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RESUMEN

Introduccion: la morfometria resulta un valioso instrumento para valorar la morfologia
espermatica, ademas de permitir la identificacion de diferentes subpoblaciones, lo cual posibilita
una mejor valoracién de la morfologia de los espermatozoides.

Objetivo: identificar las subpoblaciones espermaticas existentes, segun las variables
morfométricas de la cabeza, en la poblacion estudiada.

Métodos: se realizé un estudio observacional analitico de las caracteristicas morfométricas de 1
200 espermatozoides correspondientes a las muestras seminales de 60 hombres con
espermograma normal, estudiados en la consulta de reproduccion asistida de la provincia de Villa
Clara, durante los meses de enero a marzo del afio 2014. Se utilizaron métodos de analisis de
conglomerados para la identificacion de subpoblaciones morfométricas.

Resultados: se identificaron tres subpoblaciones, segun la morfometria de la cabeza espermatica,
en la poblacion estudiada.

Conclusiones: solo una de las tres subpoblaciones morfométricas identificadas presenté
espermatozoides que, desde el punto de vista morfolégico y morfométrico, pueden ser
considerados normales segun los criterios establecidos.

DeCS: cabeza del espermatozoide, infertilidad masculina.
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ABSTRACT

Introduction: morphometry is a valuable tool to evaluate sperm morphology, as well as, it allows
the identification of different subpopulations, which makes possible a better evaluation of
spermatozoa morphology.

Objective: to identify existing sperm subpopulations in the studied population according to sperm
head morphometric variables.

Methods: an analytic observational study of the morphometric characteristics of 1 200 spermatozoa
from the seminal samples of 60 men with normal spermiogram results seen in the Assisted
Reproduction Unit of Villa Clara province was carried out between January and March, 2014.
Methods to analyze conglomerates were used to identify morphometric subpopulations.

Results: three subpopulations were identified in the studied population according to the sperm
head morphometry.

Conclusions: only one of the three identified morphometric subpopulations had normal
spermatozoa taking into consideration the morphologic and morphometric established criteria.

DeCS: sperm head, infertility, male.

INTRODUCCION

La infertilidad se define como la incapacidad de una pareja para concebir, después de un afio de
relaciones sexuales frecuentes sin medidas anticonceptivas. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), existen en el mundo aproximadamente ochenta millones de parejas con problemas
de fertilidad, situacién que afecta a un 15 % de las parejas en edad reproductiva, y se atribuye al
factor masculino del 40 al 50 % de los casos."?

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, pues se
estima que posee un alto valor predictivo de fertilidad.®* Aunque la importancia de la morfologia
espermatica normal es aceptada desde principios del siglo XX, cuando por primera vez se hizo
evidente que en una muestra de semen podian aparecer simultdaneamente formas normales y
anormales de espermatozoides, la metodologia para su evaluacién permanecié como un tema
controversial hasta la introduccion de los criterios del grupo de Tygerberg, en 1988 (criterios
estrictos de Kruger), que son ahora mundialmente aceptados y recomendados por la OMS, y se
exponen a continuacion:>°

- La cabeza del espermatozoide debe ser lisa, de contornos regulares y de forma ovalada. Debe
existir una region acrosémica bien definida que no debe contener vacuolas grandes o no mas
de dos vacuolas pequenas que no deben ocupar mas del 20 % de la cabeza. La region
postacrosdmica no debe contener ninguna vacuola.

- La pieza intermedia debe ser esbelta, regular y aproximadamente de la misma longitud que la
cabeza. Su eje mayor debe estar alineado con el eje mayor de la cabeza. El citoplasma
residual es considerado una anomalia solo cuando esta en exceso (mas de un tercio del
tamario de la cabeza).

- La pieza principal debe tener un calibre uniforme a todo su largo, debe ser mas delgada que la
pieza intermedia y no debe estar doblada en un angulo agudo que indique ruptura del flagelo.

Esta descripcion del espermatozoide normal se basa en el hallazgo de que los espermatozoides
obtenidos del moco endocervical del cuello uterino después del coito, muestran caracteristicas
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morfolégicas muy homogéneas que se corresponden con las descritas, mientras que muy rara vez
se pueden encontrar alli formas anormales. Lo anterior contrasta con lo que ocurre en el examen
del semen eyaculado, donde, como norma, existe una poblacién espermatica heterogénea desde
el punto de vista morfolégico. Esta evidencia apoya la teoria de que solo los espermatozoides con
forma y estructura normales son capaces de migrar a través del moco cervical y finalmente lograr
la fecundacién. Mas audn, Unicamente espermatozoides con las mencionadas caracteristicas
morfolégicas normales han sido hallados adheridos a la zona pelucida del ovocito; de modo que se
piensa que una seleccion de tales espermatozoides tiene lugar, no solo durante la migracion a
través del moco endocervical, sino también a nivel del cumulos oophorus, la corona radiata y la
zona pelucida.®*’

La morfometria constituye un instrumento imprescindible en la evaluaciéon de la morfologia
espermatica, puesto que permite obtener informacién exhaustiva sobre las dimensiones de los
espermatozoides para, de este modo, establecer comparaciones con valores preestr:1blecidos.7'8
Ciertas anomalias espermaticas, como cabezas excesivamente grandes y globosas, deformes,
dobles o ausentes, etc., son facilmente reconocibles en el examen microscépico. Sin embargo,
para clasificar las cabezas espermaticas como demasiado grandes, demasiado pequefas o
alargadas, se necesita hacer uso de la morfometria, si se quiere asegurar una correcta evaluacion,
puesto que esta técnica permite reconocer pequefas diferencias entre los espermatozoides del
eyaculado, que no se podrian detectar mediante los métodos tradicionales de observacion. Esta es
un area a la cual se le presta especial atencién en la actualidad, toda vez que las variaciones en
las dimensiones espermaticas tienen implicaciones clinicas. Se ha demostrado, por ejemplo, que la
presencia de espermatozoides con cabezas muy pequefias se asocia con infertilidad, e incluso se
obtienen pobres resultados cuando tales espermatozoides son utilizados en procedimientos de
fertilizacion in vitro, presumiblemente porque una cabeza tan pequena implica un alto grado de
fragmentacion del ADN. Ademas, se ha encontrado una disminucién de la capacidad fecundante
en espermatozoides con cabezas demasiado grandes o muy alargadas; estos ultimos también se
asocian con la presencia de infecciones del tracto urogenital masculino y varicocele.**°

Un aspecto particularmente interesante de la caracterizacion morfométrica de los espermatozoides
es la posibilidad de utilizar estos datos para identificar diferentes subpoblaciones espermaticas en
el eyaculado. La existencia de subpoblaciones espermaticas en relacién con diferentes
caracteristicas del espermatozoide es un hecho aceptado en la actualidad por la comunidad
cientifica.'®"" Hoy se considera erréneo el antiguo enfoque que consideraba a los espermatozoides
de un eyaculado como una poblacion homogénea, en tanto que es ampliamente admitida la
existencia de diferentes subpoblaciones morfoldgicas en el eyaculado de la mayoria de las
especies, donde coexisten espermatozoides que manifiestan pequefias diferencias respecto a las
caracteristicas morfométricas de la cabeza. Aunque el origen de estas subpoblaciones y su
importancia fisioldgica no estan del todo precisados, se piensa que tengan una base genética y se
deban a diferencias en el desarrollo individual de los espermatozoides durante la
espermatogénesis, asi como a su distinto grado de maduracion al dejar la cola del epididimo
durante la eyaculacion. Ademas, se estima que probablemente estas variaciones también se
correspondan con diferencias en cuanto a la capacidad fecundante de los espermatozoides. La
caracterizacion de las diferentes formas espermaticas y el estudio de su relacién con la fertilidad es
una de las posibilidades que actualmente ofrece el analisis morfométrico, que permite mayor
precision y objetividad en el analisis seminal.”*™ De este modo, numerosos investigadores han
utilizado los datos obtenidos de la morfometria de la cabeza espermatica para identificar, mediante
el uso de métodos estadisticos de clusteres o conglomerados, la presencia de varias
subpoblaciones de espermatozoides en diferentes especies de mamiferos. Dichos métodos
consisten en la agrupacion de elementos, en este caso espermatozoides, sobre la base de la
similitud de determinadas variables."®®
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Aunque el analisis de la morfometria espermatica ha sido tratado por autores de varios paises y
existe consenso en la comunidad cientifica sobre su importancia en el estudio de la fertilidad
masculina, se divulga poca informacion acerca de esta linea de investigaciéon en nuestro pais. Este
equipo de investigadores ha publicado recientemente un trabajo que constituye un primer
acercamiento al tema, en el cual se estudian distintas variables morfométricas del espermatozoide
humano."”” A partir de aquellos primeros resultados, se decidié ampliar dicha investigacién, asi
como utilizar esta informacion para identificar subpoblaciones espermaticas en el eyaculado de un
grupo de hombres con espermograma normal, estudiados en la consulta de reproduccion asistida
de la provincia de Villa Clara.

METODOS

Se realiz6 un estudio observacional analitico de las caracteristicas morfométricas de los
espermatozoides en un grupo de 60 hombres estudiados en la consulta de reproduccion asistida
de la provincia de Villa Clara, durante los meses de enero a marzo del afio 2014. La poblacién de
estudio consistid en 1 200 espermatozoides correspondientes a las muestras seminales de los
sujetos mencionados, que cumplieron con los siguientes requisitos:

Criterios de inclusion:
- Espermograma dentro de parametros normales.
Criterios de exclusion:

- Mala calidad de las imagenes en el examen microscopico de las extensiones de semen
preparadas.

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacién y se recibieron en frascos de polietileno
estériles. La toma se realizdé en una sala especialmente habilitada, disponible en la consulta de
reproduccion asistida de la provincia de Villa Clara, que radica en el Hospital Universitario
Ginecobstétrico «Mariana Grajales» de la ciudad de Santa Clara. Los frascos se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta que se produjo la licuefaccion del semen.

De cada muestra se prepard una lamina, para lo cual se tomaron de 5 a 10 ul 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 hematoxilina y eosina (HE).

Para la observacion de las laminas, se utilizé6 un microscopio 6ptico binocular OPTECH, con lente
ocular de 10X y objetivo de 100X para una magnificacion total de 1000X. 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 resolucién de 3648 x 2736
pixeles y con un tamafo de pixel de 0,023 ym en ambos ejes. De cada lamina se obtuvieron
fotografias en numero suficiente, que permitieran la posterior seleccién de 20 espermatozoides por
lamina. En cada fotografia se numeraron los espermatozoides que seguidamente se usaron para
los estudios morfométricos. De esta manera, quedaron registrados para su posterior consulta, si
fuese necesario.
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Las dimensiones espermaticas se determinaron mediante el programa de analisis y procesado de
imagenes, de dominio publico, ImageJ®, version 1,44 (National Institutes of Health, USA). Los
analisis se llevaron a cabo sobre las fotografias al 100 % de su tamafio. Una escala de 10
micrometros (um) (434 pixeles) fue usada para realizar las medidas.

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 esta compuesta de: cabeza (incluye cabeza y cuello) y cola (incluye pieza
intermedia y pieza principal).6 Para cada espermatozoide se determinaron cuatro mediciones y tres

parametros descriptores de forma, derivados de los anteriores:'®'®"

Longitud de la cabeza (L): Maxima longitud de la cabeza (um)

Anchura de la cabeza (W): Minima longitud de la cabeza (um)

Perimetro de la cabeza (P): Delimitacion de la cabeza (pm;

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

Elipticidad: Se obtuvo mediante la férmula L/W. Describe la forma eliptica de un objeto, de

modo que su valor es uno para un circulo y mayor que uno para una elipse. A medida que este

valor aumenta alejandose de uno, indica una forma mas adelgazada de la cabeza.

6. Elongacioén: Se obtuvo mediante la férmula L-W/L+W. Describe el grado de alargamiento de un
objeto, de manera que su valor es cero para un circulo y alcanza hasta uno para una linea. A
medida que este valor aumenta alejandose de cero, indica una cabeza de forma mas alargada.

7. Rugosidad: Se obtuvo mediante la férmula 4 x 1 x A/P2. Describe el grado de circularidad de

un objeto, de tal forma que tiene un valor de uno cuando es un circulo perfecto y cero cuando

es una linea. A medida que este valor aumenta acercandose a uno, indica una forma mas
circular de la cabeza.

e

Las mediciones se guardaron en una hoja de calculo 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. Para lograr la identificacion de subpoblaciones
espermaticas, se utilizé la técnica multivariante de conglomerados en dos fases (two step cluster).
En la realizacion del analisis, se usé como medida de distancia la log-verosimilitud, por ser mas
robusta que la distancia euclidea, y la determinaciéon automatica para la obtencién del numero
optimo de conglomerados, utilizando el criterio de conglomeracién bayesiano de Schwarz. Una vez
obtenida la clasificacion de los espermatozoides e identificadas las subpoblaciones morfométricas,
se describieron las caracteristicas de los grupos formados segun las variables morfométricas
analizadas, a través de la media aritmética y la desviacion estandar. Mediante graficos de
importancia de las variables, se identificé el orden de significacion de cada una dentro de cada
subpoblacion. La calidad de los conglomerados obtenidos se evalué mediante la operacién
medida de silueta de cohesidn y separacion, incluida en la version 21.0 de SPSS para Windows. El
rango de los valores de esta medida esta dado por el intervalo desde -1 a 1, que permite evaluar
los resultados como pobres, aceptables o buenos, segun los datos reflejen una evidencia
razonable de que existe una estructura de conglomerados. Durante todo el estudio, se respetaron
las normas de la declaracion de Helsinki para investigaciones con seres humanos.

RESULTADOS

Se analizaron 1 200 espermatozoides, cada uno de los cuales proporciond siete parametros
morfomeétricos, cuyos estadisticos descriptivos se muestran detalladamente en la tabla 1. Segun el
analisis morfométrico de la cabeza, se identificaron tres subpoblaciones espermaticas. Un resumen
de los estadisticos descriptivos de estas se presenta en la tabla 2.
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos de los parametros morfométricos.
Variables morfométricas

Minimo Méaximo Media DE
Area cabeza (um®) 8,32 18,88 13,30 1,65
Perimetro cabeza (um) 10,44 17,67 13,38 0,91
Longitud cabeza (um) 3,79 6,57 5,00 0,41
Anchura cabeza (um) 2,57 4,27 3,33 0,25
Elipticidad 1,08 2,17 1,50 0,15
Elongacién 0,04 0,37 0,19 0,04
Rugosidad 0,66 1,00 0,93 0,04

DE: Desviacion estandar.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos (media y desviacion estandar) de las variables morfométricas
en las subpoblaciones.

Variables morfométricas

SP,y SP, SP;
Area cabeza (um?) 13,81 £ 1,27 11,42 £ 0,83 14,20 £ 1,26
Perimetro cabeza (um) 13,43 £ 0,62 12,37 £ 0,49 14,06 £ 0,67
Longitud cabeza (um) 4,87 £ 0,25 4,64 £ 0,25 5,37 £ 0,29
Anchura cabeza (um) 3,55+0,18 3,09+0,14 3,31+£0,21
Elipticidad 1,37 £ 0,07 1,50 £ 0,11 1,62+0,13
Elongacion 0,15+ 0,02 0,19+ 0,03 0,23 + 0,03
Rugosidad 0,96 + 0,01 0,93 + 0,02 0,90 + 0,04

Las caracteristicas de las subpoblaciones identificadas pueden describirse de la siguiente manera:

Subpoblacién 1 (SP,): Constituida por espermatozoides con cabezas de dimensiones intermedias
en cuanto a longitud, area, perimetro y elongacion, pero cuyos valores de anchura y rugosidad
fueron los mas altos, por lo que pueden describirse como de mediano tamafio y forma redondeada.

Esta subpoblacién agrupé al 34,2 % de los espermatozoides estudiados. El orden de significacién
de las variables se muestra en el grafico 1.
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Subpoblacion 1

Ajuste de Bonferroni aplicado

- m Tolerancia
B significacién

Rugosidad

Elipticidad

Elongacion

Anchura cabeze

Variable

Longiud cabeza
Area cabeza

Perimetro cabeza

0 50 100 150
- Log10(Probabilidad)\: el valor mayor es mas
significativo

Gréfico 1. Orden de importancia de cada variable en la subpoblacién 1.

Subpoblacion 2 (SP,): Los espermatozoides presentaron cabezas con las dimensiones mas
pequefias en cuanto a longitud, anchura, area y perimetro, con valores intermedios de elipticidad,
elongacion y rugosidad. Pueden describirse como de pequefio tamafio y forma ovalada o eliptica.
Esta subpoblacion reunié al menor numero de espermatozoides (27,6 %). El orden de significacion

de las variables se representa en el grafico 2.

Subpoblacidon 2

Ajuste de Bonferroni aplicado

- m Tolerancia
B Sigrificacion

Area cabeza

Perinetro cabeza

Anchura cabeza

Longitud cabeza

Variable

Rugosidad

Elipticicdad

Elongacion

I T T T T T
25 50 73 100 125

- Log10(Probabilidad)\: el valor mayor es mas
significativo

Grafico 2. Orden de importancia de cada variable en la subpoblacién 2.
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Subpoblacién 3 (SP3): Aglutind espermatozoides con cabezas que presentaron los valores mas
altos de longitud, area, perimetro, elipticidad y elongacién, pero los mas bajos de rugosidad. Por
tanto, se describen como de gran tamafio y forma alargada. Esta subpoblacién incluyé al mayor
numero de espermatozoides (38,3 %). El grafico 3 muestra el orden de significacion de las
variables.

Subpoblacion 3

Ajuste de Bonferroni aplicado

= Tolerancia
B significacién

Longitud cabeza
Elongacian
Perimetro cabezs

Elipticiclac!

Variable

Area cabeza
Rugosidad

Anchura cabeza

T T T T T
20 40 60 a0 100

- Log10(Probabilidad)\: el valor mayor es mas
significativo

Gréfico 3. Orden de importancia de cada variable en la subpoblacién 3.

DISCUSION

Debe senalarse que en el presente trabajo se consideraron solamente para su evaluacion
morfométrica espermatozoides con apariencia morfoldgica normal; por tanto, la identificacion de
sutiles diferencias en las dimensiones y formas de estos solo resulté posible mediante el uso de los
métodos mencionados, pues de otra manera probablemente no habrian sido percibidos.

En cuanto a los parametros morfométricos de la cabeza espermatica, la OMS sugiere valores
normales de 4,1 um para la longitud de la cabeza, con intervalo de confianza (IC) para la media al
95 % en el rango de 3,7- 4,7. Para la anchura de la cabeza determina 2,8 ym (IC 95 % 2,5 - 3,2) y
un valor de1,5 para la elipticidad.6 Una autoridad en la materia, como R. Menkveld, integrante del
grupo de Tygerberg, propone valores normales de 4,07 + 0,19 ym para la longitud de la cabeza y
de 2,98 £ 0,14 pm para su anchura.’ Por otra parte, en un trabajo realizado por C. Alvarez® se
determinan valores de 4,94 + 0,54 ym para la longitud de la cabeza espermatica, 3,16 + 0,32 um
para su anchura y 12,55 £ 1,81 ym” para el area, que resultan mas cercanos a los obtenidos en el
presente estudio.

De forma global, la longitud y la anchura de la cabeza espermatica en la poblacién estudiada
resultaron superiores a los valores indicados por la OMS; sin embargo, si se analizan las
dimensiones y formas de las cabezas espermaticas en cada subpoblacién y se compararan con los
parametros considerados normales, segun los criterios de Tygerberg que recomienda la OMS, es
posible observar que la subpoblacién 2 exhibe los espermatozoides que mas se acercan al
mencionado ideal de normalidad. Cabria suponer entonces que dicha subpoblacion corresponde a
un prototipo morfolégico, a partir del cual se van produciendo pequefnas diferencias durante la
maduracién espermatica, que darian como resultado el resto de las subpoblaciones.
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En otras palabras, solo el 27,6 % de los espermatozoides estudiados se aproxima a los
mencionados criterios de normalidad, resultados que concuerdan con la reconocida
heterogeneidad morfoldgica del eyaculado humano.®”’
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