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La infertilidad provoca conse-
cuencias econémicas, psicoldgicas, sociales
y de salud publica en todo el mundo y afecta
aproximadamente al 15% de las parejas en
edad reproductiva. El factor masculino
aislado es responsable del 20% de los casos
de infertilidad y contribuye, asociado al

factor femenino, en otro 30-40%. El analisis
del semen constituye la primera evaluaciony
es esencial para el estudio de la infertilidad
en el varén.La Organizacién Mundial de la
Salud ha publicadoen su edicién 2010
valores de referencia para los parametros
seminales. En el presente trabajo un equipo
de bioquimicos de diferentes instituciones
verificé los diferentes valores del estudio del
semen de la poblacién de Buenos Aires con
el objetivo de transferirlos a la préctica

ores de referencia
del estudio del semen segun OMS 2010 en Buenos Aires

clinica.
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Resumen

La Organizacién Mundial de la
Salud en su edicién 2010 ha publicado
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valores de referencia para los pardmetros
seminales. Sin embargo, los laboratorios
deben verificarlos en su poblacién para
transferirlos a su practica clinica. Para
cumplimentar este requerimiento se
propuso verificar los intervalos de referencia
OMS 2010 en la poblacién de la provincia 'y
Ciudad Auténoma de Buenos Aires. También
se determiné el rango de resultados para:
numero total de espermatozoides moviles
progresivos y morfologia normal en el
eyaculado, parametros cinéticos y pruebas
funcionales. El proceso de verificacion fue
llevado a cabo de acuerdo a la guia C28-A2
CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute). Mediante difusion se convoco a
hombres (n: 20) argentinos residentes en
Buenos Aires, con fertilidad probada en los
ultimos 12 meses. Se excluyeron individuos
con patologia androldgica. Las muestras se
procesaron de acuerdo con los criterios OMS
2010. De los resultados se establece que los
intervalos de referencia publicados en la
Ultima versidon han sido verificados, con
excepcion del volumen seminal. Los rangos
de valores obtenidos para los parametros de
movilidad progresiva y morfologia en
numero totales, como también de los
pardametros cinéticos y de las pruebas
funcionales contribuirdn a establecer
futuros valores de referencia.

Palabras clave: valores de referencia en
semen * parametros cinéticos en semen *
fosforilacion de proteinas en tirosina

Introduccién

La infertilidad provoca conse-
cuencias econoémicas, sicoldgicas, sociales y
de salud publica en todo el mundo y afecta
aproximadamente al 15% de las parejas en
edad reproductiva (1). El factor masculino
aislado es responsable del 20% de los casos
de infertilidad y contribuye, asociado al
factor femenino, en otro 30-40% (2). La
evaluacion de la infertilidad tiene como
objetivo identificar la etiologia, guiar el
tratamiento de las causas reversibles que le
permitan a la pareja lograr el embarazo a
través de una concepcion natural (3) y en
aquellas situaciones de caracter irreversible,
crear las condiciones para aumentar las
tasas de concepcién por técnicas de

reproduccion asistida.

El anélisis del semen constituye la
primera evaluacién y es esencial para el
estudio de la infertilidad en el vardn.
También permite determinar el efecto téxico
de los agentes ambientales y terapéuticos
sobre el espermatozoide. Sin embargo, su
valor predictivo para la fertilidad masculina
es un tema de continuo debate en reuniones
cientificas y en la bibliografia, situacion que
puede deberse a su etiologia multifactorial y
a que se desconocen los valores minimos de
los parametros seminales que establecen la
fertilidad potencial del hombre.

La OMS (Organizacién Mundial de
la Salud) publicé numerosas ediciones del
manual para la estandarizaciéon de los
procedimientos del laboratorio androldgico
en todo el mundo. En la ultima edicidn,
publicada en el 2010 (4), establecio valores
de referencia basdndose en el trabajo de
revision publicado por Cooper et al. (5)
quienes reportaron los resultados obtenidos
de 1953 hombres, habitantes de 8 paises,
que habian sido padres en los ultimos 12
meses. Los procedimientos para la
estimacion de los valores de referencia
subrayan la importancia de que las
observaciones recogidas representen una
poblacion homogénea debido a que las di-
ferencias demogrdficas podrian afectar los
parametros; sin embargo, este requeri-
miento no fue considerado en el trabajo
citado. También la norma IRAM-1SO 15189
(6) establece que los laboratorios deben
llevar a cabo la verificacidn con su poblacion,
paratransferirlos a su practica clinica.

La incorporacién del andlisis com-
putarizado para el estudio del movimiento
espermatico, conocido internacionalmente
como CASA (Computarized Sperm Motion
Analysis), ha permitido identificar y evaluar
en forma objetiva el nimero total de células
moviles, analizar la trayectoria de las células
en forma individual y dejar registro del
andlisis para futuras comparaciones. Los
parametros cinéticos, calculados por estos
programas de analisis de imagenes, han sido
relacionados con los resultados de los
procedimientos de fertilizacion instrumental
(7), pero a pesar de que diversos autores han



publicado sus experiencias (8-10) no hay
estudios de estimacién de valores de
referencia en la bibliografia. La mayoria de
los laboratorios que utilizan sistemas CASA
refieren un valor limite inferior de 45 um/s
para la velocidad curvilinea (VCL), 25 um/s
para la velocidad rectilinea (VSL), 35 um/s
para la velocidad promedio (VAP), 60% para
lalinealidad (LIN), 80% para la rectitud (SRT)
y 2 um para el desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH)(11).

El manual OMS 2010 ha incluido
un capitulo de “Procedimientos de Inves-
tigacion” que describe determinaciones que
se desarrollan en el laboratorio clinico
especializado en andrologia, pero aun
existen incertidumbres del valor clinico de
estas pruebas. Entre ellas se encuentran los
métodos de enriquecimiento y la prueba de
fosforilacion en tirosina de espermatozoides
incubados bajo condiciones capacitantes. La
fosforilacion de proteinas es una
modificacién postraduccional que permite
controlar diversos procesos celulares. Los
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espermatozoides maduros poseen
caracteristicas de células especializadas. El
ADN altamente compactado es trans-
cripcionalmente inactivo, incapaz de
sintetizar nuevas proteinas. Por lo tanto, se
podria argumentar que la dependencia de
los espermatozoides maduros a la
fosforilacion de proteinas como un medio de
alterar su funcién, es mayor que en muchos
otros tipos celulares. Durante la fertilizacion,
la funcion espermatica esta regulada por
sistemas de sefializacién mediante la
activacion de la fosforilacion de proteinas. El
aumento de fosforilacién de proteinas en
tirosina se asocia con la capacitacidn, la
motilidad hiperactiva, unién a la zona
pelicida, reaccién acrosomal y fusion con el
ovocito (12).

La estimacién de los valores de
referencia de las pruebas bioquimicas es de
suma importancia para cooperar al
diagndstico y prondstico de la patologia
androldgica, pero constituye una labor dificil
por las caracteristicas de los individuos que
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se requiere estudiar. Es por ello que con el
propdsito de poder transferir los valores
publicados por la OMS a esta poblacidn, se
propuso verificarlos en hombres sanos con
fertilidad probada en el dltimo afio que
fueron especificamente reclutados para este
estudio. También se reportaron los rangos
de valores obtenidos en este grupo de
estudio para: el numero total de esper-
matozoides moviles progresivos, de
espermatozoides con morfologia normal, de
los pardmetros cinéticos y de las pruebas
funcionales, en un intento de contribuir a la
estandarizacidn de estos parametros.

Materiales y Métodos

El estudio fue aprobado por el
comité de ética del Hospital de Clinicas “José
de San Martin”. Se reclutaron veinte
hombres de nacionalidad argentina,
residentes de la ciudad o provincia de
Buenos Aires, con edades comprendidas
entre 20 y 41 afos con fertilidad probada
mediante concepcion en los ultimos 12
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meses. Se excluyeron del estudio hombres
con antecedentes de pareja con abortos
recurrentes, con enfermedades crénicas o
trastornos androldgicosy aquellos que en los
ultimos 15 dias hubieran presentado fiebre o
recibido tratamiento con antibidticos. Los
participantes recibieron informacion sobre
el proyecto y para ser incluidos debieron
someterse a un examen androlégico,
completar un cuestionario sobre habitos
personales y dar su consentimiento
informado por escrito.

Las muestras se obtuvieron en el
laboratorio y se procesaron de acuerdo con
los criterios OMS 2010 (4). El proceso de
verificacion de los valores de referencia se
llevd a cabo de acuerdo a la guia C28 - A2
CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (13). La cinética espermatica se
realizd mediante el sistema CASA Sperm
Class Analyzer (SCA Microptic SL Barcelona,
Espafia) el cual estd constituido por un
microscopio con contraste de fase para
visualizar la muestra (Nikon E-200, Japdn),
una camara digital para capturar imagenes
(Basler A312 ic Vision - Tecnologia de
Alemania) y un ordenador con el software
SCAinstalado. Para el estudio se empled una
platina termostatizadaa 37 °C. Un minimo de
400 espermatozoides fueron capturados por
muestra y se digitalizaron 25 imagenes por
segundo de cada uno. Los ensayos se
|levaron a cabo de conformidad con la
estandarizacion y validacion del instrumento
(14), utilizando camara Leja 10 (10 micras de
profundidad). Un operador calificado validé
cada imagen analizada. Se evaluaron las
diferentes velocidades: VCL, VSL, VAP y ALH
y los porcentajes de linealidad (LIN) y
rectitud (STR).

Mediante la técnica de sobrenado,
los espermatozoides recuperados se
incubaron en condiciones capacitantes 18 h
a379Cenunaatmosferade CO,al 5% (HAM
F-10 1X, HEPES 25 mM y L- glutamina, Gibco
BRL # 12390-035, Grand Island, NY, EE.UU.)
suplementado con penicilina-estrep-
tomicina, albumina de suero bovino fraccion
V (0,3%, Gibco BRL # 15260-037, Grand
Island, NY, EE.UU.) y lactato de calcio (25
mg/dL). La hiperactivacion y la fosforilacion
de proteinas en tirosina, se evaluarona 1,5y
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18 h después de la incubacién siguiendo el
protocolo propuesto por Mendeluk et al.
(12). La sobrevida se determind con el
sistema CASA como el porcentaje de
espermatozoides méviles después de las 18
h en condiciones capacitantes. Los criterios
para la deteccién de espermatozoides
hiperactivos fue VCL > 35 p/s, ALH > 2,5 1,
STR > 85%, segun lo establecido por el
fabricante SCA que se corresponde con el
patrén de hiperactivacion de transiciéon
reportado por Suarez (15) y referido por
otrosautores (16).

Métodos Estadisticos

Para la verificacién de los valores
de referencia propuestos por OMS se siguid
el procedimiento de la guia C28-A2
aplicando la prueba de Dixon-Reed para la
identificacién y el rechazo de los valores
extremos. Mediante el programa MedCalc
version 9.5.0.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgica) se realizo la estadistica
descriptiva calculando medianay rango para
cada parametro. Los estudios de correlacion
se efectuaron por la prueba de Spearman y
Anova y la diferencia entre grupo se estimé
por la prueba de Friedman. En todos los
casos se consideré como significativo un
a>0,05.

Resultados

Un total de 39 hombres respon-
dieron a la convocatoria, pero sélo 23
realizaron la consulta médica, la cual excluyo
dos sujetos, uno por presentar varicocele,
otro por edad inferior al limite establecido y
un tercero que finalmente se negd a
participar. Las Tablas I, Il y Ill resumen las
caracteristicas descriptivas de los donantes,
sus habitos, costumbresy ocupaciones.

No se excluyeron datos, por la
prueba de Dixon-Reed, en el grupo de
hombres fértiles estudiados. Los valores
propuestos por la ultima normativa fueron
verificados en la poblacién estudiada, a
excepcion del volumen seminal, ya que tres
individuos sanos con fertilidad probada,
presentaron volumenes por debajo del valor
esperado (1,5 mL) (Tabla IV). Enla Tabla V se
muestra el rango de datos para los

parametros de movilidad progresiva y
morfologia, expresados en valores absolutos
(nimero total por eyaculado) tal como
propone OMS - 2010, de los cuales no hay
hasta el momento datos publicados.
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En los donantes no se hallaron
muestras de semen con viscosidad
aumentada ni con presencia de anticuerpos
antiespermaticos analizados por las pruebas
inmunoldgicas de Reacciéon Mixta de
Aglutinacion (MAR test) y de unién de
particulas de poliacrilamida cubiertas con
antiglobulinas humana de clase especifica



(immunobeads). Sorprendentemente se
hall6 15% de muestras con recuento
leucocitario superior a 1,0 x 106 lo que
sugiere proceso inflamatorio.

Los datos de movilidad objetiva
cumplieron el protocolo de verificacion
considerando los valores frecuentemente

han establecido valores de referencia para
WOB (%) y BCF (Hz), los resultados
obtenidos en este trabajo contribuirian a su
estimacion.
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La Tabla VII muestra los resultados
de los procedimientos de sobrenado y de las
pruebas funcionales: hiperactivacion y
proteinas fosforiladas en tirosina. No se hallé
correlacidn entre estas pruebas funcionales
(prueba de Spearman, r<0,6, p>0,05). Tanto
el porcentaje de espermatozoides
hiperactivos como el porcentaje de células
fosforiladas en tirosina mostraron
diferencias estadisticamente significativas a
los distintos tiempos de incubacidn. La
fosforilacion de proteinas en tirosina
aumentd significativamente en los
diferentes tiempos estudiados (prueba de
Friedman, p<0,0001) (medianas 1 h: 6%; 5 h:
26%; 18 h: 88%). La hiperactivacion alcanzo
su valor maximo después de 5 h de
incubaciéon en condiciones capacitantes y
disminuyd 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 alas 18 h fue:
Mediana=60% (rango: 1-90%). No se encon-
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Discusion y Conclusiones

Los parametros habitualmente
estudiados en las muestras de semen
requieren ser analizados teniendo como
parametro de comparacion valores de una
poblacion de referencia, lo que permitird
dentro de un contexto clinico tomar acciones
terapéuticas o establecer consejos médicos
para el manejo del paciente. Los valores de
referencia de OMS 2010 fueron generados a
partir de los resultados de varios estudios
retrospectivos transversales en muestras de
hombres fértiles. La OMS sugiere utilizar
como valor de referencia para los
parametros del semen solo el limite inferior
y argumenta que valores “demasiado
elevados” carecen de relevancia clinica. Para
justificar esta propuesta el Dr. Cooper (5)
explica la diferencia con otros componentes
sanguineos que mantienen una homeostasis
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precisa para evitar concentraciones ex-
tremas que pudieran ser perjudiciales para
los tejidos blancos, por lo que los limites de
referencia superior e inferior son
significativos. Sin embargo, la composicion
del semen no esta regulada por sistemas de
retroalimentacion estrictos y también es
influenciada por factores como las
secreciones de las glandulas anexas y la
frecuencia de la actividad sexual, es por ello
que la OMS considera apropiado el empleo
del limite inferior de referencia. Sin
embargo, los autores sugieren informar
ambos, el superior e inferior (centiles 5y 95)
ya que describen la distribucion de la
poblaciéon, dando al médico una visién global
dela probabilidad de lograr fertilidad.

Las caracteristicas fisicas, habitos y
ocupaciones halladas son acorde a la
idiosincrasia de los habitantes de Buenos
Aires y se ha observado que el uso de
tecnologia cercano a los testiculos no era
una practica habitual en el grupo fértil, como
tampoco el consumo de cannabis, habitos
no sugeridos por la bibliografia (17) (18) para
la salud testicular. Cabe resaltar que los
parametros seminales de ciertas muestras
de semen de los donantes sorprendieron por
insuficientes calidad, sin embargo podria
verse compensadas por la elevada
frecuencia de relaciones sexuales (2-3 por
semana) reportadas por esta poblacion.

La reaccion inflamatoria detec-
tada en algunas muestras fue un hallazgo no
esperado, aunque se desconoce si estuvo
presente durante la concepcion. También el
valor clinico de la leucospermia es
controvertido enlareproduccion (19).

La ultima edicién del manual
recomienda un sistema sencillo de
clasificacion de la motilidad que diferencia a
los espermatozoides con motilidad
progresiva o no progresiva, de los inmdviles.
Esta nueva guia es para compensar la
imprecisién derivada de los limites humanos
en la identificaciéon de las diferentes
velocidades establecidas por las normas
anteriores de la OMS. En opinidn de los
autores, esto mejora la precision, pero va en
detrimento del valor clinico. La evaluacion
cuantitativa de la cinética espermatica
estudiada por el sistema CASA permite
caracterizar el movimiento de las células
espermaticas en forma objetiva aportando
un dato de valor clinico en la identificacion
de los hombres con infertilidad, por lo que se
propone incluir esta herramienta al
laboratorio de andrologia.

Los usuarios de sistemas CASA
tienden aemplear los ajustes recomendados
por el fabricante en lugar de validar el
sistema en su laboratorio. Esta norma-
tizacion de los parametros de configuracién
permite las comparaciones entre
laboratorios con los mismos equipos, pero
no son estrictamente comparables los
valores, para una misma medicion, en
instrumentos con diferente hardware o
software (20). Por lo tanto, se propone que
cada usuario estandarice y valide su propio
instrumento y que un programa de
evaluacién de calidad externo determine la
variabilidad entre laboratorios. Pero aun
restaria establecer los valores de referencia
en poblacion fértil para que puedan ser
aplicados al diagndstico clinico. En la
presente experiencia se han podido verificar
los datos publicados por los proveedores de
CASA para los parametros de velocidad,
aunque no para la relacién cinética de
rectitudylinealidad (STR, LIN).

En los procedimientos de ferti-
lizacién instrumental de baja complejidad 5
millones de espermatozoides moviles es el
umbral requerido para llevar a cabo la
inseminacion (21). El estudio en esta
poblacion de hombres fértiles reveld una
recuperacion muy superior a este valor
limite (Mediana: 19,4 x 106 esp/mL),
obteniéndose una tasa de recuperacion
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media de 41%. En la experiencia de los
autores la fosforilacidon de las proteinas en
tirosina fue dependiente del tiempo, siendo
mds elevada en los espermatozoides
incubados 18 h en condiciones capacitantes.
La fosforilacion de proteinas en tirosina no
correlaciond con la sobrevida de los
espermatozoides a los mismos tiempos de
incubacion. No se hallé correlacion entre la
hiperactivacién y la fosforilacidn en tirosina,
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 OMS se
verificaron en Buenos Aires, a excepcion del
volumen de semen. Probablemente, la
disminuciéon del volumen observado se
atribuya al hecho de que las muestras de
semen se obtuvieron en el laboratorio, lo
que si bien asegura la estandarizacién del
ensayo, puede ocasionar incomodidad que
se refleja en defecto enla estimulacion.

Los rangos de valores obtenidos
para los pardmetros de movilidad
progresiva, viabilidad y morfologia en
numero totales, como también de los
parametros cinéticos y de las pruebas
funcionales contribuirdn a establecer
futurosvalores de referencia
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