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                21 min.

    La infer�lidad provoca conse-

cuencias económicas, psicológicas, sociales 

y de salud pública en todo el mundo y afecta 

aproximadamente al 15% de las parejas en 

edad reproduc�va. El factor masculino 

aislado es responsable del 20% de los casos 

de infer�lidad y contribuye, asociado al 

factor femenino, en otro 30-40%. El análisis 

del semen cons�tuye la primera evaluación y 

es esencial para el estudio de la infer�lidad 

en el varón.La Organización Mundial de la 

Salud ha publicadoen su edición 2010 

valores de referencia para los parámetros 

seminales. En el presente trabajo un equipo 

de bioquímicos de diferentes ins�tuciones 

verificó los diferentes valores del estudio del 

semen de la población de Buenos Aires con 

el obje�vo de transferirlos a la prác�ca 

clínica.
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Resumen

La Organización Mundial de la 

Salud en su edición 2010 ha publicado 

valores de referencia para los parámetros 

seminales. Sin embargo, los laboratorios 

deben verificarlos en su población para 

transferirlos a su prác�ca clínica. Para 

cumplimentar este requerimiento se 

propuso verificar los intervalos de referencia 

OMS 2010 en la población de la provincia y 

Ciudad Autónoma de Buenos Aires. También 

se determinó el rango de resultados para: 

número total de espermatozoides móviles 

progresivos y morfología normal en el 

eyaculado, parámetros ciné�cos y pruebas 

funcionales. El proceso de verificación fue 

llevado a cabo de acuerdo a la guía C28-A2 

CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Ins�tute). Mediante difusión se convocó a 

hombres (n: 20) argen�nos residentes en 

Buenos Aires, con fer�lidad probada en los 

úl�mos 12 meses. Se excluyeron individuos 

con patología andrológica. Las muestras se 

procesaron de acuerdo con los criterios OMS 

2010. De los resultados se establece que los 

intervalos de referencia publicados en la 

úl�ma versión han sido verificados, con 

excepción del volumen seminal. Los rangos 

de valores obtenidos para los parámetros de 

movilidad progresiva y morfología en 

número totales, como también de los 

parámetros ciné�cos y de las pruebas 

funcionales contribuirán a establecer 

futuros valores de referencia.

Palabras clave: valores de referencia en 

semen * parámetros ciné�cos en semen * 

fosforilación de proteínas en �rosina

Introducción

La infer�lidad provoca conse-

cuencias económicas, sicológicas, sociales y 

de salud pública en todo el mundo y afecta 

aproximadamente al 15% de las parejas en 

edad reproduc�va (1). El factor masculino 

aislado es responsable del 20% de los casos 

de infer�lidad y contribuye, asociado al 

factor femenino, en otro 30-40% (2). La 

evaluación de la infer�lidad �ene como 

obje�vo iden�ficar la e�ología, guiar el 

tratamiento de las causas reversibles que le 

permitan a la pareja lograr el embarazo a 

través de una concepción natural (3) y en 

aquellas situaciones de carácter irreversible, 

crear las condiciones para aumentar las 

tasas de concepción por técnicas de 

reproducción asis�da. 

El análisis del semen cons�tuye la 

primera evaluación y es esencial para el 

estudio de la infer�lidad en el varón. 

También permite determinar el efecto tóxico 

de los agentes ambientales y terapéu�cos 

sobre el espermatozoide. Sin embargo, su 

valor predic�vo para la fer�lidad masculina 

es un tema de con�nuo debate en reuniones 

cien�ficas y en la bibliogra�a, situación que 

puede deberse a su e�ología mul�factorial y 

a que se desconocen los valores mínimos de 

los parámetros seminales que establecen la 

fer�lidad potencial del hombre.

La OMS (Organización Mundial de 

la Salud) publicó numerosas ediciones del 

manual para la estandarización de los 

procedimientos del laboratorio andrológico 

en todo el mundo. En la úl�ma edición, 

publicada en el 2010 (4), estableció valores 

de referencia basándose en el trabajo de 

revisión publicado por Cooper et al. (5) 

quienes reportaron los resultados obtenidos 

de 1953 hombres, habitantes de 8 países, 

que habían sido padres en los úl�mos 12 

meses.  Los  procedimientos  para  la 

es�mación de los valores de referencia 

subrayan la importancia de que las 

observaciones recogidas representen una 

población homogénea debido a que las di-

ferencias demográficas podrían afectar los 

parámetros; sin embargo, este requeri-

miento no fue considerado en el trabajo 

citado. También la norma IRAM-ISO 15189 

(6) establece que los laboratorios deben 

llevar a cabo la verificación con su población, 

para transferirlos a su prác�ca clínica. 

La incorporación del análisis com-

putarizado para el estudio del movimiento 

espermá�co, conocido internacionalmente 

como CASA (Computarized Sperm Mo�on 

Analysis), ha permi�do iden�ficar y evaluar 

en forma obje�va el número total de células 

móviles, analizar la trayectoria de las células 

en forma individual y dejar registro del 

análisis para futuras comparaciones. Los 

parámetros ciné�cos, calculados por estos 

programas de análisis de imágenes, han sido 

relacionados con los resultados de los 

procedimientos de fer�lización instrumental 

(7), pero a pesar de que diversos autores han 
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publicado sus experiencias (8-10) no hay 

estudios de es�mación de valores de 

referencia en la bibliogra�a. La mayoría de 

los laboratorios que u�lizan sistemas CASA 

refieren un valor límite inferior de 45 μm/s 

para la velocidad curvilínea (VCL), 25 μm/s 

para la velocidad rec�linea (VSL), 35 μm/s 

para la velocidad promedio (VAP), 60% para 

la linealidad (LIN), 80% para la rec�tud (SRT) 

y 2 μm para el desplazamiento lateral de la 

cabeza (ALH) (11).

El manual OMS 2010 ha incluido 

un capítulo de “Procedimientos de Inves-

�gación” que describe determinaciones que 

se desarrollan en el laboratorio clínico 

especializado en andrología, pero aún 

existen incer�dumbres del valor clínico de 

estas pruebas. Entre ellas se encuentran los 

métodos de enriquecimiento y la prueba de 

fosforilación en �rosina de espermatozoides 

incubados bajo condiciones capacitantes. La 

fo s fo r i l a c i ó n  d e  p ro t e í n a s  e s  u n a 

modificación postraduccional que permite 

controlar diversos procesos celulares. Los 

e s p e r m a t ozo i d e s  m a d u ro s  p o s e e n 

caracterís�cas de células especializadas. El 

ADN altamente compactado es trans-

cripcionalmente inac�vo, incapaz de 

sinte�zar nuevas proteínas. Por lo tanto, se 

podría argumentar que la dependencia de 

los  espermatozo ides  maduros  a  la 

fosforilación de proteínas como un medio de 

alterar su función, es mayor que en muchos 

otros �pos celulares. Durante la fer�lización, 

la función espermá�ca está regulada por 

sistemas de señalización mediante la 

ac�vación de la fosforilación de proteínas. El 

aumento de fosforilación de proteínas en 

�rosina se asocia con la capacitación, la 

mo�lidad hiperac�va, unión a la zona 

pelúcida, reacción acrosomal y fusión con el 

ovocito (12). 

La es�mación de los valores de 

referencia de las pruebas bioquímicas es de 

suma importancia para cooperar al 

diagnós�co y pronós�co de la patología 

andrológica, pero cons�tuye una labor di�cil 

por las caracterís�cas de los individuos que 

se requiere estudiar. Es por ello que con el 

propósito de poder transferir los valores 

publicados por la OMS a esta población, se 

propuso verificarlos en hombres sanos con 

fer�lidad probada en el úl�mo año que 

fueron específicamente reclutados para este 

estudio. También se reportaron los rangos 

de valores obtenidos en este grupo de 

estudio para: el número total de esper-

matozoides móviles progresivos,  de 

espermatozoides con morfología normal, de 

los parámetros ciné�cos y de las pruebas 

funcionales, en un intento de contribuir a la 

estandarización de estos parámetros.

Materiales y Métodos

El estudio fue aprobado por el 

comité de é�ca del Hospital de Clínicas “José 

de San Mar�n”. Se reclutaron veinte 

hombres de nacionalidad argen�na, 

residentes de la ciudad o provincia de 

Buenos Aires, con edades comprendidas 

entre 20 y 41 años con fer�lidad probada 

mediante concepción en los úl�mos 12 
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meses. Se excluyeron del estudio hombres 

con antecedentes de pareja con abortos 

recurrentes, con enfermedades crónicas o 

trastornos andrológicos y aquellos que en los 

úl�mos 15 días hubieran presentado fiebre o 

recibido tratamiento con an�bió�cos. Los 

par�cipantes recibieron información sobre 

el proyecto y para ser incluidos debieron 

someterse a un examen andrológico, 

completar un cues�onario sobre hábitos 

personales y dar su consen�miento 

informado por escrito. 

Las muestras se obtuvieron en el 

laboratorio y se procesaron de acuerdo con 

los criterios OMS 2010 (4). El proceso de 

verificación de los valores de referencia se 

llevó a cabo de acuerdo a la guía C28 - A2 

CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Ins�tute) (13). La ciné�ca espermá�ca se 

realizó mediante el sistema CASA Sperm 

Class Analyzer (SCA Microp�c SL Barcelona, 

España) el cual está cons�tuido por un 

microscopio con contraste de fase para 

visualizar la muestra (Nikon E-200, Japón), 

una cámara digital para capturar imágenes 

(Basler A312 ic Vision - Tecnología de 

Alemania) y un ordenador con el so�ware 

SCA instalado. Para el estudio se empleó una 

pla�na termosta�zada a 37 °C. Un mínimo de 

400 espermatozoides fueron capturados por 

muestra y se digitalizaron 25 imágenes por 

segundo de cada uno. Los ensayos se 

llevaron a cabo de conformidad con la 

estandarización y validación del instrumento 

(14), u�lizando cámara Leja 10 (10 micras de 

profundidad). Un operador calificado validó 

cada imagen analizada. Se evaluaron las 

diferentes velocidades: VCL, VSL, VAP y ALH 

y los porcentajes de linealidad (LIN) y 

rec�tud (STR).

Mediante la técnica de sobrenado, 

los espermatozoides recuperados se 

incubaron en condiciones capacitantes 18 h 

a 37 ºC en una atmósfera de CO  al 5% (HAM 2

F-10 1X, HEPES 25 mM y L- glutamina, Gibco 

BRL # 12390-035, Grand Island, NY, EE.UU.) 

suplementado con penicilina-estrep-

tomicina, albúmina de suero bovino fracción 

V (0,3%, Gibco BRL # 15260-037, Grand 

Island, NY, EE.UU.) y lactato de calcio (25 

mg/dL). La hiperac�vación y la fosforilación 

de proteínas en �rosina, se evaluaron a 1,5 y 

18 h después de la incubación siguiendo el 

protocolo propuesto por Mendeluk et al. 

(12). La sobrevida se determinó con el 

sistema CASA como el porcentaje de 

espermatozoides móviles después de las 18 

h en condiciones capacitantes. Los criterios 

para la detección de espermatozoides 

hiperac�vos fue VCL > 35 µ/s, ALH > 2,5 µ, 

STR > 85%, según lo establecido por el 

fabricante SCA que se corresponde con el 

patrón de hiperac�vación de transición 

reportado por Suarez (15) y referido por 

otros autores (16).

Métodos Estadís�cos

Para la verificación de los valores 

de referencia propuestos por OMS se siguió 

el procedimiento de la guía C28-A2 

aplicando la prueba de Dixon-Reed para la 

iden�ficación y el rechazo de los valores 

extremos. Mediante el programa MedCalc 

vers ión 9.5.0.0  (MedCalc  So�ware, 

Mariakerke, Belgica) se realizó la estadís�ca 

descrip�va calculando mediana y rango para 

cada parámetro. Los estudios de correlación 

se efectuaron por la prueba de Spearman y 

Anova y la diferencia entre grupo se es�mó 

por la prueba de Friedman. En todos los 

casos se consideró como significa�vo un 

α>0,05.

Resultados

Un total de 39 hombres respon-

dieron a la convocatoria, pero sólo 23 

realizaron la consulta médica, la cual excluyó 

dos sujetos, uno por presentar varicocele, 

otro por edad inferior al límite establecido y 

un tercero que finalmente se negó a 

par�cipar. Las Tablas I, II y III resumen las 

caracterís�cas descrip�vas de los donantes, 

sus hábitos, costumbres y ocupaciones. 

 No se excluyeron datos, por la 

prueba de Dixon-Reed, en el grupo de 

hombres fér�les estudiados. Los valores 

propuestos por la úl�ma norma�va fueron 

verificados en la población estudiada, a 

excepción del volumen seminal, ya que tres 

individuos sanos con fer�lidad probada, 

presentaron volúmenes por debajo del valor 

esperado (1,5 mL) (Tabla IV). En la Tabla V se 

muestra el  rango de datos para los 

parámetros de movilidad progresiva y 

morfología, expresados en valores absolutos 

(número total por eyaculado) tal como 

propone OMS - 2010, de los cuales no hay 

hasta el momento datos publicados.

 En los donantes no se hallaron 

muestras  de semen con v iscos idad 

aumentada ni con presencia de an�cuerpos 

an�espermá�cos analizados por las pruebas 

inmunológicas de Reacción Mixta de 

Aglu�nación (MAR test) y de unión de 

par�culas de poliacrilamida cubiertas con 

an�globulinas humana de clase específica 
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(immunobeads). Sorprendentemente se 

halló 15% de muestras con recuento 

leucocitario superior a 1,0 x 106 lo que 

sugiere proceso inflamatorio. 

Los datos de movilidad obje�va 

cumplieron el protocolo de verificación 

considerando los valores frecuentemente 

u�lizados en la bibliogra�a (Tabla VI), a 

excepción de la linealidad (LIN%), rec�tud 

(STR%) y amplitud lateral de la cabeza (ALH 

µ), en los que más de dos valores excedieron 

los  límites  aceptables.   Debido  a  que no se

han establecido valores de referencia para 

WO B (%) y B C F (Hz), los resultados 

obtenidos en este trabajo contribuirían a su 

es�mación.

La Tabla VII muestra los resultados 

de los procedimientos de sobrenado y de las 

pruebas funcionales: hiperac�vación y 

proteínas fosforiladas en �rosina. No se halló 

correlación entre estas pruebas funcionales 

(prueba de Spearman, r<0,6, p>0,05). Tanto 

e l  p o rc e nta j e  d e  e s p e r m atozo i d e s 

hiperac�vos como el porcentaje de células 

fo sfo r i l a d a s  e n  � ro s i n a  m o st ra ro n 

diferencias estadís�camente significa�vas a 

los dis�ntos �empos de incubación. La 

fosforilación de proteínas en �rosina 

a u m e ntó  s i g n i fi ca� va m e nte  e n  l o s 

diferentes �empos estudiados (prueba de 

Friedman, p<0,0001) (medianas 1 h: 6%; 5 h: 

26%; 18 h: 88%). La hiperac�vación alcanzó 

su valor máximo después de 5 h de 

incubación en condiciones capacitantes y 

disminuyó a las 18 h (prueba de Friedman, 

p<0,001) (medianas 1 h: 19,4%; 5 h: 30%; 18 

h: 10,5%).

 La sobrevida de los esperma-

tozoides en medio capacitante a las 18 h fue: 

Mediana= 60% (rango: 1-90%).  No se encon-
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tró correlación entre este parámetro y la 

fosforilación de proteínas en �rosina a las 18 

h (prueba de Spearman, r = -0,366, p>0,05)

Discusión y Conclusiones

Los parámetros habitualmente 

estudiados en las muestras de semen 

requieren ser analizados teniendo como 

parámetro de comparación valores de una 

población de referencia, lo que permi�rá 

dentro de un contexto clínico tomar acciones 

terapéu�cas o establecer consejos médicos 

para el manejo del paciente. Los valores de 

referencia de OMS 2010 fueron generados a 

par�r de los resultados de varios estudios 

retrospec�vos transversales en muestras de 

hombres fér�les. La OMS sugiere u�lizar 

como va lor  de  referenc ia  para  los 

parámetros del semen solo el límite inferior 

y argumenta que valores “demasiado 

elevados” carecen de relevancia clínica. Para 

jus�ficar esta propuesta el Dr. Cooper (5) 

explica la diferencia con otros componentes 

sanguíneos que man�enen una homeostasis 

precisa para evitar concentraciones ex-

tremas que pudieran ser perjudiciales para 

los tejidos blancos, por lo que los límites de 

re fe re n c i a  s u p e r i o r  e  i n fe r i o r  s o n 

significa�vos. Sin embargo, la composición 

del semen no está regulada por sistemas de 

retroalimentación estrictos y también es 

influenciada por  factores  como las 

secreciones de las glándulas anexas y la 

frecuencia de la ac�vidad sexual, es por ello 

que la OMS considera apropiado el empleo 

del límite inferior de referencia. Sin 

embargo, los autores sugieren informar 

ambos, el superior e inferior (cen�les 5 y 95) 

ya que describen la distribución de la 

población, dando al médico una visión global 

de la probabilidad de lograr fer�lidad. 

Las caracterís�cas �sicas, hábitos y 

ocupaciones halladas son acorde a la 

idiosincrasia de los habitantes de Buenos 

Aires y se ha observado que el uso de 

tecnología cercano a los tes�culos no era 

una prác�ca habitual en el grupo fér�l, como 

tampoco el consumo de cannabis, hábitos 

no sugeridos por la bibliogra�a (17) (18) para 

la salud tes�cular. Cabe resaltar que los 

parámetros seminales de ciertas muestras 

de semen de los donantes sorprendieron por 

insuficientes calidad, sin embargo podría 

verse  compensadas  por  la  e levada 

frecuencia de relaciones sexuales (2-3 por 

semana) reportadas por esta población. 

La reacción inflamatoria detec-

tada en algunas muestras fue un hallazgo no 

esperado, aunque se desconoce si estuvo 

presente durante la concepción. También el 

valor  c l ínico de la  leucospermia es 

controver�do en la reproducción (19). 

La úl�ma edición del manual 

recomienda un s istema senci l lo  de 

clasificación de la mo�lidad que diferencia a 

los  espermatozoides  con mo�l idad 

progresiva o no progresiva, de los inmóviles. 

Esta nueva guía es para compensar la 

imprecisión derivada de los límites humanos 

en la iden�ficación de las diferentes 

velocidades establecidas por las normas 

anteriores de la OMS. En opinión de los 

autores, esto mejora la precisión, pero va en 

detrimento del valor clínico. La evaluación 

cuan�ta�va de la ciné�ca espermá�ca 

estudiada por el sistema CASA permite 

caracterizar el movimiento de las células 

espermá�cas en forma obje�va aportando 

un dato de valor clínico en la iden�ficación 

de los hombres con infer�lidad, por lo que se 

propone incluir esta herramienta al 

laboratorio de andrología.

Los usuarios de sistemas CASA 

�enden a emplear los ajustes recomendados 

por el fabricante en lugar de validar el 

sistema en su laboratorio. Esta norma-

�zación de los parámetros de configuración 

p e r m i t e  l a s  c o m p a r a c i o n e s  e n t r e 

laboratorios con los mismos equipos, pero 

no son estrictamente comparables los 

valores, para una misma medición, en 

instrumentos con diferente hardware o 

so�ware (20). Por lo tanto, se propone que 

cada usuario estandarice y valide su propio 

instrumento y que un programa de 

evaluación de calidad externo determine la 

variabilidad entre laboratorios. Pero aún 

restaría establecer los valores de referencia 

en población fér�l para que puedan ser 

aplicados al diagnós�co clínico. En la 

presente experiencia se han podido verificar 

los datos publicados por los proveedores de 

CASA para los parámetros de velocidad, 

aunque no para la relación ciné�ca de 

rec�tud y linealidad (STR, LIN).

En los procedimientos de fer�-

lización instrumental de baja complejidad 5 

millones de espermatozoides móviles es el 

umbral requerido para llevar a cabo la 

inseminación (21). El estudio en esta 

población de hombres fér�les reveló una 

recuperación muy superior a este valor 

límite (Mediana: 19,4 x 106 esp/mL), 

obteniéndose una tasa de recuperación 
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media de 41%. En la experiencia de los 

autores la fosforilación de las proteínas en 

�rosina fue dependiente del �empo, siendo 

más elevada en los espermatozoides 

incubados 18 h en condiciones capacitantes. 

La fosforilación de proteínas en �rosina no 

correlacionó con la sobrevida de los 

espermatozoides a los mismos �empos de 

incubación. No se halló correlación entre la 

hiperac�vación y la fosforilación en �rosina, 

lo que indica que ambos procesos pueden 

estar relacionados, pero probablemente 

estén regulados por mecanismos diferentes.

De acuerdo con los resultados, los 

valores de referencia de la O M S se 

verificaron en Buenos Aires, a excepción del 

volumen de semen. Probablemente, la 

disminución del volumen observado se 

atribuya al hecho de que las muestras de 

semen se obtuvieron en el laboratorio, lo 

que si bien asegura la estandarización del 

ensayo, puede ocasionar incomodidad que 

se refleja en defecto en la es�mulación. 

Los rangos de valores obtenidos 

p a ra  l o s  p a rá m et ro s  d e  m o v i l i d a d 

progresiva, viabilidad y morfología en 

número totales, como también de los 

parámetros ciné�cos y de las pruebas 

funcionales contribuirán a establecer 

futuros valores de referencia
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