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INTRODUCCION

Uno de los principales anhelos de las parejas es el ser padres y concebir hijos, esto hace
la uniébn matrimonial mas fuerte y crea vinculos paternales que son de por vida. Este
suefio a veces es truncado por la incapacidad masculina de producir espermatozoides
de calidad y llegar a un embarazo exitoso. Lo que hace que la pareja sienta frustracion
ante esta incapacidad. Pero, existen alternativas y tratamientos ante este inconveniente,

por lo cual el espermograma es vital para poder diagnosticar la infertilidad masculina.

El presente trabajo de investigacién tiene como objetivo principal determinar los valores
de referencia para el analisis del espermograma, en pacientes entre las edades de 18-60
afos que asistieron al laboratorio de andrologia de la Clinica de Reproduccién humana
CER en el afio 2,021 y compararlos a los proporcionados por el manual de procesamiento

de semen de la Organizaciéon Mundial de la Salud en su sexta edicion.

El principal objetivo del espermograma es determinar la calidad del espermatozoide, por
medio de una serie de pruebas de laboratorio (movilidad, morfologia y vitalidad) que
ayudan en la toma de decisiones para el seguimiento de diferentes tratamientos de

fertilidad y crio preservacion de espermatozoides.

Actualmente no se cuentan con valores de referencia para el analisis de espermograma
especifico para la poblacion guatemalteca. La Organizacién Mundial de la Salud realiz6
el estudio con poblaciones de diferentes paises en cuatro continentes (Europa, Africa,
Asia, América) de los cuales no se incluy6é a Guatemala ni otro pais de Centroamérica.
Las poblaciones que fueron tomadas en cuenta para el estudio son muy distintas a la
guatemalteca en genética, costumbre, habitos alimenticios y caracteristicas fisicas; por

consiguiente, los valores de referencia pueden ser distintos.

Es de interés en el area de la salud aportar datos estadisticos actualizados sobre esta

problematica, en el ambito profesional el principal objetivo es obtener valores de

18



referencia sobre un tema muy poco estudiado y asi proponer nuevos estudios en base a
este tema.

En el marco de la metodologia se excluyen todos aquellos pacientes que no cumplen
con ciertos requisitos, tales como: toma de medicamentos, tabaquismo o tener

diagnosticado una patologia que interfiera con la calidad del espermatozoide.

Se analizaron los datos de un total de 408 participantes de los cuales fueron incluidos
para cada variable los siguientes: pH 320(88%), volumen 267(65%), concentracion
153(37%), vitalidad 116 (28%), concentracion total 110(27%), movilidad 100 (25%),

morfologia 72 (17%) y estos datos excluyen todos aquellos valores atipicos.

De los 408 participantes el 17% pertenece al grupo etario entre los 18-30 afios, el 60%

entre los 31-40 afios y por ultimo mayores de 41 afios que constituyen el 23%.

En el estudio se excluyen a 100 pacientes por las variables: 43% azoospermia (ausencia
de espermatozoides en el semen), 25% criptozoospermia (conteo de espermatozoides
debajo de 100,000 espermatozoides por mililitro), 22% uso de medicamentos, 9%
fumadores y 1% de necrozoospermia (presencia mayor al 42% de espermatozoides

muertos).
En anexos se puede encontrar un manual de procesamiento de espermograma segun

las especificaciones de la Organizacion Mundial de la Salud en su sexta edicién

publicado en el afio 2021.
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1 MARCO METODOLOGICO

1.1 JUSTIFICACION:

El espermograma es una prueba de laboratorio que tiene la finalidad de determinar
la cantidad y calidad de los espermatozoides contenidos en el semen, por lo tanto, es una
prueba bésica para evaluar la fertilidad. Puede ayudar a determinar si existe un déficit
en la produccion, alguna anomalia en su morfologia o funcionalidad que cause
infertilidad.

El espermograma se utiliza después de una vasectomia para constatar la ausencia de
espermatozoides en el semen y con esto se puede confirmar el éxito del procedimiento y
también para determinar patologias que afecten la fertilidad como azoospermia,

criptozoospermia y/o necrozoospermia.

En Guatemala, no se cuentan con estudios que determinen intervalos de referencia de
espermograma para su poblacion, dada la falta de informacion, segun el Manual de
procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de La Salud en su sexta edicion
indica que cada laboratorio debe determinar valores normales propios.

El presente trabajo tiene la finalidad de determinar los valores de referencia de
espermograma en hombres que acuden al laboratorio de andrologia de la Clinica de
Reproduccion Humana, posteriormente los resultados seran comparados con los
intervalos de referencia utilizados por la Organizacion mundial de la Salud y asi

determinar si hay diferencias significativas.

Con esta investigacion se pretende aportar los intervalos de referencia de
espermograma, propios para la poblacibn guatemalteca que se adapten a sus

caracteristicas.



1.2PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

1.2.1 DEFINICION DEL PROBLEMA:

En el &mbito de la salud, el andlisis de espermograma es de vital importancia para:
diagnéstico, tratamiento, seguimiento y verificacion de procedimientos de fertilidad. La
toma de decisién de los médicos se basa en los resultados que proporciona el laboratorio
y su interpretacion con los intervalos de referencia. Por lo tanto, es esencial la calidad y
fiabilidad de los resultados, desde la recoleccion de la muestra hasta la emision de

resultados con valores de referencia aplicables a su poblacion.

¢Existen en Guatemala valores de referencia para el andlisis de espermograma

aplicables a su poblacién?

1.3ESPECIFICACION DE PROBLEMA:

La falta de intervalos de referencia en la poblacion guatemalteca para el andlisis
de espermograma ha llevado a los laboratorios a utilizar los proporcionados por la
Organizacion Mundial de la Salud. La poblacion que fue sujeta al estudio difiere, por

genética, habitos alimenticios, calidad de vida, etc.

1.4DELIMITACION DE PROBLEMA:

1.4.1 UNIDAD DE ANALISIS:

Se determinaran los valores de referencia de espermograma en pacientes entre

18-60 afios que asistieron a realizarse el analisis al laboratorio de andrologia de la Clinica

de Reproduccion Humana, en el afio 2021.



1.5TAMANO DE LA MUESTRA:

Se analizaran los resultados de 512 pacientes entre 18-60 afios que acudieron a
realizarse el andlisis de espermograma en el Laboratorio de andrologia de la Clinica de

Reproduccion Humana en el afio 2021.

1.6 AMBITO GEOGRAFICO:

Los valores de referencia de espermograma se analizaran de los pacientes que
acudieron a realizar el andlisis de espermograma en el afio 2021, en el laboratorio de
andrologia de la Clinica de Reproduccion Humana, ubicada en la zona 10 de la capital

de Guatemala, estos datos abarcan todos los departamentos de pais.

1.7 AMBITO TEMPORAL:

El procesamiento de las muestras de semen se realiz6 en el afio 2021, el andlisis
de los datos para la determinacion de valores de referencia se realizara durante los afios
2022 y 2023.

1.8HIPOTESIS:

¢ Es factible determinar los valores de referencia para el andlisis de espermograma con
los resultados obtenidos de pacientes entre los 18-60 afios, que se presentaron a realizar
la prueba de espermograma en el Laboratorio de andrologia de la Clinica de

Reproducciéon Humana, ubicada en la zona 10 de Guatemala, durante el afio 2021?



1.90BJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

1.9.1 OBJETIVO GENERAL:

e Determinar los valores de referencia de espermograma en pacientes de 18 - 60
afos que acuden a su evaluacion en el laboratorio de andrologia de la Clinica de

Reproducciéon Humana, ubicada en la zona 10 de la ciudad de Guatemala.

1.9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Actualizar el procedimiento para el analisis de Espermograma, segun el Manual
de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de la Salud en su sexta
edicién, publicado en el afio 2,021.

e Incorporar el procedimiento para el control de la calidad en el analisis
espermograma, segun el Manual de procesamiento de semen de la Organizacion
Mundial de la Salud en su sexta edicién, publicado en el afio 2,021.

e Comparar los valores de referencia otorgados por el manual de procesamiento de
semen de la Organizacion Mundial de la Salud en su sexta edicion, publicado en

el afio 2,021 con los obtenidos en este estudio.

1.10 METODOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS:

1.10.1 METODO ANALITICO:

Anadlisis de las muestras:

El procedimiento descrito a continuacion es el utilizado en el Laboratorio de Andrologia
de la Clinica de Reproduccion Humana.

Evaluacion de los parametros seminales:

e Toma de muestra segun protocolo. (Ver anexo No. 1)
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Colocar el frasco colector con la muestra de semen en la incubadora a 37°
Centigrados durante 30 minutos hasta verificar que presente una licuefaccion
total (muestra en estado liquido), al no observar licuefaccion después de la primera
hora hacer pasar la muestra de semen por una aguja numero 21 con la ayuda de
una jeringa.

Evaluacion macroscopica:

Observar la muestra de semen los siguientes parametros:

Licuefaccion total: Determinar en minutos el tiempo que le tome a la muestra
llegar a un estado liquido y sin rastros de grumos. Si no se observa licuefaccion
después de 45 minutos reportar como “Licuefaccion extendida”

Volumen: Aspirar la muestra con una jeringa de 10 mililitros y medir su volumen.
Viscosidad: Introducir un palillo de madera, tomar una porcion de la muestra.
Observar el filamento de moco y medirlo en centimetros.

Color: Observar el color de muestra puede ser: Blanco opalescente, gris
opalescente, amarillo, rojo o marron.

pH: Medir con papel pH e interpretar visualmente. (ver anexo 3)

Aspecto: Evaluar visualmente puede ser: homogéneo, liquido o grumoso.

Evaluacion microscopica:

Concentracion espermatica:

o Tomar 25 uL de la muestra de semen con una pipeta calibrada y dispensarla
en camara de Makler. (Ver Manual de Operaciones de la Camara de Makler
en inserto No. 7)

o Enfocar en objetivo 20 x, contar los espermatozoides en 10 cuadriculas,
realizar los conteos en 5 cuadros de la parte superior y los otros 5 en la
parte inferior de la camara (ver Tabla 1: Cuadricula para conteo de
espermatozoides en camara de Makler)

o Determinar el nimero de espermatozoides por mililitro, multiplicando el
ndamero de espermatozoides contados por un millon (No tomar en cuenta
los espermatozoides incompletos.)

Si no se observan espermatozoides en la camara de Makler se procede a
centrifugar la muestra en un tubo cénico de plastico a 2500 revoluciones
por minuto por 10 minutos.

Aspirar el boton de sedimento con una pipeta de Pasteur y observar en
objetivo 20x. Si se observan espermatozoides estos se cuantifican en 20
campos y se realizara un promedio. Se reportard: “En muestra centrifugada
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se observaron (nUmero de espermatozoides contados) por campo “. Si no
se observan reportar azoospermia.

IMAGEN 1: Cuadricula para conteo de espermatozoides en camara de Makler.

Tomada y adaptada: Manual para el procesamiento de liquido seminal del laboratorio de
Clinica de Reproduccién Humana.

e Motilidad
o La motilidad o movilidad se evaliua al mismo tiempo que el recuento
espermatico.
o Contar 200 espermatozoides clasificAndolos como: Progresivos rapidos,
progresivos lentos, no progresivos e inmdviles. Se reporta en porcentaje.
o La movilidad total es la suma de los espermatozoides progresivos rapidos,
progresivos lentos y no progresivos.

e Presenciade células redondas y/o leucocitos:



O

Si se observan leucocitos o células redondas se deben reportar como
escasa, regular o abundante y puede sugerir infeccion o prostatitis
(inflamacion de la prostata).

e Morfologia:

O

O

O

Realizar dos extendidos con la muestra de semen, uno sera analizado y el
otro se guardara como registro. (ver procedimiento de extendido en anexo
No. 1)

Ambas laminas se deben tefir con Giemsa. Dejarlas secar para evaluar la
morfologia al microscopio en objetivo de inmersion (100x).

Contar 200 células de 5 campos distintos, realizar una diferenciacién entre
espermas: normales, defecto de cabeza, defecto de cuello, defecto de
pieza principal y defecto de cola

Reportar en porcentaje.

e Vitalidad:

O

O

Agitar la botella de Sperm VitalStain (Eosina-nigrosina) (ver anexo No. 2,
inserto)

Tomar 50 microlitros de Sperm VitalStain y 50 microlitros de semen, en un
tubo de vidrio homogeneizar e incubar por 5 minutos a 37 ° Centigrados.
Transferir una gota con una pipeta Pasteur a un portaobjetos y realizar un
extendido de forma suave.

Dejar secar al aire y examinar usando el objetivo de inmersion.

Contar 200 espermatozoides, los blancos o sin tincion son clasificados
como vivos (los que tengan tincion solo en el cuello se consideran vivos) y
los rojos o rosados son clasificados como muertos

Reportar el porcentaje de vivos.

e Informe: Se trasladan los datos al informe final.

1.10.2 ANALISIS ESTADISTICO:

Se detectaron los valores atipicos o valores extremos para cada variable de

analisis de espermograma con el método no-paramétrico de Tukey. El método consiste

en calcular los cuartiles: Inferior (Ql= percentil 25%) y superior (Q3 percentil

75%)



obtenido de la sustracciéon Q3 - Q1 (Boyd, 2010; Diaz et al, 2012), posteriormente se

calcularan los limites superior e inferior de acuerdo con las siguientes férmulas:

Limite inferior= Q1 - 1.5 x RIC (Rango intercuartilico)
Limite superior = Q3 + 1.5 x RIC (Rango Intercuartilico)

Los valores ubicados fuera de los limites de los Cuartiles 2 y 3 seran considerados
como valores atipicos y no se utilizaran en la determinacion de los valores de referencia
(Boyd, 2,010; Diaz et al, 2012).

Para la determinacion de los valores de referencia se excluirdn valores atipicos,
por lo que se utilizaran los valores encontrados entre el rango abarcado por los limites de
método de Tukey para cada variable de andlisis de espermograma (L6pez, 2019).

Luego de la determinacién de los valores atipicos segun el método no-paramétrico
de Tukey, se realizara una estimacion de la proporcion de los valores atipicos para cada

variable, mediante la siguiente ecuacion.

Proporcion = Valores atipicos *100

Casos por rango etario

Se utilizarad el método no paramétrico recomendado por Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) en su guia C28-A3. El método consiste en ordenar el nUmero
de observaciones por magnitud en orden descendente (Boyd, 2010; Diaz et al, 2012).

Posteriormente se determinaran los limites de referencia inferior (percentil 2.5 %)

y superior (97.5%) a través de las siguientes formulas:

Limite de referencia inferior (r1) = 0.025 x (n + 1)

Limite de referencia superior (r2) = 0.975 x (n + 1)

Los valores de referencia se estableceran por grupos etarios (por edad) los cuales
fueron definidos tomando en consideracion a las etapas de la vida reproductiva
masculina, segun la Organizacién Mundial de la Salud (Equipo editorial, Etecé Mayo 6



2022) y por la influencia de la edad en la calidad de semen (Garcia, 2017). Los cuales
fueron divididos en 3 grupos (18- 30 afios, 31-40 afios y mayores de 41 afios).

Se realizar4 una comparacion entre los valores obtenidos con los valores que
utiliza la Organizacion mundial de la salud. Con esto se evaluarad la semejanza o
diferencia significativa entre los valores de referencia propuestos por la literatura y los

valores obtenidos en esta investigacion.

m 1.10.3 METODO DOCUMENTAL:

A través de este método, se recopila informacion necesaria y adecuada para la
elaboracion de un marco teérico.

Se realizara una filtracidon en la base de datos de todos los pacientes que asisten
al laboratorio de Andrologia de la Clinica de Reproduccion Humana, entre las edades de

18-60 afios a realizarse un andlisis de espermograma.

Criterios de exclusion:
Se excluiran del estudio los resultados de pacientes que presentaron uno 0 mas

de los siguientes criterios:

e Azoospermia

e Necrozoospermia

e Criptozoospermia

e Consumo de tabaco

e Consumo de medicamentos

e Enfermedades crénicas: diabetes, hipertension, hipotiroidismo, hipertiroidismo,

enfermedades renales, hepéticas etc.

Criterios de inclusién:
Todos los resultados de espermograma obtenidos de pacientes sanos entre las
edades de 18-60 afios que acudieron al laboratorio de Andrologia de la Clinica de

Reproduccion Humana en el afio 2021.



1.10.2 TECNICAS:

e Andlisis de contenido
e Subrayado
e Estadistica

e Recopilacién de datos

1.10.3 INSTRUMENTOS:

e Manual de procesamiento de semen de la Organizacién Mundial de la Salud, sexta
edicidn publicada en el afio 2021.

e Libros

e Computadoras

e Base de datos de los resultados de andlisis de espermograma analizados en el
laboratorio de Andrologia de la Clinica de Reproduccién Humana en el afio 2021.

e Unidad de almacenamiento externo

e Programa de Excel

1.11 RECURSOS:

1.11.1 RECURSOS HUMANOS:

e Investigadores

1.11.2 RECURSOS MATERIALES:

e Materiales de oficina
e Computadoras
e Textos bibliograficos

e Hojas de papel
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e |mpresora

1.11.3 RECURSOS FINANCIEROS:

e Propios de los investigadores

1.12 Cronograma

CRONOGRAMA 2072

ENERO |FEBRERD ABRIL MAYO \JUNKD

AGOSTO |SEPTIEMBRE

QOCTUBRE

NOVIEMBRE

DICIEMERE

Sekosionde feme

Planteamignto del probiama

Elabaracionde Justicacionvobigths

Busruecta vaescrincidnde bibliografia

Disefio ¢k fipotesis
Desamall dlmana learicoe historic

Plartzamiento de a metodobgia cel
fraa

Elaboracian e cromygrama de rabajo

Definicion de recursos

Friregade anorovecty 0 pan ge abap

Reviciinae anieproyecto yauonzacian

Recaleocian de dets _

Elaboracidnde reslitadas

Desamoll de disclcidn & resubedos

Cescripidnde concliciones y
fecamentaciones

Erireqacde documenta firala revician

Realizcion e comecciones

Erireqadel documentofiral
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CAPITULO Il
2 MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

El tema de la infertilidad tiene diferentes facetas: bioldgicas, sociales, bioéticas,
juridicas, religiosas y politicas, que lo convierten en un tema de investigacion novedoso

y desafiante para el ser humano.

El fenomeno de la infertilidad ha acompafado al ser humano desde sus inicios,
dependiendo de las concepciones socioculturales que existen en torno al significado de
la paternidad. Los egipcios fueron pioneros en la prediccion de los problemas de fertilidad

y el diagndstico del embarazo temprano. (Diaz, 2007).

En Mesoamérica los Aztecas utilizaban el arbol de Yoloxochitl (uno de los arboles mas
atesorados en los jardines de Moctezuma), por sus propiedades aromaticas, magicas y
curativas contra la esterilidad femenina. Al mismo tiempo en Europa se utilizaba el
Corpus Hippocraticum (conjunto de tratados especializados en fisiologia y etimolégicos
redactados entre 350 y 420 afios antes de Cristo, contenidos en la Biblioteca de
Alejandria, desconociéndose su autor), el cual muy era utilizado en el siglo XVIlI, incluia
una serie de procedimientos para el diagnéstico y el tratamiento de la fertilidad. (Diaz,
2007) (Martinez, 1996)

La idea de transferir un embrién de un humano a otro data desde la antigiiedad en la
religion Jain, (de origen hindd) en el libro de Kappa-Sutra este contiene pasajes o Jinas
el cual habla del lider religioso Mahavira. Quien en una de sus reencarnaciones fue
concebido por Devananda (una mujer casta), que por 6rdenes del Dios Sakra, el embrion
de Devananda fue transferido al vientre de Tisala (esposa del rey Kchatry); esta historia
ha sido celebrada en pinturas y esculturas. (Bergua, 1964)
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La historia de la primera Fertilizacion In vitro data del afio 1890, el profesor Walter Heape
de la Universidad de Cambridge Inglaterra, reporté el primer trasplante de embriones
exitoso, en conejo angora a un conejo ciervo belga dando como resultado el nacimiento
de 6 conejos sanos. (Shah & SM, 2017)

En el siglo XX se sostenia la teoria de que el simple hecho de la union del espermatozoide
y el 6vulo tenia como resultado un embarazo. En el afio de 1951 Austin Colin Russell
descubrié lo que hoy conocemos como “Capacitacion espermatica”, cambios que puede

sufrir un espermatozoide para llegar a la fecundaciéon del évulo. (Johnson, 2019)

En 1920 se estudio la hiperestimulacién ovarica, como el mejor método para la obtencion
de los 6vulos maduros en animales, pero no fue hasta 1960 que se empez0 a utilizar en
humanos. En 1980 en el Instituto Jones en Virginia, se inicid el tratamiento de
estimulacién ovarica, para la obtencién de multiples ovocitos con gonadotrofinas como la
FSH y LH para los procedimientos de fertilizaciones In Vitro. Este tratamiento aumenté

la incidencia de embarazos en un 23.8% en 1982. (Larregle & Young, 2021)

En 1949 el cientifico Hammond logré un gran avance en la fertilidad, pudo obtener
embriones a partir de ratones de 4 y 8 células e incubarlos, hasta llegar al estadio de
blastocisto incubado en una solucion de bicarbonato de Krebs-Ringer con clara de huevo.
(Larregle & Young, 2021)

El primer embarazo humano mediante Fertilizacion In vitro fue en 1973 realizado por: Carl
Wood y John Leeton en Melbourne, Australia. Desafortunadamente, terminé en muerte

embrionaria temprana en menos de una semana. (Brisden, 2009)
El primer embarazo llevado a término en seres humanos se logro el 25 de julio de 1978

por el ginecélogo Patrick C. Steptoe y el bidlogo Robert G. Edwards a mas de un cuarto

de siglo del perfeccionamiento de la técnica de fecundacion In Vitro. (Evers, 2003)
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2.2 Antecedentes del Manual de Procesamiento y andlisis de Semen de la

Organizacion Mundial de la Salud

El manual de la Organizacion Mundial de la Salud para el procesamiento del
andlisis de semen humano y moco cervical se publicd por primera vez en 1980, en
respuesta a la creciente necesidad de estandarizar los procedimientos. Posteriormente
el manual se revis6 cuatro veces del afio de 1987 al 2021. (Organizacion Mundial de la
Salud, 2021)

El manual es un documento de referencia para los métodos de analisis y
procesamiento de espermograma en el laboratorio. Que tienen como objetivo sustentar
la calidad del analisis y la compatibilidad de los resultados de diferentes laboratorios. En
los ultimos afios el manual ha de convertirse en un estandar reconocido y ampliamente

utilizado en los laboratorios. (Organizacion Mundial de la Salud, 2021)

La metodologia utilizada para el calculo de los diferentes valores de corte ha variado
con los afios, los limites inferiores de referencia en los parametros de semen se
obtuvieron a partir de varios estudios retrospectivos sobre la calidad seminal y la fertilidad
de las parejas. Muestras obtenidas a partir de hombres que embarazaron a su pareja en
un tiempo maximo de 12 meses sin el uso de ningun tratamiento anticonceptivo.
(Organizacién Mundial de la Salud, 2021).

Las muestras incluidas para el calculo de los limites inferiores de referencia de los
diferentes parametros seminales cumplieron con los siguientes requisitos: Muestras una
por cada hombre obtenida con un tiempo de abstinencia comprendidos entre 2 a 7 dias.
Se analizaron aproximadamente 1,800 muestras en 8 paises pertenecientes a 4

continentes. (Organizacién Mundial de la Salud, 2021).

14



2.32.3 Clinica de reproduccién Humana CER

El Centro de Reproduccibn Humana es una clinica especializada en
procedimientos para la procreacion en pacientes con problemas de fertilidad. Cuenta con
tratamientos como Inseminacion Intrauterina, Fertilizacion In Vitro, Screening Genético
de preimplantacional, eclosién asistida, tratamiento clinico para nivelacion hormonal,
nutricion e inyeccion intracitoplasméatica de espermatozoides (ICSI).

Cuenta con programa de Banco de 6vulos y espermatozoides, siendo una solucién para
pacientes que por situaciones de salud o por otros motivos desean preservar sus

celulares germinales.

Fue fundada en el afio 1976, siendo la primera Clinica especializada en fertilidad en
Centro América. Entre sus logros podemos destacar:

e Primer embarazo por fertilizacién In vitro en Centro América, afio 1990.

e Primer embarazo por el método ICSI en Centro Ameérica, afio 2000.

e Obtencién de esperma quirargicamente para ICSI en Centro América.

e Unicos y primeros en Centro América en ser Acreditados por La Red

Latinoamericana de Reproduccion Asistida. (CER, 2022).

Actualmente, cuenta con un equipo de profesionales entre Médicos especializados en
fertiidad humana, embridlogos, nutricionistas, quimicos bidlogos y anestesiologos;
cuenta con la tasa mas alta de embarazos por Inseminacién Artificial a nivel nacional.
(CER, 2022)

2.42.4 Importancia Clinica del Analisis de Semen en la Pareja Infértil

El analisis de espermograma nos indica el estado funcional de la secrecion
exocrina de las glandulas sexuales masculinas y nos orienta sobre patologias del sistema
genital. Para que sea clinicamente Gtil debemos asegurarnos de la coherencia biolégica
y analitica de los resultados, de tener presente determinadas limitaciones del analisis de
semen y sus valores de referencia. Para todo esto, sera fundamental tener en cuenta las

fases del procesamiento: preanalitica, analitica y postanalitica. La aplicacion correcta de
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las técnicas y los procedimientos sean descritos por guias internacionalmente
reconocidas, por ejemplo: El manual de la Organizacion Mundial de la Salud en su ultima

version. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

2.4.1 Coherencia Biologica

Conocer por qué se produce el semen y los factores (clinicos analiticos), que
afectan la calidad es la clave para realizar interpretaciones fisiopatoldgicas coherentes.
Las fracciones de semen durante la eyaculacion no son homogéneas: la primera fraccion
del eyaculado que proviene del testiculo y el epididimo es la que contiene la mayor
concentracién de espermatozoides. Por lo tanto, cualquier resultado que obtengamos al
analizar la muestra incompleta no refleja un resultado confiable en cuanto a la
concentracion total del eyaculado; por lo que no se debe analizar muestras incompletas.
Sera un resultado incoherente en muestras con una alta concentracion espermatica y
escaso volumen y no se podra realizar una comparacion con espermogramas anteriores
normales. (Manual, Organizacién Mundial de la Salud, 2021)

Debemos interpretar una posible influencia negativa principalmente ante el déficit de
movilidad espermatica si existe retraso en la entrega de la muestra en el laboratorio,
conservacion inadecuada de la muestra, periodos de abstinencia prolongados, coleccion
inadecuada como el coito interrumpido, posible contaminacién con agua, jabén y orina.

(Manual, Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

2.4.2 Coherencia analitica

La obtencién de determinados resultados puede llevar a la imposibilidad de valorar
otras magnitudes del espermograma, por ejemplo: En casos de una azoospermia no se
puede realizar el andlisis de movilidad o morfologia. En otras ocasiones los resultados se
deben interpretar segun la condicion de la muestra de semen, por ejemplo, la presencia
de agregaciones o aglutinaciones. Su presencia puede interferir en la valoracion de la
movilidad, ya que se podria interpretar como no progresivo a un elevado numero de
espermatozoides progresivos que se encuentran capturados. De esta manera, si el
porcentaje de espermatozoides atrapados es mayor al 25%, la valoracion de la motilidad
se realizara exclusivamente con espermatozoides libres, debiéndose anotar el porcentaje
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de espermatozoides que se encuentran atrapados. (Bjoérnadah, Mortimer, & Barratt,
2010).

La obtencién de algunos resultados no obligara a repetir procedimientos analiticos o no
invalidara el analisis de semen y no sera necesario solicitar nueva muestra, por ejemplo:
cuando el porcentaje de espermatozoides moviles sea superior al porcentaje de
espermatozoides vivos, o la suma de espermatozoides mdviles total, sea mayor o menor
gue la suma de espermatozoides progresivos y no progresivos. (Manual, Organizacion
Mundial de la Salud ,2021).

En funciébn de los resultados obtenidos en el espermograma, el manual de la

Organizacion mundial de la Salud 2010, distingue las siguientes patologias:

¢ NORMOZOOSPERMIA: Numero total de espermatozoides, porcentaje de
espermatozoides mdviles progresivos y con morfologia normal igual o por encima
del limite inferior de referencia.

e ASPERMIA: Ausencia de semen eyaculado o eyaculacioén retrégrada.

e ASTENOZOOSPERMIA: Porcentaje de espermatozoides maoviles por debajo del
valor de referencia.

e ASTENOTERATOZOOSPERMIA: Porcentaje de espermatozoides moviles
progresivos y morfologia normal por debajo del valor de referencia.

e AZOOSPERMIA: Ausencia de espermatozoides en el eyaculado.

e CRIPTOZOOSPERMIA: Ausencia de espermatozoides en la muestra en fresco y
presencia de un sedimento tras la centrifugacion de la muestra.

e HEMOSPERMIA: Presencia de eritrocitos en el eyaculado.

e LEUCOSPERMIA: Presencia de leucocitos en el eyaculado por encima del valor
normal.

e NECROZOOSPERMIA: Bajo porcentaje de espermatozoides vivos y alto
porcentaje de espermatozoides inmdviles en el eyaculado.

e OLIGOASTENOZOOSPERMIA: Numero total de espermatozoides y porcentaje

de espermatozoides moviles progresivo por debajo del limite inferior de referencia.
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e OLIGOASTENOTERATOZOOSPERMIA: Numero total de espermatozoides,
porcentaje de espermatozoides moviles progresivos y espermatozoides con
morfologia normal por debajo del limite inferior de referencia.

e OLIGOTERATOZOOSPERMIA: Numero total de espermatozoides y porcentaje
de espermatozoides con morfologia normal por debajo del limite inferior de
referencia.

e OLIGOZOOSPERMIA: Numero total de espermatozoides por debajo del limite
inferior de referencia.

e TERATOZOOSPERMIA: Porcentaje de espermatozoides morfologicamente
normales por debajo del limite inferior de referencia. (Bjornadah, Mortimer, &
Barratt, 2010)

2.5 Anatomia del Aparato Reproductor Masculino

La funcion principal del aparato reproductor masculino es producir, transportar y

almacenar gametos o células reproductoras, que se fusionan con los gametos femeninos
para crear un nuevo ser humano, logrando asi la supervivencia de la especie. En el caso
del vardn el gameto es llamado espermatozoide. (Ingraham & Ingraham, 1998).
El aparato reproductor masculino se compone de dos testiculos, dos conductos
deferentes, vesiculas seminales, dos conductos eyaculadores, dos cordones
espermaticos, escroto, pene, uretra, glandulas prostéticas y dos glandulas de Cowper.
(Gutiérrez, 2004).
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IMAGEN 2: Corte sagital de estructuras que conforman el aparato reproductor
masculino.

Fundo da beziga urinaria
Corpo da bexiga urinaria Colo da bexiga urinaria
Apice da bexiga urinaria

Trigono da bexiga urinria
UOraco Escavagio retovesical
(espago)
Sinfise pubica
Reto
Ligamento arqueado Foos :
do pibis Fascia vesical
z ] Vesicula seminal
Ligamento suspensor,

do pénis
Ligamento Fundiforme

Prdstata e Fascia

Ligamento transverso do
perineo [fascia fusionada
anterior do diafragma
urogenital)

Fisciaretovesical
[(de Denonwvillier)

e — Diafragma urogenital
(4
Corpo cavernoso
Espago superficial

,.-_\ = _ Centro tendineo do perineo
do perineoc m .

e & % AT >
Corpo esponjoso 3 c - J ~— = = =

Glindula bulbouretral (de Cowper])

do pénis e do escroto Fascia profunda (de Gallaudet)

Fiscia profunda Fascia superficial do perineo [de Colles)

do pénis (de Buck) Fascia de Buck [com o peritdnio)

Prepicio Septo do escroto

Glande do pénis Fossa navicular

Meato externo da uretra

Adaptada y tomada: Basulto, M. 2006, urologia clinica (pag. 212)

2.5.1 Testiculo

Los testiculos constan de dos glandulas ovoides, se calcula que miden unos
5 centimetros de largo y unos 2.5 centimetros de diametro con un peso aproximado de
10 a 15 gramos, se encuentran suspendidos dentro del escroto por el cordon
espermdtico, son productores de las células reproductoras masculinas o
espermatozoides y las hormonas sexuales masculinas especialmente la testosterona.
(Reiriz, 2005)
Estan rodeados por una capa de tejido conjuntivo llamado albuginea, esta formada en su
interior por tabiques que dividen al testiculo llamados lobulillos, estos contienen unos
tubos denominados seminiferos. En el interior de estos tubulos seminiferos, tenemos las
células espermatogénicas y las células de los tubulos seminiferos o de sustentacion
también llamadas Sertoli, se encargan de la nutricién de las células esperméticas. Un
ultimo tipo de células denominadas células intersticiales como las células de Leydig que
se encarga de la fabricacion de hormonas. (Almagia & Lizana, 2009)
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2.5.1.1 Histologiatesticular

El interior del testiculo histologicamente esta constituido por una serie de
estructuras de forma redonda, que albergan las células espermaticas germinales
(espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides), la maduracién de
los espermatozoides se lleva a cabo desde el borde externo donde se encuentran la
células mas primitivas llamadas espermatogonias hasta la luz que se encuentra en el
medio del tibulo Seminifero donde encontramos los espermatozoides maduros en el
interior estan las células de Sertoli y en la parte exterior las células de Leydig . (Gal,
Lépez, Martin, & Prieto, 2005).

IMAGEN 3: Corte sagital histolégico de un tubulo seminifero.

Célula de Sertoli  (Dentro del tibulo)

: Lz
(= limen)

Testiculo

Espermatozoides

Célula de Leydig

(Fuera de los tubulos)

Espermatogonia _ -

Adaptada y tomada: Tafalla, Juan. 2,013. Web consultas, revista de Salud y
bienestar, https://www.webconsultas.com/salud-al-dia/cancer-de-testiculo/cancer-
de-testiculo-12178)
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25.1.2 Células de Sertoli

Las Células de Sertoli son células piramidales cuyo citoplasma se extiende desde

la membrana basal que esta en el borde hasta la luz del tubo seminifero, tiene un nucleo

basal triangular con cromatina laxa y nucléolo muy evidente. Son estructuralmente muy

importantes y cumplen con las siguientes funciones:

Soporte mecénico y nutricional: Constituye la barrera hemato-testicular y regula la
espermatogénesis.

Sintesis de Inhibina (Hormona cuya funcién es parar la produccion de la Hormona
Foliculo estimulante) y Activina (Hormona activadora de la sintesis de la FSH),
sintesis de proteinas ligadoras de Andrégenos. (Cwi, Frydman, Rondinone, & Tzal,
2007) (Ruiz, Burguez, Ozonas, & Piza, 2010)

Las células de Sertoli tienen gran importancia en el desarrollo de las células germinales

mediante tres mecanismos:

cerca

Crea un microambiente especializado nutritivo para las células espermatogénicas
dentro de los tubos seminiferos.
Proporciona sostén a las células germinales mediante estrecha relacion entre
estas y las de Sertoli.
Facilita la migracion de las células germinales en desarrollo en el tubo seminifero.
(Cwi, Frydman, Rondinone, & Tzal, 2007)

2.5.1.3 Células de Leydig

Se encuentran inmersas en tejido conectivo de colageno peritubular, se ubica

de las estructuras vasculares. Contiene un citoplasma acidéfilo, inclusiones

lipidicas, nucleo redondo de cromatina laxa y nucléolo evidente. Se encuentran dentro de

los Tubulos Seminiferos y son estimuladas por la hormona Foliculo Estimulante.

Tiene como funcion:

La sintesis de testosterona

Desarrollo de genitales internos y externos

Estimulacion de la formacion 6sea

Favorece los caracteres sexuales secundarios

Permite la espermiogénesis. (Welsch, 2006)
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2.5.2 Epididimo

Es un conducto muy fino y plegado, que conecta a los testiculos por medio de los
tubos eferentes. Su funcion es llevar a los espermatozoides de estado inmévil a su
completa maduracién en la cual sea capaz de fertilizar. El epididimo secreta proteinas y
otras moléculas que componen el liquido epididimario que entra en contacto con los
espermatozoides y contribuye a su maduracién. (Annam, 2010)

El conducto epididimario es un érgano altamente ordenado y segmentado en donde cada
uno de estos segmentos representa un compartimento fisiolégicamente Unico. Cada uno
de ellos posee distintos perfiles de expresion génica dentro del epitelio, el cual dicta una
secrecidn segmento-especifica de proteinas hacia el espacio luminal impactando directa
o indirectamente la maduracion espermatica. (Carrete, 2022)
El epididimo consta de tres partes:

e (Cabeza del epididimo: La parte superior se ensancha y esta formada por dos

I6bulos con una terminacion de 12 a 14 conductillos eferentes enrollados.

e Cuerpo del epididimo: Formado por un conducto plegado.
e Cola del epididimo: Es el encargado de conducir el esperma desde el epididimo
hasta el conducto eyaculador para su expulsién a través de la uretra durante la

eyaculaciéon. (Moore & Dalley, 2006).
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IMAGEN 4: Corte sagital del Epididimo
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Adaptada y tomada: Histologia, Biologia Molecular, embriologia y Genética,;
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 2,021. (p 256)

2.5.2.1 Histologia del epididimo

El epididimo esta formado por cuatro tipos de células:

e Las células principales: Su funcién es la secrecion de iones solutos y proteinas,
se ha descrito también la funcién de endocitosis.

e Las células claras y angostas: Tienen codificadores del liquido seminal.

e Las células basales: Producen proteinas y antioxidantes, las células de halo son
una mezcla de linfocitos T, monocitos y linfocitos T citotéxicos. (Annam, y otros,
2010).

2.5.3 Conductos eferentes

Los conductos eferentes se conectan con la red de Testis (Red de tubos pequefios
en el testiculo por donde transitan los espermatozoides, desde el testiculo al Epididimo)
y el conducto del Epididimo. La porcion distal del conducto mesonéfrico, adquiere una
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gruesa cubierta de muasculo liso y se convierte en el conducto eferente. El extremo del
conducto mesonéfrico distal da origen al conducto eyaculador y a la vesicula seminal.
Los conductillos estan compuestos por un epitelio pseudoestratificado cilindrico. (Ross &
Pawlina, 2006) (Institutos Nacionales de salud de Estados Unidos, 2021)

El hombre cuenta con unos 20 conductillos eferentes conectados a los conductos de la
red de Testis en el borde superior testicular con la porcion proximal del conducto del
epididimo. Conforme los conductillos eferentes abandonan el testiculo sufren un
enrollamiento pronunciado y forman de 6 a 10 masas conicas llamados los conos
eferentes o conos del epididimo cada uno cuenta con 10 mm de largo, contienen
conductos muy contorneados. (Ross & Pawlina, 2006)

En la base de los conos de los conductillos eferentes desembocan en el conducto del
epididimo, los conductillos eferentes estan tapizados por un epitelio pseudoestratificado
cilindrico en el que hay cumulos de células altas y bajas, los cuales tienen un aspecto de
dientes. (Ross & Pawlina, 2006).
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IMAGEN 5: Conductos del Sistema Reproductor Masculino.
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Adaptada y tomada: de Planned Parenthod,
https://www.plannedparenthood.org/es/temas-de-

salud/anticonceptivos/vasectomia, 2020).

2.5.4 Prostata

Es un organo desarrollado alrededor de la parte inicial de la uretra, si bien su
posicion y relacion la une a la vejiga y la uretra estd compuesto por una porcién glandular
gue ocupa aproximadamente dos terceras partes del tejido contenido dentro de la capsula
prostatica y el resto es fiboromuscular produce el 20% del volumen del semen. (Letarjet &
Ruiz, 2008)

Esta situada debajo de la vejiga urinaria detras de la sinfisis del pubis (articulacién
formada por la union de los dos huesos pubicos y un disco fibrocartilaginoso, reforzado
por los ligamentos pubicos) delante del recto, arriba de la membrana y espacio perineales
profundo. Rodea la uretra masculina y esta atravesada por los conductos eyaculatorios.
(Letarjet & Ruiz, 2008)

Es la responsable de la fabricacion de liquido prostatico, el cual protege al
espermatozoide, favoreciendo su movilidad y aumentando las posibilidades de fecundar

el évulo. También posee funciones valvulares; durante las relaciones sexuales previene
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el paso de la orina de la vejiga y la composicion muscular de la prostata permite expulsar

el semen hacia el exterior. (Wein, 2007)

2.5.5 Conducto eyaculatorio

Tiene como funcion principal transportar el semen almacenado en la ampolla del
conducto eferente hasta la prostata durante la eyaculacion, son tubos delgados que se
forman de la union de los conductos de las glandulas seminales con los conductos
eferentes, miden aproximadamente de 2.5 centimetros de largo. Aparecen cerca del
cuello de la vejiga y pasan por la parte anterior de la préstata, los conductos eyaculadores
se unen para abrirse sobre los conductos seminales mediante pequeiios orificios en

forma de ranuras justo dentro del utriculo prostatico. (Mejia, 2006) (Moore & Dalley, 2006)

2.5.6 Glandulas de Cowper

Se encuentran anatomicamente debajo de la prostata en el compartimiento
perineal profundo a los lados de la uretra membranosa y terminan en la uretra bulbar,
también llamadas bulbouretrales. Tienen como funcién principal la lubricacion uretral, la
secrecion de glicoproteinas, incluyendo el PSA y constituye en gran parte al plasma

seminal. (Dellavedova, Olmedo, Ruiz, & Minuzzi, 2008)

2.5.7 Cuerpos cavernosos

Los cuerpos cavernosos estan compuestos por estructuras parecidas a una
esponja por espacios sanguineos muy juntas, en él entra sangre arterial a través de la
arteria helicina y sale por las venas que conforman la tlnica albuginea. La arteria
profunda del pene tiene una trayectoria por el medio de los cuerpos cavernosos, la arteria
helicina es una ramificacion de ella. Estas reciben una cantidad significativa de sangre
gue es estimulada por el sistema parasimpatico. (Welsch, 2006)

La arteria helicina tiene su final en el segmento terminal de las almohadillas intimales con
el musculo liso que en el pene flacido estan cerradas. Se encuentran conformada por

endotelio y se encuentran separadas por las denominadas trabéculas. (Alvarez, 2000)
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Durante la ereccion las almohadillas intimales se abren dando paso a la sangre
proveniente de la arteria helicina, tras un estimulo erético y las cavernas se llenan de
mucha presion de sangre, las contracciones musculares de las trabéculas constituyen el

endurecimiento del pene. (Welsch, 2006)

2.5.8 Uretra

La uretra consta de un tubo fibromuscular que tiene como funcién principal
conducir la orina de la vejiga al orificio uretral externo, en el hombre también es la
encargada de expulsar el semen, tiene un diametro de 20 centimetros y se divide en 3
porciones. (Ross & Pawlina, 2006)

e Uretra prostatica: Se extiende mas o menos de 3 a 4 centimetros desde el cuello
de la vejiga, a través de la glandula prostatica se encuentra constituida por epitelio
de transicion. Los conductos eyaculatorios se terminan en la parte posterior de
este segmento y muchos conductos excretores prostaticos desembocan en la
uretra. (Flores & Uribe, 2002)

e Uretra membranosa: Se extiende desde el vértice de la glandula prostatica hasta
el bulbo del pene, atraviesa el diafragma urogenital del piso de la pelvis cuando
entra en el periné. Esta formado por epitelio estratificado cilindrico. (Flores & Uribe,
2002)

e Uretra esponjosa: Se extiende por todo el pene, esta tapizado por epitelio
estratificado y pseudoestratificado cilindrico. En la uretra esponjosa desembocan
los conductos excretores de las glandulas de Cowper y las glandulas uretrales

mucosecretantes. (Flores & Uribe, 2002)

2.6 Liquido Seminal composicién y Funcion

El volumen promedio de una eyaculacion oscila entre 1.5 a 5 mL, dependiendo del
tiempo de abstinencia sexual. Es de color blanco opalescente normalmente variando,
dependiendo de la ingesta de algunos medicamentos o presencia de infecciones del
tracto urinario o de la parte baja de la prostata. Tiene un pH promedio de 7.5, menos del
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10% corresponde a espermatozoides y la mayor parte es liquido seminal. Los
espermatozoides necesitan un soporte nutricional que les brinda el liquido seminal.
(L6pez, Urbano, & Céardenas, 2012)

Las vesiculas seminales contienen entre el 40 y el 60% del volumen seminal, sus
secreciones contienen principalmente: Fructosa, semenogelina, prostaglandinas,
aminoacidos, fésforo, potasio, acido folico y hormonas. La préstata aporta del 15 al 20%
del plasma seminal y contiene: acido citrico, colesterol, fosfolipidos, carnitina, fosfatasa
alcalina, calcio, zinc, magnesio, sodio, potasio, cloro, enzimas para la separacién de
proteinas como fibrolisina y fiborogenasas. (Eynard, Valentich, & Rovasio, 2008)

Las glandulas de Cowper que estan ubicadas bajo la prostata también participan en un 3
a 6%, ellas segregan una proteina espesa y clara que sirve como lubricante llamada
moco, por ultimo las glandulas de Littre, segregan una sustancia mucosa y la hormona

oxitocina. (Eynard, Valentich, & Rovasio, 2008)

2.7 El espermatozoide

Los espermatozoides son células gaméticas haploides, extremadamente
especializadas con cambios genéticos, moleculares, fisioldgicos; son las Unicas células
méviles del cuerpo humano. Su funcién principal es llevar la informacién genética
masculina compactada en su ndcleo, atravesar el moco cervical y la zona pellcida; llegar
a las trompas de Falopio alcanzar el ovario y por accion de enzimas ingresar en él y
fecundarlo. Dando asi lugar a una nueva vida. (Bedolla y otros, 2002) (Miller & Levine,
2010)

2.7.1 Antecedentes histéricos

Desde hace aproximadamente 125 afios se conoce la importancia del papel del
espermatozoide en la fecundacion, Anton Van Leeuwenhoek fue el microscopista que
descubri6 el espermatozoide en 1,678, al principio pensoé que eran parasitos que vivian
en el semen de ahi el nombre espermatozoide que significa “Animales en el semen”
asumio gue no tenian ninguna relacion con la reproduccion. (Scott, 2003)

Después de varias observaciones dedujo que cada espermatozoide tenia un embrién
preformado, pensaba que la mujer solo contribuia con el Gtero para la formacion del feto,
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como se siembra una semilla en la tierra. Esta idea de un embrién preformado fue
desechada por los colegas de Van Leeuwenhoek. (Rios & Fuentes, 2018)

En 1970 Spallanzani demostré que el semen de sapo filtrado carente de espermatozoides
no tenia la facultad de fecundar al gameto femenino, pero concluyé que el liquido viscoso,
el semen que se quedo en el filtro y no los espermatozoides eran los responsables de la
fecundacion, el mismo tenia la creencia de que los espermas eran parasitos. (Scott, 2003)
En 1824 L. Prevost y J.B Dumas, con ayuda de lentes de microscopia mas potentes,
llegaron a la conclusion de que los espermatozoides no eran parasitos sino agentes de
fertilizacion activos. Describieron la presencia de estos en machos sexualmente activos,
asi como su ausencia en machos inmaduros y ancianos, su asociacion a su falta en la
mula estéril. (Scott, 2003)

En 1,840 A. Von Kolliker, descarté la importancia del espermatozoide en el embarazo y
afirmé que él tenia la Unica accidén de excitar al gameto femenino, tal como un iman
comunica su presencia al hierro.

Fue hasta el afio de 1,876 cuando el cientifico Oscar Hertwig y Hermann Fol, utilizaron
erizos del mediterrdneo los cuales tienen évulos femeninos transparentes los cuales
después de suspenderlos con espermatozoides observaron que los espermatozoides
entran dentro de los huevos (6vulos), y se fusionan los dos nucleos. (Scott, 2003) (Rios
y Fuentes, 2018).

2.7.2 Anatomia del espermatozoide

Cada espermatozoide consta de un nucleo haploide, un sistema de propulsion
para trasladar el nacleo y un sistema de enzima que permite que el espermatozoide
penetre al gameto femenino. Cada espermatozoide tiene una cabeza que consta de dos
partes el nucleo que contiene el ADN que se combina con el ADN del évulo, el acrosoma
tiene enzimas que digieren las barreras que rodean al 6évulo; la pieza media contiene una
gran cantidad de mitocondrias que suministran la energia para moverse, la cola que tiene

una forma de latigo para la locomocién. (Audesirk, Audesirk & Byers, 2017).
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2.7.2.1 Cabeza del espermatozoide

El espermatozoide normal tiene una forma ovalada de aproximadamente 5 um de
largo y 3 um de ancho, contiene un nucleo haploide cubierto por un acrosoma y un par
de centriolos detras del nucleo. El acrosoma es un ente secretor de enzimas como la
hialuronidasa y la acrosina; cuya funcion es la separacion de las células que se
encuentran rodeando el ovocito femenino mediante la hidrdlisis del acido hialurénico que
las mantiene unidas. (King & Schaub, 2008) (Toro, 2009)

El ADN en el nlcleo esta inactivo, altamente compactado hasta seis veces mas que
cualquier otra célula del cuerpo humano. Este empaquetamiento del ADN permite que la
cabeza sea de un didmetro que le permita transportarse de manera altamente eficiente
por los fluidos hasta llegar al 6vulo. (Santizo, 2013).

La cromatina esta unida a protaminas la mayoria se encuentran compactadas en histonas
gue contienen 40 kb de ADN. Las protaminas tienen grandes extensiones de residuos de
arginina, cargados positivamente que neutralizan las cargas negativas del ADN. La unién
entre el ADN y las proteinas es tan fuerte que aportan a este componente del ADN
espermatico, un estado semicristalino resistente a la digestion de las nucleasas. Las
protaminas contienen cisteinas que aumentan la estabilidad de la cromatina mediante

puentes de disulfuro intramoleculares. (Santizo, 2013)

2.7.2.2 Pieza media

Une a la cabeza el flagelo, es mas engrosada que la cola debido a que esta
rodeado por un complejo sistema de mitocondrias, que provee energia para el transporte.
(Smith Agreda, 2002)

La pieza media contiene un gran nimero de mitocondrias que participan con los brazos
de dineina y con otras enzima dependientes de calcio, son las encargadas de suministrar
energia al microtabulo lo que permite el movimiento del flagelo, ademas de que posee
enzimas necesarias para realizar reacciones bioquimicas, proveer energia a través de la
glucdlisis; permite el uso de las vias que el espermatozoide elija para obtener energia las
cuales van a depender de las condiciones del medio en que se encuentre, asi como la
actividad que esta desarrollando la célula espermatica en el momento que se analiza su
estado metabodlico. (Eddy, Takashi, & O’Brien, 2006).
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2.7.2.3 Axonema, flagelo o cola

El axonema tiene una funcion muy importante en el sistema reproductivo, es el
encargado de transportar al espermatozoide y su codificacion de ADN al évulo femenino.
(Audesirk, Audesirk, & Byers, 2017)

El flagelo del espermatozoide se divide en cuatro porciones anatdmicas; cuello o pieza
de union, pieza intermedia, pieza principal y la pieza terminal, todas ellas rodeadas por

la membrana basica comun. (Bjérnadah, Mortimer, & Barratt, 2010)

Esta formado por nueve microtibulos periféricos y un central est4 rodeado por nueve
fibras densas, contiene proteinas ricas en zinc y puentes de disulfuro que le confieren
flexibilidad, unidos por una proteina que se proyecta hacia delante llamada Nexina que
forma puentes y permite conexiones. Contiene una proteina llamada Dineina, encargada
de convertir el ATP en energia mecanica, por ultimo, contiene en su parte central una

estructura llamada Radio que da firmeza al Axonema. (Cerezo, 2021)

Entre los pares externos de microtabulos y el par central, hay uniones estructurales
llamados radios que también participan en el movimiento de la cola. (Amelar, Dublin, &
Schoenfeld, 2005)

Cuando el axonema se asocia con las fibras densas, constituye un haz de fibras axiales,
cuya funcién es la de otorgar direccionalidad y flexibilidad de movimiento al flagelo. (Eddy,
Takashi, & O’Brien, 2006)

El movimiento rotacional que experimenta el flagelo se transmite a través de la cabeza
del espermatozoide por medio del cuello esto le da movimiento al espermatozoide y lo
impulsa hacia delante. (Mortimer, 2000)

La pieza terminal, es la region mas distal del flagelo y comienza en el punto en que

desaparece la envoltura fibrosa y donde comienza el axonema. (Mortimer, 2000)
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IMAGEN 6: Anatomia del espermatozoide.
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Adaptada y tomada: Toro, Anabella; Espermograma. Medicina y Laboratorio Programa
de Educacion Médica Continta Certificada de la Universidad De Antioquia (2009.)

2.7.3 Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el cual se crean y capacitan a los
espermatozoides maduros, ocurre a lo largo de la vida del hombre, son necesarios
aproximadamente de 75 a 90 dias en los seres humanos. Los espermatozoides son los
gametos humanos masculinos, son células haploides, quiere decir que contienen la mitad
de la informacion genética y durante la espermatogénesis pasan de células somaticas de
46 cromosomas diploides a células haploides con 23 cromosomas. (Caballeros & Reus,
2018)

Esto se logra por medio de la meiosis, esta funcion reduce el nimero de cromosomas en
los gametos que durante la concepcion logran fusionarse en un cigoto resultante con un
numero de 46 cromosomas. (Caballeros & Reus, 2018).

El espermatozoide masculino se forma en el testiculo a través de un proceso de division
de las células germinales o espermatogonias. Las células germinales primordiales se
forman en el epiblasto, durante la segunda semana del desarrollo embrionario y se

desplazan a la pared del saco vitelino. Durante la cuarta semana de desarrollo del
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embrion estas células empiezan a migrar hacia las gonadas, las cuales se encuentran en
proceso de formacion, de esta forma en la quinta semana las células germinales se
encuentran en el primordio gonadal. (Sadler, 2009).

Cuando llegan a la gbénada, las células germinales primordiales se incorporan a los
tubulos seminiferos y se convierten en espermatogonias, este proceso esta controlado
por las hormonas que forman parte del eje hipotalamo hipdfisis-gonadas. Cada
espermatogonia diferenciada, dara lugar a la formacién de cuatro espermatozoides
maduros durante este proceso llamado espermatogénesis. (Parra, Castilla, & Rodriguez,
2014).

Antes de la pubertad los cordones sexuales se tornan huecos y se transforman
posteriormente en tubos seminiferos igual que las células germinales primordiales, que
dan origen a las espermatogonias troncales. Alcanzada la pubertad por accién de la
hormona testosterona, las espermatogonias “A” llamadas oscuras, que sefalan el
comienzo de la espermatogénesis, se transforman en espermatogonias “A” claras que se
dividen por mitosis para dar origen a espermatogonias tipo B. Cada espermatogonia tipo
“B” se divide por mitosis dando origen al espermatocito primario. (Sadler, 2,009) (Cerezo,
2021)

2.7.3.1 Regulacion Hipotaldmica

El Hipotalamo es la unidad principal integradora de la espermatogénesis, secreta
de forma pulsatil de la Hormona Liberadora de gonadotrofinas del Hipotalamo (GnRH)
qgue es llevada a hipdfisis por el sistema sanguineo portal hipotalamo-hipofisario. Esta
liberacién pulsatil de GnRH proporciona sefiales de liberacién de LH y FSH el cual en
condiciones normales se produce aproximadamente cada 60 a 90 minutos. (Annam y
otros, 2010)

El proceso de regulaciéon de la LH y FSH es el resultado de accion de retroalimentacion
inhibitoria del componente hipotadlamo-hipofisiario por la secrecion testicular de las
células de Leydig y de Sertoli. En tanto a la testosterona es producida por las células de
Leydig estimulada por la presencia de la LH y la FSH. (Parra, Castilla, & Rodriguez, 2014)
Por lo contrario, la presencia elevada en suero se inhibe la produccion de las hormonas

LH y FSH a través de la accion de la hormona inhibina, la espermatogénesis es
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regulada por la hormona LH que se une a los receptores de las células de Leydig y
estimulan las células de Sertoli para promover la espermatogénesis. De igual forma la
hormona FSH se une a las células de Sertoli estimulando la produccion de liquido
testicular y las sintesis de proteina intracelular que constituyen a los receptores
androgénicos. (Annam, y otros, 2010) (Parra, Castilla, & Rodriguez, 2014).

IMAGEN 7: Mecanismo de produccion espermatogénica el eje Hipotalamico
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Adaptada y tomada: (https://quizlet.com/ar/305644813/gametogenesis-

espermatogenesis-y-ovogenesis-diagram/)

2.7.3.2 Mecanismo de produccion y maduraciéon del espermatozoide

La maduracién del espermatozoide se lleva a cabo en unas estructuras
especializadas de forma redonda que se encuentran dentro de los testiculos llamados
tubos seminiferos. Los cuales contienen en su interior células importantisimas para la
produccion espermatica como las células de Leydig. Las células de Sertoli encargadas
de la espermatogénicas, asi como las células espermatogonias que al madurar da como

resultado un espermatozoide maduro. (Malaga, Ortiz, Hernandez, Tobar, & Ayala, 2005)
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Las células Sertoli que estimuladas por la FSH dirigen la espermatogénesis sirven como
soporte y nutricion de las células. Asi como formar la barrera Hematotesticular la cual
sirve como barrera inmunologica separando las células espermaticas inmaduras de los
glébulos blancos. Realiza intercambio de las sustancias del torrente sanguineo con el
interior de los tubos seminiferos y las células de Leydig activa la espermatogénesis por
la estimulacion de la LH, produciendo testosterona iniciando asi la espermatogénesis.
(Malaga, Ortiz, Hernandez, Tobar, & Ayala, 2005)

La espermiogénesis consta de 3 fases: 1) Fase Proliferativa, 2) Fase Meidtica y 3)

Espermiogénesis. (Caballeros & Reus, 2018)

2.7.3.3 Fase Proliferativa

También llamada fase espermatogonia, a partir de una célula madre germinal se
forman espermatogonias tipo “A” estas células por accion mitética dan lugar a
espermatogonias tipo “A” y “B”. El tipo A se siguen dividiendo para formar méas células
tipo A y B, mientras el tipo B daran lugar a un espermatocito primario que dara lugar a 4

espermatozoides. (Carlson, 2019)
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IMAGEN 8: Fase proliferativa de la espermatogénesis.
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Se denomina como proliferativa por la cantidad masiva de mitosis que se producen, los
cuales tienen como fin primordial la produccién de gran cantidad de espermatozoides.
(Carlson, 2,019)

2.7.3.4 Fase Meibtica:

En esta etapa el mecanismo de division celular en la meiosis la cual reduce la
informacion genética de 46 cromosomas a 23 convirtiéndose en célula haploide llamadas
esperméatidas. (Malaga, Ortiz, Hernandez, Tobar, & Ayala, 2005) (Caballeros & Reus,
2018)

La fase meiética consta de dos sub-etapas:
e Meiosis 1: Cada uno de los espermatocitos primarios (diploide) dan lugar a 2
espermatocitos secundarios haploides. En esta subetapa se divide en: Leptoteno,

Zigoteno, Paquiteno, Diacinesis, Diploteno. (Parra, Castilla, & Rodriguez, 2,014)
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e Meiosis 2: Cada uno de los espermatocitos secundarios dan lugar a dos
espermatidas, por lo que en total cada espermatocito primario diploide tiene cuatro
espermatidas haploides. Esta Subetapa se divide en: Metafase |, Anafase |,
Telofase | luego se da una segunda meiosis dando lugar a Metafase Il, Anafase Il
y Telofase II. (Carlson, 2019)

2.7.3.5 Fase de Espermiogénesis

Es la fase donde la espermatida se diferencia a espermatozoide dando lugar a
cambios entre los que podemos mencionar:

- Aparicion de flagelo o cola, desarrollo de acrosoma.

-Condensacion de los cromosomas.

-Condensacion de nucleoproteinas.

-Formacion de la cabeza del espermatozoide.

-Eliminacioén del exceso citoplasmatico.

-Liberacién del espermatozoide al lumen. (Acosta, 2022)

La fase de espermatogénesis consta de cuatro sub-fases:

e |a fase de Golgi: Los granulos proacrosomales se fusionan formando un Unico
granulo dentro de una vesicula de mayor tamafio. (Acosta, 2022)

e Fase de Capuchodn: La vesicula acrosdmica se extiende sobre la mitad anterior
del nidcleo. Forma un casquete que se envuelve por la envoltura nuclear, pierde
sus poros Y sufre engrosamiento, el nicleo se condensa. (Acosta, 2022)

e Fase acrosoma: Se completa la formacién del acrosoma, el flagelo crece y
aumenta su longitud.

e Fase de maduracidon: Se reduce el exceso de citoplasma para formar el
espermatozoide maduro, todos los residuos celulares son fagocitados por las

células de Sertoli. (Acosta, 2022)
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2.7.3.6  Capacidad espermatica epididimal

El epididimo es un drgano accesorio masculino, en el cual se desarrolla la
movilidad espermatica y su capacidad para fertilizar el évulo, desde un punto de vista
funcional los conductos epididimarios son responsables de la maduracién y capacitacion
espermatica. Su importancia radica en la proteccion, el transporte y almacenamiento de
los espermatozoides. (Ruiz, 2002)

El transporte de los espermatozoides requiere de 2 a 12 dias, pero el tiempo de transito
en el epididimo es regido por la produccion espermatica, el mecanismo responsable del
transporte espermatico son las contracciones ritmicas espontdneas de las células
contractiles que rodean el epididimo. (Wein, 2007)

Después de la migracion espermatica a través de la cabeza y el cuerpo del epididimo
permanece en la cola durante distintos periodos dependiendo de la actividad sexual, si
los espermatozoides no son expulsados por eyaculacion son fagocitados por los
espermiofagos o son reabsorbidos por accién epididimaria. (Ruiz, 2002)

En el proceso los espermatozoides adquieren la maduracién y la movilidad progresiva.
Un tiempo prolongado en el epididimo afecta en gran manera la movilidad espermatica
debido al efecto de los radicales dependientes de oxigeno. (Diaz, Fernandez, & Paredes,
2006)

Durante el paso a lo largo del epididimo se produce una gran variedad de cambios
moleculares y quimicos en el entorno de la luz del tdbulo, estos cambios incluyen la
liberacién como la absorcién de fluidos, iones, antioxidantes y los exosomas. (Diaz J. A.,
2007)

La testosterona y la Dihidrotestosterona (DHT) se encuentran en el epididimo del ser
humano en concentraciones muy altas, la presencia de la DHT vy los niveles de 5 alfa
reductasa confirman la importancia de este androgeno en la funcién de maduracion
espermatica. (Wein, 2007)

Luego de la maduracion los espermatozoides suben por el conducto eferente hacia la
uretra, se mezcla con el liquido seminal proporcionado por la prostata y glandula de
Cowper para ser expulsados al exterior por accion de la presion ejercida por la prostata.
(Bassas, 2009)
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2.8 Causas de Infertilidad Masculina

Se ha determinado que los hombres son los causantes de la infertilidad en la
pareja hasta un 40 %, los problemas méas comunes en la infertilidad son los que conllevan
a un mal funcionamiento de los testiculos; entre otros problemas podemos contar con
desequilibrios hormonales, la obstruccién o ausencia de algunos conductos de los
organos reproductivos masculinos, la edad y factores relacionados con el estilo de vida
también tienen un rol muy importante en la infertilidad masculina. (American Society
Reproductive Medicine, 2016) (Miller, Boyden, & Frey, 2007)

Se puede presentar por causas como un dafio testicular intrinseco (Hipogonadotropismo
primario), anomalia en el eje hipotalamico-hipdfisis (Hipogonadotropismo secundario): en
estos casos la produccion hormonal estad disminuida pero la respuesta hormonal es
normal. Y el dltimo caso es una respuesta disminuida o ausencia de los érganos blanco
a los andrdgenos, en este caso la produccion hormonal es normal pero la respuesta es
deficiente. (Jubiz & Cruz, 2007)

2.8.1 Hipogonadotropismo Primario
2.8.1.1 Etimologia genética

e Sindrome de Klinefelter:

Se caracteriza por contener en su cariotipo mas de un cromosoma X (80 %), es la
causa mas frecuente en el fallo testicular primario. El cariotipo 47 XXY se ha identificado
en el 11% de los pacientes azoospérmicos y el 3% de los infértiles. (Lopez J., 2014)

Es afectado con este sindrome 1 de cada 660 varones recién nacidos, la degeneracion
de las células germinales se presenta en las fases tardias de la vida fetal, progresa
durante la infancia y de manera rapida durante la pubertad. En adultos se encuentra una
agresiva fibrosis e hialinizacion de los tubos seminiferos e hiperplasia del intersticio.
(Loépez, 2014)

El diagndstico de este sindrome estd acompafiado por nifios con retraso leve y en adultos
comportamiento inmaduro, timido, inseguridad, la masa muscular es poco desarrollada,

los caracteres sexuales se desarrollan poco. El coeficiente intelectual de estos pacientes
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es ligeramente inferior, presentan enfermedad varicosa, ulcera en las extremidades
inferiores, tiene una posibilidad muy alta en contraer enfermedades de caracter
autoinmunes como artritis reumatoide, tiroiditis, lupus eritematoso. Tienden a tener mayor
riesgo de contraer enfermedades como diabetes mellitus tipo 2, ginecomastias y cancer
de mama. (Sotos, 1997) (Smith & Bremner, 1998).

e Sindrome de Reifenstein:

Es conocida como sindrome de Insensibilidad Androgénica es una enfermedad
caracterizada por la resistencia de los tejidos diana a la accion de las hormonas
masculinas, lo que frena el desarrollo masculino normal de los genitales internos y
externos de los varones. (Guirao, Ladron, Salamanca, & Mozas, 2013)

Se trata de un trastorno causado por un gen que codifica el receptor de andrégenos
localizado sobre el cromosoma X a nivel Xql1-Xgl2, es un sindrome hereditario y por
estar en el gen X la mujer solo es portadora, pero si afecta al hombre. (Guirao, Ladroén,
Salamanca, & Mozas, 2013)

La testosterona sirve como sustrato para la produccién de estrogenos en el higado y
tejido graso apareciendo asi la ginecomastia, esto se suma al hecho de la deficiencia de
los receptores de androgenos en la Hipdfisis. (Guirao, Ladron, Salamanca, & Mozas,
2013)

e Sindrome de las Células de Sertoli:

Se caracteriza por ausencia de células germinales, testiculos pequefios, azoospermia,
testosterona normal, FSH aumentada, LH en limites normales. Este sindrome se debe a

una microdelecion se la secuencia AZFa del gen localizado en Xql1l. (Jubiz & Cruz, 2007)

e Deficiencia de 5 -alfa-reductasa: Esta enzima tiene como principal funcién
convertir la testosterona en Dihidrotestosterona, su deficiencia causa pene
pequefio, estos pacientes se pueden crear como nifias pues los testiculos pueden
estar situados en el abdomen o en escroto. En la pubertad la produccion de
testosterona produce efectos como engrosamiento de la voz, aumento del tamafio
del pene. Esta deficiencia se debe a un defecto por la mutacion en el gen SRD5A2

gue codifica la sintesis de esta enzima. (Jubiz & Cruz, 2007)
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Lesiones destructivas: Entre estas lesiones podemos contar con traumatismos,
estas pueden producir déficit de testosterona, dafio en los érganos accesorios o
rompimiento de los conductos que detienen el transito tanto los espermatozoides
como el liquido espermatico. La radiacion para cancer de prostata puede dafar
los testiculos y los tubos seminiferos que son mas fragiles y por ultimo la
quimioterapia frena la mitosis de las células dejando sin efecto la
espermatogénesis. (Jubiz & Cruz, 2007)

Enfermedades virales o bacterianas como: Mycobacterium tuberculosis,

Mycobacterium leprae, orquitis producida por el virus de las paperas

(Paramyxoviridae), pueden causar inflamacion repetitiva con la aparicion de

granulomas por lo consiguiente infertilidad y la disminucion de hormonas sexuales
masculinas. También son causantes de infertilidad, las enfermedades de

transmision sexual como Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,

Treponema Palladium, Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis. (Puerta,
Cadavi, & Cardona, 2014).

Azoospermia obstructiva: Consta de la ausencia de espermatozoides o células

espermatogénicas en el semen o en la orina debido a la obstruccién de los
conductos seminales es causante del 15 al 20% de la azoospermia en el varén.
Se puede presentar por causas congénitas, adquirida o debido a afecciones, entre
las obstrucciones podemos contar obstrucciones epididimarias, obstruccion
epididimaria idiopética, obstruccion post epididimitis, quistes epididimarios,
obstruccion de conductos eferentes, ausencia congénita de los conductos
eferentes, post vasectomia, obstruccibn de conductos eyaculadores, quistes
prostaticos, post cirugias y post infecciones. (Dohle, Diemer, Giwercman,
Jungwirth, & Kopa, 2010)

Varicocele: Es un sindrome anatomico por resultado de la dilatacion del plexo
venoso, aparece como resultado de un mal funcionamientos de las valvulas que
normalmente que se encuentran en las venas o es causada por una compresion
de una vena por aquello que tiene a su alrededor, esta obstruccion deja sin
afluencia de sangre a los testiculos. Este sindrome no tiene sintomas, pero causa

disminucién en la cantidad y calidad de espermatozoides, teniendo como
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desenlace la infertilidad. (Vasquez, Diaz, Carmona, & Vasquez, 2009) (Corral &
Ballezca, 2012)

En la poblacion en general se calcula que un reporte del 10 al 15%, en pacientes
con infertilidad primaria un 30 a 50 % mientras en la infertilidad secundaria hasta

un 80 %. (Vasquez, Diaz, Carmona, & Vasquez, 2009)

- Cancer testicular:

Las neoplasias testiculares se dividen en tumores de las células germinales y
células no germinales, las células germinales se originan de las células espermatogonias
y son causantes del 95% de las neoplasias. En su mayoria son malignos. Los tumores
de células no germinales se originan en el corddn sexual mas especifico en las células

Sertoli y las células de Leydig. (Saavedra y otros, 2009)

Los tumores no primarios como es el linfoma, leucemias o metastasis también pueden

afectar a las células testiculares formando masas cancerosas. (Saavedra, y otros, 2009)

- Diabetes:

Se ha evidenciado la asociacion entre la diabetes y la infertilidad, se basa en el
metabolismo de la glucosa durante el proceso de espermatogénesis. Esto debido a que
durante los episodios de hipoglucemia puede haber cambios en la funcion de los genes
en las proteinas involucradas en la espermatogénesis. (Morales & Garcia, 2021).
También se ha asociado con la infertilidad en personas diabéticas debido a la
desregularizacion del sistema endocrino, la elevacion de la temperatura del escroto, el
estrés oxidativo, alteraciones en las funciones eréctil y eyaculatoria. Afectando asi a la

espermatogénesis y llegando asi a la infertilidad masculina. (Morales & Garcia, 2021)

-Tabaquismo:

Los quimicos contenidos en los cigarrillos como la nicotina, el cianuro y el diéxido
de carbono producen efectos nocivos en la calidad espermética como baja en el volumen
seminal, baja en el conteo, movilidad y morfologia esperméatica. Producen un

desequilibrio hormonal principalmente en la testosterona. Se ha demostrado que causa
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apoptosis en las células de Leydig. La actividad oxidativa afecta grandemente al ADN

espermatico llegando a la infertilidad. (Balitan, Blanco, Cabrera, & Hernandez, 2015)

-Obesidad:

La obesidad puede afectar la fertilidad masculina por diferentes mecanismos,
puede provocar disfuncion eréctil y deterioro en la calidad espermatica. Entre dichos
mecanismos podemos encontrar: disfuncion en la fisiologia de eje hipotalamo hipofiso-
testicular, disminucion en la concentracién de testosterona en sangre, liberacion de
hormonas derivadas del tejido adiposo, entre ellas la Leptina que podria afectar
directamente la fisiologia de las células de Leydig. Aumento de las adipoquinas, aumento
en la temperatura escrotal y acumulacion de disruptores endocrinos causantes del estrés
oxidativo, causante de la apnea del suefio en obesos suprimiendo el pico nocturno de la
testosterona. No se tiene muy claro, pero podria estar involucrado en la fragmentacién

del ADN por interferir en la maduracion espermatica. (Martini, Molina, Ruiz, & Fiol, 2012)

2.9 Principios del anélisis de espermograma:
2.9.1 Obtencion de la muestra

Durante la eyaculacion se pueden distinguir 4 fracciones:

e Fraccion pre eyaculatoria: Consta de una concentracion mucosa, transparente
y Se concentran muy pocos espermatozoides; se procede en las glandulas de
Cowper y Litre. Su principal funcién es limpiar la uretra y hacer el canal resbaladizo
para el paso de los espermatozoides

e Fraccion previa: Es un fluido que no presenta espermatozoides contiene un pH
acido, esto se debe a su elevada concentracion de fosfatasa alcalina y acido citrico
gue procede de la prostata.

e Fraccion principal: Presenta elementos liquidos y gelatinosos, procede del
Epididimo y conductos deferentes; es la fraccibn mayor numero de
espermatozoides.

e Fraccion terminal: tiene una consistencia gelatinosa procedente de la vesiculas
seminales, tiene un pH alcalino; presenta espermatozoides en menor cantidad que
la fraccion principal (Kumar, Kalthur, & Mascarenhas, 2011).
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2.9.2 Obtencion y transporte de la muestra:

La muestra ideal para el procedimiento de espermograma es el semen obtenido
por la masturbaciéon. Para algunos pacientes el método de masturbacion no es el
conveniente por cuestiones religiosas, culturales o porque no se logra llegar al orgasmo.
En estos casos se recomienda obtener el semen de relaciones sexuales, con el uso de
un condoén especial no toxico para los espermatozoides. Una vez eyaculado el semen,
se debe retirar el condon cuidadosamente, cerrarlo y llevarlo al laboratorio antes de una

hora desde que se obtuvo la muestra. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

Los recipientes donde se recolecta el semen deben ser recipientes de plastico o vidrio y
en algunos casos condones como se mencion6 anteriormente. Estos deben ser siempre
estériles, no debe contener ningln agente toxico para los espermatozoides y tener a
temperatura ambiente para evitar el choque térmico de los mismos. (Lania, Grasso, &
Fortuna, 2006)

El electro eyaculacion se utiliza en casos muy puntuales en la que los pacientes estan
inhabilitados para la eyaculacion, consiste en insertar una sonda en el recto cerca de la
préstata, la sonda emite una corriente eléctrica que estimulan los nervios cercanos y la
contraccion de los musculos pélvicos provocan la eyaculacion. Este procedimiento utiliza
anestesia local, es utilizado para pacientes con paraplejia. (Harold, Martin, & Perkash,
1986)

Existen casos en que los pacientes presentan problemas de ereccion, se puede utilizar
la ayuda de farmacos para corregir el problema el mas utilizado es el Sildenafil; cuando

se consigue la ereccidon el semen debe ser obtenido por masturbacion. (Jeyendran, 2003)
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2.9.3 Examen Macroscépico

Los parametros macroscopicos se deben evaluar lo mas pronto posible, los
analisis macroscoépicos incluyen:
e Evaluacion de la apariencia
e Licuefaccion
e Viscosidad
e Determinacion de pH.

e Volumen

2.9.3.1 Licuefaccion

Se considera un tiempo normal de licuefaccion entre 5 a 60 minutos a 37°
Centigrados después de la eyaculacion, la muestra se presenta como una masa
gelatinosa y coagulada. Dentro de pocos minutos a temperatura (37°C), la muestra de
semen empieza a licuarse y al minuto 15 ya deberia estar licuada. Se debe tener en
cuenta que la presencia de moco puede interferir en el resultado y muy rara vez la
muestra no licua antes de los 60 minutos; si esto ocurre se debe hacer la anotacion en el

resultado “Licuefaccion incompleta a la hora “. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

En el caso de que la muestra ya esté licuada debe mezclarse suavemente con un
movimiento rotatorio para homogeneizar y evitar errores en la determinacion de la
concentracion espermatica. El semen normal puede contener cuerpos gelatinosos de

origen prostatico, no son de significancia clinica. (Toro, 2009)

Algunas muestras no licuan en los primeros 60 minutos en estos casos se debe de
realizar un procedimiento adicional mezclando mecanicamente o por digestion de
enzimas. En la mezcla mecéanica se toma la muestra con una jeringa y se expulsa
suavemente por la aguja numero 18 o 19, de 6 a 10 veces. Esto hara que el moco se

disuelva y la muestra llegue al estado liquido. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

La licuefaccion del semen es un proceso de protedlisis catalizado por enzimas hidroliticas
secretadas por la prostata y el epididimo; estas enzimas incluyen al activador del
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plasminégeno especifico (PSA) asi como algunas proteasas, peptidasas y alfa amilasas.
Las enzimas que participan en la licuefaccién del semen se activan cuando se unen al
calcio presente en la primera porcion del eyaculado y presentan una activada en
presencia de un pH de 6.8 — 8.8. (Lucac & Koren, 1979) (Lilja, Oldbring, & Rannerevik,
1987)

2.9.3.2 Viscosidad

Cuando el proceso de licuefaccion del semen es completado, algunas proteinas
del plasma seminal son totalmente degradadas a aminoacidos, como los carbohidratos
gue constituyen ciertas glucoproteinas, son desintegrados para facilitar la protedlisis en
caso de una licuefaccién incompleta existe una protedlisis incompleta. (Lee, Keefer, Wen
Zhao, & al, 1989)

Los problemas en la viscosidad del semen pueden reflejar anormalidades de las
glandulas sexuales accesorias y reducir la movilidad espermatica (Lee, Keefer, Wen
Zhao, & al., 1989)

La viscosidad esté relacionada a como fluye la muestra desde una pipeta, la muestra
debe formar pequefas gotas; se forma un hilo el cual en condiciones normales tiene una
longitud de 2 centimetros. Se dice que hay una viscosidad aumentada cuando el hilo es

mayor a 2 cm. (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2010)

2.9.3.3 Aparienciay color

Se debe evaluar a temperatura ambiente dentro de la primera hora después de
emitida la muestra, normalmente es homogénea de color blanco opalescente a gris
amarillento y un olor caracteristico. Un aspecto translicido se relaciona con baja
concentracion espermatica y con ausencia de células espermatogénicas, leucocitos,
hematies o microorganismos.

Un color amarillo intenso denota presencia de leucocitos, rojo indica la presencia de

sangre se conoce como hemospermiay puede ser causado por traumatismo o neoplasias
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en las vias seminales, el color verdoso se asocia a infeccion bacteriana de Pseudomonas

spp. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

2934 Volumen

El volumen del eyaculado puede variar desde 0.5 a 5 mL, sin embargo, el Manual
de la Organizacion Mundial de la Salud establece que una cantidad igual o superior a 1.5
mL de semen es considerado dentro de los limites normales. (De Jenge, LaFromboise,
Bosmans, & al., 2004)

Varios estudios realizados de acuerdo a la densidad de semen reflejan ser 1g/mL (Auger
et.al., 1995), La densidad de semen ha sido reportada entre 1.03 y 1.04 g/mL. (Brazil C,
Swan SH, Drobnis EZ, Liu F, Wang C, Redmon JB et al J Androl, 2004).

2.9.35 pH

Refleja el balance entre las diferentes secreciones de las glandulas accesorias,
principalmente alcalino de las vesiculas seminales y acido de la prostata. El pH varia en
un rango muy estrecho, pocos son los trastornos capaces de alterar el mismo puede ser
alcalino y no denotar ninguna patologia. (Toro, 2009).

A medida que transcurre el tiempo, la muestra se va alcalinizando por pérdida de
anhidrido carbonico, por lo que se mide en preferencia en los primeros 30 minutos
después de la eyaculacién y en casos excepcionales antes de la hora. (Toro, 2009).

Es de vital importancia que el laboratorio cuente con un papel pH de calidad con un rango

de 6.4 a 10.1, de otra manera las lecturas pueden ser erréneas. (Toro, 2009).

2.9.4 Examen Microscépica:
2.9.4.1 Movilidad

El grado de motilidad progresiva de los espermatozoides esté relacionado con la
tasa de embarazo, el nimero total junto con la movilidad son los principales predictores

del éxito en el embarazo. La velocidad de los espermatozoides depende en gran medida
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de la temperatura, por lo que se hace importante estandarizar la temperatura durante el
examen de movilidad del semen.

A menudo es mas facil controlar esta variante a temperatura corporal (37°C), se
recomienda la utilizacion de placas calefactadas o la estandarizacion y la incorporacién
de protocolos en los cuales se calienten las camaras. (Organizacion Mundial de la
Salud, 2021).

2.9.4.2 Evaluacion de aglomeraciones espermaticas:

Agregacion espermatica:
e Adhesion de espermatozoides inmoviles entre si
e Adhesion de espermatozoides moviles a hilos de moco
e Adhesion de espermatozoides a células no espermaticas

e Agregaciones no especificas

Aglutinacion espermatica:
Se refiere a los espermatozoides moviles que se adhieren entre si ya sea cabeza a
cabeza, cabeza a cola o cualquier forma mixta.
La movilidad suele ser vigorosa con un movimiento frenético, pero a veces los

espermatozoides aglutinados pueden tener una movilidad limitada.
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IMAGEN 9. Aglutinacién espermatica: aglutinacion cabeza con cabeza (A), cola con
cola (B) cola con cola (C) Mixto cabeza con cola y cabeza con cabeza (D) agregacion
de espermatozoide completo.
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to be free and move cdlear
off agglutinates

C. Tail-tip-to-tail-tip

D. Miixed [clear head-to-head
and tail-to-tail agglutinations)

E. Tangle (heads and tails
enmeshed. Heads are not dear
of agglutinates as they are in
tail-to-tail agglutination)

Degree of agglutination

4&. Gross
(a1l sperm
agglutinated,
and agglutinates
interconnected)

1. Isolated
(< 10 sperm/

2. Moderate
(10-50 sperm/
agglutinate,
free sperm)

3. Large
(agglutinates
*»50 sperm, some
sperm still free)

agglutinate,
many free sperm)

Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacién Mundial de

la salud sexta edicion, 2021.

El tipo principal de aglutinacion que refleja el grado y el lugar de adhesién debe

registrarse.

Grados de aglutinacion:

GRADO 1: Aislado (10 espermatozoides aglutinados, algunos espermatozoides
libres).
GRADO 2: Moderado (de 10 a 50 espermatozoides aglutinados)
GRADO 3: Largo (Mas de 50 espermatozoides aglutinados)
GRADO 4: Denso (Todos los espermatozoides estan aglutinados y las
aglutinaciones estan interconectadas).
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La presencia de aglutinacion no es suficiente evidencia para deducir una causa
inmunoldgica de infertilidad, pero es sugestivo la presencia de anticuerpos anti-
espermatozoides, por lo que se requiere de pruebas adicionales.

La aglutinacion severa puede afectar la evaluacion de la movilidad y concentraciéon

espermatica.

2.9.5 Concentracion espermatica

La concentracién esperméatica es un parametro que refleja la eficiencia del proceso
espermatogénico, asi como el funcionamiento de todas las estructuras anatémicas que
promueven la formacién del eyaculado, se trata de un parametro que por su significado
permite considerarlo como una de las variables mas importantes que se asocian con la
fertilidad masculina, que junto con otros parametros seminales evaltuan la posibilidad de
concepcion de una pareja. También esta relacionado con el porcentaje de gestaciones

gue pueden presentarse en un determinado tiempo. (Bonde, Ernest, & Kold, 1998)

La concentracion de los espermatozoides en un eyaculado depende de varios factores
en los que podemos enumerar los siguientes:

e Las caracteristicas anatomicas del testiculo, especialmente la longitud de los

tubos seminiferos.

e La cantidad de células germinales primordiales.

e La cantidad de células de Sertoli que se encuentran en dichos tubulos.

e Factores fisioldgicos que intervienen en la duracion del ciclo espermatogénico.

e Pérdida de células germinales durante la espermatogénesis.

e Baja produccion hormonal del eje hipotalamo-hipéfisis-génadas que estimulan la

produccion de espermatozoides.

La secrecion de las glandulas accesorias y tejido asociado también tiene una
influencia sobre la concentracién espermatica. (Cerezo, 2021)

La concentracion espermatica disminuida puede variar segun la edad, sector geografico

y época del afio; También juega un papel muy importante la presencia de patologias
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relacionadas con el aparato genitourinario, como las infecciones bacterianas y virales
estas también puede alterar este parametro; alteraciones bioquimicas causada por la
exposicion a farmacos (esteroides y hormonas como la testosterona) y quimicos téxicos

son los causantes de la baja concentracion espermatica. (Acosta, 2022).

2.9.5.1 Célculo de Concentracién espermética por Mililitro

Existen multiples procedimientos y equipos para realizar el conteo espermatico de
una muestra de semen, el recomendado por el manual de la Organizacion Mundial de la
Salud en su sexta edicion es la Camara de Neubauer.

La cadmara de Neubauer o hemocitometro consta de dos camaras (A y B) de 10
microlitros de profundidad; Cada camara contiene 9 cuadriculas de 10 nandlitros (nL) de
capacidad. Cuatro de estas cuadriculas (1,3,7 y 9) contienen 4 filas con cuatro cuadros
con capacidad de 6.25 nL cada una. Las cuadriculas 2 y 8 contienen 4 filas con 5 cuadros
de capacidad de 5 nL cada una; y las cuadriculas 4 y 6 contienen 5 filas con 4 cuadros
con capacidad de 5nL cada una. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

La cuadricula central (namero 5) contiene 5 filas, con 5 cuadros de capacidad de 4nL
cada una; Cada cuadro de los 25 centrales (cuadricula 5) es subdividido en 16 cuadros
pequefos de 250 Picolitros, las cuadriculas 1,2,3,7,8 y 9 tiene 4 filas de 25 nL cada una
. Las cuadriculas 4, 5, y 6 tienen 5 filas de 20 nL cada una. (Organizacion Mundial de la
Salud, 2010).

IMAGEN 10. Camara de Neubauer

P P+{ P

1 [12] St
P ';Cj 5 2 =
P Plilgl P 4

Tomada y adaptada: Manuel de procesamiento de semen de la Organizacion
Mundial de la Salud en su sexta edicion, 2021.
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2.9.5.2  Calculo parala Concentracion Total de Espermatozoides

Es esencial calcular y reportar el nimero total de espermatozoides por eyaculado,
ya que este pardmetro provee una medida exacta de la produccion de espermatozoides
testiculares y del nimero de espermatozoides transferidos a la mujer durante el coito.
Es obtenido multiplicando la concentracion espermatica por el volumen total del
eyaculado. El numero total de espermatozoides debe ser reportado como un ndmero
entero (sin decimales) de millones de espermatozoides. Con excepcioén a los nimeros
menores a 10 millones, en las que puede aceptarse un decimal en aras de la claridad en
el rango inferior de resultados; Aunque la variabilidad analitica justifica el uso de un
decimal.

Si no se observan espermatozoides en las preparaciones repetidas (azoospermia).
Aunque se ha sugerido que la definicion deberia cambiar, la azoospermia sigue siendo
una descripcion de los hallazgos en el eyaculado y no un diagnéstico o una base para la
terapia.

En general, se acepta que el término azoospermia sélo puede utilizarse si no se
encuentran espermatozoides en el sedimento de una muestra centrifugada.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la presencia o ausencia en el sedimento con
espermatozoides depende del tiempo, la velocidad de centrifugacion y de la cantidad de
semen.

La centrifugacion a 2500 rpm por un tiempo de 15 minutos no es garantia de que se
encuentren espermatozoides, la movilidad puede perderse y la concentracion puede
subestimarse. Si los recuentos se han realizado en una muestra centrifugada, se debe

reportar en el informe. (Organizacion Mundial de la Salud, 2021)

2.9.6 Morfologia espermética

Un espermograma de rutina debe incluir la evaluacion del porcentaje de
espermatozoides con forma ideal. Esta practica tiene su origen en los trabajos de
MacLeod y Gold quienes describieron que las formas presentes en el semen varian
ampliamente. Durante los ultimos 30 afios las distintas ediciones del Manual de la
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Organizacion Mundial de la Salud para la evaluacion de la calidad seminal han puesto
especial interés en establecer criterios homogéneos en el momento de hacer la
descripcion morfoldgica del espermatozoide. (Cerezo, 2021)

Debido a la necesidad de buscar un indicador que permita identificar en forma simple y
confiable que individuos tienen posibilidades de fecundar, surge el criterio de morfologia
estricta como uno de los principales marcadores de la capacidad fecundante del
espermatozoide. (Acosta & Simmons, 1988)

La evaluaciéon de la morfologia ha sido correlacionada con la capacidad de los
espermatozoides para unirse a la zona pelucida del ovocito, sobrellevar la reaccion
acrosomal y finalmente a la fecundacién. (Franken & Bastiaan, 2010)

Los espermatozoides morfolégicamente anormales, producirdn especies reactivas del
oxigeno, los cuales al sobrepasar los sistemas de regulacién dafian el ADN celular debido
al estrés oxidativo. (Ford, 2004)

La Organizacion Mundial de la Salud presenta sus criterios en base a investigaciones
sobre la morfologia de espermatozoides capaces de penetrar el moco cervical y unirse a
la zona pellcida.

La Organizacion Mundial de la Salud nos menciona que el término espermatozoide
“‘Normal” es en cierto modo, ambiguo lo que provoca malos entendimientos y conflictos
académicos. Un significado general de “normal” es una cualidad que es un comun
ejemplo en una poblacién; y esto no es cierto para la morfologia espermética “normal” en
humanos. Otro significado es que indica que la célula o el individuo no esta afectado por
una enfermedad, pero una morfologia normal no significa que el espermatozoide no sea
portador de una causa patolégica, por ejemplo, cola inmovil o ADN dafado.

La morfologia variable del espermatozoide humano hace dificultoso su evaluacién, pero
observaciones de espermatozoides recuperados a partir del tracto reproductor femenino
especialmente en el moco endocervical post coital y también en la superficie de la zona
peltcida han ayudado a definir el aspecto potencialmente fertilizante del espermatozoide.
Por ello se le denomina a un espermatozoide con la capacidad para procrear como ideal.
(Organizacién Mundial de la Salud, 2021)
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2.9.7 Vitalidad

La membrana de una célula muerta no estd intacta. Esto significa que los
colorantes pueden pasar a través de su membrana, lo contrario sucede con una célula
viva el colorante se le hace imposible atravesar dicha membrana. (Cerezo, 2,021)

Una tincién (con frecuencia denominada tincién supra vital) de este tipo es la eosina, para
poder distinguir una tincion de color rosa palido o roja en el espermatozoide, se
recomienda utilizar una tinciéon que no le dé el color a la cabeza del espermatozoide y

tifia el fondo para un mejor contraste. (Cerezo, 2021)

La vitalidad espermética se evalla en los primeros 30 minutos inmediatamente después
licuada la muestra, pero en algunos casos se puede evaluar hasta dentro de una hora
cuando la muestra no ha sido licuada completamente. No se debe evaluar después de la
hora para encontrar un alto nimero de espermatozoides muertos por efectos de
deshidratacibn o cambios en el pH o temperatura que pueda afectar la muestra.
(Organizacién Mundial de la Salud, 2010)

El manual para procesamiento de Semen de la Organizacion Mundial de la Salud 2,021,
sugiere se utilice la técnica con colorante Eosina-Nigrosina el cual permite almacenar la
muestras evaluacién y control de calidad en un momento posterior al del andlisis.
(Organizacién Mundial de la Salud, 2010)

Con esta técnica de tincion los espermatozoides muertos se tifien de rojo o rosado
obscuro y los vivos de color claro o no se tifien. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)
La vitalidad espermatica estimada mediante la evaluacion de la integridad de la
membrana de la célula puede ser determinada rutinariamente en todos los eyaculados,
pero no es necesario cuando al menos el 40% de los espermatozoides son moviles.
(Organizacién Mundial de la Salud, 2021)

En muestras con pobre movilidad, el test de vitalidad es importante para poder discriminar
entre espermatozoides inmdviles muertos y espermatozoides inmoviles vivos. La
presencia de un gran porcentaje de espermatozoides vivos inmoviles puede ser indicativo

de defectos estructurales en el flagelo. Un alto porcentaje de espermatozoides inméviles
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y muertos puede ser indicativo de patologia epididimaria o una reaccién inmunoldgica
debido a una infeccion. (Organizacion mundial de la Salud, 2021)

La vitalidad del esperma es solamente de interés clinico para evaluar las muestras con
muy pocos o sin espermatozoides moviles. (Cerezo, 2021)

Sindrome de cilios inmoviles es una enfermedad genética poco comun, espermatozoides
vivos con la imposibilidad de moverse, los cilios del cuerpo son afectados incluyendo el
cuerpo del espermatozoide. (Cerezo, 2,021)

La presencia de espermatozoides vivos pero inmoéviles se asocian a infecciones
respiratorias cronicas y situs inversus (Sindrome de Kartagener) (Cerezo, 2,021)

Si los espermatozoides inmoviles estan muertos existe la posibilidad para sospechar de
la presencia de anticuerpos citotoxicos anti-esperma u otros efectos negativos de

reaccion inflamatoria activa. (Cerezo, 2021)

2.10 Valores de referencia de Espermograma segun el Manual de
procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de la Salud sexta

ediciéon aino 2021

Los valores de referencia varian segun varios factores que incluyen caracteristicas
demograficas de la poblacion sana donde se tomaron las muestras y los métodos
especificos y/o los instrumentos usados para estudiar dichas muestras. Lo mas
recomendado es que los laboratorios establezcan sus propios valores de referencia al
menos una vez al afio. Por lo tanto, todos los resultados deben ser interpretados segun
los valores de referencia del laboratorio en el que se realiz6 el estudio; el laboratorio debe

proporcionar estos valores junto con los resultados del estudio. (Padilla, 2018)
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Tabla 1. Valores de referencia segun el Manual de Procesamiento de semen de

la Organizacion Mundial de la Salud, Sexta edicion (2021)

Parametro

Valor de referencia

Dimensionales

Examen macroscopico

Volumen Mayor o igual a 1.4 mL
Licuefaccion 15 a 60 Minutos
Viscosidad Hasta 2 Centimetros
pH 7.1-8.2 Potencial
Hidrégeno

Examen microscopico

Concentracion espermatica por mililitro

Mayor o igual a 16

Millones/mililitro

Concentracion espermatica total Mayor o igual a 39 Millones
Movilidad total (movilidad progresiva 42 %
+movilidad no progresiva)
Movilidad Progresiva 30 %
Movilidad no progresiva 1 %
Espermatozoides inméviles 20 %
Vitalidad 54 %
Espermatozoides Ideales 4 %

Tomado y adaptado: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de

la Salud sexta edicion afio 2021.




2.11 Infertilidad masculina:

La infertilidad por factor masculino se debe a una amplia gama de causas
conocidas y desconocidas, lo que significa que es necesario mejorar la evaluacion
diagnéstica de los hombres en las parejas infértiles.

La prueba de espermograma puede ser (til para el diagndstico y tratamiento, por
ejemplo, para los tratamientos endocrinos, seleccion de pacientes para estudios
genéticos tales como los sindromes de Klinefelter o microdeleciones del cromosoma “Y”,
translocaciones, inversiones, mutaciones de fibrosis quistica y discinesia ciliar.
Clinicamente es util los limites de decisién para estas investigaciones. Un limite de
decision se basa en consideraciones clinicas y estadisticas que apuntan a la necesidad

de un determinado diagndstico o intervencion terapéutica.

2.12 Reporte analisis del espermograma:

Un reporte basico de espermograma debe contener en su reporte:
e Datos generales
e Fecha
e Edad del paciente
e Nombre del médico que lo refiere

Cuestionario clinico:
e Toma de medicamentos: Importante anotar cualquier medicamento que el
paciente consuma.
e Toma de vitaminas o suplementos vitaminicos

e Enfermedades

Cuestionario sobre la recoleccion de la muestra:
e Hora de recoleccion
e Dificultades para obtencion de muestra

e Lugar donde se realiz6 la obtencion de muestra
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Examen macroscopico de Semen:
e Licuefaccion total (minutos)
e Volumen (mililitros)
e Aspecto (Homogéneo, liquido etc.)
e Color (Blanco opalescente-Amarillo, etc.)

e pH

Examen microscépico de semen:
e Concentracion Espermatica (Millones/mL)
e Concentracion Total (Millones)
e Movilidad progresiva rapida (%)
e Movilidad Progresiva Lenta (%)
e Movilidad No progresiva (%)
e Inmoviles (%)
e Vitalidad (% de vivos)

Observaciones: Se anotaran si se presentan aglutinaciones, agregaciones, presencia de
células redondas, presencia de bacterias, presencia excesiva de glébulos blancos,
eritrocitos etc.

El reporte debe contener los valores del examen mas los valores de referencia de la

Organizacion Mundial de la Salud.
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2.13 Andlisis Espermatico Asistido por Computadora

Sperm Class Analyzer (SCA) es un sistema CASA (Computer Aided Semen
Analysis) que permite el manejo y analisis de muestras de semen siguiendo los criterios
de la Organizaciéon Mundial de la Salud.

Las principales ventajas que se obtienen con el uso del sistema son:

e FElevada precision en el andlisis.
e Repetibilidad en el resultado.
e Fiabilidad en los resultados.

e R4pido analisis y manejo de la informacion obtenida

SCA es un sistema muy fiable para la obtencion de datos objetivos necesarios en la
investigacion médica de semen. Los resultados obtenidos con el SCA son muy
apropiados, tanto para la realizacidén de publicaciones cientificas, como para los controles

de calidad externos.

Componentes del Sistema:
e Microscopio Biologico
e Camara Digital
e Uno ordenado con el software SCS instalado.

SCA, Movilidad y concentracion es un programa de andlisis automatico de la
concentracion y los parametros de movilidad del espermatozoide. A partir de la muestra,
el Software detecta automaticamente los espermatozoides, realiza el recuento y
proporciona los datos de concentracion, al mismo tiempo que se realiza el recuento. En
los espermas moviles analiza su trayectoria y velocidad, teniendo en cuenta todos los

parametros de movilidad segun los criterios de la Organizaciéon Mundial de la Salud.
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Detecta parametro codificados en su sistema como VCL (Velocidad curvilinea) es la
velocidad media de todas las fotos tomadas de una sola imagen, VAP es la velocidad
promedio de la trayectoria Ez, VSL es la velocidad rectilinea entre su posicion inicial y su
posicion final, ALH es la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; es el
desplazamiento de la cabeza respecto de la trayectoria promedio.

Los actuales avances en la tecnologia no han permitido contar eficientemente
espermatozoides marcando el ADN vy el algoritmo que detecta la cola de este. De esta
manera, se descarta el detritus o las células redondas propias del liquido seminal.

El uso de sistemas computacionales para la determinacion de la movilidad depende de
la concentracion espermatica, del debris de la muestra (que puede ser confundida con
espermatozoide motil) y la tasa de imagenes obtenidas por segundo. Aunque la mayoria
de las compainiias fabricantes recomiendan una adquisicién entre 50 y 60 Hz actualmente
esa tasa de adquisicion es mayor y se recomienda especialmente para muestras de
espermatozoides de baja sensibilidad y/o hiperactividad e incluso para los mas rapidos,
conocidos como los espermatozoides pez cebra.

Sin embargo, el sistema entrega resultados reproducibles, la Organizacion Mundial de la
Salud recomienda que al menos 200 espermatozoides sean analizados y en lo posible
400. El sistema debe estar unido a un Software que permita el analisis estadistico de los
resultados. También es necesario estandarizar las determinaciones de motilidad de los
espermatozoides, como son las temperaturas a 37 grados Centigrados y de preferencia
realizar una determinacion en muestras sin diluir.

Se ha determinado que la motilidad se puede realizar sin dificultad, con muestras que
tienen concentracion espermatica de 2 millones y 50 millones por mL. En muestras que
superan los 50 millones las colisiones pueden ocurrir con alta frecuencia y puede ser
probable que induzca en errores; Tales muestras deben ser diluidas con plasma seminal
del mismo paciente, obteniendo una alicuota centrifugada a 2500 rpm por un tiempo de
6 minutos, también debe disponerse de camaras dobles, el sistema generalmente hace
recomendaciones para una adecuada grabacion en cuanto a la intensidad de luz,

contraste y aumento. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)
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2.14 Control de calidad de los parametros del liquido espermatico

En los aspectos de estandarizacion y control de calidad en los que se manejan
espermatozoides, surgen una gran variedad de dificultades debido a la gran cantidad de
factores que pueden intervenir en su resultado.

La amplia aceptacion del manual de Organizacién Mundial de la Salud ha incrementado
en gran manera la estandarizacién de las técnicas de andlisis de semen, sin embargo, se
hace importantisimo el entrenamiento adecuado del personal que realizan los
procedimientos. Se ha evidenciado que, utilizando la misma técnica, los mismos
instrumentos, pero distintos operadores se presentan resultados diferentes. (Cerezo,
2021)

Es preciso hacer énfasis en los sistemas de Calidad en los laboratorios con un mayor
reconocimiento que el liderazgo de la direccion y el compromiso del personal son
esenciales para garantizar la calidad de todas las actividades como los procesos en el
laboratorio. (Westgard, 1997)

El proceso de analisis de semen consta de tres fases: Preanalitica, analitica y
postanalitica. La variabilidad de los procedimientos se debe a variaciones o cambios que
sufren dichos procesos en cualquiera de estas tres fases. La variabilidad de las técnicas
es un fenémeno propio de los procesos de medida y por tanto de los procesos quimico-
analiticos por el cual los resultados obtenidos al medir repentinamente una magnitud del

mismo espécimen suelen ser diferentes entre si. (Haeckel, 1993)

2.14.1.1 Control de calidad de la fase Preanalitica

Esta etapa inicial en la que el médico llena la solicitud del andlisis de
espermograma, hasta la llegada de la muestra al puesto de trabajo donde se llevara a
cabo el andlisis. Esto incluye la preparacion del paciente, la recoleccion de la muestra,
Su conservacion y su correcta rotulacion.

Es preciso normar todas actividades que lo integran y controlar todos los instrumentos

propios de esta fase. (Corado y otros 2014)
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Los factores que suelen influir en la fase preanalitica se clasifican:

e Variabilidad biologica intraindividual, estos factores con influencia en paradmetros
seminales son clasificados como:

o Fisiolégicos: provocan que los parametros, seminales de un individuo
puedan variar independientemente de la salud del paciente, pueden
clasificarse como aleatorios (estrés, dieta, ejercicios, abstinencia sexual,
estimulo sexual) o sistematico (Edad).

o Patoldégicos: En caso del semen puede referirse a fiebre, varicocele,
obstruccion de los canales seminales, disfuncién hormonal etc. (Fraser,
2001).

o Variabilidad bioldgica interindividual: Es un fenémeno por el cual los
parametros seminales varian dentro de una poblacion especifica, se puede
tomar como variantes diferentes grupos de edad o entre paises. Una
poblacién se puede dividir en subconjuntos de poblaciones homogéneas, si
se tienen en cuenta factores que aumentan la variabilidad biol6ogica
interindividual; asi se recomienda que cada laboratorio haga su esfuerzo
por tener sus propios valores de referencia para los diferentes parametros

en funcion de los diferentes grupos. (Cerezo, 2021)

Una muestra de semen para cualquier determinacion debe obtenerse en la forma de la
cual se describe en el Manual de la Organizacion Mundial de la Salud 2021, la calidad en
la fase preanalitica debe garantizarse implantando un sistema de control de calidad. Las
variables preanaliticas incluyen la peticion de andlisis, la identificacion y preparacion
adecuada del paciente, la exactitud de la recoleccion de la muestra, la manipulacion y

su transporte al laboratorio si fuese necesario. (Cerezo, 2021).

2.14.1.2 Control de lacorrectaidentificacién de las muestras:

Cuando se obtiene la muestra de espermograma de preferencia se genera una

etiqueta o en su defecto se rotula con un marcador indeleble. Este proceso se debe
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realizar antes de la colecta de la muestra y se le entrega al paciente, indicando que revise

la correcta escritura de su nombre. (Cerezo, 2021)

El mecanismo por el cual una muestra se asocia con el paciente y la peticion del
examen del laboratorio de andrologia es de vital importancia, cuando la asociacion de
estos datos debe ser comprobada por efectos legales, puede que cada paso de las
actividades del proceso tenga que ser verificado por terceros. La llamada Cadena de
custodia empieza con la identificacién de los pacientes y continGa a través de todo el
proceso operativo hasta que se emite el informe. (Hawcroft & Hector, 1987)

2.14.2 Fase analitica:

El control de calidad analitica es el término mas utilizado para describir los pasos
encaminados a asegurar que los errores en los datos analiticos estén dentro de un
margen de error aceptable. Esto quiere decir que los errores inevitables cometidos son
cuantificados para permitirnos decidir si son de una magnitud aceptable y qué errores

inaceptables son descubiertos para decir la accion correctiva que puede ser tomada.

Las técnicas y actividades implicadas en el control de calidad analitico pueden dividirse

en 3 niveles de accioén:

e Control de calidad de primera linea (Control de instrumentos/calibraciones)

e Control de calidad de segunda linea (Control de calidad Interno)

e Control de calidad de tercera linea (Control de calidad externo) (Delgadillo,
Romero, & Arias, 2009)

El valor verdadero de una magnitud se obtiene con una medicion perfecta, pero tal valor
verdadero no se conoce. En la teoria se usa el valor verdadero, en la préctica se pueden
utilizar otros valores que se pueden utilizar provisionalmente como verdaderos. (Stockl,
Franzini, & Kratchovila, 1996)
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La variabilidad analitica puede desglosarse en:

e Error sistematico: Es la diferencia entre la media que se obtendria de un nimero
infinito de mediciones de mismo circunspecto y el valor verdadero.

e Error aleatorio: Es la diferencia entre el resultado de una medicién y la media
gue se obtendria de un numero infinito de mediciones. El error total es el concepto
gue integra la variabilidad aleatoria y la sistematica de manera que es la diferencia
entre el resultado de una Unica medicion y el valor verdadero. (Stockl, Franzini, &
Kratchovila, 1996)

2.14.3 Calidad de la fase post analitica:

Comprende todas las actividades, desde la obtencion del resultado de la medicidon

de una magnitud, hasta la llegada del paciente o la entrega al médico.

El informe de los resultados ha de ser claro y simple, debe incluir la determinacion o
examen realizado en este caso es andlisis de semen; la unidad de medida y los limites

de referencia. (Cerezo, 2021)

Es importante que los laboratorios tengan personal especializado que pueda asesorar
alos clinicos en la evaluacién e interpretacion de las pruebas y las técnicas de laboratorio,
de la precision de la exactitud y eficacia de los métodos utilizados.

El término elaboracion de informes, incluye tanto el contenido del informe y la validacion
de los datos, como la informacién en si misma. Se describen dos tipos de validaciéon: La
técnica y la clinica. (Cerezo, 2021)

En las rutinas administrativas se debe manejar valores de alarma en los cuales los
médicos deben de actuar como valores de alarma por ejemplo azoospermia en hombres.
(Cerezo, 2021)

El manual de la Organizacion Mundial de la Salud 2,021 considera al examen de semen
excepcionalmente complicado y dificil de estandarizar desde el punto de vista de

procedimiento, lo que puede dar lugar a grandes discrepancia en la evaluacion de los
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recuentos, la movilidad y la morfologia de los espermatozoides en diferentes laboratorio.
(Organizacién Mundial de la Salud, 2021)

Los laboratorios clinicos se rigen bajo la norma Internacional ISO 15189 y se aplican

para laboratorio androldgicos. Las normas del Manual de procesamiento de Semen de la

Organizacion Mundial de la Salud 2,021 esta basado bajo dicha norma de calidad.
(Organizacién Mundial de la Salud, 2021)

2.14.4 Recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud en el

Manual de Procesamiento de liquido espermatico de la sexta edicion.

Manual de laboratorio:

Todos los procedimientos que se realizan regularmente en el laboratorio deben
estar descritos en un manual.

Todo el personal técnico involucrado en los procedimientos con respecto al
espermograma debe ser capacitados constantemente en base a este manual.
Los procedimientos operativos estdndar deben ser claros y ser consultados en
cualquier momento que se necesite. EI mismo debe ser revisado y modificado

periédicamente.

Control de calidad Interno:

Se debe velar por la calidad de los resultados y la reproducibilidad de estos.
Se debe revisar periddicamente los procedimientos utilizados por cada técnico.
Deben incorporar normas de control de calidad Interno, asi como mejorar el

monitoreo de las técnicas utilizadas.

Muestras de Control de Calidad Externas:
Existen muestras disponibles comercialmente que contienen valores conocidos y
tienen limites permisibles de desemperfio. La ventaja de estas es que nos permite

evaluar tanto la precision como la exactitud de cada operador.
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Con estas muestras el laboratorio puede comparar sus resultados con los de otros
laboratorios inscritos en el mismo programa y esto puede ser incluso con
laboratorios de otros paises (Control de Calidad Externo)

Muestras fabricadas por el laboratorio: La ventaja de estas muestras son el costo
reducido, cumpliendo el cometido de tener un valor conocido y teniendo un valor
por cada operador el cual se describe en una grafica y se observa la dispersion de
cada resultado. Este tipo de muestras se puede aplicar para conteo espermatico,
vitalidad con Eosina Nigrosina, morfologia. (Organizacion Mundial de la Salud,
2021)

Videos y fotografias: El uso de videos o fotografias son excelentes herramientas
para capacitar al personal y evaluar su juicio a la hora de reportar o realizar
conteos espermaticos.

Graficos de control de calidad con valores numéricos: Creacién e interpretacion
de graficos de control de calidad en el laboratorio, de forma ordenada, con datos
claros y faciles de entender. La ventaja de estos nos ayuda a evidenciar la
exactitud de cada operador y al final evaluar su progreso. (Organizacion Mundial
de la Salud 2021)

Utilizacion del grafico X xar: Este grafico tiene como finalidad detectar resultados
gue no son muy diferentes de valor objetivo o detectar un aumento general de
variacion. Los errores sistematicos se pueden detectar mediante una medicién

secuencial de la misma muestra.

Gréafico X xar

Se realizan mediciones repetidas en una muestra y se grafica el valor medio frente

al tiempo o se examina la suspension de la prueba. Se utilizan muestras con un valor

conocido real u objetivo que puede ser de Control de Calidad Externo. (Organizacion
Mundial de la Salud, 2021)

El Grafico X es un tipo de grafico de Shewhart que se utiliza para monitorear los valores

medios de andlisis repetidos de un nimero constante de la muestra de la prueba. Por

ejemplo, en 10 suspensiones provenientes de la misma muestra todos los miembros del
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personal realizan un conteo de espermatozoides. A cada una de las suspensiones se
calcula el promedio evaluado individualmente.

Luego se realiza un grafico de los diez valores obtenidos de cada suspension se
calcula el valor objetivo, los limites de advertencia y los limites de accion. Los limites se
basan en la variacion de las evaluaciones y el nimero de personas que lo realizaron.

Se expresan como limites por debajo o encima del valor X. (Organizacion Mundial de la
Salud 2021).

IMAGEN 11. Gréfica X xa describe los limites de accion, limites permitidos y el valor
promedio X.

Fig. 7.1 An X___chart based on data from Table 7.1
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Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de
la Salud 6ta. Edicion, 2021.

Especificaciones de calidad:

La gestibn moderna de la calidad incluye mucho mas que el simple control
estadistico realizado cada dia en el puesto de trabajo. Los elementos esenciales de la
practica de la calidad en el laboratorio, la garantia de la calidad y la planificacién deben
ser incluidos en la gestién de la calidad. De hecho, estos son elementos basicos de la
gestion de la calidad total en el laboratorio. (Cerezo, 2021)

Todas las definiciones de la calidad, pueden ser interpretadas como el establecimiento
de condiciones tales como que los resultados de todas las pruebas realizadas en el
laboratorio ayuden a los clinicos en la practica de una buena medicina. Por lo tanto, antes

de que podamos controlar, practicar, asegurar, manejar la calidad del laboratorio,
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debemos conocer exactamente qué nivel de calidad es necesario que se haga
satisfactoriamente. (Cerezo, 2021)

Las especificaciones numeéricas de la calidad analitica (también llamadas objetivos de la
calidad, estandares de la calidad, estandares deseables, objetivos analiticos y objetivos
de la prestacion analitica), son requerimientos en el laboratorio clinico cuando este
proyecta especificaciones o prepara documentos para nuevos métodos y equipos

analiticos. (Cerezo, 2021).

VALIDACION DE RESULTADOS:

Para los laboratorios clinicos es de suma importancia la gestion en la calidad de
los resultados segun su definicion “esta relacionado con las actividades generales de
gestiodn, la provision y gestion de los recursos; Los procesos de preanalisis, andlisis, post
analisis, la evaluacion y la mejora continua (NTG/ISO 15189:2012)”, por lo que parte del

post analisis es la adecuada interpretacion con la ayuda de los valores referencia.

La validacion y la verificacion son una confirmacion que se ha cumplido los requisitos
para el uso o aplicacién prevista de un método, mediante el suministro de evidencias
objetivas (NTG/ISO 15189:2012), por lo que sus registros son primordiales en la gestion

de la calidad y la validacién de sus valores.

Segun la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) ha elaborado
recomendaciones para la produccion de valores de referencias biolégicas
poblacionales, siguiendo las recomendaciones de la IFCC, para la obtencion de valores

de referencia biolégicos poblacionales es necesario:

e Disponer de un procedimiento de medida de calidad suficiente y de un
procedimiento de obtencidn.

e Traslado y manipulacion de especimenes normalizado a tener de la variabilidad
pre metrologica de la magnitud en estudio

e Conocer los factores de variabilidad biol6gica que permitiran definir inicialmente
los criterios de exclusion y participacion.

e Los criterios de exclusidn serviran para que en la muestra de referencia no exista

variabilidad iatrogénica ni variabilidad patologica, mientras que los criterios de
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participacion permitiran la seleccién de individuos de referencia que formen grupos
homogéneos, es decir, grupos en los que la variabilidad biolégica interindividual
sea la menor posible (Intervalos de referencia bioldégicos 1 Catalufia Espafia;
NOTICONAQUIC 2011;54:46-51).
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CAPITULO Il
3. RESULTADOS

En este estudio se determinaron los valores de referencia de pacientes
comprendidos entre 18-60 afios que acudieron a realizarse el analisis de espermograma

en el laboratorio de la clinica de Reproduccion Humana en el afio 2021.

Los valores del espermograma obtenidos se estratifican por grupo etario (por
edad) los cuales fueron definidos tomando en consideracion las etapas del ciclo
reproductivo masculino segun la Organizacién Mundial de la Salud (Equipo editorial,
Etecé mayo 6 2022) y por la influencia de la edad del hombre en la calidad de semen
(Garcia, 2017), (18-30, 31-40 y 41-60 afos), para estimar la frecuencia y el porcentaje de
muestras obtenidas por cada grupo etario.

En la tabla 2 se presenta la distribucion de los 408 pacientes que fueron incluidos

en el estudio por rango de edad.

Tabla No 2 Distribucién de pacientes incluidos en el estudio, por grupo etario.

Distribucion de grupo etario y afios

18 a 30 31a40 Mayores de 41 Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
71 (17) 243 (60) 95 (23) 408 (100%)

n= Frecuencia, % = Porcentaje
Fuente: Adaptacion propia de recoleccion de datos en Laboratorio de Andrologia de

Clinica de reproduccion en el afio 2021.
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Grafica 1: Porcentaje de la clasificacion por grupo etario de pacientes segun tabla No. 1

PORCENTAJE DE LA CLASIFICACION POR GRUPO
ETARIO DE PACIENTES

70
60
50
40
30
20
0
n (%) n (%) n (%)
71/17 243(60) 93(23)
18 a 30 afios 31 a 40 afios Mayores de 40 afios

Fuente: Adaptacion propia de recoleccién de Datos en Laboratorio de Andrologia de

Clinica de reproduccién en el afio 2021.
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En la tabla 3 se presenta la distribucion de los 100 pacientes que fueron excluidos del

estudio por patologias, medicamentos y/o fumadores.

Tabla No. 3 Distribucidn de la clasificacién de exclusion de pacientes

AZOOSPERMIA 43 43
MEDICAMENTO 22 22
CRIPTOZOOSPERMIA 25 25
FUMADOR 9 9
NECROZOOSPERMIA 1 1
TOTAL 100 100

n= frecuencia

% = porcentaje

Fuente: Adaptacion propia de recoleccion de Datos en Laboratorio de Andrologia de
Clinica de reproduccién en el afio 2021.
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Gréfica No. 2 Porcentaje de la clasificacion de exclusion de pacientes por
patologias, medicamentos y/o fumadores segun tabla No 3.

EXCLUSION DE PACIENTES POR PATOLOGIA,
FUMADORES Y/O TOMAR MEDICAMENTO

CRYPTOZOOSPERMIA
25%

AZOOSPERMIA

43%
NECROZOOSPERMIA

1%
FUMADOR
9%

22%

Fuente: Adaptacion propia de recoleccién de datos en Laboratorio de Clinica de

Reproduccién Humana, en el afio 2021.
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En la tabla 4 se presenta la determinacion de los valores atipicos para cada variable,
utilizando el método no paramétrico de Tukey recomendado por el CLSI en su guia C28-
A3; los valores atipicos no fueron incluidos dentro de la muestra que sirvié para

determinar los valores de referencia.

Tabla 4. Determinacion de valores atipicos del total de la poblacién.

Valores Atipicos Valores incluidos
Variables

n (%) n2
Volumen (mL) 141(35) 267
pH 88(22) 320
Concentracion(mL) 255(63) 153
Concentracion total (Millones) 298(73) 110
Movilidad Total (%) 308(75) 100
Morfologia (Ideales) 336(83) 72
Vitalidad (%) 292(72) 116

mL= Mililitro

Nota: n= Absoluto %= porcentaje n=Numero de valores incluidos para determinar
los valores de referencia mL= mililitro
Fuente: Adaptacion propia de recoleccion de Datos en Laboratorio de Clinica de

Reproduccion Humana afio 2021.
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En la Tabla 5, se presentan los valores de desviacion estdndar de cada variable. Se basoé
en la guia C28-A3 del CLSI, la cual indica que, una vez eliminados los valores atipicos,
puede definirse la media y desviacion estandar para comunicar la dispersion de los
valores (CLSI, 2000).

Tabla 5 Determinacién de la desviacion estandar de las variables del andlisis de

espermograma por grupo etario

VARIABLES 18-30 afos 31-40 afios mayores de 40 afios

Volumen (mL) 1.43 1.50
1.06

pH 0.17 0.17 0.20

Concentracion(mL) 39.86 48.18 48.91

Concentracion total 187.63 161.83 198.4

(Millones)

Movilidad Total (%) 10.24 12.53
6.94

Morfologia (Ideales) 1.77 1.99 1.73

Vitalidad (%) 6.03 8.00 10.19

Fuente: Adaptacion propia de recoleccion de datos en Laboratorio de Clinica de

Reproducciéon Humana, afio 2021.
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En la tabla 6 se representa la media obtenida del volumen de cada uno de los rangos
de dias de abstinencia entre 2 - 3 dias, 4 - 5dias y 6 - 7 dias, En el porcentaje de aumento
se evidencia que al tener mas dias de abstinencia el volumen va aumentando

gradualmente pero no es considerable.

Tabla 6 Medias de volumen clasificado por dias de abstinencia sexual

Abstinencia Media Porcentaje de
aumento
2 - 3 dias 2.17 mL --
4 -5 dias 2.58 mL (0.41 mL) 16%
6 - 7 dias 2.88 mL (0.29mL) 10%

n= numero total por mL
%= porcentaje de aumento
Fuente: Adaptacion propia de recoleccion de datos en Laboratorio de Andrologia de

Clinica de Reproduccién Humana, afio 2021.
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En la Tabla 7, se presentan los valores de espermograma obtenidos en este estudio.

Estos valores se estratifican por edad; se realiz6 una comparacion entre grupos etarios y

con los valores proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud. Puede

observarse con mas detalle en las graficas de caja de las figuras que se encuentran en

el Anexo 6 “Comparacién de las distribuciones de los datos observados y los valores de

referencia proporcionados de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

Tabla 7. Comparacion de limite inferior y limite superior por grupo etario

obtenidos, y los valores de decision de la OMS.

Limites obtenidos por:
Grupo etario en afios

Valores de
referencia
otorgados por

Variable Organizacion
_ _ _ Mundial de la
n=18 a 30 n=31a 40 n=41-60
Salud

Volumen (mL) 1.95-2.37 2.4-2.8 2.2-3.2 Mayor o igual a 1.4
pH 8.0-8.1 8.1-8.13 8.0-8.1 Mayor a 7.2
Concentracion(mL) 88-110.1 88.-100.0 92.8-111.9 | Mayor o igual a 16
Concentracion total | 215.4-298.1 210.3-254.9 | 197.3-268.7 | Mayor o igual a 39
(Millones)
Movilidad Total (%) 68.5-73.4 66.2-68.9 65.3-69.5 | Mayor o igual a 42
Morfologia (Ideales) 6.0-7.0 6.0-6.0 5.0-6.0 Mayor o igual a 4
Vitalidad (%) 74 -78 73-75 71-74 Mayor o igual a

54%

Fuente: Adaptacién propia de recoleccion de Datos en Laboratorio de Clinica de

Reproduccion Humana, afio 2021.
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Tabla 12 Medias distribuidas por grupos etarios

Medias distribuidas por grupo etarios

Variable Edad =18 a 30 Edad = 31 a 40 Edad = 41 - 60
Volumen (mL) 2.16 2.6 2.7

pH 8.0 8.1 8.0
Concentracion(mL) 99.05 94 102.35
Concentracion total 256.75 232.6 233
(Millones)

Movilidad Total (%) 70.95 67.55 67.4
Morfologia (Ideales) 6.5 6.0 55
Vitalidad (%) 76 74 72.5

Clinica de Reproduccién Humana, afio 2021.
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DISCUCION DE RESULTADOS

La importancia de obtener los valores de referencia de espermograma radica en
la utilidad que se tiene para la interpretacion de los resultados que se adecuen a la
poblacion a la cual pertenece el paciente, con fin de que el médico especialista en
reproduccion pueda tomar una decision en el tipo de tratamiento o procedimiento que
conlleve a un embarazo exitoso. Segun el diccionario de Cancer del Instituto Nacional
del Cancer (NCI) en el campo de la medicina un valor de referencia es el conjunto de
valores que él médico utiliza para interpretar los resultados de las pruebas de un paciente,
estos son determinados con base en los resultados del analito con una confiabilidad de
un 95% en una poblacidén sana, estos pueden variar en distintos grupos poblacionales
con variaciones en sexo o edad, también pueden ser denominados como: Intervalo de

Referencia, Limite de Referencia y/o Limite normal.

Cada laboratorio debe establecer y validar sus propios intervalos de referencia y por lo
tanto existen diferencias entre laboratorios, los valores de referencia ayudan a describir
lo que es similar o caracteristico para un grupo en particular. Algunos laboratorios o
clinicas médicas han establecido limites de decisidn los cuales son mas utiles que los
valores de referencia para determinar la evolucion clinica y el pronéstico de los pacientes

de acuerdo con los tratamientos.

El manual de la Organizacion Mundial de la Salud en su sexta edicién proporcioné valores
de referencia para las variables espermaticas cominmente medidas en base a los datos
que caracterizan el espermograma, los valores de referencia fueron establecidos de

hombres cuyas parejas tuvieron un tiempo de embarazo de hasta 12 semanas.

Los valores de referencia determinados en este estudio no debieran ser utilizados como
tal, ya que durante su desarrollo demostré tener variables que pueden afectar la toma de
decision de los médicos en cuanto a la calidad de esperma de cada paciente o su
tratamiento asistido. Los datos obtenidos en este estudio no discriminan entre hombres
fértiles y subfértiles, no se cuentan con datos de los factores femeninos que puedan
obstaculizar su interpretacion y tiempo de embarazo. Por lo tanto estos datos tampoco
pueden ser comparados con los valores de referencia otorgados por la OMS, ya que

como se observa en la tabla nimero 5 “Comparaciéon de los limites inferiores y limites

79



superiores por grupo etario obtenidos y los valores de decision de la Organizacion
mundial de la Salud”, todos los limites inferiores superan a los valores de decision de la
OMS, observandose mejor su comportamiento en el anexo 5 “Graficos”, ya que en el
laboratorio de la Clinica de reproduccién CER, se analizan muestras de semen de
diferentes tipos de pacientes, entre estos: evaluacion de la calidad de semen para
proceso de fecundacion asistida, tratamiento hormonal y para donacion de espermas. La
clinica ya cuenta con valores de decision que son evaluados por cada médico ante

diferentes tipos de pacientes.

Medicién del volumen fue realizada con una jeringa de 10 ml y lo recomendado por el
manual de la Organizacion Mundial de la Salud es que se realice con balanza electrénica,

por lo que esta prueba no se ajusta a lo dictado por dicho manual.

Medicion de pH: los valores obtenidos en el estudio fueron analizados con tiras reactivas
una medida entre 0.0 - 14.0, siendo el limite inferior 8.0 para todos los grupos etarios,
siendo satisfactorio el resultado ya que el pH del semen debe ser alcalino ya que este

favorece a los espermatozoides cuando se encuentra en la vagina donde el pH es acido.

Actualmente muchos laboratorios ya utilizan la camara de Makler para medir la
concentracion, esta agiliza el conteo de espermogramas y con ella se logran obtener
resultados mas rapidos, el manual en su sexta edicibn no contempla el uso de esta
camara, aunque ya se cuentan con diversos estudios donde demuestra ser tan eficiente
como la camara de Neubauer, habiendo otros que demuestran no ser tan eficientes en
concentraciones por debajo de los 40 millones por lo que se considera importante validar

Su uso.

Morfologia: el Manual de la Organizacion Mundial de la Salud en su sexta edicion
recomienda la tincion de Papanicolau, actualmente en muchos laboratorios se utilizan
otras tinciones entre estas Giemsa y Wright el manual recomienda estudios comparativos
con la tincion de Papanicolau para su validacion. (Este estudio fue realizado con

coloracion Giemsa)
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Ya habiendo realizado los estudios de validacion para el uso de la camara de Makler y
las tinciones de Wright o Giemsa con resultados satisfactorios se recomienda realizar
nuevamente el estudio para la determinacion de valores de referencia para este estudio
recomendamos utilizar el anexo niamero 6 “Cuestionario para la inclusion o exclusion de
muestras para estudio de Determinacién de Valores de Referencia”, este tiene como
objetivo principal categorizar y discriminar los diferentes tipos de pacientes que pueden
llegar a necesitar una prueba de espermograma, siendo primordial obtener datos de
pacientes fértiles y subfértiles para su preciso diagnéstico o tratamiento. (Cardona,
Berdugo, & Cadavid, 2008)

Aunque este estudio no cumpla con su principal objetivo de determinar los valores de
referencia si nos deja datos que nos permiten mediante la media de cada analito de cada
grupo etario identificar en donde se encuentra la mayoria de nuestra poblacion masculina
guatemalteca a nivel nacional ya que este estudio abarca datos de pacientes de
diferentes departamentos del pais, como podemos observar en la tabla nimero 6 “Medias

distribuidas por grupo etario”, entre otros.

El objetivo principal para realizar una prueba de espermograma es evaluar la calidad del
semen, a la vez esta prueba se realiza con un doble propdsito analisis cuantitativo que
nos da una serie de valores como volumen espermatico, concentracion, vitalidad, pH,
morfologia normal y el andlisis cualitativo que nos da otra serie de valores como
viscosidad, apariencia, color etc., es la primera prueba de caracter diagnostica que se
lleva a cabo en tratamientos de reproduccion asistida ademas de ser una herramienta

basica para detectar ciertas patologias.

Segun un articulo actualizado el 09 de abril del 2,021 Cuidate Plus, Rocié Nufez,
subdirectora y embriologa de la clinica Tambre en Madrid el espermograma se emplea
como estudio basico de fertilidad, problemas uroldgicos o control luego de la vasectomia.
Este estudio no se realiza como preventivo de alguna enfermedad, pero si puede detectar
en algunos casos enfermedades que afectan el sistema reproductivo, Esta prueba no es
recomendada a una edad determinada, segun Jorge Alonzo Zafra, del Instituto para el

estudio de la Esterilidad, en ocasiones se puede detectar defectos que esconden
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enfermedades mas graves como prostatitis, orquitis, varicocele, hidroceles e incluso

tumores testiculares. (Redaccion cuidate Plus, 2021)

No se encontraron datos de prevalencia distribuidos por grupo etario que refiera en que
tiempo de la vida los hombres requieren realizar una prueba de espermograma, ya que
por no ser prueba de diagndstico puede ser requerida en cualquier momento. En este
estudio se refleja una mayor prevalencia a una edad entre 31 y 40 afios del 60%, en un
articulo publicado el 19 de junio del 2,019 en la revista GQ Biol6gicamente, la edad ideal
para procrear del hombre se encuentra entre los 35 a 40 afios ya que a una edad mayor
los espermatozoides estan sujetos a presentar alteraciones en cantidad, morfologia y
movilidad. En un estudio realizado en 2017 estima que la edad en la que se obtiene una
mejor calidad del semen es en hombres menores de 40 afos, este estudio demuestra

gue los hombres mayores de 40 afios empiezan a tener un recuento espermatico menor.

Estos factores son independientes de la edad materna, a partir de los 35 afios y ain mas
a los 45 afos se habla de una APA acronimo de Advanced Paternal Age explica el
profesor Salvatore Sansalone, especialista en Andrologia e Investigador de la
Universidad Tor Vergata, la posibilidad de completar la fecundacion de un embarazo
aumenta si el hombre tiene menos de 41 afos, el profesor Salvatore comenta que la
edad del padre tiene un influencia fundamental en la salud del feto debido a las
mutaciones genéticas, los hombres de 45 afios tienen un 14% mas de probabilidades de
tener un bebe prematuro y los mayores de 50 tienen un 28% . No se cuenta con datos
gue sugieran a qué edad los hombres prefieren comenzar su vida reproductiva en
Guatemala. (Siranni, 2019)

En este estudio se excluyen a todos los hombres que indicaron ser fumadores ya que si
bien es cierto no se conoce con precision los mecanismos por los cuales los
componentes del humo de tabaco afectan a la espermatogénesis si se conoce a raiz por
medio de varios estudios realizados que fumar reduce la produccién de estrona y
estradiol, estos dos tipos de estrégenos se excretan en los testiculos y que su principal
funcion es evitar la muerte de las células seminales por lo que se observa una incidencia
negativa en el recuento y motilidad de los espermatozoides, en un estudio realizado en

Alemania se demostrd que los hombres que fuman mas de una caja diaria de cigarrillos

82



tienen un 14% menos de protaminas siendo esta una proteina fundamental en la
formacion del semen. Sin embargo, no hay estudios que indiquen que cause infertilidad

en el hombre.

Otra patologia interesante que no se tomoO en cuenta para realizar este estudio es la
obesidad, la cual se ha demostrado con multiples estudios que el sobrepeso y un mayor
perimetro abdominal se relacionan directamente con un menor volumen seminal y en
una menor concentracion espermatica, mas no se ha determinado con evidencia
concluyente de cdmo podria afectar a la movilidad y a la morfologia, los hombres
obesos tienen una disminucién de testosterona en sangre (hipogonadismo), por lo cual
se merma la produccion espermatica la cual afecta directamente a la concentracién
espermatica, motilidad, morfologia, y fragmentacion del ADN; un estudio realizado en los
laboratorios de la Universidad de Stanford demostr6 que los hombres con una cintura
mayor a los 100 centimetros obtuvieron un volumen seminal del 22% menor a los que
tenian un perimetro normal, los que tenian obesidad moérbida tienen una media de 2,8

mL y los de peso normal 3,3 mL. (Facultad de medicina de Stanford University, 2014)

De acuerdo con la representacion de la calidad de los valores obtenidos, se normaliza la
distribucion a través de la determinacion y eliminacion de valores atipicos del estudio en
cada variable, los cuales se obtuvieron empleando el método no paramétrico de Tukey
recomendado por el CLSI en su guia C28-A3 con esta misma guia se definieron los
valores de referencia con un 95% de confianza. La proporcion de los valores atipicos
siempre fue mayor a un 50% a excepcion de las variables volumen y pH como podemos
observar en la tabla numero 3 “Determinacién de los valores atipicos de total de la
poblacion”, esto se debe a que la poblaciéon en estudio tiene muchas variables que no
fueron determinadas como datos de exclusién, ya que no se cuenta con ese tipo de
informacion en cada ficha de los pacientes tales como mencionamos anteriormente: la

obesidad, diabetes, diagndstico, motivo por el cual se realiza el examen etc.

En la tabla numero 5 “Medias de volumen clasificados por dias de abstinencia sexual’
observamos un leve incremento del 16% entre los hombres que tenian una abstinencia
entre 2-3 dias con los que tenian de 4-5 dias y un 10% entre estos ultimos y los que
tenian 6-7 dias de abstinencia, siendo estos en conjunto el parametro recomendado por
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la Organizacion mundial de la Salud para un andlisis de semen, la mayoria de los
especialistas recomiendan mantener un periodo de abstinencia sexual entre 2-5 dias ya
gue han observado que al tener una abstinencia de eyaculacion prolongada este muestra

una serie de cambios en el analisis de semen entre las cuales podemos mencionar:

e Recuento espermético: aumento en la cantidad de espermatozoides en el
eyaculado.

e Volumen: aumenta con el aumento de los dias sin eyacular.

e Morfologia: No varia.

e Movilidad: Empeora con la abstinencia por el aumento en el recuento.

e Vitalidad: el porcentaje de espermatozoides vivos disminuye.

A pesar de que pareciera que el aumento en el recuento esperméatico es de beneficio, un
exceso de espermas es perjudicial para la movilidad; la vitalidad y movilidad de los
espermas es fundamental para conseguir la gestacion, en un articulo actualizado el
28/12/2021 “Coémo afecta la abstinencia sexual en la calidad del esperma” una prueba
mas compleja como lo es la fragmentacion de ADN espermatico se observa un aumento
cuando la abstinencia sexual es prolongada perjudicando asi el logro de la gestacion.
(Ochoa, Barranguero, Fabra, & Reus, 2021)

Los valores de referencia de los pacientes que se realizaron evaluacion por problemas
de fertilidad de la Clinica de Reproduccién Humana segun el método no paramétrico de
Tukey arrojaron estar muy por arriba de los del limite bajo de los proporcionados por la
Organizacion Mundial de la Salud, se consideran segun la OMS a todos los pacientes

como fértiles.

La fertilidad de los mismo no se puede corroborar pues no existe un seguimiento si en
verdad se logré un embarazo exitoso con sus espermas, y se desconoce si se presenta
otra patologia que interfiera en el embarazo que no esté relacionada con los valores de
un espermograma como fragmentacion de ADN, falta de fijacion al Acido Hialuronico

ovarico etc.

Algunos de los métodos utilizados en los espermogramas como el conteo espermaético,

la morfologia y el volumen no fueron realizados con lo dictado por la Organizacién
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Mundial de la Salud por lo que se consideran invalidos como para tomarse como valores

de referencia.

Los datos proporcionados por la presente Tesis Unicamente se pueden tomar como pura
estadistica, no es aconsejado por sus editores que sean tomados como referencia para
valores normales, mucho menos para valores de decisiébn para algun tratamiento de

reproduccion.
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CONCLUSIONES

Se determinaron los valores de referencia para el andlisis de espermograma, los
cuales no deben ser utilizados para interpretacion de valores normales; ni para
toma de decision para tratamiento de fertilidad ya que no discriminan entre grupos
de hombres fértiles, sub fértiles e infértiles. Los datos obtenidos pueden ser

utilizados Unicamente para estadistica y como referencia para proximos estudios

Se actualizé el manual del procedimiento de espermograma de la Clinica de
Reproduccion Humana segun el Manual para el procesamiento de semen de la
Organizacion Mundial de la Salud en su sexta edicion, obteniendo resultados
satisfactorios y aplicables en cualquier laboratorio de andrologia o laboratorio

clinico.

Segun los datos obtenidos en este estudio estos no deben ser comparados con
los otorgados por la Organizacion Mundial de la Salud, ya que los grupos
poblacionales en estudio son completamente diferentes (No se puedo demostrar

gue los pacientes sometidos al estudio son fértiles)

Segun los resultados obtenidos de la revision bibliogréafica el analisis de semen no
es una prueba de diagnéstico, en la mayoria de los casos es utilizada para
seguimiento de pacientes en vasectomias, evaluacion de fertilidad, seguimiento
de tratamiento de inseminacion asistida, crio preservacion de espermatozoides.
Por lo que se evidencio que en este andlisis en particular los valores referencia

son unicamente accesorios y que cada caso de debe de evaluar individualmente.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda para los proximos investigadores obtener sus muestras para el
procesamiento de espermograma de una poblacién masculina sana, los cuales tengan
parejas que estén en periodo de gestacion de minimo 6 meses. Aplicando los criterios
de exclusion recomendados en este estudio, se recomienda extender el estudio a los

distintos departamentos y clasificar por grupo etario regional.

No utilizar los valores (Limites inferiores y medias) determinados en este estudio para el
analisis de espermograma, pues no se determino si los pacientes estudiados en verdad

son fértiles.

Registrar, verificar y validar: Los métodos, los equipos, los reactivos y materiales que se
utilicen en la determinacion de valores de referencia de los distintos parametros del

espermograma para asegurar la calidad de los resultados.

El procedimiento de espermograma sea realizado de preferencia por el mismo técnico o
con sistema Computarizado de conteo espermatico para evitar variaciones en los conteos

espermaticos.
En futuros estudios se recomienda validar la cAmara de Makler para el analisis de

espermograma y compararla con el Gold Standard que es la camara de Neubauer

recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud.
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ANEXOS

Anexo 1. Procedimiento para el analisis “ESPERMOGRAMA” Segun el Manual de
procesamiento de semen de la Organizacién Mundial de las Salud sexta edicién afio

2031

ANALISIS DE LIQUIDO (ESPERMOGRAMA)

1. Preparacion de paciente:

Se le brinda informacién al paciente sobre preparacién previa al andlisis de

espermograma, coleccion de la muestra, recepcion de la muestra, manipulacién inicial de

la muestra.

1.1. Requisitos y preparacion de paciente para analisis de espermograma:

1.1.1.
1.1.2.
1.1.3.

1.1.4.
1.1.5.

1.1.6.

1.1.7.

1.1.8.

Tener de 2 a 7 dias de abstinencia sexual.

Las muestras se deben obtener preferentemente por masturbacion.
Eyacular dentro del recipiente de plastico de boca ancha y tapa
hermética estéril.

No se debe perder ninguna fraccion del eyaculado.

Si el paciente no puede obtener la muestra en el laboratorio puede
hacerlo en un lugar cercano al laboratorio.

Si el paciente no puede obtener la muestra de semen por
masturbacion, puede hacerlo por relaciones sexuales utilizando
condones especiales (sin espermicida). Una vez eyaculado el
semen, se debe retirar el condén cuidadosamente, cerrarlo y
colocarlo dentro de recipiente plastico y llevarlo al laboratorio antes
de una hora desde que se obtuvo la muestra (No aplica si la muestra
serd utilizada para cultivo.)

Coito interrumpido no es una medida aceptable para obtencion de
muestra de semen.

Entregar frasco con la siguiente etiqueta y solicitar al paciente llenar

los datos hasta (Hora recoleccion)
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IMAGEN 12: Etiqueta para identificacion general de la muestra.
Tomada y adaptada: Propia de la recoleccion de datos necesarios para la identificacion

de muestras de liquidos seminales, en el afio 2022.

Nombre de paciente:
Edad: Abstinencia: dias.
Fecha de recoleccidn: Hora recoleccidn:

Hora entrega de muestra en laboratorio:

Peso de frasco: gramos.
Peso frasco final: qQramos.
Temperatura frasco: °cC

1.1.9. Ellaboratorio deberé entregar la etiqueta con el peso del frasco (los
frascos deberan ser pesados antes de la toma de la muestra de

semen).

2. Recepcion de muestra:

2.1. El recipiente debe ser rotulado cuidadosamente con todos los datos del
paciente (segun etiqueta de punto 1.1.8.)

2.2. Si la muestra no es obtenida en el laboratorio es indispensable que sea
transportada lo mas rapido posible entre 30 minutos o un maximo de 60
minutos conservando la temperatura de 20 a 37°C, se debe pegar al cuerpo
para mantener esta temperatura.

2.3. La muestra debera ser colocada inmediatamente en la incubadora a 37°C.

3. Examen Macroscépico
Los parametros macroscopicos se deben evaluar lo mas pronto posible (entre los

primeros 30-60 minutos), los cuales deben realizarse en el siguiente orden.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Volumen: Calcular el peso de la muestra por peso antes de que la muestra
licue, asumiendo que la densidad de semen es de 1 gr/mL, con la siguiente
formula:

Volumen de semen gramos: Peso frasco final - peso de frasco

Volumen seminal 1 mL=1 gr

Evaluacion de la apariencia: La apariencia debe evaluarse con un
eyaculado licuado la cual deberia ser homogénea. Se puede reportar como

homogénea vy liquida.

Licuefaccion: La licuefaccion completa de eyaculado es normalmente
entre 15 - 30 minutos a temperatura ambiente. Si la licuefaccién no es

completada después de 60 minutos también debe incluirse en el reporte.

Viscosidad: Después de la licuefaccion, la viscosidad de eyaculado
puede ser evaluado al aspirarlo suavemente con una jeringa
(aproximadamente 1.5 mm de ancho), dejando caer el semen por gravedad

y observando la longitud de cualquier hilo.

Olor de eyaculado: Este puede variar entre individuos por lo que
solamente tiene relevancia clinica si se percibe un fuerte olor a orina o

putrefaccion, que debera ser anotado en el informe final.

pH de eyaculado: Las tiras bioquimicas para medir el pH de eyaculado

deben tener un rango entre 6.0 - 10.0.

3.6.1. Mezclar bien la muestra.

3.6.2.  Colocar una gota sobre la tira bioquimica.
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3.6.3.  Esperar por lo menos 30 segundos para que el color de la muestra
impregnada sea uniforme.
3.6.4. Comparar el color con la calibracion de la tira y leer el pH.

4. Preparacion de la muestra para analisis en el microscopio:

4.1. Homogenizar la muestra: La homogeneizacion de la muestra debe
realizarse en el mismo frasco que se recibe, no vigorosamente para evitar
la formacién de burbujas, debe hacerse de forma circular durante 15 - 30
segundos.
4.2. Alicuotas de muestra representativa:
4.2.1. Realizar alicuota por duplicado de minimo 50 uL para el analisis de
conteo de espermas.
4.2.2. Realizar alicuota por duplicado de minimo 10 uL para el andlisis de
motilidad.
4.2.3. Todas las alicuotas deben ser colocadas en la incubadora a 37°C.
Nota: La comparacion de cada alicuota por replicado es necesaria

para reducir el riesgo de errores.

4.3. Hacer una preparacion en humedo:
4.3.1. Colocar 10 uL de muestra precalentada a 37°C sobre un
portaobjetos, colocar un cubreobjetos y revisar dentro de 1 minutos

gue la muestra esté estable (que no existan corrientes).

4.3.2. Revisar en bajo aumento (10x): Provee los siguientes datos:
4.3.2.1. Revela silos espermatozoides estan igualmente distribuidos
en la preparacion.
4.3.2.2. Observacion de hebras de moco.
4.3.2.3. Agregacion de espermas o aglutinacion. Los cuales pueden

observarse:
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IMAGEN 13: Aglutinacion de espermatozoides:

,-,‘5; N2 A,
N

LA »'
UM

A

Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de
la Salud 6ta edicion, 2021

e En casos de distribucidon desigual las razones pueden ser: Mezcla insuficiente,

viscosidad alta, insuficiente licuefaccion o aglutinacion de espermas.

4.3.3. Revisar en aumento alto (40x): Provee los siguientes datos:

e Movilidad
e Determinacién de la dilucién requerida para el conteo de espermas.
e Presencia de otro tipo de células para anlisis.

5. Movilidad espermética:
e Realizar una inspeccion general de la muestra en el aumento més bajo.
e Evitar evaluar areas cercanas al borde de la camara o del cubreobjetos.
e Elegir un area aleatoria para realizar la movilidad.
e Realizar movilidad de al menos 200 espermatozoides.
e Inicie el conteo en una determinada posicion.
e Cuente sisteméticamente, comenzando por los espermatozoides de

progresion rapida y lenta para evitar sobrestimar el numero de
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5.1.

5.2.

espermatozoides progresivamente moviles en la seccién de cuadricula
durante el conteo.

En el segundo recuento se cuentan los espermatozoides no progresivos e
inmoviles en la misma seccién de la cuadricula.

Si se logra un conteo de 200 espermatozoides antes de que se hayan
cubierto un area determinada se continla hasta terminar dicha area,
aunque se cuenten mas de 200 espermatozoides.

Compare los valores de las réplicas para verificar si son aceptables, asi se
procedera a los calculos de lo contrario prepare y cuente nuevas muestras.
Con un comentario en el informe final que el resultado es el promedio de

evaluaciones altamente variable.

Categorizaciéon de los espermatozoides segun su movilidad:

Progresivos rapidos: (225 um/s) espermatozoides que se mueven
activamente, ya sea en linea recta o en circulo, cubriendo una distancia
desde el punto inicial hasta el punto final de al menos 25um en un segundo.
Progresivo lento: (5 a 25 um/s) Espermatozoides que se mueven
activamente, ya sea linealmente o en circulos cubriendo una distancia
desde el punto inicial hasta el punto final con una velocidad de 5 a 25 um
en un segundo.

No Progresivo: Todos los movimientos activos de la cola con ausencia de
progresion, es decir nadan en circulos pequefos, la fuerza flagelar no
desplaza la cabeza del espermatozoide.

Inmoévil: Sin movimiento activo de la cola.

Comparacion de réplicas y calculo de resultados

Calcule los porcentajes de las cuatro categorias de motilidad, de dos
réplicas por separado.

Luego calcule el promedio de las dos réplicas para el grupo dominante.

Calcule la diferencia entre las dos réplicas del grupo dominante.
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e Determine la aceptabilidad de la diferencia en la tabla, la diferencia maxima
entre dos porcentajes que se espera es del 95% de las muestras debido a
las causas aleatorias. Si la diferencia es mayor que el valor de la tabla es
menor que el 5% de probabilidades de que la diferencia se deba a causas

aleatorias.

Diferencias aceptables, basadas en un intervalo de confianza de un 95 % de

confiabilidad.

Acceptable

difference -

7] 8 7

=0
=]
~3
o~
o
o

Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de
la Salud sexta Edicion ,2021.
Ejemplo:

Réplica 1 Réplica 2

Espermatozoides Movilidad tipo A=10.2 % | Espermatozoides Movilidad tipo A = 13.1%

Espermatozoides Movilidad tipo B= 42.2% | Espermatozoides Movilidad tipo B= 43.6%

Espermatozoides Movilidad tipo C=27.1 % | Espermatozoides Movilidad tipo C=22.2 %

Espermatozoides Movilidad tipo D= 21.1% | Espermatozoides Movilidad tipo D= 21.1%

e Determinamos que el grupo dominante es el espermatozoide Movilidad tipo

(Movilidad progresiva lenta).
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Promedio R1 (42.2) +R2 (43.6) /2=42.9 % Diferencia: 43.6-42.2= 1.4%
e Se determina que con este promedio (42.9%), la diferencia aceptable es 9, y se
ha obtenido 1,4%. Por lo tanto, es aceptable estos valores. (Ver tabla 2 diferencia

aceptables)

e Obtencién de valores:

A= (10,2+13,1) /2=11,65 ~12
B= (42,2+43,6) /2=42,9 ~ 43
C=(21,7+22,2) [2=21,95 ~22
D= (25.9+21.1) /2=23,5 ~24
Sumatoria 101

e Se ajusta al grupo dominante para llevarlo a 100. Colocamos los progresivos
lentos de 43 a 42.
Informe: (a)=12%, (b)=42%, (c)=22%, (d)=24%

e Sila diferencia entre los porcentajes es aceptable, informe el porcentaje promedio
de cada grado de motilidad. Si la diferencia es demasiado alta tome dos nuevas
alicuotas de las muestras de semen, realice nuevos conteos. El conteo no debe
ser realizado mas de 2 veces, al final se debe de realizar el promedio de las
evaluaciones, junto con el comentario de que el resultado es incierto debido a la
alta variabilidad entre las evaluaciones repetidas.

e Informe el porcentaje promedio de cada una de las categorias de movilidad.

e La sumatoria de los cuatro grados debe ser 100. Si es 99 o0 101, el valor del grupo
dominante se ajusta para dar una suma de 100, si la suma es menor de 99 se

debe ajustar también.

6. Vitalidad:
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e Lamuestra de semen deberd estar completamente licuada (idealmente 30 minutos
después de la eyaculacion).

e Homogenizar la muestra de semen.

e Colocar 50 pL de la muestra y 50uL de reactivo (Eosina-Nigrosina) e incubar por
30 segundos a 37° C en un tubo cénico.

e Transferir de 12 a 15 pL de la mezcla a un portaobjetos limpio y realizar un frotis
uniforme sobre el area del portaobjetos.

e Después dejar secar al aire, el portaobjetos.

e Examinar por lo menos 200 espermatozoides, las cabezas tefiidas de color blanco
se consideran como vivas. Cualquier tinte rojo de la cabeza del espermatozoide
se considera como muerto, excepto los espermatozoides que muestran solamente
un tinte rosa en la region del cuello.

IMAGEN 14: Coloracion Eosina-Nigrosina, los espermatozoides identificados con la
letra D son: muertos y los espermatozoides identificados con una L son: vivos.

Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacién Mundial
de la Salud 6ta edicion, 2021.

e Se debe observar en un microscopio de campo claro con un objetivo de buena
resolucién de 100x con aceite de inmersion.

e Lavitalidad es expresada en porcentajes de espermatozoides vivos
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e Se obtiene el porcentaje de vitalidad dividiendo el nimero de espermatozoides
vivos entre el numero total de espermatozoides evaluados y multiplicarlo por 100.

e El resultado se darad en niumeros enteros sin decimales.

6.1. Interpretacion:
e Calcular el porcentaje de células vivas.
e Informar el porcentaje de espermatozoides vivos, redondeando al nUmero entero

mas proximo.

7. Concentracion espermatica:
7.1. Preparacion de ladilucién:
e Calcular dilucion para el recuento de espermatozoides segun punto 4.3 y

correlacionar con la siguiente tabla (No. 1)

Estimacion de la dilucion para conteo de espermas:

>200 > 800 1:50 50 2450
40 - 200 160 -800 1:20 50 950
16 - 40 64 - 160 1:10 50 450
2-15 8- 64 1:5 50 200
<2 <8 1:2 100 100

Tomada y adaptada Manual de procesamiento de semen de la Organizacion
Mundial de la Salud 6ta edicién, 2021

7.2. Llenado de la camara de Neubauer
e Homogeneizar la dilucion y cargar en cada una de las camaras del

hematocitometro, con la dilucién previamente determinada.
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Evitar hacer burbujas en el llenado de la camara, si fuera necesario repetir una
nueva preparacion.

Colocar el cubreobjetos que se adhiere a la camara, asegurarse que no se movera
al moverlo con la punta de la pipeta.

Dejarla en una cdmara humeda (aprox. 10 - 15 minutos), para que se asienten los
espermatozoides.

Evaluar el nUmero de espermatozoides inmediatamente después de retirarla de la
camara humeda (para evitar los efectos negativos de la evaporacién de la camara

de recuento

7.3. Principios para el conteo de espermatozoides para el conteo en la

camara de Neubauer:

Contar solo los espermatozoides enteros (Cabeza y Cola)

Si hay muchas colas de espermatozoides sin cabeza, los llamaremos cabezas de
alfiler, su presencia se debe reportar. La concentracion se puede estimar en
relacion a los espermatozoides enteros, debera indicar la frecuencia relativa.

El limite de un cuadro grande se indica con la linea central de los tres.

Se cuentan todos los espermatozoides sin contacto con el limite (centro de la linea
triple) de un cuadro grande.

Solo se cuentan los espermatozoides en contacto con limites inferiores o

izquierdos; no con los que estan en contacto con los limites superior o derecho.

7.4. Conteo en la camara de Neubauer:

Examinar en el objetivo 40x.

Evaluar el cuadrante grande superior de la rejilla central.

Contar por lo menos 200 espermatozoides por replicado, se deberan contar los
mismos cuadros tanto en la réplica 1 como en la 2

Comparar los recuentos para verificar si son aceptablemente cercanos.
Calcular la concentracion de espermatozoides por mL.

Calcular la concentracién de espermatozoides por el volumen eyaculado.
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7.4.1. Dependiendo del numero de espermatozoides contados se decidira
cuantos cuadros contar:
e Menor de 10 espermatozoides: Contar 25 cuadros grandes.
e De 10 a 40 espermatozoides: Contar 10 cuadros grandes.
e 40 espermatozoides o mas: contar 5 cuadros (ejemplo 4 cuadros de la esquinas
y el centro.)
e Anotar el nimero de espermatozoides evaluados

e Calcular las suma y diferencia entre las dos camaras.

IMAGEN 15: La grafica representa el cuadro grande de la rejilla central, en el cual
se cuentan los espermatozoides y para determinar los cuadros que se tomaran en
cuenta para el conteo de espermatozoides.
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Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de
la Salud 6ta edicion ,2021.

7.5. Diferencias aceptables en el conteo de espermatozoides
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Si la diferencia es aceptable, entonces calcular la concentracion espermatica y el
namero total de espermatozoides por eyaculado.
Si la diferencia es demasiada alta, carga de nuevo una cdmara de Neubauer; a partir de
nuevas diluciones, si la diferencia sigue alta contar una tercera vez. Incluir un comentario
en el resultado final.
7.5.1. Comparaciéon de las diferencias de los recuentos de las réplicas
e Determinar la suma y la diferencia de los recuentos.
e Determinar si se aceptan las evaluaciones de las réplicas.
e Determinar la incertidumbre en el resultado final, segun la siguiente tabla: (No. 3)
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Rango de sumas para determinar el limite de diferencia aceptable entre réplicas y la
incertidumbre de resultado:

Error of final result based

Range of sums Limit difference on number of observations
I0N-318 34 5.8%
28.4~-300 33 5.9%
26T-283 32 &.1%
251-266 31 65.3%
235250 30 6.5%
219-234 29 &6.8%
206-218 28 T
190-205 27 T.3%
176-189 26 7T-5%
163-17T5 25 T.8%
150-162 248 B8.2%
138-149 23 B8.5%
126-137 22 B.9%
115-125 21 T.3%
105-11& 20 Q.B%
h—- 104 19 10.3%
BS5-93 18 10.8%
T&-84 17 11.5%
&T-TS 16 12.2%
59— 66 15 13.0%:
52-58 14 13.9%
By ~51 13 15.1%
38-43 12 16.2%
32-3T7 11 17.7%
27-31 10 T9.2%
22-36 9 21.3%
17-21 8 24.3%
13-16 T Z27.T%
10-12 & 31.6%
™9 5 3I7.8%
5—& &5 ST
3I-& 3 S5T.T%
2 2 TOLT%
1 1 100.0%:
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Error of final result based

Range of sums Limit difference on number of observations
F59-1000 61 3.2%
938-9468 60 3.3%
07-937 59 3.3%
876-906 58 3.4%
B846-875 57 3.4%
B817-845 56 3.5%
788-814 55 3.6%
T760-787 54 3.6%
732-759 53 3. 7%
T04-T31 52 3.8%
&£78-703 51 3.8%
&51-677 50 3.9%
&625-650 49 4.0%
600-624 4L8 5.1%
576-599 &7 4.2%
551-575 Lé 4.3%
528-550 45 &L 8%
504-527 L 4.5%
£82-503 43 &.6%
L50-481 42 5. 7%
4£38-459 41 4.8%
H1T-437 40 £.9%
396-4146 39 5.0%
376-395 38 5.2%
357-375 37 5.3%
338-354 36 5.4%
319-337 35 5.6%
Tomada y

adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacién Mundial de la Salud
6ta edicion, 2021.

e La suma de los dos conteos repetidos “aceptados” se divide por un factor que se
determina por la dilucién y el numero de cuadrados grandes o cuadriculas
evaluados tanto en el conteo de las camaras (si se han hecho tres intentos sin
llegar a un acuerdo suficiente entre recuentos repetidos, se utiliza el promedio de

las tres sumas).
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Célculo para la concentracion de espermatozoides a partir del conteo de

espermatozoides.

Number of [arge squares Number of grids counted in each chamber

counted in each chamber
ek R

Correction factor values

Dilution

12 20 40 100 200 300 400 500 600 700 800 900
1:5 8 16 40 80 120 160 200 240 280 320 360
1:10 4 8 20 40 60 80 100 120 140 160 180
1:20 2 4 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1:50 0.8 1.4 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial de
la Salud 6ta edicion, 2021.

Nota:

7.6. Calculos concentracién espermatica:

La suma de los 2 conteos aceptados es dividida por un factor que es determinado
por la dilucion y el namero de cuadrados grandes o cuadriculas evaluadas en
ambos conteos de las camaras (ver tabla No. 4).

Célculo de concentracion de espermatozoides cuando el conteo es menor de 25
espermatozoides

Si contamos menos de 25 espermatozoides por cada camara, utilizando una
dilucién 1:2, la concentracion sera menor a 55 ,555 espermatozoides por mL con
un estimado error del 14 %.

Reportar: Muy pocos espermatozoides contados para la determinacion precisa de
la concentracion (Menor a 56, 000 /mL).

Si no se observan espermatozoides se debe centrifugar la muestra a 3000 rpm por
15 minutos, esto debe reportarse en el informe final con la observacién: Recuento
de espermatozoides (dato obtenido), con muestra centrifugada.

Si no se observan espermatozoides en el Pellet se debera reportar azoospermia.

El término azoospermia soélo puede utilizarse si no se encuentran espermatozoides

en el sedimento de una muestra centrifugada.
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8. Calculo de numero total de espermatozoides:

e Es fundamental calcular y reportar el nimero total de espermatozoides por
eyaculado, ya que este parametro proporciona una mejor medida de la produccién
de los espermatozoides testiculares.

e Se obtiene multiplicando la concentracion de espermatozoides por el volumen de

eyaculacion. Este debe informarse como ndmero entero (sin decimales).

9. Morfologia:

e La muestra de semen debe ser mantenida a 37° C hasta su licuefaccion total.
e Una vez el eyaculado haya licuado, se debe tomar una gota no mayor a5 o0 10 L,
depositar sobre un portaobjetos limpio, extender con la ayuda de otro portaobjetos,

realizar dos extendidos de la muestra.

Preparacion de un frotis de semen.
IMAGEN 16: Preparacion de Fortis.

Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacién Mundial 6ta
edicion ,2021.

9.1. Tincion de Papanicolau

e Etanol al 80 % por 30 segundos para rehidratar gradualmente el frotis.
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Una vez que el frotis se ha secado al aire libre, debe fijarse y colorearse para resaltar las

Etanol al 50 % por 30 segundos.
Agua purificada durante 30 segundos.
Hematoxilina de Harris por 4 minutos.
Agua purificada por 30 segundos
Etanol Acido de 4 a 8 inmersiones
Agua purificada por 30 segundos
Agua corriente del grifo por 5 minutos
Etanol al 50 % por 30 segundos
Etanol al 80% por 30 segundos
Etanol al 95 % al menos 15 minutos
G-6 Colorante Naranja por 1 minuto
Etanol al 95 % 30 segundos

EA -50 mancha verde por 1 minuto
Etanol al 95 % por 30 segundos
Etanol al 100 % por 15 segundos
Xileno por 2 minutos

Dejar secar el Frotis

Observar en 100 X

9.2. Observacion del frotis

caracteristicas del espermatozoide:

Se recomienda el uso del Papanicolaou ya que el criterio estricto de Tygerberg se realizé

utilizando este tipo de tincién. El uso de otro tipo de coloracion debe validarse

comparandola con Papanicolaou.

9.3. Caracteristicas del espermatozoide en tincion de Papanicolau:

Cabeza: se tifie de azul palido en la regién acrosomal y azul oscuro en la region

post acrosomal.

Pieza media: se tifie de color rojo
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e Cola: se tifie de azul o rojizo
e Exceso de residuo citoplasmatico: Se tifie de verde, si se tifie de rojo puede
mostrar otras anormalidades.
Solo se cuentan los espermatozoides completos con cabeza y flagelo (cola), no se
cuentan los cabezas de alfiler, se debe abarcar la mayor parte del preparado. No volver
sobre las zonas ya evaluadas y contarlas mas de una sola vez. Se sugiere evaluar por

lo menos 200 espermatozoides por duplicado.

9.4. Clasificacion de los Espermatozoides segun su morfologia:

9.4.1. Espermatozoide ideal:

e Cabeza: La cabeza debe ser lisa, contorneada de forma oval, debe tener una
region acrosomal bien definida que comprenda del 40 al 70 % del area de la
cabeza.

La region acrosomal no debe de contener vacuolas grandes, no mas de 2 vacuolas
pequefias y que no ocupen mas de la quinta parte de la cabeza del
espermatozoide. La region post acrosomal no debe tener ninguna vacuola.

e Pieza Media: La pieza media debe ser esbelta regular y tener la misma longitud
de la cabeza del espermatozoide.

El eje mayor de la pieza intermedia debe estar alineado con el eje mayor de la
cabeza del espermatozoide.

e Cola: La cola debe ser uniforme en toda su longitud y ser mas delgada que la
pieza intermedia y tener aproximadamente 45uL de longitud el aproximado de 10
veces la longitud de la cabeza.

e Residuo citoplasmético: La gota citoplasmatica debe ser menor a un tercio del

tamafo de la cabeza se considera normal.

Espermatozoide ideal
IMAGEN 17: Espermatozoide ideal
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Espermatozoide
Normal

Tomada y adaptada: de Cerezo y Rodriguez, Manual para Analisis de semen; Una guia

practica, afio 2,014. Pagina 48.

9.5. Defectos en su morfologia:

9.5.1. Espermatozoides con defecto de cabeza:

e Zona acrosomal menor al 40% y mayor al 70%.
e Radio de longitud, anchura menor de 1.5 o méas grande de 2 pum.

e Forma Piriforme, amorfos, asimétricos, forma no ovalada.

Defectos en cabeza del espermatozoide:

IMAGEN 18: Espermatozoides con defecto de cabeza.

A. Head defects
@) (b) © (d) (e) ()

Tapered Pyriform Round Amorphous Vacuolated Small
| acrosomal
No area

r

acrosome

(a) Conica; (b) piriforme; (c) Redonda (1 sin acrosoma, 2 pequefa); (d) amorfa; (e)

vacuolada; (f) area acrosomal pequenia.
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Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacién Mundial de
la Salud 6ta edicion, 2021.

9.5.2. Defecto de pieza media:
e Forma irregular, delgada o gruesa.
e Insercion asimétrica en la cabeza o doblada.

e Espermatozoides con defectos en la pieza media (cuello)

IMAGEN 19: Espermatozoides con defecto de cuello.

{g) ) i) (i)
BEBaermnt meck Do smermairmetrical T hick T i
imsaertiom

(9) cuello doblado; (h) asimétrica; (i) insercion gruesa; (j) delgada
Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial
de la Salud 6ta edicién, 2021.

9.5.3. Defectos en cola:
e Curvas muy anguladas o curvas de horquillas, en espiral o cortos, de anchura

irregular, maltiples colas o cualquier combinacion.

Espermatozoides con defectos en la cola:

IMAGEN 19: Espermatozoides con defecto de cola.
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Short Bent Coiled

(k) corta; (l) doblada; (L) enroscada
Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial
de la Salud 6ta edicion, 2021.

9.5.4. Anormalidades del residuo citoplasmaético.

Es considerado anormalidad sélo cuando supera un tercio del tamafio de la cabeza.

IMAGEN 20: Espermatozoide con exceso de citoplasma residual.

D. Excess residual
cytoplasm

(n)
> one third
head

(n) unatercera cabeza
Tomada y adaptada: Manual de procesamiento de semen de la Organizacion Mundial
de la Salud 6ta edicion, 2021.
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9.6. Identificacion y clasificacion de espermatozoides segun su
morfologia:
9.6.1. Clasificar y realizar porcentaje de espermatozoides normales y
anormales
Identificar y clasificar a los espermatozoides segun su morfologia en los siguientes
parametros:
e Ideales
e Defecto de cabeza
e Defecto de pieza media
e Defecto de cola
e EXxceso de gota citoplasmatica
e Segun el conteo y la clasificacion realizar un porcentaje de cada uno de los

parametros, Con la siguiente férmula:

Clasificacion = (n) * 100

numero de espermatozoides contados (200)

Ejemplo:
Clasificacion (n) nimero % Porcentaje
Ideales 10 5
Defecto de cabeza 85 35
Defecto de pieza media 63 15
Defecto de cola 50 45
Exceso de citoplasma residual 14 2
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Anexo 2: Procedimiento de paratincion de GIEMSA

TINCION DE GIEMSA

Principio usado en hematologia, la tincion de Giemsa permite la diferenciaciéon de las
distintas células sanguineas. La solucion de Giemsa colorea y revela eritrocitos,
basdfilos, eosindfilos, polimorfonucleares, linfocitos, plaguetas y la cromatina de los

nucleos.

Reactivos:
e Azur-Eosina-Azul de Metileno
e Metanol
e Tampon

e Solucion pH 7,2

Procedimiento:

1. Preparar una extension de sangre bien fina en una porta limpio, dejar secar (1-2 horas
aproximadamente).

2. Cubrir la preparacion con metanol durante 3 minutos.

3. Dejar escurrir y secar al aire.

4. En el momento de empezar la segunda fase de la tincién, tomar 0,2 ml de Azur-
Eosina-Azul de Metileno solucién segun Giemsa (lento) y diluir en 2 ml de solucién
tampon pH 7,2. Homogeneizar.

5. Cubrir la preparacién con esta solucién diluida durante 25 minutos.

6. Lavar durante dos minutos con solucién tampon pH 7,2.

7. Dejar secar la preparacion al aire, en posicion vertical.

8. Observar la preparacién con objetivo de inmersion.

Resultados:
e Eritrocitos Rosa-asalmonado
e Plaquetas Violeta

e Nducleo Citoplasma Granulaciones Neutrdéfilo Violeta a rojizo
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e Eosindfilo Violeta a rojizo
e Basofilo Violeta a rojizo
e Monocito Violeta a rojizo Azul-grisaceo

e Linfocito Violeta Azul

Nota técnica

El microscopio usado deberia corresponder a los requisitos de un laboratorio de
diagnéstico clinico. Si se utiliza un aparato automatico de tincién, deben tenerse en
cuenta las instrucciones de empleo del fabricante del aparato y del software.
Preparacion de las muestras

Todas las muestras deben tratarse de acuerdo con el estado de la tecnologia. Todas las
muestras deben estar rotuladas inequivocamente.

Diagnéstico

Los diagnédsticos deberan ser establecidos solamente por personas autorizadas y
calificadas. Cada aplicacion deberia implicar controles adecuados para descartar
resultados erroneos.

Almacenamiento

La solucién de tincion debe almacenarse a temperatura ambiente.

Caducidad

El producto almacenado a temperatura ambiente y en envase bien cerrado, es utilizable
hasta la fecha de caducidad indicada en el envase.

Notas sobre el empleo

Para evitar errores, la tincion ha de ser realizada por personal especializado. Solamente
para uso profesional. Deben cumplirse las directivas nacionales sobre seguridad en el
trabajo y aseguramiento de la calidad. Indicaciones para la eliminacién de residuos Las
soluciones usadas y las soluciones caducadas deben eliminarse como desecho
peligroso, debiéndose cumplir las directivas locales de eliminacion de residuos.
Fabricante Panreac Quimica S.L.U. an ITW Company C/Garraf, 2 — Poligono Pla de la
Bruguera, Castellar del Vallés (Barcelona) Espafia Tel. (+34) 937 489 400 Fax (+34) 937
489 40
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Anexo 3: Inserto reactivo utilizado para el andlisis de la vitalidad en el
espermograma.

Sperm VitalStain™

Vitality

Sperm VitalStain™ is an optimised staining tech-
nique for assessment of sperm vitality, which is
one of the basic tools used in semen analysis.
The technique is based on the principle that
dead cells (i.e. those with damaged plasma
membrane) will take up the eosin and stain red.
Nigrosin is used as a counterstain to facilitate
visualization of the unstained (white) live cells.

An optimised one-step staining technique for Nid
assessment of sperm vitality during semen analysis. = aCOI'I
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Sperm VitalStain®
| One-Step

Sperm VitalStain™ is a one-step vital staining
technique containing eosin and nigrosin. The
concept of using eosin uptake to mark dead
cells, and nigrosin background stain, increasing
the contrast between stained cells and other-
wise bright background, is well known and wide-
ly used.

Sperm VitalStain™ can be stored at room tem-
perature for up to 2 year from production date,
ensuring minimal wastage.

Technical Information

Sperm VitalStain™ is 2 salt J ining the hi

colouring agents eosin and nigrosin, the eozin being taken up by

dead sperm through porous membranes, and the nigrozin pravid- 24 months shelf life
ing a dark ground to emphazise the unstained cells.

Performance characteristics

pH 73-95

Components

Sodium Chloride

Eosin ¥

Water

Nigrosin

Formalin

Storage conditions and shelf life

Store 2t ambi g . Under these ditions Sperm
VitalStzin™ has 3 shelf-life of 24 months. The expiry date is shawn
on both bottles and cartons.

Sperm VitalStain™

erm Vitall

a0 SYRAIE

E-—wn X <t

8 -y

e
(€ UB j‘iii Bt
Ordesing Information
Volume Artide No.
2x10mL SVS-010

www.nidacon.com

Nidacon International AB
E-mail contact@nidacon.com
Tel: +46 31 703 06 30 Fax: +46 314054 15
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Anexo 4: Inserto de reactivo utilizado para el analisis de pH en el espermograma.

M| = nov MEREK

FICHA TECNICA INDICADOR DE PH MERCK

DENOMINACION TECNICA DEL BIEN O SERVICIO
Tiras De Prueba De Ph

PRESENTACION
Caja x 100 tiras

DESCRIPCION GENERAL

Tiras reactivas portatiles, faciles de usar, para la deteccion semicuantitativa de iones y sustancias
organicas o inorganicas en una variedad de muestras.

MColorpHast™ hace que la medicion del pH sea incluso mas facil. Sin instrumentos, preparacién
de la muesfra, mantenimiento ni limpieza de electrodos. Basta con leer el color. El método rapido
ofrece una escala de color exacta para resultados claros y fiables. Es adecuado para todos los
tipos de medios en analisis medioambientales y en controles internos de los procesos industriales,
incluso para liqguidos muy turbios.

Con nuestra amplia gama de tiras de pH, siempre tendra la solucion optima para su aplicacion.

RANGO DE MEDICION DEL PH: 0-12

MARCA DE ENTREGA
Merck
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Anexo 5: Graficos

COMPARACION DE LIMITES INFERIORES POR
GRUPOS ETARIOS DE VOLUMEN Y VALOR DE
REFERENCIA DE LA OMS
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COMPARACION DE LIMITES INFERIORES POR
GRUPOS ETARIOS DE CONCENTRACION
ESPERMATICA (mL)

Y VALOR DE REFERENCIA DE LA OMS
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Anexo 6: Cuestionario paralainclusion o exclusion de muestras para estudio de
Determinacion de Valores de Referencia.

NUmero de ficha;

DATOS DEL PACIENTE

Fecha dia/mes/afo:

Edad del paciente:

Origen (Pais/Departamento):

Motivo de su andlisis:

Tiene diagnostico Sl NO: Especifique:

Enfermedades cronicas:

Hipertension Diabetes Obesidad Otros:

Su pareja tiene sufre alguna enfermedad croénica:

Hipertensién Diabetes Obesidad Otros:

Su pareja tiene algun diagnéstico, asociados a infertilidad:

Su pareja tiene algun tratamiento de fertilidad, Sl NO

indique cual es:
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Anexo 7. Manual de operaciones de la camara de Makler

MANUAL DE OPERACIONES

SOSE

*9.mm 10"

A 4
&
p/cAL INSTRE

CAMARA MAKLER SEFI
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INSTRUCCIONES DE USO
1. Principio:
La camara de recuento Makler es un dispositivo simple de usar para el recuento

rapido y preciso de espermatozoides, la motilidad y la evaluacién de la morfologia,

de la muestra diluida.

2. LaCamarase compone de dos partes: (Fig. 1).
2.1. La parte principal inferior tiene una base de metal (A) y dos asas (H). En
el centro de la base hay un disco plano (D) hecho de vidrio plano 6ptico en el

gue se coloca la muestra (S). Alrededor del disco hay cuatro pasadores (P).

2.2. La parte superior es la cubierta de vidrio (C) rodeado de un anillo de
metal. En el centro de su superficie inferior hay una rejilla de 1mma2,
subdividida en 100 plazas, cada una de 0,1 x 0,1 mm. Cuando la cubierta de
vidrio se coloca en las cuatro extremidades, el espacio delimitado en una fila
de 10 plazas es exactamente una millonésima de mL. Por lo tanto, el nUmero

de cabezas de los espermatozoides en 10 casillas indica su concentracion en

millones/mL.
3. ACCESORIOS:

e Cepillo de limpieza.

e Papel para lentes sin pelusa.

e Grip Camara - este dispositivo debe ser colocado en la platina del microscopio
durante el analisis de esperma. Se agarra la camara herméticamente y permite

el desplazamiento suave de la Camara en el escenario.
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Figure 1.

Cuando el anadlisis de espermatozoide estd completo, mantenga el agarre y deslice la

Céamara a cabo. Deslice la Camara de nuevo en la empufiadura de un nuevo analisis de

esperma.

4. PREPARACION DE LA CAMARA:

Antes de colocar la muestra en el disco, asegurese de que las superficies opuestas son
absolutamente limpias y libres de polvo, ya que el tamafio de la mayoria de las particulas
es mayor que el espacio muy delgado entre las copas. Para ello, utilice el papel de lentes

para limpiar ambas superficies.

La limpieza se puede probar mediante la colocacion de la cubierta de vidrio en las cuatro
extremidades y en busca de franjas de color en los cuatro puntos de contacto (fenbmeno

de Newton). Pueden ser mejor vistos contra la luz fluorescente.

5. METODO DE ANALISIS DE SEMEN:

Mezclar la muestra asi, teniendo cuidado de evitar la formacion de burbujas. Con la ayuda
de una varilla de madera o una pipeta, colocar una pequefia gota en el centro de la zona
del disco. Sujete la cubierta de cristal con los dedos opuestos los puntos negros y coloque
inmediatamente a la cubierta de vidrio en las cuatro patas. Presione suavemente,
mirando de nuevo por la aparicion de las franjas de color. La caida se extendera sobre
toda el area del disco en un espesor de 10.
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Algunos excedentes no interfieren con el analisis adecuado, siempre que los consejos
no se inundan. Una vez que la cubierta de vidrio esta en su lugar, evite tocar, levantar
y cubrir de nuevo, ya que esto puede cambiar la propagacion uniforme de los
espermatozoides dentro de la Cadmara.

Levante la Camara por sus asas y coléquelo sobre la platina de microscopio. Usted

puede utilizar el Grip Camara de encajar correctamente.

IMPORTANTE:

Nunca utilice un objetivo x40 con esta Camara. La cubierta de cristal puede
ser dafiados al tratar de centrar. Incluso cuando se estan utilizando el correcto
x20 objetivo, tenga cuidado de no presionar sobre la tapa de vidrio. La imagen
por lo general se observa claramente cuando la punta del objetivo es de
alrededor de 1 mm por encima de la superficie. No nos hacemos responsables
de cualquier dafio a la cubierta de cristal, consecuencia de un uso inadecuado

del microscopio.
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Es recomendable utilizar un objetivo x20 y x10 unidad Optica con esta Camara.

UN x10 objetivo no es recomendado debido a que el semen se verd demasiado
pequeiio, a menos que x20 ocular se utiliza. Un objetivo x40 no se puede utilizar

debido al espesor de la cubierta de cristal.

e CONTEO DE ESPERMATOZOIDES:
Si los espermatozoides son demasiado densos y colores vivos, deben ser inmovilizados
en primer lugar. Esto se lleva a cabo facilmente mediante la transferencia de una parte
de la muestra en otro tubo de ensayo. El tubo de ensayo se inserta en el agua caliente
del grifo 500C- 600C, durante unos 5 minutos. Una gota de un bien mezclada,
espécimen precalentado se coloca en la Cadmara y se cubre con la cubierta de vidrio.
Las cabezas de los espermatozoides dentro de los cuadrados de la cuadricula se

cuentan en la misma celda manera la sangre se cuentan en hemocitometro (Fig. 3).

En el caso de que el nimero de espermatozoides es sustancial, contar su nimero en

una franja de 10 plazas. Este niUmero representa su concentracion en millones por ml.

Repita este conteo en otra tira 0 dos, para determinar el promedio. Alternativa u

opcionalmente, se recomienda que el recuento de hacerse a partir de 2 o 3 otras gotas
de la muestra para aumentar la fiabilidad de determinacion de recuento. En el caso de
la muestra oligospérmicos, se sugiere contar esperma en toda el area de la cuadricula.
Cinco ceros se afiaden entonces a el nimero contado y el resultado es la concentracion

en millones por millones
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Figure 3.

Después de que el esperma se puso sobre la mesa, mueva la platina del
microscopio y localizar la rejilla en el centro del area de visualizacion. A
continuacion, ajuste la Camara para que las lineas de la cuadricula apareceran en

la posicion vertical y horizontal.

Durante esta busqueda usted tendra la oportunidad de observar las siguientes:

a) Los espermatozoides estan distribuidos uniformemente? Si no es asi, la muestra
no fue lo suficientemente bien mezclada.

b) Estan todos los espermatozoides en un plano focal sin confusion? Si no, quizas
las superficies no estaban limpias y las particulas grandes han intervenido entre las
dos superficies de la cAmara

En cualquier caso, repita este procedimiento breve desde el principio.

e EVALUACION MOTILIDAD:

Se sugiere realizar evaluacion motilidad en 3-5 minutos después de la aplicacién de la

muestra para evitar errores debido a la tendencia de los espermatozoides de migrar

desde la periferia. Contar todos los espermatozoides residuales dentro de 9 o 16 plazas.

A continuacion, contar los espermatozoides residuales en la misma zona y estimar el
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grado de motilidad de 1 a 4. Repita este procedimiento en otra area de la cuadricula, asi

como de otros 3 a 4 gotas y calcular el promedio.

Esta estimacion es mucho mas exacta que la que realiza de la diapositiva cuando el
esperma puede ser comprimido por la cubierta deslizante y su incapacidad de
movimiento. Sala de Computo Makler ofrece condiciones estandar para todos los
analisis muestra que los espermatozoides pueden moverse libremente en un plano

horizontal sin rozamiento.

e MORFOLOGIA

Una rapida evaluacion de morfologia de los espermatozoides puede llevarse a cabo
sin manchas humedas de wuna muestra que contiene espermatozoides
inmovilizados. Un microscopio de contraste de fase es la preferida para este fin.
Contar todos los espermatozoides normales y anormales en una determinada area
de la cuadricula y repita el procedimiento de otras muestras para hacer un recuento
total de 200.

Es evidente que en los casos de oligospermia espécimen capturado el nUmero de
espermatozoides puede ser menor. La camara no es adecuada para determinacion

de morfologia muestra manchas secas.

e CASOS ESPECIALES:

Burbujas: si aparecen burbujas en la zona de la rejilla, se recomienda que la caida
fuera sustituida por otro, a menos que las burbujas son demasiado pequefios para

interferir en el analisis.

Las particulas grandes de polvo, hilos, etc., también pueden interferir con el
recuento, por cambiar la profundidad del espacio y la caida se debe sustituir.
Variaciones importantes en cuenta entre la caida de la misma muestra se producen
cuando las muestras no se mezclan bien, en los casos de alta viscosidad, o cuando la

superficie de la Sala no estaba limpia de particulas o polvo.
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Agrupamiento: a veces el esperma se agrupa dentro de la Camara si transcurre
demasiado tiempo hasta que se cuentan. En este caso, sustituir la gota con un nuevo
modelo mezclado adecuadamente. En algunos casos, aglutinado cumulos puede estar

presente dentro de la zona de la rejilla, y en este caso la caida debe ser sustituido.

e Cristales:
Los especimenes que se dejan para un largo periodo de tiempo pueden
contener cristales que no pueden interferir con el recuento de votos, sino que
sea mas dificil.
A veces, estos cristales son demasiado grandes y pueden dafar la superficie.
Por lo tanto, se debe tener especial cuidado cuando las muestras que contienen

cristales son analizadas.
e LIMPIEZA Y PREPARACION PARA SU REUTILIZACION:

No enjuague o sumerja la camara en el agua del grifo. Sumergir la brocha en agua o
en solucién antiséptica no corrosivo y simplemente limpie ambos lados de las gafas. A
continuacion, presione el cepillo y esponja de los restos de agua. Secar la superficie
con el papel de lente que no deje pelusa.

Evite tocar las puntas de las patas en la medida de lo posible. La cAmara esta ahora lista

para su reutilizacion.

En general, no es necesario cambiar el enfoque una vez que se ha establecido para el
examen. Simplemente deslice la Cadmara en o fuera de la sala de control sin elevar el

objetivo.
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