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Titulo

Morfologia espermatica y parametros seminales basicos en varones normo y
oligoastenoteratozoospérmicos.

Resumen

La morfologia del espermatozoide, segin numerosos estudios, es uno de los
factores mds importante en la obtencién de fecundaciéon tanto en 1IlU como en FIV-ICSI.
La OMS ha descrito distintos criterios de clasificacién para los espermatozoides que
son cada vez mas restrictivos. La OMS de 1992 considera como normales aquellas
muestras de semen con un porcentaje de espermatozoides normales superior al 30%.
Sin embargo, la OMS de 1999 y 2010 impusieron unos valores de referencia mas
restrictivos, y consideran muestras normales aquellas que presentan unos porcentajes
superiores al 14 y al 4 % respectivamente, siguiendo los criterios estrictos de Kruger.
Diversas publicaciones han relacionado la morfologia espermdtica con otras
caracteristicas seminales como la concentracion, motilidad y calidad de la misma, por
lo que las alteraciones morfoldgicas de los espermatozoides podrian estar relacionadas
con las alteraciones de otras variables de la muestra en fresco. El objetivo del presente
trabajo es relacionar la morfologia de los espermatozoides con distintos pardmetros
seminales en fresco, tanto macroscopicos como microscépicos, en varones normales y
oligoastenoteratozoospérmicos, en funcidon de los criterios descritos por la OMS de
2010. Se analizaron un total de 99 muestras de sémenes diagndsticos, de las cuales 54
se correspondieron con varones normales y 45 con varones oligoastenozoospérmicos.
El 23,23% de las muestras fueron teratozoospérmicas. De cada una de las muestras se
estudiaron las variables relacionadas con la calidad del semen, como volumen, licuado,
pH, concentracion y motilidad. La morfologia se analizd mediante el analizador
automatico de espermatozoides (CASA). Los resultados obtenidos demuestran que la
morfologia espermatica estd relacionada con la motilidad de la muestra en fresco, ya
que los espermatozoides morfolégicamente normales presentan una motilidad
superior, mientras que la concentracidon espermatica no parece estar relacionada con
dicha morfologia.
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Tittle

Sperm morphology and basic seminal parameters in normal and
oligoasthenotheratozoospermic men.

Abstract

Sperm morphology, according to numerous studies, is one of the most
important factors in obtaining of fecundation in Ul and FIV-ICSI. WHO has described
different classification criteria for spermatozoa that are increasing stringency. WHO of
1992 considers as normal samples those with a percentage of normal spermatozoa
upper than 30%. However, WHO of 1999 and 2010 imposed more restrictive reference
values, and considers normal samples those who presents a percentage of normal
forms upper than 14 and 4% respectively, following Kruger strict criteria. Several
publications have related sperm morphology with another seminal characteristics such
as concentration, motility and quality of it, so sperm morphological alterations could
be related to alterations in other variables of the fresh sample. The aim of the present
study is to relate morphology of spermatozoa with different seminal parameters in
fresh, both macroscopic and microscopic, in normal and
oligoasthenotheratozoospermic males, depending on the criteria described by WHO
2010. A total of 99 samples of diagnostic semen were analyzed, of which 54
corresponded to normal men and 45 with oligoasthenozoospermic men. The 23,23% of
the samples were theratozoospermic. From each of the samples were studied the
variables related with semen quality, such as volume, liquefaction, pH, concentration
and motility. Morphology was analyzed by automatic sperm analyzer (CASA). The
results show that sperm morphology is related to the motility of fresh sample, because
morphologically normal spermatozoa have a higher motility, while spermatic
concentration does not appear to be related to this morphology.
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1. Introduccion

1.1. El problema de la infertilidad en varones

La infertilidad se define como la incapacidad de una pareja para lograr un
embarazo clinico después de 12 meses o mas de relaciones sexuales regulares sin
medidas anticonceptivas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce la
infertilidad como un problema de salud publico. Suele afectar al 15% de la poblacion, y

1 de cada 6 parejas necesita ayuda médica para poder conseguir descendencia.

El factor masculino es el responsable del 35% de los casos de infertilidad
(Teppa-Garran, 2004), considerandose generalmente que el varén presenta una
alteracion del espermiograma, que aunque es un analisis importante, no proporciona

informacién sobre otro tipo de alteraciones responsables de dicha infertilidad.

La infertilidad puede estar causada por distintas condiciones y problemas
fisicos, como defectos congénitos (criptorquidea, hipospadias), distintos tipos de
enfermedades (patologias uroldgicas, de transmisién sexual, genéticas, etc.),
exposicion a productos quimicos y/o téxicos, o distintos estilos de vida que causan
generalmente un bajo recuento espermatico y una baja calidad seminal. Algunas de

estas causas se recogen a continuacion en la tabla 1.

Tabla 1. Principales causas de infertilidad masculina y porcentaje de incidencia sobre la poblacién de varones
estériles

Principales causas de infertilidad Incidencia
Varicocele 40%
Infecciones glandulas accesorias masculinas 10%
Factor genético 5%
Factor inmunoldgico 5%
Factor endocrino 5%
Alteraciones nerviosas de la eyaculacion 4%

Displasia de la vaina fibrosa del espermatozoide

Factor psicoldégico




Cancer testicular

Gonadotoxinas

De un 30 a un 40% de los casos el problema se encuentra en los testiculos.
Entre ellos, una alteracion muy comun son las venas dilatadas, mas cominmente
conocidas como varicocele, que afecta a los dorganos del aparato reproductor
masculino (Anawalt et al., 2005). Esta patologia produce un descenso de la capacidad
de produccion de espermatozoides, y, como resultado, disminuye tanto Ia
concentracion como la motilidad espermatica. También suele estar relacionada con la
aparicién de anomalias estructurales en la cabeza del espermatozoide y la presencia de
anticuerpos antiespermatozoides. Estas alteraciones cuantitativas y cualitativas de los
pardmetros seminales suelen ser consecuencia de un aumento de la temperatura
testicular y del incremento de productos téxicos, como radicales libres (Teppa-Garran

etal., 2004).

Entre el 10 y el 20% de los casos el problema se debe a un bloqueo en la ruta de
secrecidn del esperma desde los testiculos hasta el pene. Entre las causas de este tipo
de alteraciones se encuentra la azoospermia obstructiva, la agenesia de deferentes, la
vasectomia y distintos tipos de infecciones, sobre todo de testiculos, epididimo,
prdstata y vias urinarias. Este tipo de infecciones si no son tratadas correctamente
pueden producir atrofia testicular, comprometer las glandulas accesorias o bloquear
las vias seminales, ademas de incrementar la presencia de leucocitos y radicales libres

en el semen o la produccion de anticuerpos antiespermatozoides.

Pero en la mayoria de los casos la causa de infertilidad es desconocida y la
mayor parte de los laboratorios de FIV consideran suficiente el andlisis de semen como

prueba de cribado inicial.



1.2. Analisis de semen en fresco

El estudio rutinario de las muestras seminales incluye la evaluacion de las
variables macroscépicas, microscopicas y complementarias recomendadas por la OMS

de 2010.

Las variables que se analizan en el examen macroscépico son la licuefaccion,
viscosidad, aspecto, volumen y pH, mientras que en el examen microscépico son el
recuento de espermatozoides, motilidad, aglutinacién y presencia de elementos

celulares distintos a los espermatozoides.

Ademas de estas variables, también se pueden realizar una serie de pruebas
accesorias o complementarias segun el criterio de cada laboratorio, como son el test
de viabilidad, test de la Eosina, HOS test (analisis adicional de vitalidad), test de
progresién, MAR test o prueba de diagndstico inmunoldgico, morfologia espermatica,

test de hamster o Sperm penetration Assay (SPA) o test de la hemizona (HZA).

De entre todas estas variables, la concentracién espermatica es una de las que
sirven como predictora de la fertilidad en varones. Segun diversos estudios realizados,
una baja concentracién de espermatozoides estd asociada a una baja tasa de
embarazo (Bonde et al., 1998). Existen diversos factores que pueden producir una
disminucion de la concentracién espermatica de manera puntual, como el periodo de

abstinencia sexual.

La motilidad espermdtica también esta relacionada con las tasas de embarazo
segun diversos estudios (Donnelly et al., 1998). Una de las principales causas de
infertilidad masculina es precisamente la disminucion de la motilidad espermatica,
denominada astenozoospermia, y que puede tener su origen en anomalias en la
morfologia flagelar, como el sindrome de Kartagener, o en una disminucién de la
frecuencia del ritmo del flagelo debida a alteraciones en la producciéon de energia
intracelular. La motilidad de una muestra de semen depende, adema3s, del ambiente y

de las condiciones de analisis.



En cuanto a la morfologia, varios estudios han demostrado que el analisis de la
morfologia espermatica puede resultar util para predecir la tasa de fertilizacion en
programas de fertilizacion in vitro (FIV), ya que el porcentaje de formas normales esta
altamente relacionado con la capacidad fecundante in vivo (Marnet et al., 2000) y con
la capacidad de desarrollo de los embriones. De hecho, Ron-El et al. (1991) y Parinaud
et al. (1993) han demostrado que un porcentaje elevado de formas espermaticas
anormales, conocido como teratozoospermia, se asocia con fallos en la fertilizacién,
una mala morfologia embrionaria y un bajo ratio de embarazo. Por lo tanto, los
espermatozoides anormales generalmente presentan un menor potencial de
fecundacion. Las principales causas de aparicién de una morfologia anédmala son el
varicocele, alteraciones citogenéticas y las gonadotoxinas (alcohol y nicotina

principalmente).

Los espermatozoides constan morfolégicamente de tres partes claramente

diferenciadas (figura 1y 2), que son la cabeza, la pieza intermedia o cuello y la cola.
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Figura 1. Esquema de cada una de las partes principales de un espermatozoide.
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Figura 2. Esquema detallado de las partes del espermatozoide.



La cabeza contiene el nucleo del espermatozoide (haploide) y una estructura
altamente especializada denominada acrosoma. La alta condensacién de la cromatina
del nucleo permite disminuir el volumen de la cabeza, lo que facilita el movimiento del
espermatozoide a través de los fluidos. El acrosoma es un organulo secretor que
contiene proteasas y enzimas hidroliticas, como hialuronidasa, cuya funcion es la
separacion de las células del cimulo que rodea al ovocito mediante la hidrdlisis del
acido hialurénico que las mantiene unidas. También contiene acrosina, que es una
enzima hidrolitica que rompe la zona peltcida del ovocito para que el espermatozoide

pueda penetrar en el interior del ovocito.

La pieza intermedia o cuello esta situada entre la cabeza y el flagelo, y en su
interior se encuentran las mitocondrias, a partir de las cuales se obtiene la energia

necesaria para permitir el movimiento de los espermatozoides.

Por ultimo, la estructura flagelar, que tiene una longitud de aproximadamente
50 um, permite el desplazamiento del espermatozoide a lo largo del tracto
reproductor femenino para poder fecundar al évulo, a una velocidad de
aproximadamente 3 - 3,5 mm/min. Estd recubierto por una vaina fibrosa y por la

membrana flagelar.

1.3. Parametros seminales y esterilidad de causa masculina

Segun la OMS del 2010, las variables de la muestra de semen que contribuyen
en mayor medida a la obtencidn de gestacidén, tanto in vivo como in vitro, son la

concentracion y motilidad en fresco y en capacitado y la morfologia.

Se ha demostrado que los espermatozoides morfolégicamente normales nadan
mas rdpido y mas recto y exhiben una mayor frecuencia de golpe flagelar (Olmedo et
al., 1995). En cambio, las anormalidades espermaticas han sido asociadas con
alteraciones de la fertilidad, siendo la mayoria de los espermatozoides
morfolégicamente anormales inmdviles o con una movilidad muy lenta (Overstreet et
al., 1981). Existen distintas explicaciones para este efecto, como una hidrodindmica

deficiente debido a anormalidades en la morfologia de la cabeza, anormalidades en la



morfologia flagelar que impiden un movimiento normal, distintas alteraciones en el
control de la propagacidon de la onda flagelar o anormalidades metabdlicas en el
mecanismo de produccion y transduccién de la energia dentro de la célula (Katz et al.,

1982).

El moco cervical también actua restringiendo la entrada de espermatozoides
anormales en el tracto reproductor femenino. De hecho, cualquier tipo de alteraciéon
en las propiedades bioquimicas del moco puede producir cambios en la receptividad
hacia los espermatozoides. Un estudio realizado por Eggert-Kruse et al. (1996)
demostré que la morfologia espermatica tiene una gran influencia en la interaccién
entre los espermatozoides y el moco cervical, y, de igual manera, Bianchi et al. (2004)
demostraron que también actia como barrera frente al paso de espermatozoides con
anomalias estructurales en la cromatina y en el DNA. Este proceso de seleccidn se basa
en el diferente patron de motilidad que muestran los espermatozoides con una
morfologia normal frente a los de morfologia anormal, ya que éstos son incapaces de
nadar correctamente a través del moco, y por ese motivo el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales es mayor en el moco cervical que en el

eyaculado.

Son muchos los estudios que demuestran que los pardmetros de motilidad y
morfologia de la muestra seminal influyen en la tasa de gestacién (Van Voorhis et al.,
2001; Karabulut and Tekin, 2012). La morfologia espermdtica se considera un
parametro importante para predecir el prondstico de gestacion. Un metandlisis
reciente encontrd una mayor tasa de embarazo en parejas con una morfologia normal
igual o superior al 4%. Al comparar las caracteristicas de los grupos con morfologia
normal frente a una anormal se observé diferencias en el porcentaje de movilidad
progresiva en la muestra de semen capacitada (aproximadamente el 90 y 80%

respectivamente), (Kably-Ambe et al., 2013).

Otro estudié también demostré que un porcentaje de espermatozoides
normales mayor al 30% daba una tasa de gestacion significativamente mayor cuando
el niumero total de espermatozoides moviles (NTSM) tras capacitar era superior a los 5
millones (Badawy et al., 2009), por lo tanto, la evaluacion del NTSM tras capacitar se

considera un factor importante para la toma de decisiones clinicas. A pesar de ello, es



necesario un estudio prospectivo con mayor significacion clinica, ademds de un buen
disefo experimental, para establecer la influencia de este parametro en la obtencién

de gestacion (Kably-Ambe et al., 2013).

Pese a dichas evidencias, no existe consenso acerca del valor predictivo de la
morfologia en la obtencién de gestacidon porque el criterio estricto de morfologia se
desarrolld, en un principio, para técnicas de fecundacién in vitro. Muchos estudios
prospectivos y retrospectivos han demostrado que la morfologia espermatica por si
sola, ya sea analizada antes o después de las técnicas de capacitacion, no ayuda a dar

un valor predictivo de los resultados de la gestacidn tanto in vivo como in vitro.

En la bibliografia consultada no se han encontrado publicaciones que
relacionen las variables macroscépicas y microscopicas de las muestras seminales en
funcién de los criterios establecidos por la OMS ni en funcién de su morfologia. Estas
comparaciones permitirian conocer las variables seminales relacionadas con la causa
de esterilidad (concentracién y motilidad) y también con la morfologia espermatica. De
este modo, se podrian simplificar y mejorar los actuales test diagndsticos basados

Unicamente en el cribado de las muestras de semen previo a la realizacién de las TRA.






2. Objetivos

Los objetivos del presente trabajo son:

1. Comparar las variables seminales macroscdpicas y microscopicas de las
muestras diagndsticas, tanto en fresco como en capacitado, en funcién de

la esterilidad de causa masculina y de su morfologia.

2. Determinar las variables de la muestra de semen que influyen sobre la

morfologia espermatica.
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3. Material y métodos

3.1. Tipo de estudio

Estudio retrospectivo de cohortes en el que se incluyeron 99 muestras de
sémenes diagnosticos realizados desde Mayo hasta Junio de 2014 en el laboratorio de
Andrologia de la Unidad de Reproduccién Humana Asistida del Hospital Universitario y

Politécnico la Fe de Valencia.

3.2. Recogida y evaluacion de las muestras de semen

Las muestras de semen se recogieron por masturbacién en un frasco estéril,
con un intervalo maximo de abstinencia sexual entre 2 y 7 dias antes de la recogida de
la muestra, ya que abstinencias mayores afectan a la motilidad espermdtica vy
abstinencias menores al niumero de espermatozoides recuperados, con lo que se
realizaria un mal diagndstico. Todas las muestras de sémenes diagndsticos incluidas en
este estudio presentaron una concentracion en fresco superior a 10 millones/ml, lo

gue permitio la evaluacién de la morfologia espermatica con el sistema CASA.

Una vez obtenidas las muestras se registraron y etiquetaron inequivocamente
tanto con el nombre y apellidos del paciente como con el nimero de laboratorio Unico
para cada muestra. A continuacion fueron entregadas al laboratorio de Andrologia
para poder realizar el diagndstico en fresco antes de que transcurra 1 hora del
momento de la recogida, ya que a partir de este tiempo la motilidad comienza a
disminuir. La muestra debe permanecer a temperatura corporal (379C) hasta el

momento del analisis.

3.2.1. Analisis de la muestra de semen

El andlisis rutinario de las muestras de semen incluye dos tipos de examen, el

macroscopico y el microscépico segin la OMS de 1999 y 2010:
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Analisis macroscépico: incluye aquellas variables que se pueden valorar a
simple vista. No debe realizarse mdas de una hora después de la eyaculacion
para evitar la deshidratacion y/o cambios en la temperatura que alteren la

calidad del semen.

Volumen

El volumen del eyaculado se mide por aspiracion completa de la muestra
empleando una pipeta graduada de 10 ml. Segun los valores de referencia de la
OMS de 1999, se considera una muestra normal a aquella que tiene un
volumen igual o superior a 2 ml. Un volumen inferior puede ser indicativo de
obstruccion de las vias seminales o ausencia de conductos deferentes, pérdida
de alguna fraccién de la muestra en el momento de la recogida o eyaculacidn
retrégrada. Un volumen elevado puede deberse a un aumento del volumen de
secrecion de algunas glandulas, como ocurre en caso de inflamacién o en

periodos largos de abstinencia.

Viscosidad

La viscosidad o consistencia de la muestra licuada se estima aspirando la
muestra con una pipeta y observando la libre caida de las gotas para ver la
longitud del filamento formado. En una muestra normal se observan gotas
pequeiias y bien definidas, mientras que en las muestras de viscosidad andmala
se observa la formacidon de un filamento. Segin el grado de viscosidad las

muestras se clasifican segun aparece en la tabla 2:

Tabla 2. Clasificacion de la viscosidad y simbolo asociado

Simbologia Significado
+ la muestra es demasiado viscosa y no entra en la pipeta
++ forma un hilo al caer
+++ el eyaculado cae gota a gota
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Una viscosidad elevada, resultado de una inflamacién crénica de proéstata, alto
contenido de moco o presencia de anticuerpos antiespermatozoides entre
otras causas, interfiere con todas las determinaciones posteriores, como

motilidad o concentracion.

Licuefaccién

La licuefacciéon es el paso del estado de gel del eyaculado, en el cual los
espermatozoides se encuentran atrapados entre las fibras del coagulo mucoso
y en letargo, a un medio liquido por la accion de los activadores del
plasmindgeno. La licuefaccion se analiza mediante una simple observaciéon
visual. Ocurre normalmente en los primeros 15 minutos tras recoger la
muestra, a temperatura ambiente, y se considera anormal cuando no tiene
lugar pasados 60 minutos de la recogida. Cuando la licuefaccién no es completa

debe anotarse en el informe del seminograma.

pH

El pH refleja el balance entre las diferentes secreciones, ya que el pH de la
prdstata es acido y el de las vesiculas seminales es alcalino. Se mide con tiras de
papel con un intervalo de 6,5 a 10. Para medirlo se coloca una gota de semen
sobre la tira y a los 30-60 segundos la zona impregnada, que debe ser uniforme,
se compara con la cartilla de calibracién para determinar el pH de la muestra,
gue debe ser igual o superior a 7,2. El pH del semen se alcaliniza, por lo que es
conveniente medirlo después de la licuefaccion. Un pH inferior a 6,5 o 7 puede
ser indicativo de una obstruccién de las vias eyaculatorias, ausencia bilateral
congénita de los vasos deferentes o anormalidad funcional de las vesiculas

seminales.

Examen microscdpico: para su realizacidon es imprescindible la utilizacion de un

microscopio de contraste de fases.

13



Concentracidn o recuento de espermatozoides

Para determinar la concentracion espermdtica se emplea la cdmara Makler
(Sefi Meical Instruments, Haifa, Israel), que esta compuesta de dos piezas de
cristal dpticamente planas. La parte superior, que sirve de cubreobjetos, esta
subdividida en 100 microcuadrados de 0,1 x 0,1 mm de lado. La profundidad de
la cdmara es de 10 micras (Figura 3). En primer lugar se calienta la camara a
379C para evitar el shock térmico, y a continuacion se coloca una gota de 5 a 10
pl de semen y se observa al microscopio a un aumento de 200x. De esta
manera, el nimero de espermatozoides contenidos en cualquier linea de 10
microcuadrados indicara la concentraciéon en millones/ml, ya que la camara

permite que los espermatozoides sean distribuidos de manera uniforme.
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Motilidad

La motilidad espermatica se valora también empleando la misma cdmara
Makler. La OMS categoriza la motilidad en cuatro grupos (Figura 4). Los
espermatozoides con motilidad rapida progresiva son aquellos que avanzan de
forma rectilinea con una velocidad superior a 25 um/s. Por debajo de éstos se
encuentran los que presentan un movimiento progresivo lento, en la que los
espermatozoides se desplazan pero sin experimentar un avance efectivo, es
decir, formando elipses. Y por ultimo se encuentran los que presentan una
motilidad no progresiva, y sélo mueven la cabeza y/o cola sin desplazarse, y los

inmoviles.
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Figura 3. Imagen real de una camara Makler y dibujo esquematizado de las medidas de la cuadricula y su visualizacién a 200
aumentos.



Figura 4. Tipos de movilidad de los espermatozoides. A. Progresivo
rapido. B. Progresivo lento. C. No progresiva. D. Inmévil.

Cada una de estas categorias recibe una nomenclatura distinta, como se

aprecia en la tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de la motilidad espermatica segtn la OMS 2010

Categoria OMS Denominacion Velocidad
Rapida progresiva a/+++ >25um/s
Progresiva lenta b/++ 5-24 um/s
No progresiva c/+ <5um/s
Inmaviles d/o -

La motilidad se valora observando 100 espermatozoides y estimando el
porcentaje de ellos que presenta cada una de las categorias. Para ello es
aconsejable valorar grupos de 10 espermatozoides y después obtener un valor

promedio.

Aglutinacién

Las aglutinaciones se producen cuando los espermatozoides se adhieren entre
si a través de la cabeza, la pieza intermedia o la cola. La presencia de
aglutinaciones es indicativo de que puede existir una esterilidad de causa
inmunoldgica. En ocasiones puede aparecer una pseudoaglutinacion, que es la

adhesién de los espermatozoides con filamentos de moco, con otros tipos
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celulares que no son espermatozoides o con detritos, que no se considera

aglutinacién. Para la valoracion se emplea la siguiente simbologia (Tabla 4):

Tabla 4. Clasificacion de la aglutinacion en distintos grados y simbolo de cada uno.

Simbolo Significado
+ Pequefiias aglutinaciones que implican a menos del 20% de los espermatozoides
++ La aglutinacion implica a un 20 - 60 % de los espermatozoides
++ Mas del 60% de los espermatozoides estan aglutinados

Morfologia espermatica

La morfologia se analiza con el objetivo de 100 aumentos bajo aceite de

inmersién. La clasificacion morfolégica seguida es la de la OMS de 1992 y la

descrita por Kruger, Acosta y colaboradores, incluidas en las recomendaciones

de la OMS de 1999. Las categorias en las que se clasifican son las siguientes,

atendiendo a la morfologia de la cabeza, cuello y pieza intermedia, cola y gota

citoplasmatica:

Espermatozoide normal: La OMS considera espermatozoides

morfoldgicamente normales a aquellos integrantes de una subpoblacidn de
espermatozoides potencialmente fertilizadores seleccionados naturalmente
en el moco cervical. Se caracterizan por poseer una cabeza ovalada y
aplanada anteriormente, de 3,7 a 4,7 um de longitud y 2,5 a 3,2 um de
anchura. El acrosoma debe ser aproximadamente de un tamafio de entre el
40 al 70% de la cabeza. La pieza intermedia debe ser menor a 1 um de
anchura y la longitud aproximadamente la mitad de la longitud de la
cabeza. La cola o flagelo debe ser uniforme y ligeramente mas delgada que
la pieza intermedia, desenrollada (recta o sin presentar angulaciones
bruscas que sugieran rotura) y de una longitud de 45 um. La gota
citoplasmatica debe ser inferior a la tercera parte de la cabeza. Las bolsas
citoplasmaticas a la altura de la pieza intermedia no deben ser mayores que

la mitad del espermatozoide. La ausencia o presencia de una pequena
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vacuola en la cabeza se considera normal, pero si aparecen muchas o son

excesivamente grandes puede significar que el ADN esta dafiado.

Espermatozoide casi normal: Poseen una anchura de 2 a 3,5 um, pueden

presentar anormalidades ligeras en la forma de la cabeza, pero el acrosoma

debe ser normal, y no tener defecto en el cuello, pieza intermedia o cola.

Espermatozoides anormales: Son aquellos que presentan defectos tanto en

la cabeza, cuello, pieza intermedia y cola.

Defectos en la cabeza: presentan cabezas grandes, de mas de 6 um de
longitud y/o mas de 3,5 um de anchura, formas redondas, alargadas,
pequeiias, con forma de pera, irregulares, con ausencia de acrosoma, con
acrosoma inferior al 30% del tamafno de la cabeza o superior al 70% o con
vacuolas de mas del 20% del drea de la cabeza.

Defectos del cuello y cola: presentan colas o piezas intermedias quebradas,
es decir, formando un angulo de 90° o mas con el eje longitudinal de la
cabeza, colas cortas o ausencia de cola.

Defectos en la pieza intermedia: pieza intermedia anormalmente estrecha,
con forma irregular, o con bolsas citoplasmaticas de un tamafio superior a
la tercera parte del area de la cabeza.

Formas dobles: presentan cabeza y/o colas dobles.

Colas enrolladas, cortas, dobladas, irregulares o mtiltiples.

En las figuras 5 y 6 se observan los tipos de anomalias morfoldgicas mas

comunes que suelen aparecer en los espermatozoides.

17



A. Defectos cabeza

Alargada Piriforme Redonda Amorfa Vacuolada Acrosoma
..... - pequefio
'ﬁo ¥,
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B. Defectos pieza media C. Defectos Flagelo D. Defectos restos
. citoplasmaticos
Angulada Asimétrica Engrosada Delgada Corto Angulado Enrollado >1/3 cabeza
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Figura 5. Clasificacion de los defectos morfoldgicos de los espermatozoides. Adaptacion del criterio estricto de
Kruger. Manual OMS 2010.

Figura 6. Espermatozoides morfolégicamente anormales con colas dobles y cabezas dobles.

La OMS de 1992 considera los espermatozoides casi normales como normales,
y define como eyaculados de buen prondstico aquellos que presentan un porcentaje
superior al 30% de formas normales. Sin embargo, la OMS de 1999 establece tres
categorias de fertilidad aplicando los criterios estrictos de Kruger, que son vardn fértil
cuando tiene un porcentaje de espermatozoides normales superior al 14%, varén de
buen prondstico a aquel que presenta entre un 4 y un 14 % de formas normales, y
varén de mal prondstico al que tiene menos de un 4% de espermatozoides normales.
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Por ultimo, el quinto manual de la OMS establece un valor para el limite inferior

de referencia para la morfologia espermatica del 4%.

Tomando como referencia los valores de la OMS de 2010, las muestras se

clasifican en funcion del recuento, motilidad y morfologia en las siguientes categorias:

Normozoospérmica: eyaculado normal, con = 15 millones de espermatozoides/ml,
una motilidad = 32% (tipo a+b) y con una morfologia > 4% de formas normales.
Oligozoospérmica: presenta una baja concentraciéon espermatica, inferior a 15
millones espermatozoides/ml.
Astenozoospérmica: presentan una motilidad baja, inferior a un 32% de tipo a+b.
Teratozoospérmica: presenta una morfologia anormal, < 4% de formas normales.
Oligoastenozoospérmica: tanto la concentracion como la motilidad son bajas, y se
distinguen dos tipos:
e Moderada (OAM): concentracién entre 10 y 15 millones de
espermatozoides/ml y motilidad entre 20 y 32% de tipo a+b.
e Severa (OAS): concentracion inferior a 10 millones/ml, y motilidad por
debajo de 20% de a+b.
Oligoastenoteratozoospérmica: todas las variables estan alteradas.
Azoospérmica: no presenta espermatozoides en el eyaculado.

Aspermia: ausencia de eyaculado.

Los valores de referencia segiin la OMS de 2010 para las variables seminales se

resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Valores de referencia de cada una de las distintas variables seminales segtn la OMS del 2010

Variable seminal Valor de referencia
Volumen 1,5(1,4-1,7)
pH 27,2
Concentracion de espermatozoides
s 15 (12-16)
(10° por eyaculado)
Numero total de espermatozoides
6 39 (33-46)
(10° por eyaculado)
Motilidad (tipo a + b) 32 (31-34)
Morfologia espermatica 24
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3.3. Tincidn de la muestra de semen (método Diff-Quik)

La determinacion de la morfologia espermdtica consta de varios pasos. En
primer lugar se realiza una extensién de una gota de semen de 10 a 15 pl en un
portaobjetos. Para ello se coloca otro porta formando un angulo de 45°, tal y como se

muestra en la figura 7, y tocando la gota se arrastra y se deja secar al aire.

-
L
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—

Figura 7. Técnica para la realizacion de la extension de la muestra
de semen.

Una vez seca, se procede a la fijacion con etanol absoluto (99,8%), y
posteriormente a la tincidon de la muestra mediante el método Diff-Quik. Este es un
método de tincién rapido y facil de usar, que consta de dos pasos. Primero se
introduce el porta en la solucién de tincion 1 (PANREAC: eosina amarillenta para
tincidn rapida, n? Cat. 253999), durante 30 segundos, y después otros 30 segundos en
la solucién de tincidon 2, que es el colorante Giemsa (MERK: azul-eosina azul de
metileno, en metanol, n2 Cat. 1092040500). Luego se lava con agua destilada para
eliminar los restos del colorante y se deja secar al aire. Después se coloca un
cubreobjetos sobre el porta aplicando, mediante una pipeta Pasteur, unas gotas de
pegamento Eukitt (Eukitt® lot. N2 G47 500 ml) para que las muestras puedan ser

almacenadas durante largos periodos de tiempo sin sufrir ningun tipo de dafio.
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3.4. Analisis de la morfologia espermatica (CASA)

Para analizar la morfologia espermatica se examina al microscopio dptico cada
uno de los portaobjetos preparados a 100 aumentos bajo aceite mineral de inmersion
(MERK n? Car. 4699). El microscopio estd conectado a un ordenador con un sistema
integrado de analisis de semen humano. El analisis de los espermatozoides se realizd
utilizando el software del sistema Integrated Semen Analysis System (ISAS v.1.2 Serial
Number: 0030149D), que es un sistema informatizado de analisis espermatico basado
en el analisis de una imagen. Permite analizar la morfologia de muestras tefiidas y
analizarlas individualmente, ya que presenta un mdédulo de morfologia que incorpora
las variables morfolégicas de la cabeza, acrosoma y pieza intermedia del
espermatozoide en cuanto a tamaio (area, perimetro, longitud y anchura) y forma
(elipticidad, elongacidn, regularidad y rugosidad), de acuerdo a los criterios estrictos

de Kruger y de la OMS de 1999 y 2010.

Figura 8. Sistema CASA para el analisis espermatico,
compuesto por un microscopio éptico conectado a una
platina atemperada, a la cdmara de video y al ISAS.

De cada una de las muestras se capturan al azar 100 espermatozoides por el
procedimiento manual gracias a una cdmara incorporada al microscopio, y recorriendo
la superficie de izquierda a derecha y de arriba abajo para evitar obtener imagenes de

campos ya recorridos. El software proporciona un cuadro de 100 x 100 megapixeles en
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el cual se encuadra la cabeza y la pieza intermedia del espermatozoide, y a
continuacion se captura (Figura 9), despreciando los espermatozoides con cabezas

superpuestas, en contacto con otras particulas o dafiados.
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Figura 9. Procedimiento manual de captura de espermatozoides en el programa ISAS.

Una vez capturados 100 espermatozoides, el programa posee una funcién,
denominada Factor de Analisis (FA), que permite obtener el nivel de analisis mas
adecuado para cada célula. Esta herramienta elabora una mascara que se ajusta a la
imagen microscépica original de cada espermatozoide, diferenciando cabeza, pieza
intermedia y acrosoma en distintos colores. El criterio seguido fue el de utilizar el FA 0
para los 100 espermatozoides. Pero uno de los principales inconvenientes de este
software es que hay que revisar todas las imagenes y ajustar manualmente la mascara
de aquellos espermatozoides que no estén bien superpuestas, utilizando para ello
diferentes herramientas informaticas. Una vez ajustadas todas las mascaras se obtiene
un informe con el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales vy

anormales.
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Figura 10. Andlisis de la morfologia espermatica en el programa ISAS.

3.5. Variables asociadas al varén y a la muestra de semen

Las variables clinicas del varén y de la muestra de semen que se incluyeron en

el estudio fueron las siguientes:

La causa de esterilidad masculina, en la que se consideraron 2 niveles en funcién
de la OMS 2010: varén normal (VN) y vardn estéril (VE).

Variables seminales macroscépicas de las muestras de sémenes diagndsticos:
volumen, licuado, aglutinado y pH.

Variables seminales microscépicas de las muestras diagndsticas: concentracion
(millones de espermatozoides/ml) y motilidad, tanto en fresco como en

capacitado, y morfologia espermdtica de las muestras en fresco.
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3.6. Disefio experimental

En primer lugar, se analizaron las muestras de sémenes diagndsticos. Las
variables examinadas en fresco fueron la concentracion espermatica, la motilidad, pH,
aglutinacién, licuado y volumen. En capacitado se analizé la concentraciéon y motilidad

espermatica.

A continuacién, se procedid a la fijacion de las muestras en fresco para poder

estudiar la morfologia espermatica.

Por ultimo, se realizé el analisis estadistico para determinar las variables

seminales que estan relacionadas con la morfologia espermatica.

[ Diagnéstico

J
\
L] =g (o

Rto, Mot, pH, Aglut, Licuado, Vol Rto, Mot

¢Estan relacionadas?

Figura 11. Disefio experimental en el que aparecen las variables a analizar. Rto: recuento; Mot:
motilidad; Aglut: aglutinado; Vol: volumen; Morfo. morfologia.

3.7. Analisis estadistico

Los datos fueron recogidos del programa informatico PIERA (Esterilidad vy
Reproduccién Asistida Programa Interactivo, Hospital Universitario y Politécnico La Fe
de Valencia). El andlisis estadistico se realizé con el programa Statgraphics Plus versién

5.1 (Manugistics, Inc., Rockville, MA, Estados Unidos).
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En la evaluacién de las muestras diagndstico se realizd una prueba de
comparacion de medias (t-Student) de las variables macroscdpicas y microscépicas en
funcion de la esterilidad de causa masculina. Para analizar el efecto de la morfologia

espermatica sobre el tipo de infertilidad del varén se utilizé la prueba de Chi-cuadrado.

Para estudiar la relacidn entre la morfologia y el resto de variables seminales se
utilizé un estudio de regresion logistica binaria con el procedimiento "stepwise" de
seleccion de las potenciales variables a incluir.

Las diferencias minimas significativas se calcularon a un nivel de significacién p-

valor inferior a 0,05.
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4. Resultados

4.1. Parametros seminales basicos en funcion de la esterilidad de causa

masculina.

Se estudiaron un total de 99 muestras de sémenes diagndsticos, realizadas en

la URH desde Mayo hasta Junio de 2014.

Se evaluaron las variables macroscépicas (volumen y pH) y microscépicas
(morfologia, concentracion y motilidad en fresco y en capacitado) y se compararon en

funcidén de la presencia o no de esterilidad de causa masculina segin la OMS de 2010.

En la tabla 6 se comparan las variables macroscépicas y microscdpicas en

fresco y en capacitado entre muestras normozoospérmicas y oligoastenozoospérmicas.

Tabla 6. Media, error estandar y significacion estadistica (p-valor) de los parametros seminales volumen, pH,
morfologia y concentracion y motilidad en fresco y capacitado entre las muestras normozoospérmicas y
oligoastenozoospérmicas.

Normales Oligoasteno
Media + ES Media t ES p-valor
Total 54 45
Volumen (ml) 3,061+0,2 3,09+0,2 0,9400
pH (ui) 8,37 £ 0,00 8,44 + 0,00 0,2233
Recuento Fresco
. 72,85+ 2,62 47,71 + 3,07 0,0000
(millones/ml)
Motilidad Fresco (%) 40,28 £ 0,68 24,1+0,8 0,0000
Morfologia Fresco (%) 28+0,5 20+0,9 0,0048
Recuento Capacitado
. 44,37 + 3,66 28,73 £ 3,20 0,0128
(millones/ml)
Motilidad Capacitado (%) 86,30 + 0,46 84,44 + 0,58 0,0049

Las muestras normozoospérmicas presentaron una concentraciéon y motilidad,
tanto en fresco como en capacitado, significativamente superior a las muestras
oligoastenozoospérmicas, lo que era de esperar. Ademas, se observa que la causa de
esterilidad masculina se debié fundamentalmente a la motilidad de la muestras, ya
gue las muestras oligoastenozoospérmicas presentan un porcentaje de motilidad lineal

progresiva inferior al 32% (astenozoospermia). En cuanto a la morfologia en fresco, se
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observd un porcentaje significativamente mayor de espermatozoides normales en las
muestras normozoospérmicas que en las oligoastenozoospérmicas (28 vs 20;

p=0,0048).

4.2. Parametros seminales basicos en funcién de la morfologia espermatica

Se estudiaron un total de 99 muestras de sémenes diagndsticos, de los cuales el
7,07% se correspondieron con varones teratozoospérmicos segin la OMS de 2010 (<
4% de formas normales), el 23,23% con varones teratozoospérmicos segun la OMS de
1999 (<14% de formas normales) y el 69,70% segln la OMS de 1992 (<30% de formas
normales). Debido al bajo porcentaje de varones teratozoospérmicos segin la OMS del
2010 (7,07%), las muestras se clasificaron siguiendo la OMS 1999 en
normozoospérmicas (214% de formas normales) y teratozoospérmicas (<14% de

formas normales).

En la tabla 7 se comparan las variables microscépicas en fresco y en capacitado

entre muestras normozoospérmicas y teratozoospérmicas.

Tabla 7. Media, error estandar y significacion estadistica (p-valor) de los parametros seminales concentracion y
motilidad en fresco y en capacitado entre las muestras normozoospérmicas y teratozoospérmicas.

Normales Terato
Media t ES Media £ ES p-valor
Total 76 23
Recuento Fresco 64,11+ 2,67 52,55+4,72 0,0376

(millones/ml)
Motilidad Fresco (%) 34,90+1,11 26,32 +1,68 0,0001

Recuento Capacitado
(millones/ml)

Motilidad Capacitado (%) 86,04 +0,41 83,70+ 0,74 0,0089

41,44 + 2,81 23,37 +5,11 0,0026

Las muestras normozoospérmicas presentaron una concentracion y motilidad
tanto en fresco como en capacitado significativamente superior a las muestras
teratozoospérmicas. La mayor significacién estadistica se obtuvo para las variables

motilidad en fresco y concentracién y motilidad en capacitado.
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4.3. Analisis de regresion logistica para las variables seminales en funcion de la

morfologia espermatica.

En la tabla 8 se presentan los resultados del analisis de regresiéon logistica
binaria "stepwise" para las variables de la muestra de semen en funcién de la
morfologia espermatica.

Se incluyeron las variables macroscépicas volumen, licuado, pH y aglutinado y

las variables microscopicas concentracién y motilidad en fresco y en capacitado.

Tabla 8. Pruebas de razon de verosimilitud del analisis de regresion logistica para las variables de la muestra de
semen en funcidn de la morfologia espermatica.

Factor Chi-cuadrado Df p-valor

pH 10,6736 1 0,0011
Motilidad Fresco 135,026 1 0,000
Recuento Capacitado 6,25053 1 0,0123
Motilidad Capacitado 4,76363 1 0,0291
Licuado 7,05993 2 0,0293

Se observan coeficientes de correlacién significativos y positivos para el pH,
motilidad en fresco, recuento en capacitado, motilidad en capacitado y licuado. Estos
coeficientes de regresién positivos indican un aumento en el porcentaje de
espermatozoides normales conforme aumenta el pH, licuado (los espermatozoides
anormales quedarian atrapados en el moco cervical), motilidad en fresco y recuento y
motilidad en capacitado.

La bondad del ajuste presenta un p-valor de 1,5673E-12, indicando que esta
bondad de ajuste es baja y que, por lo tanto, existen otras variables que afectarian al

porcentaje de espermatozoides normales.
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5. Discusion

Al comparar las muestras normozoospérmicas con las oligoastenozoospérmicas
se ha observado que las primeras presentaron una concentracién y motilidad, tanto en
fresco como en capacitado, significativamente superiores. Ademas, la causa principal
de esterilidad masculina fue debida a la motilidad lineal progresiva, ya que era inferior
al 32%, es decir, eran muestras principalmente astenozoospérmicas, mientras que la
concentracion en fresco, aunque era inferior a las muestras normozoospérmicas,
superaba el valor limite establecido por la OMS de 2010, que es de mads de 15 millones

de espermatozoides/ml.

Los resultados obtenidos a partir de la comparacidon de las muestras normales
con las teratozoospérmicas demostrarian que la morfologia del espermatozoide no
estaria relacionada con la concentracion de la muestra en fresco. Sin embargo, la
motilidad en fresco si que se relacionaria con el porcentaje de formas normales, de tal
forma que, conforme aumenta esta motilidad, se observa un aumento significativo del
porcentaje de espermatozoides normales. Por lo tanto, esta motilidad en fresco
superior en el caso de los varones normales seria la responsable de la obtencién de un

recuento y una motilidad en capacitado significativamente superiores.

Parinaud et al. (1996) obtuvieron resultados similares en un estudio, en el cual
observaron una fuerte relacidén entre la motilidad y el porcentaje de formas normales.
Ademas, al relacionar la morfologia con la motilidad, observaron que, de entre las
anomalias morfoldgicas estudiadas, el acrosoma es el que tiene una mayor influencia
sobre la motilidad progresiva, mientras que las anomalias en la cola eran las que
menor influencia tenian sobre la motilidad del espermatozoide. También obtuvieron
una relacién positiva entre el porcentaje de espermatozoides mdviles y la viabilidad
celular. Otro estudio realizado por Morales et al. (1988) también apoya los resultados
obtenidos, ya que también encontraron que los espermatozoides morfolégicamente
anormales suelen ser inmdviles o presentar una motilidad muy baja, y que, por lo
tanto, las células morfolégicamente normales y anormales exhiben una motilidad

diferente.
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En el estudio de Karabulut and Tekin (2013) también se observd que los
espermatozoides morfolégicamente anormales tienen una motilidad inferior. También
relacionaron estos parametros con la concentracién espermatica, observandose que
también existe una relacién entre la concentracion y la morfologia. Los varones con
recuentos inferiores a 5x10° espermatozoides/ml presentaron un porcentaje de
espermatozoides normales inferior al 4%. Estos resultados indican que en los varones
con concentracion por debajo de 5x10° espermatozoides/ml| deberian realizarse de
rutina morfologias espermaticas para completar el diagndstico de la esterilidad de

causa masculina.

En cuanto a la morfologia en fresco, se ha observado un porcentaje
significativamente mayor de espermatozoides normales en las muestras
normozoospérmicas que en las oligoastenozoospérmicas (28 vs 20; p=0,0048).
Diversos estudios (Rogers et al., 1983; Nallella et al., 2006) han demostrado que el
analisis de la morfologia puede ser utilizado para el diagndstico y la prediccién de la
infertilidad masculina. De hecho, los resultados de dichos estudios indican que un
Unico parametro, como es la disminucion del numero de espermatozoides
morfoldgicamente normales, esta fuertemente asociado con la infertilidad. Por lo
tanto, en el caso de esterilidad de causa masculina severa, la realizacion de una
morfologia espermatica ayudaria a completar el seminograma diagndstico y a conocer
las causas de dicha esterilidad.

Generalmente, la presencia de formas anormales en el eyaculado suele ser
indicativo de que existe un dafio en la funciéon gonadal, debido, entre otras causas, a la
exposicidn a determinadas drogas o enfermedades o dafios por condiciones de estrés

o desdrdenes androlégicos (Rogers et al., 1983).

En relacién con las variables seminales que influyen sobre la morfologia
espermatica, se han obtenido coeficientes de regresidn significativos y positivos para el
pH, licuado, motilidad en fresco y concentracion y motilidad en capacitado, indicando
un aumento en el porcentaje de espermatozoides normales conforme aumenta el pH,

licuado, motilidad en fresco y recuento y motilidad en capacitado.
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En cuanto a la motilidad en fresco y la concentracion y motilidad en capacitado,
como ya se ha indicado anteriormente, la motilidad en fresco superior en el caso de los
varones normales seria la responsable de la obtencién de un recuento y una motilidad
en capacitado significativamente superiores. Nallella et al. (2006) observaron que
cuando un eyaculado presenta una motilidad normal, este parametro, por si solo, era
indicativo de un desarrollo normal del axonema del espermatozoide durante la
espermatogénesis en los testiculos, un proceso de maduracién normal en el epididimo

y de unos constituyentes del plasma seminal normales.

En relacion con el licuado se observa un mayor porcentaje de formas normales
en las muestras con licuefaccién completa, lo que indicaria que la falta de licuado de
las muestras determinaria una disminucion significativa del porcentaje de
espermatozoides normales. Tal vez, los espermatozoides normales quedarian
atrapados en el coagulo formado por el liquido seminal. La licuefaccion se consigue por
la accién de una sustancia llamada fibrinolisina, que es liberada por la prdstata al
eyaculado. Algunos estudios han determinado que una licuefaccidon incompleta del
eyaculado produce un fluido vesicular seminal mas viscoso, lo que supone una
importante restriccion del movimiento para los espermatozoides, es decir, se
manifiesta como una astenozoospermia en el varén (Martinez-Heredia et al., 2008).
Siguiendo esta hipdtesis, otros estudios han reportado que la frecuencia del golpe
flagelar estd inversamente relacionada con la viscosidad del medio. Moore et al. (1999)
también observaron que una licuefaccion incompleta del eyaculado puede producir
agregados de espermatozoides, formando asi grupos de espermatozoides en coagulos
seminales microscopicos. Los espermatozoides también pueden agregarse por otros
factores, como restos celulares, gotas prostaticas u otros materiales insolubles,
pudiendo influir dichas agregaciones en la capacidad de fertilizacién del eyaculado. La
licuefaccion incompleta suele aparecer en varones con infecciones en la prostata o en
varones con caracteristicas espermaticas anormales (Comhaire et al., 1999)

En relacion con el pH, se observa un aumento del porcentaje de formas
normales conforme aumentan los valores de pH (pH basicos). Estos resultados
justificarian los cambios realizados por la OMS en los rangos de pH. La OMS de 1992
consideraba a las muestras seminales como normales cuando presentaban unos pH
comprendidos entre 7,2 y 8. Sin embargo, a partir de 1999, la OMS consideré que no
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existia un rango superior de pH y solo se consideraban patoldgicos los pH acidos
inferiores a 7, indicativo de disgenesia del conducto deferente, vesiculas seminales o
epididimo cuando la muestra es azoospérmica. De hecho, la OMS considerd que los pH
basicos no influirian sobre las caracteristicas de los espermatozoides. Diversos estudios
han comprobado como la motilidad de los espermatozoides cesa cuando el pH es
inferior a 6 o superior a 10 (Fox et al., 1973), y que las disminucién gradual del pH y de
la osmolaridad también llevan a una disminucién de la motilidad espermatica (Makler
et al.,, 1981). Blackshaw and Emmens (1951) compararon la motilidad de los
espermatozoides en diferentes rangos de pH, y observaron un maximo en la motilidad

en torno a un pH de 8,5 y una fuerte caida en torno a 9,7.

Como se ha indicado anteriormente, el pH del semen si que tendria influencia
sobre la motilidad de los espermatozoides. En el presente trabajo observamos un
aumento significativo del porcentaje de espermatozoides normales conforme aumenta
el pH. Sin embargo, el efecto del pH sobre la motilidad seria el responsable de la
relacién existente entre la morfologia y los rangos de pH.

No se han encontrado estudios que demuestren que el incremento del pH
conlleve un aumento en el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
normales. Ademas, existen multiples opiniones acerca de la utilidad de la medida del
pH, y de hecho, algunos autores, como Rune Eliasson, opinan que el pH del plasma

seminal no proporciona ningun tipo de informacion de valor (Meacham, 2002) .
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6. Conclusiones

Una vez analizados y expuestos los resultados de este estudio, las conclusiones que se

pueden extraer son:

1. La morfologia del espermatozoide no estaria relacionada con la concentracion de la
muestra en fresco. Sin embargo, la motilidad en fresco si que estaria relacionada con el
porcentaje de formas normales. Los espermatozoides morfolégicamente anormales

tienen una motilidad inferior.

2. La morfologia del espermatozoide es significativamente mejor en las muestras
normozoospérmicas. La  disminucién del numero de espermatozoides

morfoldgicamente normales, estd fuertemente asociado con la infertilidad.

3. Se observa un aumento significativo en el porcentaje de espermatozoides normales
conforme aumenta el pH, licuado, motilidad en fresco y recuento y motilidad en

capacitado.

4. La motilidad en fresco significativamente superior en el caso de los varones
normales seria la responsable de la obtencién de un recuento y una motilidad en

capacitado significativamente superiores en el caso de los varones normales.

5. Se observa un mayor porcentaje de formas normales en las muestras con
licuefaccion completa. La falta de licuado de las muestras determinaria una
disminucion significativa del porcentaje de espermatozoides normales ya que

guedarian atrapados en el coagulo formado por el liquido seminal.

6. El aumento del pH determina un incremento significativo de la morfologia
espermatica. El efecto del pH sobre la motilidad espermatica seria el responsable del

efecto positivo del pH sobre la morfologia espermatica.
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