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RESUMEN

Introduccion: en el estudio de la fertilidad masculina, la morfologia espermatica es de vital
importancia pues posee un alto valor predictivo. Existen diferentes métodos para determinar
parametros morfométricos en espermatozoides mediante los que se informan disimiles resultados
segun la técnica empleada.

Objetivo: determinar las caracteristicas morfométricas de los espermatozoides de una poblacién
de hombres, con parametros de espermograma normal.

Métodos: se realiz6 un estudio descriptivo transversal de las caracteristicas morfométricas de los
espermatozoides en un grupo de 10 hombres estudiados en la consulta de reproduccion asistida
de la provincia de Villa Clara, durante el mes de febrero del afio 2014. Se utilizé la técnica de
tincion de hematoxilina y eosina; las mediciones se realizaron con el programa Image J®. Se realizé
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un analisis estadistico descriptivo con el calculo de la media, la desviacién estandar vy el
coeficiente de variacion.

Resultados: se observo la variabilidad de todos los parametros morfométricos. Los coeficientes de
variacion intraindividuo fueron menores que entre individuos. Los valores morfométricos de la
cabeza resultaron mayores a los informados en otros estudios.

Conclusiones: se determinaron los parametros morfométricos propuestos. Se recomienda ampliar
el estudio mediante la utilizacion de otra variable: factores de forma de la cabeza espermatica.

DeCS: fertilidad, espermatozoides, prueba de laboratorio/analisis.

ABSTRACT

Introduction: sperm morphology is of great importance in the study of masculine fertility because
of its high predictive value. There are different methods to determine sperm morphometric
parameters, through which, dissimilar results are informed according to the technique employed.
Objective: to determine morphometric characteristics of sperms in a male population with normal
spermiogram parameters.

Methods: a transversal descriptive study of the morphometric characteristics of sperms was carried
out in a group of ten men studied in the assisted reproduction consultation in Villa Clara province on
February, 2014. The hematoxglin and eosin staining technique was used, as well as, measures
were made using the Image J~ program. A descriptive statistical analysis was performed using the
calculation of average, standard deviation and coefficient of variation.

Results: there was observed variability in all morphometric parameters. The intraindividual variation
coefficients were smaller than the interindividual variability. Sperm head morphometric values were
greater than the values informed in other studies.

Conclusions: the proposed morphometric parameters were determined. It is also recommended to
extend the study using another variable as factors of sperm head shape.

DeCS: fertility, permatozoa, laboratory test/analysis.

INTRODUCCION

El estudio de la fertilidad masculina se basa en el analisis de las caracteristicas fisicas del semen,
entre las cuales, la morfologia espermatica se considera una de las mas importantes para
determinar la calidad seminal, pues posee un alto valor predictivo de fertilidad. Existen, sin
embargo, diferentes sistemas de evaluacién de la morfologia espermatica normal, asi como varias
técnicas para la preparacion y tincion de las muestras de semen."™

Los sistemas informaticos CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) permiten proporcionar datos
relevantes de la cabeza (ancho, largo, area, perimetro) y pieza intermedia espermatica (largo,
ancho, angulo y distancia). Estos se han utilizado con éxito en multitud de trabajos desde su
comercializacion, y su utilidad ha sido validada en diversos estudios, tanto en humanos como en
otros mamiferos.>® Ademas, a partir de las mediciones de la cabeza espermatica se pueden
obtener parametros derivados, mediante férmulas matematicas, como la elipticidad, elongacién y
rugosidad, que brindan informacién sobre la forma de la cabeza espermatica, por lo cual se les
suele llamar factores de forma.”?

Sin embargo, mediante los sistemas CASA, hasta el momento solo se pueden analizar parametros
morfométricos espermaticos de cabeza y pieza intermedia. Con la ayuda de otros programas
informaticos de tratamiento y analisis de imagen, como el programa de libre difusién Image J®, se
pueden obtener otros parametros adicionales, como la longitud del flagelo espermé\tico.g'12

Otro inconveniente en el uso de sistemas CASA radica en que su eficacia depende, en gran
medida, de las técnicas de fijacion y tincidn usadas para las distintas muestras, ya que pueden
alterar notablemente las dimensiones y forma de la cabeza espermatica. En un intento de
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homogeneizar los resultados obtenidos, se han desarrollado numerosos métodos rapidos de
coloracién, como Diff-Quik®, Rapldlff® SpermBIue y TestS|mpIets Todos los métodos
mencionados son colorantes comercialmente disponibles; sin embargo, por su alto costo no estan
siempre accesibles para su uso en nuestro medio.

Diversos estudios informan la gran variabilidad de las dimensiones morfométricas en
espermatozoides humanos, en dependencia del método de tincion usado. Por ejemplo, en un
estudio realizado por R. Henkel, se compara el resultado de los parametros morfologlcos de
espermatozoides humanos tefidos con los métodos de Papanlcolaou Shorr y TestS|mpIets con
resultados que favorecen la utilizaciéon de los dos prlmeros Posterlormente L. Maree, al estudiar
el efecto de tres técnicas de tincién (Papanicolaou, Rapldlﬁ® y SpermBIue ), sobre las dimensiones
de la cabeza del espermatozmde humano, encontré variaciones morfométricas significativas entre
los tres métodos.?

Otros trabajos realizan comparaciones entre métodos mas tradicionales, como el ejecutado por E.
Aksoy, en el que se comparan varias técnicas de tincion, y concluyen que los mejores resultados
en la evaluacién morfométrica de los espermatozoides se obtienen utlllzando hematoxilina y eosina
(HE), azul de toluidina, el método de Shorr y la tincién de Papanicolaou.™

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha desarrollado un manual de laboratorio para el
examen deI semen, en el cual se sugiere el uso de los métodos de tincion de Papanicolaou, Shorr
o Diff-Quik®, y se establecen estrictos criterios para determinar la morfologia y morfometria
espermaticas normales.” Con la publicacion de las diferentes versiones de este manual, se ha
intentado universalizar la metodologia usada para el espermograma, lo que ha facilitado la
comparacion de los parametros seminales entre poblaciones. Sin embargo, cuando se quiere
discutir sobre normalidad y anormalidad dentro de una poblacién o un grupo de individuos, la
misma OMS sugiere que cada laboratorio trate de establecer los parametros seminales de
referencia que correspondan a su zona de influencia."®

Teniendo en cuenta que no se han realizado en la provincia de Villa Clara estudios sobre los
parametros seminales que permitan establecer valores de referencia de estos en la poblacién
cubana, se decidié determinar las caracteristicas morfométricas de los espermatozoides de una
poblaciéon de hombres con espermograma normal, estudiados en la consulta de reproduccion
asistida de esta provincia.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo transversal de las caracteristicas morfométricas de los
espermatozoides en un grupo de hombres estudiados en la consulta de reproduccién asistida de la
provincia de Villa Clara durante los meses de febrero y marzo del afo 2014, como un primer
acercamiento a un trabajo de mayor alcance, que se encuentra actualmente en desarrollo. Se
seleccioné una muestra probabilistica, a través de un muestreo aleatorio simple, consistente en 10
pacientes que cumplieron los siguientes requisitos:

Criterios de inclusion:

e Espermograma de parametros normales.
e Criterios de exclusion:
e Mala calidad de las imagenes microscopicas de las extensiones de semen preparadas.

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacion y se recibieron en frascos de polietileno,
cerrados y estériles. La toma se realizd en una sala especialmente habilitada, con condiciones de
privacidad, disponible en la consulta de reproduccion asistida de la provincia de Villa Clara, que
radica en el Hospital Ginecobstétrico «Mariana Grajales» de la ciudad de Santa Clara. Las
muestras se obtuvieron después de un minimo de dos dias y un maximo de siete dias de
abstinencia sexual. Los frascos con las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente hasta
que se produjo la licuefaccion del semen.

227

E-ISSN: 1029 3043 | RNPS 1820



Medicent Electrén. 2015 oct.-dic.;19(4)

De cada muestra se prepard una lamina, para lo cual se tomaron de 5 a 10 yl de semen, y se
realizé una extensién sobre un portaobjetos de vidrio previamente rotulado con un numero
consecutivo. Las extensiones se dejaron secar al aire antes de ser fijadas y tefiidas por el método
de HE. Esta técnica de tincion fue seleccionada, teniendo en cuenta su disponibilidad en nuestros
laboratorios, después de consultar estudios que la utilizan con buenos resultados en la evaluaciéon
de la morfologia espermética.14

Para la observacion de las laminas, se utilizé un microscopio 6éptico binocular OPTECH, con lente
ocular de 10x y objetivo de 100x. Las imagenes se captaron mediante una camara fotografica
digital CANON Power Shot G11 acoplada al microscopio. Las fotografias se tomaron en formato
JPG, con una resolucion de 3648 x 2736 pixeles y con un tamano de pixel de 0,023 um en ambos
ejes. De cada lamina se obtuvieron fotografias, en niamero suficiente que permitiera la posterior
seleccion de 20 espermatozoides por lamina. En cada fotografia se numeraron los
espermatozoides, que seguidamente se usaron para los estudios morfométricos. De esta manera,
también quedaron registrados para su posterior consulta, si fuese necesario.

Las dimensiones espermaticas se determinaron mediante el programa de analisis y procesado de
imagenes, de dominio publico, Image J®, version 1,44 (National Institutes of Health, USA). Los
analisis se llevaron a cabo sobre las fotografias al 100 % de su tamafio, excepto la medicion de la
longitud de la pieza principal que, por sus dimensiones, se realiz6é a un 25 %. Una escala de 10 um
(434 pixeles) fue usada para realizar las medidas. Se midieron un total de 200 espermatozoides
(Figura 1).

Figura 1. Espermatozoides tefiidos con la técnica de HE.
Magnificacion: 100X.

El espermatozoide consta de las siguientes partes: cabeza, cuello, pieza intermedia, pieza principal
y pieza terminal. Como la pieza terminal es dificil de observar con el microscopio 6ptico, se puede
considerar que la célula estd compuesta de: cabeza (incluye cabeza y cuello) y cola (incluye pieza
intermedia y pieza principal) ' (Figuras 2,3).
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Figura 2. A la izquierda se observan la cabeza y pieza intermedia de un
espermatozoide. A la derecha, la misma célula procesada mediante el
programa Image J®. Linea amarilla. Perimetro de la cabeza. Linea roja:
Longitud de la cabeza. Linea verde: Ancho de la cabeza. Linea negra:
Longitud de la pieza intermedia. Linea blanca: Ancho de la pieza intermedia.

Figura 3. Medicién del espermatozoide utilizando el programa Ige J®. Linea amarilla: longitud
de la pieza principal. Técnica: HE. Magnificacion: 100X.

Para cada espermatozoide se realizaron un total de ocho mediciones:

Longitud de la cabeza: maxima longitud de la cabeza (um)
Ancho de la cabeza: minima longitud de la cabeza (um)
Perimetro de la cabeza: delimitacion de la cabeza (pm%

Area de la cabeza: superficie dentro del perimetro (um®)

Longitud de la pieza intermedia: maxima longitud de la pieza intermedia (um)
Ancho de la pieza intermedia: minima longitud de la pieza intermedia (um)
Longitud de la pieza principal (um)

Longitud total espermatica (um)

NG FLWN =

Las mediciones se guardaron en una hoja de céalculo de Microsoft Excel, que posteriormente fue
importada al paquete de programas estadisticos SPSS version 15,0 sobre Windows, para el
procesamiento estadistico de la informacion. Se realizé un analisis estadistico descriptivo con el
calculo de la media, desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV) para toda la muestra
y para cada individuo. El CV intraindividuo se calculé6 como la media de cada uno de los CV de los
sujetos; asimismo, el CV entre individuos se realiz6 calculando el CV de todas las medidas
individuales espermaticas de toda la muestra. Durante todo el estudio, se respetaron las normas de
la Declaracion de Helsinki para investigaciones con seres humanos.

RESULTADOS

La longitud media del espermatozoide resulté de 54,46 + 2,85 ym y la proporcién de cada una de
las longitudes de sus estructuras fueron las siguientes: longitud de la cabeza = 9,34 % (de la
longitud total de la célula); longitud de la pieza intermedia = 8,68 % y longitud de la pieza principal
= 81,93 %. En cuanto a los parametros morfométricos de la cabeza, se observaron valores medios
de 5,09 + 0,37 ym para la longitud y 3,41 £ 0,23 ym para el ancho. Para la pieza intermedia, se
determinaron mediciones de 4,73 + 0,63 uym para la longitud y 0,97 + 0,13 um para el ancho. Por
ultimo, la longitud media de la pieza principal resulté de 44,62 + 2,57 uym. Para todos los
parametros evaluados, los coeficientes de variaciéon intraindividuo fueron menores que los
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encontrados entre los diferentes individuos. En todos los casos, la longitud total espermatica
resultd ser el parametro méas constante (Tabla).

Tabla. Estadisticos descriptivos de los parametros morfométricos espermaticos.

Parametros Media DE Rango Ccv cv

morfométricos (méx-min) (% intra (% entre
individuo) individuos)

Area cabeza 13,82 1,49 18,21- 9,42 9,54 10,82

(Hm2)

Perimetro cabeze 13,79 0,87 17,67- 11,09 5,44 6,33

(Hm)

Longitud cabeza 5,09 0,37 6,46- 4,03 6,56 7,26

(Hm)

Ancho cabeza 3,41 0,23 4,05-2,9 5,91 6,87

(Mm)

Longitud pieza 4,73 0,63 6,83- 3,62 9,82 13,37

intermedia (um)

Ancho pieza 0,97 0,13 1,49- 0,72 12,49 13,48

intermedia (um)

Longitud pieza 44,62 2,57 52,84- 36,48 517 577

principal (um)

Longitud total 54,46 2,85 63,92- 46,71 4,44 5,23

(Mm)

DISCUSION

Debe tenerse en cuenta que no existen en el area investigaciones similares con los cuales
comparar los resultados encontrados. Ademas, los estudios consultados en la literatura
corresponden a otras zonas geograficas y utilizan diferentes métodos de preparacion y tincion de la
muestra, lo cual puede afectar los resultados finales y hacer dificil la comparacién de estos. >’
En general, se observo la variabilidad de todos los parametros morfométricos, tanto dentro de un
mismo individuo, como entre todos los individuos de la muestra. Este es un resultado esperado,
puesto que es ampliamente aceptado en la literatura consultada que los espermatozoides
humanos muestran una gran heterogeneidad y polimorfismo, incluso dentro de un mismo
sujeto.1‘6’18 Esta diversidad morfolégica contrasta con la encontrada en la mayoria de los animales
domeésticos, que generalmente presentan una poblaciéon espermatica mas homogénea en especies
individuales.®'%"

En cuanto a los parametros morfométricos de la cabeza, los valores obtenidos difieren de los
encontrados en los trabajos consultados y son algo mayores que los alli informados. Esto podria
estar en relacién con la técnica de tincién y el método de medicion empleado, segun se explicé en
la metodologia. La influencia de la técnica empleada sobre los resultados morfométricos en
espermatozoides ha sido tratada por numerosos autores en estudios que comparan variados
métodos de coloracion.>'*"" La OMS recomienda el uso de la tincién de Papanicolaou y sugiere
valores en el rango de 3,7- 4,7 um para la longitud y de 2,5 - 3,2 ym para el ancho de la cabeza
espermatica.’® Una autoridad en la materia, como R. Menkveld, integrante del grupo de Tygerberg
—que introdujo los criterios estrictos, aceptados mundialmente, para la evaluacion de la morfologia
espermatica— sugiere valores medios de 4,07 + 0,19 um para la longitud de la cabeza y una media
de 2,98 + 0,14 um para el ancho, utilizando la tincion de Papanicolaou.’®'® En un estudio donde se
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utiliza la tincion de HE, realizado por Aksoy et al., se informan mediciones de 4,75 + 0,15 ym para
la longitud y 2,60 £ 0,16 um para el ancho de la cabeza."

Respecto a los parametros morfométricos de la pieza intermedia, se obtuvieron valores
comparables a los informados en los trabajos consultados, lo que indica tal vez que la técnica de
coloracion empleada es mas susceptible de afectar las mediciones de la cabeza espermatica que
aquellas de la pieza intermedia. En este caso, la OMS propone valores en un rango de 3,3 - 5,2 um
para la longitud de la pieza intermedia y de 0,5 - 0,7 ym para su anchura. Resulta interesante
sefialar que en un estudio donde se empledé una técnica histoquimica de tincién con especial
afinidad por la pieza intermedia del espermatozoide, para resaltarla y facilitar su medicién, tanto la
longitud como el ancho resultaron mayores que los mencionados.”

La mayoria de los estudios morfométricos realizados en humanos utilizan los sistemas CASA y, por
tanto, no incluyen mediciones de la pieza principal del espermatozoide; no obstante, la literatura
disponible coincide en %ue su longitud es aproximadamente de 45 um, valor comparable al
sefialado anteriormente.'®"?

Se recomienda ampliar el estudio a un mayor numero de individuos, utilizando la técnica
mencionada e incluso evaluar otros parametros morfométricos, como los factores de forma de la
cabeza espermatica, que son utilizados internacionalmente.
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