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Nuevos criterios de evaluacion
espermatica segun la OMS. ;Qué
cambié en el enfoque diagnéstico?

Susana Curi
Hospital de Clinicas, UBA.

El laboratorio de andrologia estd integrado por
metodologfas que tienen como objetivo aportar
informacién diagndstica sobre el estado de salud
del aparato reproductor masculino. Como en
otras disciplinas bioquimicas, toma como objeto
de estudio un fluido biolégico, el semen, producto
de la secrecién de gldndulas con actividad exocri-
nay con la contribucién de elementos formes ce-
lulares provenientes del epitelio germinal, de epi-
telios de revestimiento y de células inflamatorias.
El resultado de una funcién eyaculatoria normal
provee una muestra de semen que dependerd de
la integridad andtomo-funcional del eje hipotéla-
mo-hipofiso-gonadal, de la permeabilidad de los
conductos que constituyen el aparato reproductor
masculino, de la funcién secretoria de las glindu-
las y finalmente de la integridad morfoldgica y
funcional de la célula espermadtica.

Los métodos clinicos de laboratorio, para la
evaluacién de la calidad del semen, deben reunir
una serie de requerimientos para ser de utilidad:
tener veracidad y precisién conocida, estar valida-
dos (medir lo que se intenta medir y nada mds) y
se debe conocer el intervalo de referencia.

Estos, deben ser capaces de diagnosticar el
estado funcional o de desérdenes en los érganos
productores del fluido, y no ser utilizados como
test de mera prediccidn de fertilidad o infertilidad,
ya que la paternidad no sélo es un hecho biolé-
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gico, sino social y multifactorial, que dependerd
de factores orgdnicos masculinos y/o femeninos,
psicogénicos o combinacién de éstos.

No hay razén para que los principios y reglas
validadas para el estudio de otros fluidos bioldgi-
cos no sean aplicadas al estudio del semen, por el
contrario, el hecho de que durante algin tiempo
se considerd lo inverso provocé efectos negativos
que disminuyeron la calidad de la prueba.

Desde la confeccién de la orden médica se co-
mienza a construir la evaluacién del factor mas-
culino en el laboratorio, dado que la seleccién de
las pruebas requeridas para el estudio permitird
posteriormente que éste colabore en el diagnds-
tico clinico. Es importante destacar que la infor-
macién que el médico solicitante aporte en este
documento permitird al profesional del laborato-
rio efectuar la correcta validacién fisiopatolégica y
asesoramiento si fuera oportuno

La determinacién del volumen espermdtico
constituye una prueba que requiere una adecuada
precisién debido a que se constituye en una varia-
ble que no solo evaluari el aporte glandular sino
que se integrard a férmulas junto con el recuen-
to y la morfologia espermdtica para establecer los
valores absolutos de estos pardmetros. Es por ello
que las dltimas normativas de la OMS proponen
efectuar esta medida por pesada, sugiriendo entre-
gar al paciente el recipiente de recoleccién previa-
mente pesado, para luego por sustraccién calcular
el volumen eyaculado. El peso de la muestra en
gramos puede equipararse al volumen porque la
densidad varia entre 1.043 y 1.102 g/ml.

Las tasas de fertilidad natural estdin amplia-
mente relacionadas con el nimero de esperma-
tozoides con movilidad progresiva, por esa razén



Reunién conjunta SAMeR — SAA

su determinacién cobra suma importancia en la
evaluacién de la muestra de semen. Actualmente
el estudio puede llevarse a cabo por medio de dos
métodos, el subjetivo, y el asistido por sistemas
computarizados conocidos como sistemas CASA
(Computer Aided Sperm Analysis). Siguiendo la re-
comendacién de la estandarizacién OMS'2010,
los movimientos espermdticos serdn clasificados
en tres categorias:

1. Méviles progresivos (PR). Espermato-
zoides con movimiento activo que desa-
rrollan una trayectoria lineal o en grandes
circulos sin considerar la velocidad.

2. Méviles no progresivos (NP). Todos
aquellos patrones de movilidad con ausen-
cia de progresién (ejemplos: movimien-
to en pequefios circulos o si la fuerza que
produce el flagelo no desplaza la cabeza o
cuando solamente se observa el batido vi-

goroso del flagelo).

3. Inméviles (IM). No hay movimiento.

En previas ediciones de la OMS se diferencia-
ba a los mdviles progresivos de acuerdo a su velo-
cidad como répidos, si se desplazaban a més de 25
pm/segundo a 37°C, categorizados como grado
(a) y (b) si su progresién era lenta. Sin embargo,
hubo consenso internacional, documentado por
los resultados provenientes de los programas de
evaluacion externa de la calidad, que la baja pre-
cisién y veracidad del pardmetro carecia de valor
clinico. Los sistemas CASA fueron desarrollados
con la finalidad de objetivar el estudio de la mo-
vilidad espermdtica, como asf también incorporar
pardmetros cinéticos que permitan estudiar con
mayor profundidad el movimiento de los esper-
matozoides en las diferentes patologias y por efec-
to de sustancias que actdan sobre el movimiento.
En la actualidad solo por este método es posible
determinar el porcentaje de espermatozoides con
movilidad progresiva rdpida ya que permite medir
velocidad y linealidad.

El estudio de las formas del espermatozoide
consiste en clasificarlos como normales o anorma-
les, describiendo de manera cualitativa la locali-
zaciéon de la anormalidad. Pero, ;cémo se define
la normalidad espermdtica? Con la finalidad de
responder a esta pregunta diversos estudios se han
llevado a cabo, tales como la recuperacién de es-

permatozoides del tracto reproductor femenino y
de la superficie de la zona peliacida. También se
efectuaron estudios de relacién entre el porcen-
taje de formas normales y diferentes estadios de
la fertilizacién, tiempo transcurrido en lograr el
embarazo y tasa de embarazo in vivo e in vitro,
lo que permitié obtener el valor pronéstico del
pardmetro morfologfa. Una de las conclusiones a
las que se arriba cuando se efectian estudios de
morfologfa espermdtica en hombres fértiles e in-
fértiles es que el rango de formas normales se ex-
tiende solo entre 0-30% para ambos. Estos valores
hallados y la superposicién de ambas poblaciones
provocan que el valor de corte con alto valor pre-
dictivo positivo se encuentre en magnitudes muy
bajas de formas normales (3-5%), tanto para ferti-
lizacién in vivo como in vitro. Es también impor-
tante destacar que los Programas de Evaluacién
Externa revelan falta de reproducibilidad intra y
entre laboratorios, que a nuestro entender colabo-
ra la incorporacién del criterio estricto (considerar
como anormal a los defectos minimos) sugerido
por las tltimas versiones de la OMS.

El manejo clinico de los pacientes y los proyec-
tos de investigacién requieren que los pardmetros
reportados de un estudio del semen se expresen
junto con los intervalos de referencia. La defini-
cién de poblacién de referencia refiere a hombres
sanos, sin enfermedades sistémicas, sin patologia
androldgica, con paternidad reciente (dentro de
los dltimos doce meses) o en gestacién, sin an-
tecedentes de abortos habituales y que el tiempo
transcurrido entre que se suspendié la contracep-
cién y se obtuvo el embarazo (TTP) no supere
los 12 meses. Debido a que poder reclutar un mi-
nimo de 120 individuos para poder establecer los
rangos en el laboratorio es poco factible, es que se
recurre a los valores establecidos por la OMS en
2010. Sin embargo, se sugiere efectuar la verifica-
cién de estos intervalos utilizando un muestreo de
20 individuos. En el transcurso del afio 2011, el
Laboratorio de Fertilidad Masculina de la Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica de la UBA, con la
colaboracién de la Sociedad Argentina de Androlo-
gfa, recluté a 20 hombres argentinos fértiles residen-
tes en Buenos Aires en los que se pudo verificar los
limites inferiores del rango (percentil 5), obtenido
del estudio retrospectivo y prospectivo de Cooper y
col, y sugeridos por la dltima version de la OMS.
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Es importante recordar que los estudios que
compararon los resultados de individuos fértiles e
infértiles han demostrado que ambas poblaciones
presentan un alto grado de solapamiento, lo cual
pone en evidencia que los resultados del semen
interpretados dentro del rango obtenido por la
poblacién fértil tiene bajo valor predictivo. Cuan-
do en estos estudios se establecié el valor de corte
a través de curvas ROC, se determiné que para
alcanzar una alta especificidad y valor predictivo
positivo se debia establecer, por ejemplo, para las
formas normales un umbral de 4% (que coinci-
de con el percentil 2,5 de la poblacién fértil), sin
embargo, esto no establece que valores superiores
a este limite deban ser considerados morfologfas
normales, pero si que valores por debajo pueden
ser interpretados como patoldgicos. De estos ha-
llazgos se puede concluir que ni los pardmetros
aislados del semen ni en combinacién pueden ser
considerados diagndstico de infertilidad. En nues-
tra opinién es aconsejable informar el limite infe-
rior y superior (percentil 5y 95, ver pdgina 225
OMS’2010) dado que describe la distribucién de
la poblacién y permite identificar en el percentil
en que se encuentra el individuo en estudio.

Tabla 1. Lower reference limits (5th centiles and
their 95% confidence intervals) for characteristics.

Parameter Lower reference limit
Semen volume (ml) 1,5(1,4-17)
Total sperm number (10° per ejaculate) 39 (33-46)
Sperm concentration (10° per ml) 15 (12-16)
Total motility (PR +NP, %) 40 (38-42)
Progressive motility (PR, %) 32 (31-34)
Vitality (live spermatozoa, %) 58 (55-63)
Sperm morphology (normal forms, %) 4(3,0-4,0)

Finalmente en el informe debe constar: las
caracteristicas fisicoquimicas, los resultados de
movilidad, concentracién y morfologia; y la re-
comendacién de la OMS 2010 es informar el
ndmero total de espermatozoides con movilidad
progresiva, espermatozoides vivo y espermato-
zoides con morfologfa normal como herramienta
diagnéstica y prondstica.
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Fragmentacion del ADN espermatico:
¢Qué sabemos al dia de hoy?

Cristian Alvarez Sedé
CEGYR

Luego de realizar una busqueda bibliografica
exhaustiva, y basindome en nuestra propia expe-
riencia, podemos decir que la fragmentacién del
ADN espermatico se ha erigido como una herra-
mienta importante para evaluar la calidad esper-
mdtica. Numerosos autores han manifestado que
existirfa una correlacién negativa entre los altos
niveles de fragmentacién de ADN vy los resulta-
dos clinicos de los tratamientos de reproduccién
asistida (TRA). La fragmentacién del ADN, junto
con la morfologia (patologfa espermitica) y la mo-
vilidad progresiva, entre otros, podrian ser consi-
derados como marcadores relevantes al momento
de valorar el impacto del factor masculino en los
resultados reproductivos.

Sobre el origen del dafio del ADN se han des-
cripto mecanismos intratesticulares y extratesticu-
lares. En los primeros podemos destacar: apoptosis
(“abortiva”), dafio durante la remodelacién de la
cromatina en la espermiogénesis, por activacién de
caspasas y endonucleasas, efectos nocivos directos o
indirectos por radio y quimioterapia, exposicién a
ciertos agentes téxicos. Los mecanismos extracelula-
res principalmente ocurren en el epididimo, y estin
altamente relacionados al ataque de especies reactivas
del oxigeno (ROS). Los factores que pueden favo-
recer el incremento del dafio espermdtico son: edad
avanzada, varicocele, prostatitis crénica, torsion tes-
ticular, criptorquidia, cdncer testicular, exposicién al
calor excesivo. Los hdbitos como el tabaquismo y la
ingesta excesiva de alcohol, también han sido asocia-
dos a inducir dafio en el ADN espermético.

Se han descripto numerosos métodos para eva-
luar y cuantificar la fragmentacién del ADN es-
permitico, dentro de los cuales podemos destacar
al SCSA (sperm chromatin structure analysis), SCD
(Chromatin dispersion test)) COMET (electroforesis
neutra)y el TUNEL (Terminal dUTP nick-end la-
beling) como los més importantes.

La edad del varén ha evidenciado tener una co-
rrelacién positiva con distintos marcadores de apop-
tosis (Anexina V, caspasa 3 activa), fragmentacién
del ADN vy estrés oxidativo. Asimismo, en nuestra
experiencia, y en concordancia con otros autores, la
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fragmentacién del ADN se correlaciona negativa-
mente con la morfologfa estricta, la movilidad pro-
gresiva y la presencia de alteraciones cromosémicas.

La preparacién del semen, mediante swim-up o
gradiente de centrifugacién, ha demostrado disminuir
los niveles de fragmentacién del ADN; sin embargo,
al parecer la técnica de gradiente serfa més eficiente. Es
importante resaltar realizar que la incubacién a 37°C
durante la preparacién favorece el incremento de la
fragmentacion. Por otro lado, la criopreservacion del
semen favorecerfa el incremento del dafio del ADN
mediante mecanismos de apoptosis y estrés oxidativo.

Se ha evidenciado que la fragmentacién del
ADN no estarfa afectando las tasas de fecundacion
de forma significativa, siempre y cuando no este-
mos frente a algiin caso de patologfa espermdtica
severa. La detencién en el desarrollo embrionario,
el embarazo clinico e implantacién se pueden ver
afectados negativamente por altos indices de dafio
del ADN espermético. Sin embargo, el efecto mds
importante segtin se presenta en la literatura es el
incremento en los abortos tempranos.

Finalmente, se han planteado numerosas te-
rapéuticas frente a este problema y de acuerdo al
conocimiento del origen del dafo, tenemos: la
biopsia de testiculo, varicocelectomia, tratamiento
antioxidante, etc. En otros casos, existen técnicas
de laboratorio experimentales (IMSI, PICSI, Co-
lumnas de Anexina V, antioxidantes en el medio
de cultivo) que hoy en dia son utilizadas para dis-
minuir los niveles de fragmentacién del ADN. En
base a nuestra experiencia creemos que tendrfa in-
dicacién de estudiarse el ADN espermdtico en pa-
cientes con: morfologia estricta de Kruger < 4, edad
45 anos o mayor, antecedente de quimio o radio-
terapia, aborto recurrente, varicocele, seguimiento
de tratamientos androlégicos (varicocelectomia o
terapia antioxidante), exposicién a alcohol, tabaco
o drogas ilegales (segun criterio profesional), dismi-
nucién o detencién del clivaje embrionario a partir
de D3 en cultivos a blastocisto.

Enfoque actual del paciente con
azoospermia no obstructiva.
Coémo mejorar las posibilidades de
recuperacion de espermatozoides

Raymond Osés
Instituto de Ginecologia y Fertilidad (IFER).

El potencial reproductivo de los pacientes con
azoospermia no obstructiva (AZNO) depende de
la obtencién de espermatozoides del testiculo para
luego realizar la inyeccién intracitoplasmdtica de los
mismos (FIV/ICSI). Lamentablemente, no existe
un consenso de elementos predictivos que identifi-
quen a aquellos pacientes con una alta posibilidad
de tener espermatozoides en un procedimiento de
extraccién espermdtica. En general, la posibilidad
de encontrar espermatozoides en estos pacientes es
de aproximadamente 50% (la mitad de los casos) a
través de una extraccién testicular (TESE).

Sin embargo, en algunos casos, se han encon-
trado espermatozoides en el tejido testicular de
pacientes sometidos a un segundo procedimiento
de recuperacién espermdtica luego de un primer
procedimiento no exitoso. Esto ha llevado a varios
autores a proponer un tratamiento previo para
maximizar estas chances, considerando que mu-
chos de los pacientes no estin dispuestos a utilizar
esperma de donante para tener hijos. Las publica-
ciones relacionadas y recomendaciones han tenido
resultados variados, teniendo en cuenta que el ni-
mero de pacientes que deberfan incluirse en estu-
dios prospectivos y randomizados para llegar a con-
clusiones definitivas es muy alto y dificil de lograr
en la prictica clinica (muticéntrico, varios anos).

El citrato de clomifeno, la gonadotrofina co-
riénica humana (hCG) con o sin agregado de
FSH o HMG vy los inhibidores de la aromatasa
han sido postulados para el tratamiento de hom-
bres con AZNO y un TESE previo negativo.

El clomifeno es un agente establecido que ha
sido utilizado empiricamente en casos de oligos-
permia idiopdtica a través de su accién sobre la
secrecién endégena del factor liberador de GnRh
desde el hipotdlamo, produciendo un aumento de
la secrecién de gonadotrofinas desde la hipéfisis
y, secundariamente, un aumento de la concentra-
cién intratesticular de testosterona.

La hCG ha sido utilizada con el mismo propé-
sito, incluso en pacientes con niveles elevados de
gonadotrofinas endégenas en sangre, sugiriendo un
“reseteo” de las mismas para disminuir la hipersecre-
cién de gonadotrofinas en los pacientes con AZNO.

Los inhibidores de la aromatasa (letrozole,
anastrazole), por otro lado, han sido propuestos
para aquellos pacientes con defectos severos de la
produccién espermdtica y un bajo nivel de testos-
terona con niveles relativos altos de estradiol.
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Estos tres agentes podrian ser utilizados antes
de repetir el TESE en un paciente con AZNO de-
pendiendo de los valores hormonales en sangre y
siguiendo el siguiente algoritmo:

* Testosterona baja y estradiol alto (indice
T/E [J10): inhibidores de la aromatasa.

* Testosterona baja y estradiol normal (indice
T/E [J10): MSRE (clomifeno o tamoxifeno).
* Testosterona baja refractaria: hCG con o

sin HMG/FSH.

Estos agentes pueden utilizarse por 2 a 4 meses
antes de repetir el TESE, teniendo en cuenta que
no deberfa realizarse antes de los 6 meses para per-
mitir la recuperacién testicular.

Realizando estos tratamientos es posible que
un subgrupo de pacientes se beneficie, aunque no
es posible reconocerlo de antemano.

Diagnéstico y tratamiento de fallas
del desarrollo embrionario temprano
de causa espermatica. Rol del
espermatozoide en el desarrollo
embrionario temprano

Rey Valzacchi Gaston

Hospital Italiano de Buenos Aires. Procrearte, Red de Medi-
cina Reproductiva y Molecular.

Existe un concepto generalizado en que el
espermatozoide tendrfa un rol predominante en
la fertilizacién, y una vez que ésta se ha llevado a
cabo, es la maquinaria del ovocito la encargada de
llevar adelante el desarrollo embrionario. De esta
manera se ha supuesto que la técnica de ICSI (in-
yeccién espermdtica intracitoplasmdtica) permite
subsanar el posible defecto de fertilizacién esper-
mdtica y, por lo tanto, permitir el tratamiento del
factor masculino. Sin embargo, en el correr de es-
tos dltimos afios han aparecido fuertes evidencias
del impacto espermdtico sobre el desarrollo em-
brionario. Algunas de ellas son que: a) los sémenes
con teratozoospermia total tratados con ICSI pre-
sentan una tasa de implantacién y embarazo muy
baja, b) la baja calidad espermdtica se asocia con
una capacidad disminuida para que los embriones
obtenidos por ICSI progresen al estado de blas-
tocisto, y ¢) hay hombres cuyos sémenes forman
reiteradamente embriones de pobre calidad al efec-
tuar fertilizaciones con ovocitos donados de distin-
tas donantes, evidenciando el efecto espermético.
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Si bien la FIV/ICSI es un tratamiento para el
factor masculino, al permitir observar iz vitro el
proceso de fertilizacién y desarrollo embrionario,
permite poner en evidencia algunas alteraciones
espermdticas. Algunas de ellas son:

1. Fallas de activacién ovocitaria por déficit
del factor espermdtico activador del ovoci-
to. Este factor denominado PLC{ funcio-
nalmente es aportado por el espermatozoide
y promueve un incremento del calcio cito-
plasmdtico ovocitario, produciendo la acti-
vacién de éste. La falla de este factor es cau-
sa de infertilidad, poniéndose en evidencia
en la FIV o ICSI con falla de fertilizacién.
Como alterantiva terapettica para estos ca-
sos se ha descripto la activacién ovocitaria
artificial con distintas sustancias, siendo la
mis utilizada el ionoforo de calcio, que pro-
mueve un incremento del calcio ovocitario

remedando la accién de la PLCC.

2. Fallas en la primera divisién embriona-
ria por déficit centriolar. El espermatozoide
aporta el centriolo que tiene como funcién
organizar el huso mitdtico de la primera di-
visién embrionaria. La afectacién centriolar
se pondrd de manifiesto en la FIV/ICSI con
un proceso de fertilizacién normal pero con
detencién de los embriones en el estado de
pronucleos al no poder organizarse el huso
mitético. Se ha descripto en forma experi-
mental la inyeccién de colas espermdticas
donantes que podrian aportar un centriolo
funcional. Algunas evidencias actuales su-
gieren que la disfuncién centriolar podria
manifestarse con alteraciones en el ritmo de
las divisiones embrionarias.

3. Fallas en el desarrollo embrionario tardio
debido a alteraciones en el ADN espermati-
co. Este cuadro se pone de manifiesto luego
de la activacién del genoma espermdtico en
el embridn, lo que ocurre luego de las 48-72
hs de desarrollo embrionario. De esta ma-
nera suele verse buen desarrollo embriona-
rio hasta ese perfodo con una disminucién
en la evolucidn al estado de blastocisto. La
fragmentacién del ADN espermdtico pue-
de estudiarse con distintas técnicas (TU-
NEL, Comet, etc). Para el tratamiento de
este efecto tardio se han propuesto distintas
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alternativas con el fin de reducir el uso de es- causante de dafio del ADN, el uso de esperma-
permatozoides con danos de ADN; algunas de tozoides seleccionados (morfolégica -IMSI- o
ellas han sido el tratamiento con antioxidantes bioquimicamente —columnas de anexina, PIC-
para reducir las especies oxigenoreactivas, como SI-) o el uso de espermatozoides testiculares.

Tabla 1. Cuadyos posibles

% embriones

Ovocitos ~ Fertilizacion "\ o % blastocistos ~Causa probable  Tratamiento potencial
Normal | | | Incremento Ca londforo Ca
v v v
| Inyeccion colas normales?
Normal Normal Normal A 4 Centrosoma Quimico (OTT, Taxo)?
Normal Normal Normal ¢ Fragmentacion ADN  Médicamentoso, seleccion espermatica, BX
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