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CONCENTRACION Y NUMERO DE ESPERMATOZOIDES

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

e Concentracion: se refiere al nUmero de espermatozoides por unidad de volumen de semen.
Esta se relaciona con las tasas de fertilizacion y embarazo, pero se ve influenciada por el
volumen de las secreciones de la vesicula seminal y la prostata por lo que no es una medida
especifica de la funcion testicular.

e Numero de espermatozoides: refleja el nimero total de espermatozoides presentes en el
eyaculado y se calcula multiplicando la concentracion de espermatozoides por el volumen de
eyaculado. Este valor se correlaciona con el volumen testicular y, por lo tanto, es una medida
de la capacidad de los testiculos para producir espermatozoides, asi como también una

medida de la permeabilidad de las vias.

Importancia de contar suficientes espermatozoides

Para reducir los errores de muestreo, se debe contar un nimero critico de espermatozoides, ya que la
precision de la estimacion del nimero de espermatozoides depende del nimero de espermatozoides
contados. Cuanto mayor sea este nimero, mejor sera su intervalo de confianza y menor su error
estandar. Se cuentan preferiblemente un total de al menos 400 espermatozoides, a partir de recuentos
de réplicas de aproximadamente 200.

Contar muy pocos espermatozoides producira un resultado incierto, que puede tener consecuencias
para el diagnostico y la terapia. Pero esto puede ser inevitable cuando los espermatozoides se toman

con fines terapéuticos y el nimero de espermatozoides es bajo.



Procedimiento de recuento de rutina

Camara de hemocitdémetro (Neubauer)

El hemocitometro de Neubauer tiene dos cAmaras de recuento separadas, cada una con una con un
patron microscdpico (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. Cada area de recuento se divide en nueve cuadriculas de 1 mm x 1 mm (Fig. 1), la
cuadricula central, nimero 5, tiene 25 cuadrados secundarios (Fig. 2). En la imagen se observa una
micrografia de uno de los 25 cuadrados del panel central cargado (Fig. 3), este contiene una rejilla de

16 cuadrados terciarios delimitados por lineas triples.
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llustracion 1. Figuras 1, 2 y 3 (Respectivamente, de izquierda a derecha)

Evaluacion del nUmero de espermatozoides en las cdmaras de recuento

El nimero de espermatozoides debe evaluarse en ambas camaras del hemocitdmetro. Si los dos
valores concuerdan suficientemente, las alicuotas tomadas pueden considerarse representativas de la

muestra.

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

ubicacion de la cabeza dentro de la cuadricula.



Para evitar contar los mismos espermatozoides se deben elegir dos lados de cada cuadrante.
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.

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.

La linea media define el limite de cada cuadrante (llustracion 2)

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

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 (por el criterio elegido anteriormente).

Se deben evaluar ambas camaras del hemocitometro, 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.

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

Si la diferencia es alta, preparar dos nuevas diluciones y volver a contar.



llustracién 2

Nota: Si hay muchas colas de espermatozoides sin cabeza (cabezas de alfiler) o cabezas sin cola, su
presencia debe registrarse en el informe. Si se considera necesario, su concentracion puede
evaluarse de la misma manera que para los espermatozoides, o su prevalencia en relacién con los

espermatozoides puede determinarse a partir de preparaciones tefiidas.

Pasos para determinar el nimero total de espermatozoides.

1. El examen se realiza sobre preparacion homogenizada, sin diluir de las muestras de semen licuado
colocada sobre un porta/cubreobjetos para determinar tanto la dilucion como la camara a utilizar.
2. Mezclar el semen y preparar las diluciones con fijador (diluyente de Mac Combers-Saunders,
Bicarbonato de sodio 0.5 % P/V en solucién acuosa de formol 0.5% V/V)

3. Cargar la camara de hemocitometro y dejar que la muestra se asiente.

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

5. Contar por lo menos 200 espermatozoides por replicado.

6. Comparar los resultados de los replicados, si la diferencia es notable repetir las diluciones.

7. Calcular la concentracion de espermatozoides por ml.

8. Calcular el numero total de espermatozoides en el eyaculado.

Nota: Estas concentraciones calculadas solo pueden ser estimaciones aproximadas porque se

cuentan muy pocos espermatozoides y los volumenes pueden no ser precisos. Las concentraciones



estimadas de las preparaciones sin diluir pueden estar entre el 30% y el 130% de las

concentraciones derivadas de muestras diluidas en camaras de recuento.

Determinacion de la dilucidon requerida

La dilucion de semen requerida para permitir medir con precision el nimero de espermatozoides se
evalla a partir de una preparacion de semen sin diluir. Esta suele ser la preparacion himeda que se
utiliza para evaluar la motilidad.
e Examine una de las preparaciones himedas para estimar el nimero de espermatozoides por
HPF (x 200 o x 400). Un HPF equivale aproximadamente a 16 nl (a x 200) o 4 nl (a x 400).
e Si se observan espermatozoides, cuéntelos, determine la dilucion necesaria de la Tabla 2 y
proceda segun la preparacion de las diluciones y carga de las camaras del hemocitometro.
e Si no se observan espermatozoides, examine la preparacién humeda replicada. Si no se
encuentran espermatozoides en la segunda preparacion, proceda a realizar el recuento segun

los pasos para bajo nimero de espermatozoides.

Spermatozoa Spermatozoa Dilution Semen | Fixative Chamber Area to be
per =400 field per =200 field required (ul) (ul) assessed
=101 >404 1:20 (1+19) 50 950 Improved Grids 5, 4, 6
Neubauer
16-100 64-400 1:5 (1+4) 50 200 Improved Grids 5, 4, 6
Neubauer
2-15 8-60 1:2(1+1) 50 50 Improved Grids 5, 4, 6
Neubauer
<2 <8 1:2(1+7) 50 50 Improved All 9 grids
Neubauer
or or
large-volume | Entire slide
Tabla 1

Nota: Para fines de diagnoéstico, las muestras de semen para analisis deben tener un volumen

minimo de 50 pl, para evitar errores de pipeteo asociados con volimenes pequerfios.




Si hay muy pocos espermatozoides por campo de vision a la dilucién recomendada, prepare otra
dilucion menor. Si hay demasiados espermatozoides superpuestos por campo de vision a la dilucion

recomendada, prepare otra dilucién mayor.

Calculo de la concentracion de espermatozoides en semen.

La concentracion de espermatozoides en semen sera 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 (20 nl por cada rejilla 4, 5y 6), multiplicado por el factor de dilucion.

C=(N/n)x(1/20)xfactor de dilucion

Ejemplo: Para diluciones 1 + 4 (1: 5), utilizando las cuadriculas 4, 5 y 6, la concentracién C = (N /
n) x (1/20) x 5 espermatozoides por nl = (N / n) x (1/4) espermatozoides / nl (o 10° por ml de

semen).

El LRI (Iimite de referencia inferior) de la concentracién de espermatozoides es 15x10%
espermatozoides por ml y el LRI del niimero total de espermatozoides es 39x10°°
espermatozoides por eyaculado.

Camara de Makler

Es una camara alternativa para la evaluacién de concentracion de espermatozoides, la
ventaja de esta camara 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 cAmara de recuento Makler mide 1 x 1 mm, y tiene una profundidad
de s6lo 0,01 mm, y esté 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 camara 3-5 ul

de muestra de semen previamente inmovilizada por incubacion a 60°C 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 debe 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 concentracion sera subestimada.

Recuento de células diferentes a espermatozoides

Se utiliza el hemocitometro, igual que para el recuento de espermatozoides. La concentracion de
células germinales o leucocitos puede ser calculada en forma relativa a la concentracion de

espermatozoides mediante la formula:

C= N x S/100

N: es el nimero del tipo celular contado en los mismos campos que 100 espermatozoides.
S: es el recuento de espermatozoides en millones por ml.

C dara la concentracion de la célula en millones por ml.



Nota: 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, el cual es el limite de deteccion inferior.

VITALIDAD ESPERMATICA

La vitalidad espermatica se refleja en la proporcion de los espermatozoides que estan

"vivos”. Esto puede determinarse de 2 maneras:

o Mediante la utilizacion de algun colorante vital (Eosina). Se basa en el principio de
que las células muertas tienen sus membranas plasmaticas dafiadas, por lo que
permiten la entrada de ciertos colorantes.

e Mediante la expresion de su capacidad osmorreguladora cuando se los expone a
condiciones hipoosmoticas (HOST). Se basa en el principio de que las células vivas
tendran la capacidad de hincharse en condiciones hipoosm@ticas, mientras que las
muertas no.

Lo que se hace es contar 200 espermatozoides inmoviles con el microscopio Optico o de

contraste de fase, diferenciando aquellos que estan vivos (no coloreados/hinchadas) de

las células muertas (coloreadas/no hinchadas).

Las evaluaciones de la vitalidad espermatica sirven para verificar la exactitud de la
evaluacién de motilidad, ya que el porcentaje de células muertas no debe ser mayor
(dentro de los errores de contaje) que el de espermatozoides inmdviles. Ademas, la
presencia de gran proporcién de células vivas, pero inmoviles puede significar que

existen defectos estructurales en el flagelo.



Preparacion y evaluacion de muestras utilizando Eosina-Nigrosina:

Este método es simple y rapido pero las preparaciones hiUmedas no se pueden almacenar durante un

tiempo prolongado para fines de control de calidad.

Preparacién del reactivo:

1. Eosina Y: Disolver 0.67 g de eosina Y (indice de color 45380) y 0.9 g de cloruro de sodio (NaCl)
en 100 ml de agua purificada, calentando la solucidon suavemente.

2. Eosina—nigrosina: agregar 10 g de nigrosina (indice de color 50420) a los 100 ml de la solucion
de eosina Y.

3. Hervir la suspension, luego dejar enfriar a temperatura ambiente.

4. Filtrar con papel de filtro para eliminar el precipitado grueso y gelatinoso. Almacenar en
recipiente de vidrio oscuro y sellado.

Nota: Algunas soluciones de eosina disponibles en el mercado son soluciones acuosas

hipotonicas que pueden provocar falsos positivos. Si se utiliza una solucion de este tipo,

afiadir 0,9 g de NaCl a 100 ml de solucion para elevar la osmolaridad.

Procedimiento:

1. Mezclar bien la muestra de semen.

2. Retirar una alicuota de 50 pl de semen y combinar con 50 pl de solucion de eosina-
nigrosina en un portaobjetos. Mezclar con una punta de pipeta.

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

4. Repetir los pasos anteriores para realizar un duplicado.

5. Examine cada preparado con optica de campo brillante, con un aumento de 1000x

y aceite de inmersion.



6. Contabilizar el nimero de espermatozoides coloreados (muertos) y las células no
teflidas (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. Si la diferencia entre los porcentajes es aceptable puede ser informada, en caso

contrario repetir la evaluacion.

llustracion 3

Espermatozoides tefiidos con Eosina. En el caso de que tengan su cabeza tefiida de color rojo (D1)
0 rosa oscuro (D2), esos espermatozoides seran considerados muertos. Mientras que, si tienen
cabezas blancas (L) o de color rosa claro (no se visualiza en la foto), el espermatozoide se considera
ViVO, 0 sea, tiene su membrana intacta. Si la “mancha” de la tincidn esta limitada a inicamente una
parte del cuello, y el resto de la cabeza no se encuentra manchada, se considera que el cuello tiene
una membrana “con fugas”, lo cual no es sefial de muerte celular ni de una desintegracion total de la

membrana. Este tipo de células se cuentan como vivas.



Preparacion y evaluacion de muestras utilizando HOST:

-Preparacién de reactivos: 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 -20 C.

Procedimiento:

1. Descongelar la solucion de diagndstico y mezclar bien antes de usar.
2. Calentar 1 ml de solucién de diagnostico en microcentrifuga a 37 ° C durante 5 minutos.

3. Mezclar bien la muestra de semen.

4. Tomar una alicuota de 100uL de semen y anadir a la solucion de diagnostico,
mezclar suavemente con pipeta.
5. Incubar a 37 ° C durante 5 minutos o 30 minutos, luego se transfieren una alicuota de
10uL a un portaobjetos limpio y cubrir con un cubreobjetos.
6. Realizar un duplicado.
7. Examine cada portaobjetos con dptica de contraste de fase con un aumento de x 200 o x 400.
8. Contabilizar el nimero de espermatozoides no hinchados (muertos) y las
células hinchadas (vitales).
9. Evaluar 200 espermatozoides en cada repeticion, a fin de disminuir el error de muestreo.
10.  Calcular el promedio y la diferencia de los dos porcentajes de células
vitales de las preparaciones.
11.  Sila diferencia entre los porcentajes es aceptable, informe el porcentaje de
vitalidad promedio. Si la diferencia es demasiado alta, haga dos nuevas preparaciones
a partir de dos nuevas alicuotas de semen y repita la evaluacion.
12.  Informe el porcentaje promedio de espermatozoides vitales al nimero entero

mas cercano.



(@) (b) (

llustracion 4. Representacion esquematica de cambios morfoldgicos tipicos en espermatozoides

)

humanos sometidos a estrés hipoosmético. Los espermatozoides hinchados se identifican por
cambios en la forma de la célula, como lo indica el enrollamiento de la cola. Las células vivas se
distinguen por la evidencia de hinchazén de la cola del esperma; puntuar todas las formas de colas
hinchadas como espermatozoides vivos. (a) Sin cambios. (b) - (g) Varios tipos de cambios de cola.

La hinchazdn en la cola esté indicada por el area gris.
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