mismo paciente, inactivado durante 20 mi-
nutos a 56 °C.

1,5 mg de piruvato de sodio.
0,18 mL lactato de sodio (60% jarabe).
100 mg de bicarbonato de sodio.

O

50 mL de solucién salina balanceada de Earle.
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300 mg de albtmina sérica humana®.

1,5 mg de piruvato de sodio.

0,18 mL de lactato de sodio (60% jarabe).
100 mg de bicarbonato de sodio.

Gradientes de densidad discontinuos

Pipetear con 3 mL de Percoll 80%, o un producto alternativo,
en un tubo de 15 mL de base conica esterilizado.

Agregar suavemente 3 mL de Percoll 40%, o el producto al-
ternativo, encima de la capa de 80%, cuidando de no alterar
la interfase entre las capas.

Depositar suavemente 1-2 mL de semen sobre el gradiente y
centrifugar a 500 g durante 20 minutos.

Resuspender el acumulo formado en la base de la fraccion de
80% en 5-10 mL de medio de Earle y centrifugar a 500 g por
5 minutos antes de resuspenderlo en 1 mL de medio de Earle.
Estimar la concentracion y motilidad de los espermatozoides o
cualquier otra funcion.

Debe seiialarse que el Percoll ha sido retirado del uso en
aplicaciones clinicas en humanos y puede ser usado ahora uni-
camente para fines de investigacion. Sin embargo, existen otros
productos para aplicaciones clinicas en humanos, por ejemplo,
PureSperm (NidaCon Labs, Gothenburg, Suiza) o Isolate (Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, USA). Hasta la fecha, estan dispo-
nibles solamente las instrucciones de los fabricantes para estas
técnicas. Existen pocas publicaciones que comparan su eficien-
cia a la de otras técnicas de centrifugacion de gradiente de den-
sidad aunque algunas clinicas han encontrado que estas téc-
nicas son iguales a aquéllas que utilizan Percoll (Pérez y col.,
1997). Tanto el PureSperm como el Isolate son isoténicos, por
lo tanto se requieren diluciones volumétricas (8 + 2 y 4 + 6).
El PureSperm esta preparado en un medio tamponado con HE-
PES, por lo cual los gradientes deben hacerse utilizando este
mismo medio.

Componentes del Percoll isoténico o producto alternativo
10 mL de medio Earle X 10 (por ejemplo de Flow Laboratories).

@ Para los procedimientos de reproduccion asistida, como por ejemplo la fertilizacion
in vitro (FIV), inseminacion artificial y transferencia intratubarica de gametos (GIFT)
se requiere que la albimina humana sea altamente purificada y libre de contami-
nacion viral, bacteriana y por priones. Algunas preparaciones de albumina estan es-
pecialmente destinadas a este proposito, por ejemplo, de Irvine Scientific, Santa Ana,
CA, USA y de Armour Pharmaceuticals, Eastbourne, Inglaterra.
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90 mL de material de gradiente de densidad.
300 mg de albiimina sérica humana.

3 mg de piruvato de sodio.

0,37 mL de lactato de sodio (60% jarabe).
200 mg de bicarbonato de sodio.

Componentes del material de gradiente de densidad 80%
40 mL de material isotonico.
10 mL de medio Earle suplementado.

Componentes del material de gradiente de densidad 40%
20 mL de material isotonico.
30 mL de medio Earle suplementado.

Preparacion para las muestras de baja calidad

En los casos de oligozoospermia y/o astenozoospermia severa
es preferible utilizar los gradientes de densidad en lugar del “swim
up” debido a la mejor recuperacion de los espermatozoides. La
escala y la composicion de los gradientes pueden ser modifica-
dos para adaptarse a los requerimientos de cada muestra. Una
posibilidad es, por ejemplo, aplicar la muestra a maultiples pe-
queiios gradientes de densidad (Mortimer, 1994b) que conten-
gan solamente volimenes de 0,3 mlL del material de densidad
40 y 80%.

Referencias

Mortimer, D. (1994b) Practical Laboratory Andrology. p. 393. Oxford:
Oxford University Press.

Pérez, S.M., Chan, P.J., Patton, W.C. & King, A. (1997). Silane-coa-
ted silica particle colloid processing of human sperm. Journal of
Assisted Reproduction and Genetics, 14: 388-393.
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Procedimientos de control de calidad (CC)

Muestras para la prueba de CC

Los especimenes de CC deben ser representativas del rango de
muestras de semen procesadas en el laboratorio. Si se va a ana-
lizar un namero pequeiio de muestras de CC se deben escoger
aquéllas cuyos resultados estén dentro de los rangos clinica-
mente significativos (concentracion 5 x 10° - 30 x 10%/mL, mo-
tilidad 10-40%, y morfologia normal por debajo del 20%). Los
centros que provean muestras de CC para su analisis por parte
de terceros deben asegurarse que los resultados para HIV y he-
patitis de dichas muestras sean negativos.

Materiales para el control de calidad

Las alicuotas de un pool de semen pueden almacenarse con-
geladas o liquidas con un conservante (10% formalina, 100 pL
por mL de semen) a 4 °C y analizadas a intervalos para la con-
centraciéon de espermatozoides. El “pool” de semen criopreser-
vado puede ser utilizado también para el CC de la motilidad.
Se pueden usar cintas de video para la motilidad de los esper-
matozoides y fotografias, cintas de video y extendidos fijados
en portaobjetos con o sin tefir para su morfologia. Sin em-
bargo, se deben sefialar algunos problemas con estos materia-
les. La mezcla del “pool” de semen puede ser incompleta, es-
pecialmente antes o después de descongelar. Las cintas de video
son especialmente utiles para el entrenamiento en el analisis
de la motilidad y la morfologia. Sin embargo, su uso para CC
tiende a dar una impresion optimista y no deben ser usadas
excluyendo las réplicas de analisis de especimenes de semen.
La tincion de los portaobjetos para la morfologia de los esper-
matozoides tiende a desvanecerse y las extensiones fijadas tien-
den a deteriorarse. Los espermatozoides pueden no sobrevivir
a la criopreservacion suficientemente bien como para ser una
fuente util de materiales para CC interno y externo para la mo-
tilidad y las pruebas de anticuerpos en los espermatozoides. El
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suero positivo para anticuerpos antiespermaticos puede ser usado
para el CC de la prueba indirecta de immunobeads aunque su
uso es suboptimo para la prueba directa de immunobeads. En
consecuencia, la practica de CC donde las mismas muestras de
CC son incluidas en cada analisis, no es siempre factible.

Calibracion del equipo

Las pipetas pueden ser calibradas pesando agua destilada de
una o varias transferencias con réplicas para permitir la de-
terminacion, tanto de la exactitud, como de la precision. Es ne-
cesario hacer una correccion para el efecto de la temperatura
en la densidad del agua, por ejemplo, a 20 °C, 1 mL de agua
pesa 0,9982 g. De modo alternativo, las micropipetas pueden
ser calibradas diluyendo una sustancia coloreada que puede ser
medida de modo preciso con un espectrofotometro. Las cama-
ras de contaje pueden ser calibradas con suspensiones de par-
ticulas que posean una densidad de particulas conocida. Las
profundidades de:la camara de contaje pueden ser determina-
das con una escala de Vernier en el foco fino de un micros-
copio al enfocar en la.rejilla y a continuaciéon en una marca
de tinta en la cara inferior del cubreobjeto. Las mediciones de-
ben ser repetidas varias veces, por ejemplo diez. Los resultados
deben estar de acuerdo con el volumen o profundidad decla-
rado dentro de los errores de medicion (+ 2SD). Las balanzas
deben ser examinadas regularmente con calibradores internos
y por calibracién externa en el mismo momento en el que se
realiza el servicio de mantenimiento regular del laboratorio. Las
temperaturas de las incubadoras y de las placa calientes deben
ser examinadas con un termometro que a su vez debe ser ca-
librado regularmente. Las mezclas de gas deben ser examina-
das diariamente con el lector de incubadora, por Fyrite u otros
sistemas, semanal o mensualmente y por anélisis del gas al
mismo tiempo que el mantenimiento. Se deben examinar con
estandares otros equipos y reactivos del laboratorio tal como
los medidores de pH a intervalos de 3 a 6 meses.

Algunos esquemas de analisis de control de calidad externo

AUSTRALASIA EUROPA

Fertility Society of Australia UKNEQAS Schemes for Andrology

External Quality Assurance Schemes Departmente of Reproductive Medicine
for Reproductive Medicine St. Mary’s Hospital

PO Box 1101 Whitworth Park

West Leederville Manchester M13 OJH, United Kingdom

Western Australia 6901, Australia



ESCANDINAVIA

NAFA (Nordic Association
for Andrology)

Andrology Unit,

Reproductive Medicine Centre

Karolinska Hospital

PO Box 140

SE-171 76 Estocolmo, Suecia

EE.UU.

American Association of Bioanalysts
Proficiency Testing Service,

205 West Levee

Brownsville,

Texas 78520-5596, EE.UU

Notas:

Los programas nacionales de control de calidad externo han sido creados en Bélgica,
Holanda y Francia, y estan siendo desarrollados en otros paises.

Referencias

Altman, D.G. (1991) Practical Statistics for Medical Research. London:

Chapman and Hall.

Barnett, R.N. (1979) Clinical Laboratory Statistics, 2nd ed. Boston: Lit-

tle, Brown.
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Apéndice XX

Formulario de registro de muestras
para puntaje de moco cervical y prueba
postcoital

Dia Mes Afio
Fecha del tltimo periodo Lt t 1 1 1

menstrual
Puntuaciéon diario del moco cervical Dia  Mes Dia  Mes Dia  Mes Dia  Mes
Fecha AN [N O W (A U I NN N Y
Dia del ciclo L L1 L1 | Lt
Volumen L] L | L L]
Consistencia LJ L LJ L
Helechos L L L L
Spinnbarkeit Lt L] L L
Celularidad L] L L L
Puntuacién total ] L1 Lt ] Lt
pH L L Lt Lt L L
Prueba postcoital Dia  Mes
Fecha L L1
Tiempo desde el coito (h) L1

Pool vaginal Pool endocervical
Espermatozoides/mm?3 U T T N B {

Motilidad (% espermatozoides)
a) Progresion lineal rapida

b) Progresion lineal lenta

c¢) Motilidad no progresiva

FLEE
LEE

d) Inmoviles
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XXL.1

i)

ii)

XXI.2

Interaccion semen-moco cervical:
la prueba del tubo capilar

La prueba del tubo capilar fue disefiada originalmente por Kre-
mer (1965). Esta prueba mide la habilidad de los espermato-
zoides para penetrar una columna de moco cervical contenida
en el tubo capilar. Se han propuesto varias modificaciones para
las pruebas del tubo capilar. El procedimiento recomendado a
continuacion esta basado en la prueba original disefiada por
Kremer, la cual ha sido adoptada por la mayoria de los cli-
nicos.

Equipamiento

Se han usado varios tipos de tubos capilares, pero se recomienda
el uso de tubos capilares achatados de 5 cm de largo por 3 mm
de ancho y 0,3 mm de profundidad en secciéon. Dichos tubos
pueden obtenerse de Camlab Ltd., Cambridge, United Kingdom.

El medidor de penetracion de espermatozoides de Kremer (Fig.
XXI.1) puede ser construido en el laboratorio de la siguiente
manera:

Pegar en un portaobjetos de vidrio tres reservorios (R) de in-
terseccion semicircular (radio de aproximadamente 3,5 mm).

Luego se pega un segundo portaobjetos de vidrio sobre el pri-
mero. El segundo portaobjetos debe ser 1,5 cm maés corto y se
debe colocar a 5 mm de los reservorios. Esta construccion pre-
viene el deslizamiento del fluido seminal entre el tubo capilar
y el portaobjetos de vidrio. Los portaobjetos tienen una escala
en centimetros.

Método

Se debe usar semen fresco, dentro de la hora de eyaculado. El
moco es aspirado con el tubo capilar cuidando de no introdu-
cir burbujas de aire. Sellar un extremo del tubo con plastilina,
arcilla de modelar o agentes similares. Agregar suficiente se-
llador como para que el moco sobresalga ligeramente del ex-
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Fig XXI.1. El medidor de penetracion
de espermatozoides de Kremer

(véase el texto).
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5mm

tremo abierto. El extremo abierto del tubo capilar se coloca luego
en el portaobjetos para que proyecte aproximadamente 0,5 en
el reservorio que contiene la muestra de semen. Durante el pro-
ceso de penetracion de los espermatozoides, se debe colocar el
portaobjetos en una placa de Petri cubierta con esponjas mo-
jadas a los costados para mantener la humedad y evitar que
se seque el semen y el moco. Las mediciones se deben llevar a
cabo preferentemente en una camara con una temperatura am-
biente de 37 °C.

Anélisis de la prueba

Después de 2 horas, se debe leer la distancia de migracion, la
densidad de penetracion, la reduccion en la migracion y la pre-
sencia de espermatozoides con motilidad progresiva.

Los tubos capilares pueden ser examinados nuevamente des-
pués de 24 horas para analizar unicamente la presencia de es-
permatozoides con motilidad progresiva.

Las variables a ser analizadas después de dos horas se defi-
nen de la siguiente manera.

Distancia de migracion
La distancia desde el extremo del tubo capilar en el reservorio
de semen a los primeros espermatozoides en el tubo.

Densidad de penetracién

Esta se determina a distancias de 1 y 4,5 cm desde el extremo
del tubo capilar en el reservorio de semen. Se determina a cada
distancia el promedio de espermatozoides por campo de bajo
poder (LPF; 10 x 10). El promedio es obtenido de estimaciones
de cinco campos de bajo poder adyacentes. El promedio de las
estimaciones se expresa en una de las clases de densidad de
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penetracion (véase Cuadro XXI.1). Para la clasificaciéon de la
prueba, se debe registrar la clase de densidad de penetracion
mas alta.

Cuadro XXI.1. Orden de clases de densidad de penetracion.

Clase de densidad de penetracion Orden de rango

0 1
0-5
6-10
11-20
21-50
51-100
> 100

N Oy e e o

Reduccion en la migracién

Esto indica el descenso en la densidad de penetracion a 4,5 cm
en comparacion a la densidad de penetracion a 1 cm. Se ex-
presa como una diferencia en namero de orden de rango.

Ejemplos

La densidad de penetracion a 1 cm es 51-100 y a 4,5 cm es
6-10. El valor de reduccién en la migracion es 3 (orden de
rango 6 a orden de rango 3; Cuadro XXI.1).

La densidad de penetracion a 1 cm es 21-50 y a 4,5 cm es
51-100. El valor de la reduccion en la migracion es cero por-
que no hay un descenso en la densidad de penetracion.

Duracién de los movimientos progresivos
La presencia de espermatozoides con motilidad progresiva en
el moco cervical puede ser determinada luego de 2 y 24 horas.

Los resultados se clasifican segtn el cuadro XXI.2.

Cuadro XXI.2. Clasificacion de los resultados de la prueba.

Distancia Densidad de Reduccion de la Duracion de los Clasificacion
de Migracién penetracion migracién de 1 a movimientos
{cm) {espermatozoides 4.5 (descenso en  progresivos en el
por campo numero de orden moco cervical
de bajo poder) de rango) (horas)
1 0 - - Negativo
<30 <100 >3 0 2 Pobre
Todas las combinaciones de los resultados Regular

de las pruebas que no puedan ser clasificados
como: negativos, pobres o buenos
45y >50y <3y > 24 Bueno
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Requisitos basicos para un laboratorio
de andrologia

A continuacién damos un listado de los equipos y materiales
que permitiran al laboratorio realizar las pruebas estandar su-
geridas en este Manual y funcionar como un laboratorio de
andrologia. Asumimos que el laboratorio ya cuenta con refri-
gerador, estufa y una centrifugadora con rotor basculante.

Seguridad en el laboratorio de andrologia
Guantes de goma.

Mascarillas u otra proteccion para la cara.
Guardapolvos.

Hipoclorito de sodio, 2,25 g/L, por ejemplo lavandina de uso
doméstico diluida 1:10 con agua.

Gafas de seguridad.

Botiquin de primeros auxilios.
Solucion para enjuagar los ojos.
Ducha (opcional).

Contenedor para objetos afilados.

Analisis del semen

Manual de la OMS para el examen del semen humano y de la

interaccion entre el espermatozoide y el moco cervical (cuarta

edicion).

Formularios de registro para el analisis de semen.

Frascos de boca ancha con tapa. Se debe demostrar que estos

no poseen efectos daninos sobre los espermatozoides de la si-

guiente manera:

i. seleccionar muestras de semen con alta concentracion de
espermatozoides y buena motilidad;

ii. dividir cada muestra 'y colocar la mitad en un contene-
dor de vidrio que se sepa que no posea efectos toxicos
(control) y la otra mitad en el contenedor de prueba;
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10.
11.

12,
13.
14.

iil. analizar la motilidad y vitalidad de los espermatozoides en
intervalos de 1 hora durante 4 horas;

iv. repetir i) a iii) para varias muestras. Si no existen dife-
rencias entre los analisis de prueba y de control, se con-
sidera a los contenedores de prueba como no toxicos.

Pipetas de Pasteur con tetinas de goma o pipetas desechables
de plastico.

Pipetas automaticas, por ejemplo Eppendorf, Oxford, Finnpipet,
Pipetman, que puede ser adquiridas de diversas fuentes.
Pipeta de desplazamiento positivo para medir 50 pL, tal como:
Wiretrol II W-100 (Drummond Scientific Co., 500 Parkway,
Broombhall, Pa 19008, USA); Wilson pipette, (Wilson Medical
Electronics SA, F-95400, Villiers le Bel, Francia; Smi Digital
Adjust Micro/Pettor Model P5068-20D para volumenes de
20 ul a 100 pl (SMI Liquid Handling Products, American Hos-
pital Supply Corporation, Miami, FL 33152, USA).

Contador Para laboratorio, tal como el Clay Adams Lab Coun-
ter (Fisher Scientific, Springfield, NJ, USA., catalogo 02-670-
13) y el “asistente” (Kart Willers, Laborbedarf D48151 Miins-
ter, Alemania).

Hemocitometro (camara de Neubauer, mejorada).

Plato termostatizado (de mesa).

Mezclador Vortex.

Microscopio de contraste de fase que incluya objetivos de x 10,
x 20 y x 40, objetivo x 100 de inmersion en aceite y oculares
x 10 de gran campo. El microscopio debe ser revisado regu-
larmente para asegurar que los anillos de fase estan ajustadas
para uso Optimo.

Una fuente de luz de 50 vatios.

Portaobjetos para microscopio.

Un control de calidad apropiado.

Interaccion espermatozoides-moco cervical

Formularios de registro.

Instrumento para aspirar el moco, como por ejemplo el Aspi-
glaire (BICEF, L'Aigle, Francia).

Capilares de seccion rectangular, 3mm de ancho, 0,3 mm de
profundidad y 5 c¢cm de largo (Camlab Ltd, Cambridge, United
Kingdom).



Fig. 2.3. Intervalos de confianza
de rangos de 95%
aproximadamente para diferencias
entre dos porcentajes
determinados de contajes

por duplicado de 100, 200 o 400
espermatozoides. Para analizar

el porcentaje de dos conteos

de 200, calcular su promedio

y diferencia. Si la diferencia

es mayor que la indicada

por la curva N = 200, la muestra
debe ser vuelta a analizar.

La curva inferior muestra

con precision el aumento para dos
andlisis de 400 espermatozoides
(N = 400). Para un resultado
promedio de 5%, el intervalo

de confianza del 95% es 3%.

Los grandes errores estadisticos
de contaje asociados

con el contaje de solo 100
espermatozoides son aparentes
desde la curva superior (N = 100).
Para un resultado del 5%,

los dos analisis ainicos de 100
espermatozoides podrian ser

de 3% y 9% por azar tnicamente.

Fig. 2.6. Intervalo de confianza
de aproximadamente 95% para
diferencias entre dos contajes.
Para analizar estos contajes,
calcular su suma y diferencia.

Si la diferencia es mayor

a la indicada por la curva puede
haber un error sistematico (véase
Capitulo 40 en cuyo caso

la muestra debe ser analizada
nuevamente. Los grandes errores
estadisticos de conteo asoctados
con el conteo de un numero
menor a 200 espermatozoides
son aparentes. Por ejemplo,

para una cuenta media de 60
espermatozoides (suma 120), los
dos contajes deben ser 50 y 70
por azar Unicamente.

Diferencia entre porcentajes

Diferencia entre contajes

Reactivo para las pruebas de Immunobeads y MAR
Véase los apéndices VII y IX.

Reactivos para la morfologia de los espermatozoides
Véase los apéndices III a IX.

Graficos
Figuras 2.3 y 2.6 de este manual para exhibir en el labora-
torio.
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Porcentaje promedio

200

300 400

Suma de los dos contajes
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Esta fuente de referencia esencial y concluyente, minuciosamen-
te actualizada y revisada en concordancia con los requerimientos
de los laboratorios que realizan analisis del semen humano, defi-
ne las técnicas fundamentales de laboratorio que deben emple-
arse para el diagnéstico de la infertilidad masculina.

Incluye descripciones acerca de la forma de elaborar un perfil de
semen convencional y ofrece protocolos estandarizados para la
realizacion de diversos procedimientos diagnoésticos opcionales.
Estas técnicas son esenciales para la evaluacion de las parejas
infértiles y para estimar la fertilidad de los hombres cuya pro-
duccion de esperma esta suprimida por compuestos potencial-
mente inhibidores de la fertilidad o por sustancias toxicas; asi-
mismo son importantes para la medicina forense y para la inse-
minacion artificial.

Esta nueva edicion, continuara la tradicion de las anteriores que
establecieron un “patrén oro” en el campo de la investigacion y
el tratamiento de la fertilidad, y sera un pilar para la determina-
cion de estandares mas rigurosos en los proximos aiios.
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Caracteristicas de esta edicion:

¢ Jlustraciones en color nuevas y mejoradas que muestran con
claridad ejemplos de las alteraciones espermiticas.

* Lista ampliada de procedimientos con técnicas actualizadas
estandares, alternativas y de investigacion.

*  Ampliacion del capitulo relacionado con el control de calidad
en el laboratorio de andrologia, que incluye como detectar
y encarar los errores y la variabilidad de los anilisis de semen.
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