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ESPERMOGRAMA BASICO

RECOLECCION DE LA MUESTRA

Recoleccidon de muestra:
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Preparacion:

La muestra debe ser recolectada en una habitacién cercana al laboratorio, para limitar la
exposicion del semen a las fluctuaciones de temperatura y para controlar el tiempo entre
la recoleccién y el analisis.

Debe ser recolectada con un minimo de dos dias a un maximo de 7 dias de abstinencia
sexual. Si se requieren muestras adicionales, el nimero de dias de abstinencia sexual debe
ser lo mas constante posible entre cada visita.

El paciente debe recibir las instrucciones de recoleccidn de muestra tanto de forma escrita
como oral. Debe enfatizarse que la muestra de semen debe ser completa. El paciente debe
reportar si hubo alguna perdida de alguna fraccién de la muestra.

La siguiente informacién debe ser incluida en el informe del paciente: nombre, edad,
periodo de abstinencia, dia y horario de recoleccién de la muestra, pérdidas en la
recoleccion, dificultades al momento de producir la muestra, intervalo entre la recoleccion
de la muestra y el comienzo del analisis de semen.

Recoleccion de la muestra de  semen para diagnéstico o  estudio:

» La muestra debe ser obtenida por masturbacién y eyaculacion en un contenedor de

pldstico o vidrio de boca ancha y limpio, que ha sido confirmado g no es tdxico para los
espermatozoides.

El contenedor debe ser mantenido a temperatura ambiente, entre los 20 y 37°C, para
evitar grandes cambios de temperatura que pueden afectar a los espermatozoides luego
de ser eyaculados en su interior. Debe ser rotulado con el nombre del paciente y su
numero de identificacién, fecha y hora de recoleccién de la muestra.

La muestra debe ser incubada a 37°C mientras el semen se licua.

Hay que reportar si la muestra es incompleta, especialmente si la primera fraccion
(prostatica, rica espermatozoides) es la que se perdié. Si es incompleta se debe recolectar
una segunda muestra nuevamente luego del periodo de abstinencia de 7 dias.

Recoleccidn de la muestra para examen microbioldgico:

» En esta situacion la contaminacion microbioldgica de fuentes no seminales, por ejemplo

organismos comensales de la piel deben ser evitadas.



» Elrecipiente de la muestra, las pipetas, tips y todo lo utilizado debe ser estéril.
> El paciente debe: orinar, lavarse las manos y el pene con jabdn para reducir el riesgo de
contaminacion del espécimen con organismos comensales de la piel, secarse las manos y
el pene, eyacular dentro del recipiente estéril.
++ Recoleccion de la muestra en casa:

» Solo se hace de esta forma cuando el laboratorio no cuenta con las instalaciones
necesarias para realizar la recoleccion de la muestra o cuando el paciente no puede
masturbarse en la clinica.

> Se le debe informar sobre la recoleccién y el transporte de la muestra mencionado
anteriormente.

> El frasco donde se recolecta la muestra se pesa previamente y se rotula con el nombre y el
numero de identificacidn del paciente.

> El paciente debe anotar la hora de recoleccién de la muestra y llevarla al laboratorio
dentro de la primera hora de recoleccion.

» Durante el transporte al laboratorio la muestra debe ser mantenida a una temperatura de
entre 20y 37°C.

» Elinforme debe aclarar que la muestra fue recolectada en un lugar ajeno al laboratorio.

» Otra forma de recolectar la muestra puede ser por conddén; solamente los condones que
no son téxicos para la recolecciéon de la muestra pueden ser usados. Debe informarse al
hombre sobre cémo usar el conddn, como cerrarlo y como enviarlo o trasportarlo al
laboratorio. En el informe debe constar que la muestra fue recolectada utilizando un
conddn especial durante el coito sexual en un lugar ajeno al laboratorio.

El tiempo entre la recoleccion de la muestra de semen y el inicio de la investigacion por parte del
laboratorio no debe exceder las 3 horas.

INSTRUCCIONES PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA DE SEMEN

Tener como minimo 2 y como maximo 7 dias de abstinencia sexual.

Lavarse las manos y el pene con aguay jabdn y enjuagar bien antes de obtener lamuestra.
Obtener la muestra por masturbacion (o con recolector especial) en el recipiente estéril provisto.
Captar la muestra en su totalidad. En caso de que no esté completa, informar esto al laboratorio al
momento de entregarla.

Completar con su nombre y demas datos la etiqueta autoadhesiva provista y colocarla en el
recipiente.

La muestra debe entregarse al laboratorio dentro de los 40 minutos- 1 hora de recolectada, sin
exponerla a temperaturas extremas (202C a 372C).

Es importante utilizar el recipiente estéril provisto, ya que el mismo ha sido testeado, asegurando
la no toxicidad para los espermatozoides.



La abstinencia sexual implica no tener relaciones sexuales ni masturbacién por el periodo indicado.
No deben aplicarse pomadas o lubricantes en los genitales durante las 8 horas anteriores a la
obtencién de la muestra.

EXAMEN FiSICO

El andlisis de semen debe comenzarse con una simple inspeccidn luego de que se haya licuado
preferentemente a los 30 minutos, pero no mds de una hora después de la eyaculacién para
prevenir deshidratacion o cambios en la temperatura que puedan afectar la calidad del semen.

%+ Licuefaccidn: inmediatamente después de la eyaculacién dentro del recipiente de recoleccion,
el semen es tipicamente una asa semisdlida coagulada. Dentro de unos pocos minutos a la
temperatura de la habitacion, el semen comienza a licuar, y al tiempo aparecen grumos
heterogéneos en el fluido. Mientras continua la licuefaccién, el semen se hace mas
homogéneo y acuoso, y al final solo quedan pequefias dreas coaguladas. La muestra completa
usualmente licta dentro de los 15 minutos a la temperatura de la habitacion y raramente a los
60 minutos o mas. Si la licuefaccion completa no ocurre dentro de los 60 minutos, debe ser
informado. La muestra de semen recolectada en casa o por condén normalmente han licuado
al momento de llegada al laboratorio. La licuefaccién normal de las muestras de semen
pueden contener granulos tipo Jelly (cuerpos gelatinosos) que no lician; esto no parece tener
significancia clinica. La presencia de mucus, sin embargo puede interferir con el analisis de
semen.

% Licuefaccidn retardada: ocasionalmente las muestras no licuan, dificultando el analisis de

semen. En estos casos, se necesita tratamiento adicional como el mezclado mecanico o
digestion enzimatica.

% Viscosidad del semen: luego de la licuefaccién, la viscosidad de la muestra puede ser estimada

con una pipeta de plastico desechable calibrada, permitiendo que el semen caiga por efecto
de la gravedad y observando la longitud del hilo. Una muestra normal sale en pequefias gotas.
Si la viscosidad es anormal, la gota formara un hilo mayor a 2cm de longitud.
Alternativamente, la viscosidad puede ser evaluada introduciendo una varilla de vidrio en la
muestra y observando la longitud del hilo formado al retirar la varilla. Nuevamente, la
viscosidad debe ser informada como anormal cuando el hilo sea mayor a los 2cm.
En contraste las muestras parcialmente no licuadas, un semen viscoso es pegajoso y su
consistencia no cambia con el tiempo. Altas viscosidades pueden ser reconocidas por
propiedades eldsticas de la muestra, las cuales se adhieren fuertemente cuando se las quiere
pipetear. Los métodos para disminuir la viscosidad son los mismos que para los de
licuefaccion retardada.
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Apariencia_del eyaculado: una muestra de semen que licua normalmente, posee una

opalescencia gris homogénea. Puede parecer menos opaca si la concentracién de semen es
baja; el color también puede ser diferente.

Volumen del semen: el volumen de la eyaculacién estd constituido mayoritariamente por las

secreciones de la vesicula seminal y glandula prostatica, con una pequefia contribucidn de las
glandulas bulbouretrales y epididimo. Es indispensable la precisién en la medida del volumen
del semen en cualquier andlisis de semen, ya que permite calcular el nimero total de
espermatozoides y células no espermaticas en el eyaculado.
La mejor medicidon del volumen de muestra se realiza pesando el semen en el recipiente
donde se recolectd. Para ello, se debe recolectar la muestra en un recipiente previamente
pesado (y limpio); se pesa el recipiente con la muestra en su interior y luego se realiza la resta
correspondiente. Se asume que la densidad del semen es de 1g/ml.
También, el volumen de muestra puede ser calculado directamente, recolectando el
eyaculado en un recipiente calibrado.
El limite de referencia inferior del volumen de semen es de 1,5ml.

PH del semen: el pH del semen refleja el balance entre los valores de pH de las diferentes
secreciones de las glandulas accesorias, mayormente la secrecién alcalina proviene de la
vesicula seminal, mientras que el contenido acido proviene de la secrecién prostatica. El pH
debe ser medido luego de la licuefaccidon en un tiempo dado, preferiblemente luego de los 30
minutos, pero antes de la hora ya que es influenciado por la pérdida de CO,.que ocurre luego
de la produccion.
Para la medicién de pH, luego del homogeneizado de la muestra, se utilizan tiras de medicidon
de pH a las cuales se le coloca una gota de semen y se la distribuye sobre la tira y se espera al
cambio de color que debe ser homogéneo en la zona impregnada con la muestra (menor a
30segundos). Luego se compara el color con una tira calibrada para poder leer el pH.
Para muestras viscosas, el pH de una pequefia alicuota de semen puede ser medido utilizando
un pHimetro disefiado para medir soluciones viscosas.

Actualmente hay pocos valores de referencia sobre el pH del semen de hombres fértiles. El
limite de referencia inferior es de 7,2.



EXAMEN MICROSCOPICO

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

Agregacion

Se refiere a la adherencia de los espermatozoides inmdviles el uno al otro o de los
espermatozoides modviles a los filamentos de moco, células no espermaticas o residuos, se
considera agregacién no especifica y debe registrarse como tal. (FIG 1: espermatozoides unidos a
células epiteliales (a), debris (b), otros espermatozoides (c,d))

Aglutinacién

La aglutinacion de los espermatozoides significa que los espermatozoides mdviles se adhieren
entre ellos, cabeza con cabeza, cola con cola o de un modo mixto, por ejemplo, cabeza con cola. La
movilidad es vigorosa con movimientos de agitacidn frenética, pero a veces los espermatozoides
estan tan aglutinados que su movilidad se ve limitada. Cualquier tipo de aglutinacién debe tenerse
en cuenta. Los distintos tipos de aglutinacion se clasifican en grados 1-4 y los sitios de unidn en
letras A-E(FIG 2).

e Grado 1: <10 espermatozoides por aglutinado, muchos espermatozoides libres.

e Grado 2:10-50 espermatozoides por aglutinado, espermatozoides libres.

e Grado 3:>50 espermatozoides aglutinados, pocos espermatozoides libres.

e Grado 4: Todos los espermatozoides se encuentran aglutinados y las aglutinaciones se
encuentran interconectadas.
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Preparacidon de muestras para examen microscépico directo

Se prepara una muestra de semen en fresco y se la evalta en un microscopio de contraste de fase.

1. Mezclar bien la muestra de semen.

2. Tomar una alicuota de semen inmediatamente después de la mezcla, para evitar que los
espermatozoides sedimenten.

3. Repetir el procedimiento para obtener un replicado.

4. El volumen de semen y las dimensiones del cubreobjetos debe ser estandarizado, de

modo que los analisis se llevan a cabo en una preparacién de profundidad fija de

aproximadamente 20 um, lo que permite que los espermatozoides nadar libremente.

Colocar un volumen estandar de semen en un portaobjetos de vidrio limpio.

Se cubre con un cubreobjetos

Tenga cuidado para evitar la formacidn y el atrapamiento de burbujas de aire

© N o n

Evaluar la preparacién humeda al microscopio.

MOVILIDAD ESPERMATICA




La movilidad espermatica constituye uno de los parametros fundamentales para valorar la calidad
del eyaculado. Esta depende de factores intrinsecos (estructura del flagelo, etc). En la valoracidn
de la motilidad espermdtica hay un aspecto cuantitativo, o porcentaje de espermatozoides con
motilidad y un aspecto cualitativo o velocidad y direccionalidad de los espermatozoides mdviles.
La evaluacién de la motilidad espermatica a través de la observacion directa con el microscopio
Optico adolece de falta de objetividad, esto puede ser corregido mediante el uso de equipos de
analisis computarizados e imagenes.

El grado de movilidad espermatica progresiva esta relacionado con la tasa de embarazo. Existen
tres tipos de movilidad:

e Moviles progresivos(MP): son espermatozoides que se mueven activamente tanto
linealmente como en grandes circulos, independientemente de su velocidad.

e Moviles no progresivos (MNP): todos los otros tipos de movilidad presentes que tengan
ausencia de desplazamiento. Por ejemplo: nadan en circulos pequefios, se mueve el
flagelo pero no se desplaza, o cuando se observan pequefios movimientos del flagelo.

e Inmdviles (1): no presentan movilidad.

El limite de referencia inferior (LRI) para la suma de espermatozoides méviles progresivos y no
progresivos, debe ser mayor a 40%. El LRI para los moviles progresivos debe superar el 32%, de lo
contrario se denomina .

Preparacion y evaluacion de las muestras para movilidad

El estudio de la movilidad espermdtica se debe hacer lo mas rapido posible después de la
licuefaccion de la muestra, preferentemente a los treinta minutos- una hora posterior a la
eyaculacion para evitar el deterioro de los espermatozoides (deshidratacion, cambio de pH,
temperatura de movilidad, etc.)

1. Laevaluacién de la movilidad se debe realizar a 379C, incubando la muestra durante diez
minutos a esta temperatura.

2. Homogeneizar la muestra.

3. Tomar una alicuota rdpidamente para evitar que los espermatozoides sedimenten.

4. Repetir el procedimiento anterior.

5. Por cada replicado tomar una alicuota de semen que ajuste a 20um de profundidad de la
camara, aproximadamente 10ul.

6. Esperar aproximadamente sesenta segundos para que la muestra se estacione.

7. Examinar la muestra con un objetivo de contraste de 200X o 400X.

8. Comenzar el conteo inmediatamente.

9. Deben ser observados en una camara reticulada (FIG 3 a), se debe realizar en un area de al

menos 5mm desde el borde del cubreobjetos para evitar errores de observacién (efecto
de secado)(FIG 3 b).

10. Realizar un escaneo sistemdtico para evitar evaluar dos veces la misma area.

11. Al momento de realizar la medida, hacerlo en diferentes sectores cambiandolos
eventualmente.

12. Evaluar aproximadamente 200 espermatozoides por replicado para informar el porcentaje
de las distintas categorias de movilidad.



13. Preferentemente el conteo se debe realizar en el siguiente orden: méviles progresivos, no
progresivos e inmoéviles. En cada replicado se debe repetir este orden para disminuir
errores.

14. Si la diferencia entre los porcentajes de las movilidades en los replicados es aceptable,
reportar cada una de las movilidades realizando un promedio entre ambas, de lo contrario
se deben preparar nuevas muestras.

15. Solo se deben contar espermatozoides intactos (con cola y cabeza)

FIG 3: Camaras para evaluar la movilidad espermatica

(a) Reticulado para facilitar el recuento de las distintas movilidades.
(b) Campos seleccionados para la evaluacidon de movimiento espermatico.

@ (b)

La evaluacion de la movilidad de los espermatozoides en forma directa por observacién al
microscopio Optico carece de objetividad, existe un método que permite un analisis mucho mas
objetivo y posee ciertas ventajas sobre los métodos manuales, proporciona alta precisién y datos
cuantitativos en los pardmetros cinéticos de los espermatozoides.

Sistema CASA(computerassisted semen analysis)

Hay algunos factores que afectan el rendimiento del método de CASA como ser, la preparacidn de
las muestras, la velocidad de fotogramas, la concentracidén de espermatozoides, la profundidad de
la cdmara de conteo.

El sistema consta de un microscopio con contraste de fases conectado a una platina que permite
mantener las muestras a 372C, una cdmara de video de alta resolucién conectada a una pantalla
de televisién y un software de analisis de imagenes.
El andlisis se realiza al capturar imagenes de los espermatozoides en movimiento y luego la
informacién es transferida al procesador matemadtico, que organiza y proporciona datos de la
movilidad espermatica.

El instrumento debe ajustarse a la comodidad del usuario, para garantizar un rendimiento éptimo,
el fabricante indica los ajustes necesarios, pero los usuarios deben verificar que el instrumento
funcione correctamente, para garantizar repetitividad y fiabilidad.
Las muestras se deben procesar de la misma manera que en el método manual, deben
mantenerse a 372C ya que la motilidad de los espermatozoides es afectada por la temperatura.



La motilidad puede evaluarse en semen sin diluir, si laconcentracién de espermatozoides esta
entre 2.10°/ml y 50.10°/ml. Las muestras de semen de concentraciones mayores a 50.10%/ml
deben diluirse, ya que es muy probable que ocurran colisiones y se pueden generar errores. Una
muestra 16g debe ser centrifugada por seis minutos, para producir un plasma seminal libre de
espermatozoides, y luego se debe diluir la muestra de semen original con el plasma seminal sin
espermatozoides para llevar a una concentracién de 50.10%/ml.

Las cdmaras son descartables de 200um de profundidad, es un sistema de doble cdmara, ambas
deben ser llenadas y analizadas. Se analizan seis campos por camara, o sea 12 campos en total, y
se deben evaluar al menos 200 espermatozoides en cada cdmara. Cada espermatozoide debe ser
seguido por un minuto, para lograr resultados precisos.
Las muestras pueden analizarse directamente o en una grabacién de un video.

En el sistema CASA permite medir varias clases de velocidad de la trayectoria (FIG 4):

e VCL: velocidad curvilinea, representa la distancia recorrida por la cabeza del
espermatozoide por unidad de tiempo (um/s).

e VSL: velocidad progresiva, es una medida de la distancia recorrida en linea recta por
unidad de tiempo (um/s).

e VAP: velocidad media de la trayectoria, expresa la velocidad media con la que la cabeza
del espermatozoide recorre su trayectoria espacial (um/s).

e ALH: amplitud de de la trayectoria del espermatozoide, se representa por la amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (um).

e LIN: lalinealidad de la trayectoria curvilinea del espermatozoide, se expresa como el
cociente de las velocidades progresiva y curvilinea (VSL/VCL x100).

e WOB: es una medida de la oscilacion sobre el camino del espermatozoide (VAP/VCL).

e STR:indice de rectitud(VSL/VAP), es la relacién entre la velocidad rectilinea y la velocidad

media.
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VITALIDAD ESPERMATICA

La vitalidad espermatica se refleja en la proporcion de los espermatozoides que estan "vivos" de
acuerdo al criterio de exclusién de algun colorante vital o mediante la expresidon de su capacidad
osmorreguladora cuando se los expone a condiciones hipoosmoticas. Esto debe ser determinado
si el porcentaje de espermatozoides inmdviles supera el 50%. La proporcidon de espermatozoides
vivos puede ser determinada utilizando técnicas de tincién basadas en el principia de que las



células muertas, cuyas membranas plasmaticas estan dafiadas, permiten la entrada de ciertos
colorantes. Se cuentan 200 espermatozoides inmoéviles con el microscopio éptico o de contraste
de fase, diferenciando aquellos que estan vivos (no coloreados) de las células muertas
(coloreadas). Las evaluaciones de la vitalidad espermatica sirven para verificar la exactitud de la
evaluacion de motilidad, ya que el porcentaje de células muertas no debe ser mayor (dentro de los
errores de contaje) que el de espermatozoides inméviles. Ademas, la presencia de gran proporcion
de células vivas, pero inmdviles puede significar que existen defectos estructurales en el flagelo.

Preparacion y evaluacion de muestras utilizando eosina:

Este método es simple y rapido pero las preparaciones hiumedas no se puede almacenar durante
con fines de control de calidad.

-Preparacion del reactivo:

1. NaCl,0,9% (p / v): se disuelven 0,9 g de NaCl en 100 ml de agua purificada.
2. EosinaY, 0,5% (p/v): se disuelven 0,5 g de eosina Y (indice de color 45380) en 100 ml de
NaCl 0,9%.

Nota: Algunas soluciones de eosina disponibles en el mercado son soluciones acuosas hipoténicas
gue provocar falsos positivos. Si se utiliza una solucién de este tipo, afiadir 0,9 g de NaCl a 100 ml
de solucidn para elevar la osmolalidad.

-Procedimiento:

1. Mezclar bien la muestra de semen.

2. Retirar unaalicuota de 5 pL de semen y se combinan con 5 ulL de solucion de eosina en un
portaobjetos. Mezclar con una punta de pipeta.

3. Cubrir con un cubreobjetos, dejar asentar durante 30 segundos.

Repetir los pasos anteriores para realizar un replicado.

5. Examine cada preparado, preferentemente con objetivo de contraste de fase negativa x
200 x 400.

6. Contabilizar el nimero de espermatozoides coloreados (muertos) y las células no tefidas
(vitales).

7. Evaluar 200 espermatozoides en cada repeticion, a fin de disminuir el error de muestreo.

8. Calcular el promedio y la diferencia de los dos porcentajes de células vitales de las
preparaciones.

9. Siladiferencia entre los porcentajes es aceptable puede ser informada, en cas contrario
repetir la evaluacién.

o

Preparacion y evaluacion de muestras utilizando HOST:

-Preparacién de reactivos: Solucion para fines de diagnéstico: disolver 0,735 g de citrato de sodio
deshidratado y 1,351 g de D-fructosa en 100 ml de agua purificada. Congelar una alicuota de 1mL
a-20C.

-Procedimiento:

1. Descongelar la solucién de diagndstico y mezclar bien antes de usar.
2. Caliente 1 ml de solucidén de diagndstico en microcentrifuga a 37 ° C durante 5 minutos.
3. Mezclar bien la muestra de semen.



4. Tomar una alicuota de 100pL de semen y afadir a la solucion de diagndstico, mezclar
suavemente con pipeta.

5. Incubara 37 ° Cdurante 5 minutos o 30 minutos, luego se transfieren una alicuota de 10pL
a un portaobjetos limpio y cubrir con un cubreobjetos.

6. Realizar un replicado.

Examine cada replicado en el microscopio.

8. Contabilizar el nUmero de espermatozoides no hinchados (muertos) y las células
hinchadas (vitales).

10. Evaluar 200 espermatozoides en cada repeticidn, a fin de disminuir el error de muestreo.

11. Calcular el promedio y la diferencia de los dos porcentajes de células vitales de las
preparaciones.

12. Si la diferencia entre los porcentajes es aceptable puede ser informada, en cas contrario
repetir la evaluacion.

N

CONCENTRACION Y NUMERO DE ESPERMATOZOIDES

El nimero de espermatozoides por eyaculado y la concentracién son pardmetros relacionados con
la tasa de embarazo.

e Concentracién: se refiere al nimero de espermatozoides por unidad de volumen de
semen.

e Numero de espermatozoides:refleja el nimero total de espermatozoides presentes en el
eyaculado y se calcula multiplicando la concentracidon de espermatozoides por el volumen
de eyaculado.

El nimero total de espermatozoides en el eyaculado se correlaciona con el volumen testicular y
por lo tanto es una medida de la capacidad de los testiculos para producir espermatozoides y la
permeabilidad de las vias. La concentracidn de espermatozoides en el semen, esta relacionada con
las tasas de fertilizaciéon y embarazo, influenciada por el volumen de las secreciones de la vesicula
seminal y la prdstata por lo que no es una medida especifica de la funcién testicular.

Camara de hemocitémetro (Neubauer)

El hemocitdmetro de Neubauer tiene dos cdmaras de recuento separadas, cada una con una con
un patrén microscépico (3mm x 3mm) de lineas de division grabadas en la superficie del vidrio. Se
utiliza un cubreobjetos de espesor especial (0,44mm), que se coloca sobre la rejilla y es sostenido
por pilares de vidrio a 0,1 mm por encima del suelo de la cdmara. Cada drea de recuento se divide
en nueve cuadriculas de 1 mm x 1 mm (FIG 3 izquierda), la cuadricula central, nimero 5, tiene 25
cuadrados secundarios (FIG 3 central). En la imagen se observa una micrografia de uno de los 25
cuadrados del panel central cargado (FIG 3 derecha), este contiene una rejilla de 16 cuadrados
terciarios delimitados por lineas triples.
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Pasos para determinar el nimero total de espermatozoides.

1. El examen se realiza sobre preparacion homogenizada, sin diluir de la muestras de semen
licuado colocada sobre un porta/ cubreobjetos para determinar tanto la dilucion como la
camara a utilizar.

Mezclar el semen y preparar las diluciones con fijador.

Cargar la cdmara de hemocitdmetro y dejar que la muestra se asiente.

Evaluar la muestra dentro de los 10-15 min (para evitar la evaporacion).

Contar por lo menos 200 espermatozoides por replicado.

Comparar los resultados de los replicados, si la diferencia es notable repetir las diluciones.
Calcular la concentracion de espermatozoides por ml.

Calcular el nimero total de espermatozoides en el eyaculado.

PNV WN

Preparacion de las diluciones y conteo en camara Neubauer.

Para determinar la dilucién a realizar debemos examinar la muestra en fresco colocando una gota
de semen entre porta y cubre y examinarlo con objetivos de 200X-400X.

Contar los espermatozoides para determinar la dilucion segun:

Spermalozoa Spermalozoa Dilution Semen | Fixative Chamber Area lo be
per =400 field per =200 field required ()] {ul) assessed
=101 =404 1:20 (1 +19) 50 950 Improved Grids 5, 4, &
MNeubauer
16=100 64=400 1:5(1+4) 50 200 Improved Grids 5, 4, &
Neubauer
=15 =60 1:2(1+1) 50 50 Improved Grids 5, 4, &
MNeubauer
<2 <8 1:2(1+1) 50 50 Improved All 9 grids
Meubauer
or or
large-volume | Entire slide

Diluyentede Mac Combers-Saunders(fijador): disolver 50g de bicarbonato de sodio y 10ml de
formalina 35% V/V, en 1000ml de agua. Si se desea se puede afiadir 25g de azul de tripano o 5ml
de violeta saturado de genciana, para resaltar las cabezas. Conservar a 42C.

Una vez realizada la dilucién homogeneizar bien la muestra, humedecer la superficie del
hemocitdmetro para adherir el cubreobjetos, una vez adherido se procede a cargar la cdmara con
una micro pipeta aspirando 10 uL de la dilucién rdpidamente para evitar que sedimenten los
espermatozoides.

Recuento en camara:

1. Solo se deben contar espermatozoides enteros, con cola y cabeza, debemos tener en
cuenta la ubicacion de la cabeza dentro de la cuadricula.

2. Para evitar contar los mismos espermatozoides se deben elegir dos lados de cada
cuadrante, en el caso de la figura el izquierdo e inferior formando una L. Un



espermatozoide con su cabeza sobre la linea que divide dos cuadrados adyacentes debe
ser contado solo si esa linea es una de las elegidas.

3. Un espermatozoide se cuenta si la mayor parte de su cabeza se encuentra entre las dos
lineas internas pero no si la mayor parte de su cabeza se encuentra entre las dos lineas
externas, de los lados elegidos.

4. Lalinea media define el limite de cada cuadrante (FIG 4)

5. Se cuentan los espermatozoides dentro de cada cuadrante y aquellos que estdn con la
cabeza entre las dos lineas internas (circulos blancos) pero no aquellos que estan entre las
dos lineas exteriores (circulos negros).

6. Un espermatozoide que esta con la mayor parte de su cabeza apoyada en la linea central
se cuenta solo si esa es la linea inferior o izquierda del cuadrante, pero no si se trata de
una linea derecha o superior del mismo.

7. Se deben evaluar ambas camaras del hemocitdmetro, si concuerdan los valores del
recuento, las alicuotas tomadas se consideran representativas de la muestra. Deben
contarse al menos 200 espermatozoides en cada camara para disminuir el error.

8. Si la diferencia entre ambas es aceptable, realizar un promedio de ambas y proceder a
calcular la concentracién.

9. Siladiferencia es alta, preparar dos nuevas diluciones y volver a contar.

Calculo de la concentracidon de espermatozoides en semen.

La concentracion de espermatozoides en semen serd el nimero de espermatozoides contados (N)
divido por el volumen en que se encuentran, es decir el volumen de la cantidad total n de filas
examinadas por replicado ( 20nl por cada rejilla 4, 5y 6), multiplicado por el factor de dilucion.

C=(N/n)x(1/20)xfactor de dilucion [espermatozoides/nl]

El LRI de la concentracién de espermatozoides es 15x10° espermatozoides por ml y el LRI del
nimero total de espermatozoides es 39x10° espermatozoides por eyaculado.



Camara de Makler

Es una cdmara alternativa para la evaluacidon de concentracidon de espermatozoides, la ventaja de
esta cdmara frente a la de Neubauer es que ésta utiliza las muestras sin diluir, aumentando la
precisién del procedimiento y la reproducibilidad de los resultados.

La cuadricula de la cdmara de recuento Makler® mide 1 x 1 mm, y tiene una profundidad de sélo
0,01 mm, y esta subdividida en 100 cuadros de 0,1 x 0,1 mm, cada uno. El recuento de espermas
se realiza de la siguiente manera: se transfirieron a la cdmara 3-5 pl de muestra de semen
previamente inmovilizada por incubacién a 602C durante 10 minutos y el recuento se realiza
después de 5 minutos en los 10 cuadrados de la cdmara. El nimero total de espermas contados es
la concentracion final.

Bajo numero de espermatozoides en el recuento

Si no se observan espermatozoides en los distintos replicados se puede pensar en una
azoospermia. Aunque la azoospermia es descripcion del eyaculado y no es suficiente evidencia
para el diagndstico. Se puede utilizar el término azoospermia si no se observan espermatozoides
en el pellet de la muestra centrifugada. Se deben tener en cuenta que la presencia o ausencia de
espermatozoides en el pellet esta relacionada tanto con el tiempo como con la velocidad de
centrifugado y que posterior al centrifugado la movilidad puede perderse y la concentracién sera
subestimada.

ELEMENTOS CELULARES DIFERENTES A LOS ESPERMATOZOIDES

El eyaculado puede contener ademas de espermatozoides, distintos tipos celulares que se los
denominan como “células redondas”. Se pueden encontrar células epiteliales del tracto uretral y
prostata, células de la espermatogénesis y leucocitos, un eyaculado normal no debe contener mas
de 5x10° células redondas/ml.

e leucocitos

Entre los que predominan los neutroéfilos, estan presentes en todas las eyaculaciones, el nimero
de leucocitos no debe superar 1x106/ml. Un nimero excesivo de estas células (leucocitospermia),
sugiere la existencia de una infeccidn y una pobre calidad de semen.

Para la identificaciéon de leucocitos se utilizan técnicas basadas en la existencia de peroxidasa
intracelular y antigenos especificos de los leucocitos.

Si el numero de leucocitos en semen es elevado se precede realizar un estudio microbioldgico,
para investigar una infeccién en las glandulas anexas, analizando el primer y segundo chorro
urinario, liquido prostatico, y plasma seminal.

e Células germinales inmaduras

Son las células redondas no identificadas como leucocitos, incluyen las espermadtides,
espermatocitos y espermatogonias, estas suelen ser dificiles de identificar. Estas células
germinales inmaduras en semen suelen indicar un desorden en la espermatogénesis.



Se las puede identificar mediante una tincién, y ser diferenciadas de los leucocitos por
caracteristicas citoldgicas y por ausencia de peroxidasa intracelular o de antigenos leucocitarios.

La excesiva descamacion de estas células puede indicar una funcién defectuosa de tubulos
seminiferos, como en la hipoespermatogénesis, el varicocele, y la disfuncién de las células de
Sertoli. Esto estd asociado a un bajo éxito en la fertilizacion in vitro.

Recuento de células diferentes a espermatozoides

Se utiliza el hemocitémetro, igual que para el recuento de espermatozoides. La concentracién de
células germinales o leucocitos puede ser calculada en forma relativa a la concentracién de
espermatozoides mediante la formula:

C= N x S/100

N: es el niumero del tipo celular contado en los mismos campos que 100 espermatozoides.
S: es el recuento de espermatozoides en millones por ml.
C dard la concentracion de la célula en millones por ml.

Si no se observan células en el total del portaobjetos es apropiado informar que existen 3,7 células
por unidad de volumen examinada. Por lo tanto para una muestra de 1um el contaje es de 3.700
células/ml que es el limite de deteccién inferior.



PARTES DEL ESPERMATOZOIDE

La variabilidad morfolégica del espermatozoide humano dificulta su evaluacién, pero la
observaciéon de los espermatozoides recuperados del tracto reproductivo femenino,
especialmente del mucus endocervical postcoital y de la superficie de la membrana peltcida, han

ayudado a definir la apariencia del potencial espermatozoide morfolédgicamente normal.

Un espermatozoide consta de una cabeza y una cola o flagelo. Ambos estan cubiertos por una

membrana plasmatica espermatica.

La cabeza espermatica contiene un nucleo haploide empaquetado por protaminas: esta forma
compactada es mas hidrodinamica y facilita la movilidad y la penetracion del espermatozoide a
través de la membrana del ovocito. El ndcleo se encuentra cubierto por una envoltura nuclear y la

teca o matriz perinuclear.

En la parte anterior del nicleo se encuentra el acrosoma. Este es una vesicula secretora
modificada que contiene enzimas que digieren proteinas y glucidos complejos, utilizadas para
degradar y penetrar la cubierta externa del gameto femenino. El acrosoma consta de dos
membranas: una externa, que se encuentra por detrds de la membrana celular del

espermatozoide y una interna, que rodea el nicleo espermatico.

El flagelo es una estructura cuya principal porcién motora se denomina axonema. Este estd
formado por microtibulos que parten del centriolo localizado en la base del nucleo del
espermatozoide. Los microtubulos presentan un rearreglo Unico conocido como “9 + 2”, el cual se
refiere a nueve parejas de microtubulos periféricos y simétricos conectados pareja a pareja por

brazos de dineina a dos microtubulos centrales por segmentos radiales.

El flagelo esta constituido por 4 regiones diferentes: el cuello, la pieza media, y los segmentos

principal y terminal.

El cuello es una estrecha franja que conecta al flagelo con la cabeza; después del cuello se observa
una regién (pieza media) que contiene, bajo la membrana plasmatica, mitocondrias dispuestas

helicoidalmente que envuelven al axonema.



Acrosoma

Pleza principal
de la cola

Suparficlst
Cuerpo

Mitocondrias

Esquema detallado de las partes del espermatozoide

ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA

El estudio morfoldgico del semen comprende la evaluaciéon de la normalidad estructural del

espermatozoide, considerando sus elementos anatémicos visibles.

De acuerdo a la OMS, una muestra de semen con una calidad espermatica normal es aquella con
un porcentaje de espermatozoides morfoldgicamente normales mayor o igual al 30%. Para llevar a

cabo la valoracion de la morfologia se deben analizar un minimo de 100 espermatozoides.

Para que un espermatozoide sea considerado normal, la cabeza, cuello, pieza media y cola deben

ser normales.
Se tienen en cuenta los siguientes criterios:

e La cabeza debe ser lisa, regularmente contorneada y de forma oval, de de 3,7 a 4,7 um de
longitud y 2,5 a 3,2 um de ancho. Debe estar bien definida la regién acrosomal
comprendiendo entre un 40-70% de la parte distal de la cabeza.

e Laregidén acrosomal no debe contener grandes vacuolas y no mads de 2 vacuolas pequefias,
gue no deben ocupar mas del 20% de la cabeza del espermatozoide.

e laregidén post acrosomal no debe contener vacuolas.



e la pieza media debe ser delgada (menor a 1 um de ancho), regular y de la misma longitud
gue la cabeza espermatica.

e El citoplasma residual es considerado una anomalia Unicamente cuando esta en exceso,
por ejemplo cuando excede un tercio de la cabeza espermética.

e La pieza principal debe ser uniforme a lo largo de toda su longitud, debe ser mas delgada
que la pieza media y de aproximadamente 45um de longitud. Debe estar desenrollada
(recta o sin presentar angulaciones

bruscas que sugieran rotura).

Las muestras de semen humano contienen espermatozoides con diferentes tipos de
malformaciones. Una espermatogénesis defectuosa y patologias del epididimo estdn comunmente

asociadas a espermatozoides morfoldgicamente anormales.
Los defectos morfolédgicos son usualmente mixtos.

Un espermatozoide anormal tiene un menor potencial fertilizante, dependiendo del tipo de
anomalias y también presentan ADN anormal. Los defectos morfolégicos han sido asociados con
un incremento de la fragmentacion del ADN, un incremento en la incidencia de aberraciones

cromosdmicas, cromatina inmadura, aneuploidia.

Se deben estudiar:

e Defectos de cabeza: esto incluye cabezas grandes, ovales, pequeiias redondas, tapering,

piriformes, amorfas, vacuoladas, cabezas dobles y presencia de acrosoma en menos del 40
% o mas del 70% de la parte distal, o la combinacién de cualquiera de estas.

e Defectos del cuello y pieza intermedia: cuello hinchado, irregular, parte media inclinada o

la combinacidn de cualquiera de estas.

o Defectos de la cola: cola pequeiia, multiple, horquillada, angulada, irregular, parte media

inclinada o la combinacién de éstas.

e \Vesiculas citoplasmaticas: mayores de un tercio de la cabeza del espermatozoide;

generalmente se localizan en el cuello y pieza media aunque algunos espermatozoides

inmaduros las pueden tener en otras regiones a lo largo de la cola.
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Clasificacion de los defectos morfoldgicos de los espermatozoides. Adaptacion del
criterio estricto de Kruger. Manual OMS 2010.

Todas las micrografias de la imagen anterior fueron evaluadas por los criterios morfolégicos

descriptos anteriormente.

El analisis de la morfologia de los espermatozoides es subjetiva y particularmente dificil de
estandarizar, ya que intenta dibujar un punto artificial de corte entre las células normales y
anormales, sobre la base de una multitud de caracteristicas de cabezas de espermatozoides y

colas.

Por otro lado, la OMS ha variado los criterios previos para su andlisis. La nueva metodologia estd
basada en el “indice de teratozoospermia”, que expresa el porcentaje de anomalias por

espermatozoide anormal, pasando a un segundo plano el numero de células que son normales.

Los trabajos de Kruger proponen un criterio mas estricto en la evaluacion de la morfologia, ya que

consideran a los espermatozoides borderline como anormales.



Este método estd basado en criterios muy estrictos, es decir, cualquier pequefia anomalia
convierte al espermatozoide en anormal, con lo que el valor minimo de espermatozoides normales

para considerar una muestra morfolégicamente adecuada pasa del 30% a un 14 %.

Por lo tanto, un semen es considerado TERATOZOOSPERMICO cuando presenta menos del 30%
de formas normales seglin la OMS, o menos del 14 % segun el criterio estricto de Kruger.El
guinto manual de la OMS establece un valor para el limite inferior de referencia para la morfologia

espermadtica del 4%.

A continuacién se presentas distintas imagenes, obtenidas del Manual de la OMS (quinta edicidn)

gue permitenobservar la amplia variabilidad morfoldgica entre espermatozoides.

0 microns

Plate 1

Morphology assessment of spermatozoa in Plate 1

| 5 Head | Other head | Midpiece Prm:lpal Overall sperm
1 2 3 4 5 perm shape | comments | comments ::lE'ih:nts classification EELIEE
1 normal normal normal if PP OK
2 normal normal nrmal if PP OK
3 normal normal normal if PP OK
. . ’ 1 normal normal normal if PP OK
' ' ) 5 normal normal normal if PP OK
[ normal normal normal if PP OK
6 T 8 9 10 7 normal normal normal if PP OK
B normal normal normal if PP OK
a normal normal normal if PP OK
10 normal normal normal if PP OK
. . . L1l normal normal normal if PP OK
3 12 normal normal nrmal if PP OK
13 normal normal normal if PP OK
- - - - - 14 normal normal nrmal if PP OK
15 normal normal nrmal if PP OK
16 normal normal nrmal if PP OK
17 normal normal normal if PP OK
. ‘ ’ 18 normal normal nrmal if PP OK
: 19 normal normal normal if PP OK
18 7 18 19 20 20 normal normal normal if PP OK

Micrographs coatesy of C Brar.




Micrographs courtesy of C Brant

Momphology assessment of spermatozoa in Plate 2

o | foa |ttt | mipecn | BB et |,
commernts
1 abmammal thick dauble abmarmal
2 abmammal imeg abmommal m=de view
3 abmommal | pyriform bﬂE‘REEQ' abmeormal o third
4 k il abnarmal
5 abnommal | pyriform abmommal
] abnarmal abnarmal
T abnomal abnarmal
a abmammal thick abmarmal
9 abmammal insert abnarmal
10 t i abnarmal
n abnamal abnarmal
12 | sbnormal |  pyriform bient abnarmal
13 |aboomal| 33'E abarmal
14 k | thick abnarmal
15 abnormmal pyriiorm thick, ERC abnormal xpme third
16 L | pyrform ERC k | o third
17 normal P vac abnarmal
1a abnormmal ik, et abnormal
19 | abnormal abnormal abnarmal
20 abnomal thick. abnarmal
21 abnamal abnarmal
22 | abnormal abnarmal
23 | sbnormal abnarmal
24 normal »& Wac thick abnormal
25 | sbnarmal thick, bernt abnormal
26 t i thick abnormal
21 abnormal =M% acr thick. abnormal
# | abnormal thick abnormal
2 | abnormal thick abnormal
30 abnormal thick. abnormal
31 |abnormal | pyriform thick abnormal
a2 t i small thick abnormal
33 | abnommal small thick abnormal
3 | abnommal ERC abmommal o third
35 | abnormal thick abnormal
36 abnormal thick. abnormal
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Momphology assessment of spermatozoa in Plate 3

Head | Otherhesd | Midpiece | PEPEPSl g
= shape commenis :ommls mq:nls clussl’n’.q:l?;n“ IS
1 abnormal tapened thick abmormal
2 abnormal sbnormal
3 abnormal ey abnormal
4 abnormal rowsd sbnormal
] abnormal rownd abnormal
E abmormal tapened abnormal
7 abnormal tapared sbnormal
B abnormal | amorphous thick abnormal
B abnormal rounsd thick. sbnormal
10 | abnormal tapered ireg, thick abnormal
n — — two cells
12 | abmormal | -2 woc, PAvac sbnormal
13 | abnormal abnormal
jC) normial P vac abnormal
15 = — pinkead
16 | abnormal small abnormal
17| abnormal large sbnormal
] namal thick abnormal
19 | abnormal thick. abnormal
20 | abnormal =2 vac insert sbnormal
21 nomal 70 aor abnormal
22 | abmormal 0K aor abnormal
23 | abnormal | <80% acr, smail abnormal
24 | abnormal | <40% acr. small abnormal
25 | abmormal | <40% acr, small sbnormal
26 | abnormal 0% aor abnormal
21 | abrormal | “A0E | g abrermal
21 namal =2 wac abnormal
23 | abnormal tapened abnormal
30 | abnormal tzpered sbnormal
31 | abnormal tapened abnormal
iz normizl thick. abnormal
3 naonmral thick abnormal
34 | abmormal <40% acr thick. abnormal
35 | abmormal thick. bant sbnormal
35 — — pinhead
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TINCIONES

Los métodos de tincidon son muy variados, pero los mas utilizados son:

o Diff-Quik

e Papanicolaou
e Shorr

e Giemsa

e Spermac

o Testsimplets

Diff-Quik

La tincién de Diff-Quik colorea al acrosoma de morado palido, mientras que la regién post-

acrosomal, la pieza media y el flagelo se tifien de morado oscuro. El andlisis morfoldgico con esta

tincién provee de resultados similares comparandolo con Papanicolaou.

Un efecto negativo de esta tincidn es que puede ocurrir una tincidon excesiva de la célula y del

fondo o background, lo cual se puede contrarrestar lavando primero la muestra de semen antes

de realizar el .
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Espermatozoides coloreados con tincion Diff-Quick

frotis.

La tincién de Diff-Quik se realiza de la siguiente manera: Se realiza un frotis en un portaobjetos de

la muestra fresca para evaluacion de la morfologia espermatica. Luego, se deja secar bien a



temperatura ambiente y se tifie con la tincion HEMA3 o Diff-Quick, que consiste en un fijador con

alcohol metilo, y dos colorantes, uno con eosina y otro con azul de metileno.

En el fijador, la ldmina se mantiene por un minuto; en el colorante rojo se deja por dos minutos, y
finalmente se mantiene en el colorante violeta por dos minutos mas.

La observacion se realiza al microscopio dptico, con un aumento de 100x, utilizando aceite de
inmersion.

Papanicolaou

El método de Papanicolaou ofrece una buena definicidon tanto de células espermaticas como de
otros tipos celulares. Esta tincién colorea al acrosoma de azul claro, la regidn post-acrosomal de
azul oscuro, la pieza media de verde y el flagelo de rojo.Su tiempo de procesamiento es de dos

horas.
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Espermatozoides coloreados con método de Papanicolaou

Giemsa

La tincidn de Giemsa no se usa tan comUnmente como los demas, ya que los espermatozoides sin

acrosoma tefiidos pueden aparecer como normales y los flagelos pueden no tefiirse.



Espermatozoides coloreados con Giemsa

Spermac

El método de Spermac tifie la porcidn nuclear de rojo, mientras que el acrosoma, la pieza media 'y

el flagelo se tifien de verde.

Espermatozoides coloreados con método Spermac

Testsimplets®

El kit comercial Testsimplets® fue introducido por Schirrenet al. en 1977 (Henkelet al., 2008), y

consiste en un portaobjetos cubierto por una capa coloreada, constituida por dos colorantes: 2,1



pg/cm2 de acetato de violeta de cresil y 1 ug/cm2 nuevo azul de metileno. Cabe resaltar que esta
tincion no necesita de un frotis para tefiir la muestra. Se coloca una gota de semen sobre la capa
coloreada, y luego se cubre con un cubreobjetos, para ser observado posteriormente al
microscopio. La intensidad del color y la proporcién de mezclado de los colorantes en el

recubrimiento de los portaobjetos son constantes y estan estandarizados).
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Kit comercial Testsimplets®

Espermatozoides coloreados
con por el kit comercial
Testsimplets®

La OMS recomienda la tincién de Papanicolaou, ya que ofrece una buena tincién de los
espermatozoides y de otras células. Permite la tincion de la regién acrosomal y posacrosomal de la
cabeza, las gotas citoplasmaticas, la pieza media, y del flagelo.

Algunos laboratorios utilizan tinciones rdpidas como la Diff-Quik; sin embargo, algunos frotis
tefidos con tinciones rdpidas pueden presentar un fondo coloreado y no siempre ofrecen la
misma calidad que el Papanicolaou. Ademas, el tamafo de la cabeza espermatica tefiida con Diff-
Quik es mas grande que las tefiidas con Papanicolaou o con Shorr; incluso, las cabezas
espermaticas tenidas son un poco mas pequefias que las cabezas de los espermatozoides vivos en

el semen original, aunque su forma no cambia.

FACTORES QUE PUEDEN AFECTAR LA MORFOLOGIA

Dentro de los factores que pueden afectar la morfologia espermatica encontramos:



Tabaco, alcohol (in vitro), cocaina, plomo, cadmio

Antiepilépticos, tales como el valproato, la carbamazepina y la oxcarbazepina.
Pesticidas

Quimioterapia

Radioterapia

Varicocele

Edad

Hipotiroidismo

Hiperprolactinemia, infecciones seminales, fiebre, tumores testiculares y enfermedad
inflamatoria de Bowel

Genéticos



MORFOLOGIA ESPERMATICA

1-Preparacion de los extendidos

Utilizar portaobjetos limpios y desengrasados (preferentemente nuevos )

Como es necesaria una buena visualizacién de los espermatozoides realizar extendidos
finos con 5 - 10 ul si se trata de muestras con un numero aceptable de gametas Si
por el contrario la concentraciéon es baja, pueden hacerse extendidos con 20 ul .

Realizar dos extendidos:

- con semen entero

- con zoides lavados con solucion fisiolégica de buena

calidad ( no menos de 3 veces)

2- Tinciones

FIJACION:

Esta dependera del tipo de coloracidn que se desea practicar.

2.1 Coloracién de Papanicolau modificada

REACTIVOS :

- Hematoxilina

- Orange G

- Eosina amarilla
- Alcohol 96%

- Eter etilico
TECNICA :

1- Fijar los extendidos secados al aire en volumenes iguales de Alcohol - Eter durante 10
minutos por lo menos.

2- Cubrir con Hematoxilina dejando actuar durante 3 minutos.

3- Enjuagar con Alcohol 96 %

4- Cubrir con Orange G, 1 minuto



5- Realizar 3 enjuagues con Alcohol 96 %
6- Cubrir con EA 36 durante 3 minutos.
7- Realizar tres enjuagues con Alcohol 962

8- Dejar secar al aire

2.2- Coloracion de Hematoxilina — Eosina

REACTIVOS:

- Hematoxilina
- Eosina

- Alcohol 96%
TECNICA

1- Fijar los extendidos secados al aire con alcohol 96% .

2- Dejar secar el alcohol y cubrir con Hematoxilina durante 2 minutos
3- Lavar con agua caliente para activar la Hematoxilina

4- Cubrir con Eosina durante 30 segundos

5- Enjuagary dejar secar al aire

2.3-Tincidn 15

REACTIVOS

e  Fijador : triarilmetano 1.8 mg/l en alcohol metileno

e  Solucion 1: Xanteno 1 g/l en buffer azidasidica

e Solucion 2 : mezcla de tincion de tiazina (0.625 g/l Azur A y 0.625 g/l Azul de metileno)

en buffer

TECNICA

1 —Realizar el extendido y dejar secar al aire

2 - Sumergir el extendido en el fijador durante 5 segundos y secar el excedente por
escurrimiento sobre papel absorbente.

3 —Sumergir en solucién 1 durante 5 segundo y luego en soluciéon 2 por el mismo tiempo.



4 — Escurrir el excedente

5 — Lavar con agua y dejar secar al aire.

2.4- Coloracion de MayGrumwald - Giemsa

TECNICA
1- Fijar con etanol o directamente con MayGrumwald

2- Continuar como una Coloracion de formula leucocitaria ( Giemsa va menor tiempo )

2.5- Coloracion de Hematoxilina —Verde Brillante

REACTIVOS
) Hematoxilina de Harris al 30 % en H20
e Verde brillante al 0.1% en metanol

e  Metanol puro

TECNICA

1 — A gregar Metanol puro durante 2 0 3 minutos

2 — Agregar H20 uno o dos minutos y volcar

3 — Agregar Hematoxilina de Harris durante 15 minutos

4 —Volcar y lavar suavemente por inmersidon en un recipiente con agua
5 —Dejar secar

6 — Agregar Verde brillante durante exactamente 5 minutos

7 —Idem punto 4

2.6- Coloracion de Shorr

REACTIVOS

- Hematoxilina

- Alcohol amonium

- Etanol al 50 %, 75 %y 95 %

- Alcohol absoluto



- Xileno

- Colorante de Shorr

TECNICA

1 —Secary fijar el frotis con etanol 75 % por 1 minuto

2 —Realizar 12 — 15 inmersiones en agua corrientes

3 — Agregar Hematoxilina 1 — 2 minutos

4 —ldem punto 1

5 —Realizar 5 pasajes de 5 segundos cada uno por alcohol amonium
6 —ldempuntol

7 —Agregar Etanol al 50 % durante 5 minutos

8 - Agregar colorante de shorr durante 3 a5 minutos

9 —Agregar Etanolal 50 %, 75 % y 95 % durante 5 minutos cada uno
10 —Realizar dos pasajes de 5 minutos cada uno por alcohol absoluto

11 - Realizar dos pasajes de 5 minutos cada uno por xileno

EVALUACION

e  Estudiar en cada preparado por lo menos 200 espermatozoides

e  Utilizar un microscopio con buena iluminacién y un objeto de inmersién de 100 x de
tal manera de tal manera de lograr una magnificacion total de 1000 x.

° Informar % de normales, alteraciones de cabeza , segmento intermedio, cola y células
de la progenie cada 100 zoides.

e Es aconsejable limpiar el preparado por atrds con alcohol para mejor

visualizacion.

REACTIVOS
Alcohol amonium : 95 ml etanol 75 % + 5 ml hidréxido de NH4 25 %



EXAMEN QUIMICO

Bioquimica del plasma seminal

El plasma seminal se compone de las secreciones de las vesiculas seminales, secrecidn prostatica y
secrecidn del epididimo.

Existen varios marcadores bioquimicos de la funcién de las glandulas accesorias, como &cido
citrico, cinc, y-glutamiltranspeptidasa y fosfatasa acida para la préstata; fructosa y prostaglandinas
para las vesiculas seminales y L-carnitina libre, glicerilfosforilcolina, y a-glucosidasa para el
epididimo. Una funcidon secretoria disminuida se manifiesta como una baja emision total de los
marcadores especificos, los cuales, por lo tanto, pueden usarse para estimar la funcién de las
glandulas secretorias accesorias. En ocasiones una infeccién puede causar una disminucion
considerable de la funcidn secretoria, pero a pesar de esto la cantidad total del marcador o los
marcadores presentes todavia puede estar dentro del amplio rango de normalidad. La infeccién
también puede producir un daino irreversible del epitelio secretorio, de modo que incluso después
del tratamiento, la capacidad secretoria aun sera baja.

La eleccidon de los marcadores bioquimicos se basa, no en su papel o interés fisioldgico, sino
Unicamente en que sea producido especificamente mediante una de las glandulas anexas o una
zona muy determinada del tracto genital masculino. Permiten realizar una verdadera cartografia
anatomica del aparato genital.

Es posible, en efecto, localizar una afeccién del tracto genital en funcién de la disminucién de un
determinado marcador, teniendo en cuenta que:
e (Cada glandula posee su marcador especifico.
e Sjuna glandula estd afectada, hay disminucidn de la concentracion de su marcador.
e Esta disminucién no es compensada porque no hay mecanismos de regulacion
homeostatica, como para la glucemia.
e Sj hay obstruccion al nivel del tracto, las secreciones de las glandulas situadas mas arriba

no se pueden evacuar y se observara una disminucién del marcador correspondiente.

Capacidad secretoria de la préstata




El contenido de cinc y de 4cido citrico del semen refleja bien la secrecidn de la prdstata. Existe una
buena concordancia entre el cinc, el acido citrico y las fosfatasas acidas.

Todos ellos aumentan cuando se produce una exclusién del fluido de la vesicula seminal en el
eyaculado, y disminuyen en la atrofia prostatica por insuficiencia androgénica grave, prostatitis
severa y obstruccién del canal prostatico.

e Acido citrico: su produccién es testosterona dependiente, pero sus niveles no estdn
correlacionados cuantitativamente con la concentracién plasmatica de testosterona.
Valores disminuidos son compatibles con estados inflamatorios o neoplasicos de la
prostata. Por el contrario, valores superiores sugieren que todo el semen es de origen
prostatico como consecuencia de una insuficiencia de las vesiculas seminales.

e Fosfatasa dcida: es una enzima térmicamente muy estable, incluso frente a la desecacién.

Conserva su actividad luego del eyaculado por grandes periodos de tiempo, superando los

6 meses.

e Zinc: estudios sugieren que el zinc presenta un rol en la estabilizacién de la membrana

celular y la cromatina nuclear del espermatozoide.

El zinc presenta propiedades antioxidativas que participan en la neutralizacion de especies
reactivas de oxigeno producidas por espermatozoides defectuosos y/o leucocitos en el semen
humano tras la eyaculacién. Las especies reactivas de oxigeno son una de las principales causas de
disfuncién espermadtica debido a las alteraciones que producen en la fluidez e integridad de la
membrana plasmatica de los espermatozoides, lo cual se traduce en alteraciones en la movilidad y
morfologia del espermatozoide, y a su papel en la fragmentacion del ADN. En dos estudios
publicados recientemente, se evidencia el efecto positivo de un compuesto de antioxidantes
(vitaminas y oligoelementos) sobre la concentracidn, movilidad y morfologia espermdtica y el
grado de fragmentacion del ADN espermadtico en varones infértiles.

El zinc también es responsable de la actividad antibacteriana en el plasma seminal. La principal
actividad antibacteriana del plasma seminal es transitoria y dependiente de péptidos derivados
proteoliticamente de las semenogelinas | y Il y de la unién de iones zinc.

Se encuentra disminuido en la prostatitis y elevado en la agenesia bilateral de conductos
deferentes u obstruccién de los conductos eyaculadores, asi también como en el hipogonadismo.
e Antigeno prostatico especifico (PSA): es una proteasa sérica, una glicoproteina de cadena
simple con un peso de 34 KDa. Su funcion es la licuacion del fluido seminal para permitir la
movilidad espermatica. La concentracién de esta proteina en el semen de sujetos sanos

varia entre 0,4-3,0 mg/mL. En condiciones fisioldgicas normales una pequefia cantidad



filtra hacia la circulacién sanguinea donde alcanza una concentracién no mayor a los
4,0ng/mL. Niveles elevados de PSA en el suero, han sido asociados a cancer de prostata,

hipertrofia prostatica benigna o inflamacidn genitourinaria.

Capacidad secretoria de las vesiculas seminales

La concentracién de fructosa en el semen refleja la funcion secretoria de las vesiculas seminales.
En los casos de azoospermia por ausencia congénita de los conductos deferentes, un nivel bajo de
fructosa puede mostrar también la disgenesia de las vesiculas seminales. La determinacién de
fructosa también puede ser de utilidad en los raros casos de obstruccién del conducto eyaculador.
El semen de estos pacientes, al igual que el de pacientes con disgenesia de los conductos
deferentes y vesiculas seminales, se caracteriza por su pequefio volumen, pH bajo y por la falta de
coagulacién y del olor caracteristico. Su reduccién también puede ser un indicador de una OAT
severa.

Capacidad secretoria del epididimo
Hasta épocas recientes el principal marcador clinico de la secrecién epididimaria era la L-carnitina.
Recientemente se ha comenzado a trabajar con la a-glucosidasa.

Existen dos isoenzimas en el plasma seminal: la forma predominante es neutra y se origina en el
epididimo mientras que la forma menor, acida, proviene de la préstata.

La a-glucosidasa neutral es mas especifica del epididimo y parece tener mayor sensibilidad que la
L-carnitina y la glicerilfosforilcolina como marcador. Su determinacién es mas util para el
diagnéstico de obstruccidon distal de la via eyaculadora, especialmente cuando se la utiliza
juntamente con determinaciones hormonales y con otros parametros testiculares. Mds aun, la
determinacion de a-glucosidasa es mas simple, barata y rapida que la de los otros marcadores.

e a-glucosidasa: sus niveles en el plasma seminal descienden en las obstrucciones
bilaterales de las colas de los vasos deferentes.

e L-carnitina: valores disminuidos se encuentran en todos los trastornos epididimarios,
como varicocele. Sus niveles descienden en las obstrucciones de la cola de los vasos
deferentes.

e Glicerilfosforilcolina (GPC): marcador especifico de la cabeza de los conductos deferentes.

Sus niveles descienden en obstrucciones bilaterales de dicha zona.

Métodos de cuantificacion

Obtencion del plasma seminal
Después de analizar el semen se toma una alicuota de la muestra que nos quede y se procede a la

centrifugacion: durante 10 minutos a 1000g de Fuerza Centrifuga Relativa. Posteriormente se




decanta el plasma seminal del sobrenadante y se conserva congelado a -20°C hasta su
procesamiento.

Pretratamiento del plasma seminal
Es largo y meticuloso.

e Para la determinaciéon de la L-carnitina hay dos posibilidades: o se realiza previamente la
desproteinizacién con acido perclérico, seguida de una neutralizacién, o bien se realiza
una desproteinizacidon por paso a través de membrana de filtracion MilliporeTM, que
elimina las proteinas del plasma seminal.

e Para la determinacion de la fructosa y el citrato se realiza una desproteinizacion seguida
de una neutralizacién.

e La determinacién del zinc, de las fosfatasas dacidas, de la a-1,4 glucosidasa se realiza
directamente en el plasma seminal o después de simple dilucién en NaCl 0,15 M.

A) Técnica UV a 340nm
Permite la cuantificacidn de tres sustratos, carnitina, fructosa y citrato. El parametro a determinar

es el primer sustrato de una cascada de reacciones enzimaticas a 37 °C, es pues el parametro
limitante. La ultima reaccién es la reaccién indicadora, que acaba en la formaciéon o el consumo de
NADH; o a NADPH,, que se mide por la variacion a punto final de la absorbancia por
espectrofotometria UV a 340 nm. La deteccion se desarrolla en 2 tiempos:

Se incuba en primer lugar el plasma seminal con el reactivo 1 que contiene el tampdn de reaccion,
los sustratos anexos necesarios y las diferentes enzimas de la cascada, excepto la primera enzima.

Luego se afiade el reactivo 2, reactivo desencadenante, conteniendo la primera enzima que inicia
la cascada de reacciones. Se efectia la medida al final de la reacciéon, cuando se agota el sustrato
inicial.

e |-Carnitina. El reactivo desencadenante es la carnitina acetil transferasa. llustracion 1.

e Fructosa. El estuche comercial utilizado esta concebido para analizar al mismo tiempo la
fructosa y la glucosa. El esperma contiene poca glucosa, pero sin embargo hay que
eliminar esta interferencia. llustracion 2.

Con ese fin, el primer reactivo contiene la hexocinasa y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa que realiza la totalidad de la cascada enzimdtica de la glucosa, mientras
solo la fructosa es transformada en fructosa-6-fosfato.

La primera medida efectuada tiene en cuenta la formacién de NADH, debida
especificamente a la presencia de glucosa.

Luego la fosfoglucosaisomerasa, contenida en el segundo reactivo, da lugar a la
continuacién de la determinacion especifica de la fructosa.



Asi, por diferencia entre las dos medidas de absorbancia, se consigue la cuantificacién de
la fructosa.

e Citrato: la técnica es parecida a la de la carnitina, con un reactivo que activa la citrato liasa.
llustracion 3.

llustraciones:
CARNITINA

CCarnitina-acetil-transferasa >

L-carnitina + acetilCoA — » acefilcarnitina + CoA

— AcetilCoA sintetasa »
CoA— ATP + acetato 5 acetilCoA + AMP + Ppi

miocinasa
2ADP

\

AMP — ATP

i piruvatocinasa
2 ADP '+ 2 fosfoenol piruvato » 2 ATP + 2 piruvato

: lactato deshidrogenasa i
2 piruvato+ 2 NADH,H* __» 2lactato + 2 NAD*

llustracidonl. Técnica de cinética enzimdtica para la determinacion de la L-carnitina en plasma
Seminal

FRUCTOSA
1.* tiempo
hexocinasa
D-glucosa — ATP » : glucosa-6-fosfato + ADP
hexocinasa i
D-fructosa— ATP » fructosa-6-fosfato + ADP
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Glucosa-6-fosfato + NADP »  B6-fosfogluconato + NADH + H*
2.° tiempo —

(fas_f(;glucosa isomerasa_>

fructosa-6-fosfato » glucosa-6-fosfato

* Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa .
glucosa-6-fosfato + NADP+ »  6-fosfogluconato + NADF + H*

llustracion 2. Técnica de cinética enzimdtica para la determinacion de la fructosa en el plasma
Seminal



Citrato

CITRATO

C :__C_it.rato Iig;s—é::)

» OXxalato + acetato

malato deshidrogénasa

» L-malato+ piruvato + NAD+*

Oxaloacetato + NADH + H+*

L-lactato deshidrogenasa

» O-fosfogluconato + NADH + H*

Piruvato + NADPH + H*

Leyenda: ..Reactivo RI

< ReactivoR2

llustracion3. Técnica de cinética enzimdtica para la determinacion del citrato en el plasma

Seminal

B) Técnicas colorimétricas

e L-Carnitina. Se mide la formacién de CoASH después de la accidn de la carnitina acetil

transferasa sobre el acetil CoA y sobre la L-carnitina de la muestra. El COASH formado reacciona

con el DTNB para formar el anién 5-tio-2-nitrobenzoato amarillo que absorbe a 405 nm.

Fructosa: en condiciones de calor y acidez la fructosa reacciona con el indolo formando un

complejo coloreado que absorbe a 470 nm.

Zinc. El zinc forma con el 5-Br-PAPS un complejo coloreado el cual se mide a punto final a

560 nm

Fosfatasa acida. Un sustrato especifico, el a-naftilfosfato, es hidrolizado a 372C, acabando
en la formacion de un compuesto azdico coloreado. Es un método cinético colorimétrico:
se mide el aumento medio de densidad déptica por minuto a 405 nm durante 3 minutos

(método de Hillmann modificado).

a-1,4 Glucosidasa neutra. La actividad enzimdatica es medida por hidrdlisis a pH 6,8 y a
3729C del p-nitrofenilglucopirandsido en p-nitrofenol, que al afiadirle carbonato sédico se
trasforma en un producto amarillo medible por su absorbancia a 405 nm. Para que la
medida de esta isoenzima sea especifica, se utilizan dos inhibidores: El dodecilsulfato de
sodio, SDS, que inhibe la actividad de la isoenzima a-glucosidasa acida prostatica. La

castanospermina, alcaloide que inhibe todas las actividades hidroldsicas del esperma y



permite realizar un blanco de muestra. La actividad de la a-1,4-glucosidasa neutra es facil

de medir, rapida, sensible y especifica.

e Llas determinaciones de L-carnitina, fructosa, citrato y fosfatasa acida estan

comercializadas y son automatizables.

Expresion de los resultados

Los valores normales de los marcadores seminales varian de un laboratorio a otro, en funcién de
las técnicas utilizadas. Cada laboratorio tiene que establecer sus propios valores usuales. Tienen
que ser establecidos a partir de esperma procedente de sujetos que ya hayan procreado. Los
resultados se expresan en concentracién o en cantidad por eyaculado.
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