TABLA 6-12: Aproximacién diagnéstica en pacientes oligo-
zoospérmicos. Diagndéstico diferencial entre infeccién de
glédndulas genitales anexas, obstruccién parcial, insufi-
ciencia testicular primaria y causas inmunoldégicas.
(Lunenfeld, 1.984).

ANTECEDENTES Y EXAMEN FISICO

ESPERMOGRAMA > AZOOSPERMIA ——

" OLIGOZOOSPERMIA

N

4
VOLUMEN TESTICULAR

b4

NORMAL
W
INFECCION
s - NO 5 FACTORES
l : INMUNOLOFICOS
INFECCION NODULO |
GLANDULAS GENTTALES EPTIDIDIMARIO . ST
ANEXAS
SI NO
BIOPSIA
TESTICULAR
NORNAL‘///////\\\\\\\ﬁANORMAL
v &
ABSTRUCION INSUFICIENCIA INFERTILIDAD
PARCIAL PRIMARIA INMUNOLOGICA

IDIOPATICA
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TABLA 6-13: Aproximacidn diagnéstica de infertilidad

en paclentes que presentan una oligozoospérmia severa.

Diagndstico diferencial entre obstruccién parcial,

inficiencia testicular primaria idiopdtica y aberra-

ciones cromosémicas. (Lunenfeld, 1.984).

ANTECEDENTES Y EXAMEN FISICO

ESPERMOGRAMA > AZOOSPERMIA ——>

OLIGGZOOSPERMIA

l

VOLUMEN TESTICULAR

NORMAL
TASA FSH
NORMAL & \\\\\\\\\\QELEVADA
NODULO
EPIDIDIMARIO :ii;gziiiﬂ
SI NO NORMAL ANORMAL
BIOPSIA ‘
STICULAR SINDROME DE
TE
KLINEFELTER
NORMAL ANORMAL
|
INSUFICIENCIA
TESTICULAR
OBSTRUCCION
PARCIAL PRIMARIA

IDIOPATICA

st e e et
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A gl : ¥ 5
BLA 6-14: Aproximacién diagnéstica etiolégica

de la astenozoospérmia. (Lunenfeld, 1.984),

ANTECEDENTES Y EXAMEN CLINICO

v
ESPERMOGRAMA ~—————> AZOOSPERMIA —>

\' 4

NORMAL
o BB el T MORFOLOGIA > NORMAL
v
MOVILIDAD
v
DISMINUIDA
v
NEGATIVO & CULTIVO
W
AGLUTINACION POSITIVO
NO SI INFECCION DE
GLANDULAS GENITALES
ANEXAS
FLAGELQS INMOVILES
0 INFERTILIDAD
SINDROME KARTAGENER INMUNOLOGICA
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TABLA 6-15: Aproximacién diagndéstica estioléqgica

de las teratozoospérmicas. (Lunenfeld, 1984),

ANTECEDENTES, EXAMEN CLINICO,
SIGNOS UROGENITALES
ESPERMOGRAMA
OLIGO-ASTENO-TERATOZOOSPERMIA

TERATOZOOSPERMIA

FORMAS ANORMALES

//
70% 70%
INVESTIGACION CARIOTIPO

DE DROGAS TOXICAS ////// \\\
j/‘\\\\\\\u ¢/ \’
(+)

(+) (=3

e

TERATOZOOSPERMIA TERATOZOOSPERMIA
IDIOPATICA CROMOSOMICA

TERATOZOOSPERMI:
TOXICA

S

i
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7. OBJETIVOS

Bl abletivo del presente trabja es
el estudio de la aplicacién del test de hinchamien-
to hipo-osmético (HOS-Test), que mide la integridad
funcional de la membrana plasmdtica del espermato-
zoide, funcién de 1la capacidad de hinchamiento
de 1la membrana qgue cubre el flagelo, .en respuesta
a la exposicién a una medio hipo-osmético, como
pardmetro seminal para el estudio de las anomalias

de la fertilidad masculina y como crite.io de

calidad des espematozoide, correlacionandolc

con otros pardmetros de calidad espermdtica

en las técnicas de separacién de espermatozoides,

utilizadas normalmente en protocolos de fecundacién

asistida (IUI y FIV).

N
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8.1. MATERIALES Y APARATOS

8.1.1. Materiales

Aguijas estériles de un sclo uso 21 G.

Bandeja de pldstico para transporte de porta ob-
jetos.

Canastillas de vidrio para tincién.

Cubetas d° vidrio para tincién.

Cubre objetos de 24x36 mm y 24x60 mm.

Gasas estériles.

Guantes estériles de pldtico de un solo uso.

Gradillas del tamafio ade uado para el tra =porte

de cada tipo de tubos.

Impresos: - Hoja de instrucciones para la recbgi
da de la muestra de semen.
- Hoja impresa para resultados del:es=
permograma. :
Jerinquillas estériles dc un solo uso de 2,
5. 9 .30 wl.

Montante para muestras de microscopia EBukitt.

Papel de filtro.
-Pipetas pasteur de . 150 x 0,7 mm g x 2mi.

Porta objr s de 26 ¥ 76 mm.

i

Recipientes :stériles d. pléstico de boca
ancha, de 100 ml, para la recogida de muestras.

Tubos estériles de pldscico de un solo uso.

g:1.2. tparatos

- Eafio termorregulado (Mod. boushringer Mannhein

Liquitherm y.v.).

e : S rx kile
- pascula de precision (Mod. Stamby Sartoriu

Research) .
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CAa z 3 Tk
~amara de recuento Makler (Sefi Mecdical Instru-

ments) .

Céara fria con temperaturas entre 2° vy 42 C

- Centrifuradora Beckman TJ-6. Selecta Mod. 202
n? 160150.

- Contador manual de células (Erma).

- Cronometro (Mod. Assistent).

Estufa de Cozpare cultivo celular con hombona de

90% N2 5% C02 5% 02 (Anbicdrice Malaguefia ¢ 1.).

- Filtros estériles Millipore (Millex-GV, 0,22 um).

- Microscopio ©6ptico de contraste de fases

il ynpus-ra=-2.
- Millipore de H,0 Alambique (Mod. Milli-Ro).

- Sistema de fotografia Olymous-PM-10AD.

8.2. REACTIVOS

- Acido Clorhidrico 35%. PANRFAC ReZ: 141015,

- Bicarbonato Sédico. MERCK Ref. 6329.

- BSA (Albimina-3érica-Bovina). SIGMA A45N3.

- Citrdto S6dico. SIGMA C.385.

- Cloruro Cé&lc co. MERCK Ref.2083.

- Cloruro Magnésico Sexta-Hidratado. MERCK. Ret
5833.

- Cloruro Potédsico. MERCF Ref. 5043.

- Ccloruro Sédico. MERCK Ref. 6404.

- Dihidrégeno Fosfato potdsico. MERCK Ref. 4873.

- pisodio-Hidrégeno Fosfato. MERCK Ref. 6589.

-  Dpisodio-Hidrégeno Fosfato Hepta Hidratado.
MERCK Ref. 6574. :

- Eosina. MERCK Ref.1344.

- Etanol Absoluto. MERCK Ref. 983.




Fosfato de Sodio menobdsico monochidratado:
MERK Ref. 6346.

Fructosa: SIGMA F-+0127.

Gentamicina: SIGMA G-1014.

Giemsa (Analema).

Glucosa: PANREAC.

Hematoxilina de Harris: SIGMA HHS 1-80.
HEPES: SIGMA H-3375.

Lactato S6dico (50%): SIGMA 1L-1375.
Metanol: MERK Ref. 5009.

Nigrosina: MERK Ref. 15924.
Penicilina-G: SIGMA P-3032.

Piruvato Sédico: MERK Ref. 6619.
Solucidén de Armil.

Ssulfato de Magnesio: MERK Ref. 5885.

Tiras de reactivo para pH: MERK Ref.

MEDIOS DE CULTIVO

4,00

;10

0, 10

Cl,Mg~6H,0 &, 05
PD;HZNa~;20 C, 02
CO3HNa 0,50
Glucosa 0,50
Agua Destilada 500 ml

B. (INRA + MENEZO): API-SYS.iT™ 5.A. 500720 A.
2

BWW (Bigger—Wnitten—Whittingham) (piygers et

1. 971 ).




BWW-Solucidén Stock:
ClNa b, 54
ClK B, 356
Clea 0,189
KHEPOA O, 162
MgSO4;7H20 0,446 g

=

HEG Destilada 1.00C ml

BWW-Final:
Solucidn Stock
NEWCO?
Na Piruvato
BSA (Albumina Sérica Bovina)
Na Lactato (50%)
HEPES 1 molar

Penicilina G- Gentamicina

8.4 MUESTRAS

Las muestras de semen utilizadas en este
estudio procedian de individuos gque acudian
a nuestro laboratorio pera la realizacidén del

espermograma ¥y espermocitograma.

Los pacientes procedentes de ia consulta
de Ginecologia-Ohs‘etricia eran enviados para

el estudio de la fetilidad de 1la pareja, los

procedentes de 1la consulta de Endocrinologia

para diagnético Yy control de las alteraciones
procedentes de ls consulta

doble motivo,

endocrinas y 108

de Urologia 1o hacian por un




por - art 3 =X i i
I una parte @l -egtudio analitico ocon. Fiff

[l 1 a0 '7.;{- 1~ % ~
diagndstico y pot  eokro  —ifado, individuos de

fertilidad probada para su inclusién en un

programa de vasectomia y que fueron utilizades

como grupo control.

8.5.0BTENCION DE LA MUESTRA

Para la obtencidén de (a8 muestra,
al paciente se le hace entrega de una hoja
de ingtrucciones  ‘para la adecuada recogida

v transporte del semen (Tabla 8-1).

La muestra debe ser obtenida trés
un periodo minimo de abstinencia sexual de
7 & 4 dias y méximo de 7 dias. El nombre completo
del paciente, el periodo de abstinencia, la
edad y 1la hora de 1la recoleccién, asi como
la duracién y posibles dificultades se hacen

constar en la hoja del espermograma (Tabla

8-2).

La muestra debe ser obtenida por
masturbacidn y recogida en un recipiente esteril
de boca ancha que previamente se le ha entregado
al paciente, lo gque nos permite obtener una

muestra completa y no contaminada.

Fueron desestimades del estudio las

muestras de semen recogidas con otro método,

como las obtenidas con preservativo ya due

interfiercn en la vitalidad de los espermat0201des




Tabla 8.1: Hoja de i '
& B.1: Hoja de instrucciones para la recogida

y transporte del esperma.

INSTRUCCIONES PARA LA RECOGIDA Y TRANSPORTE
DEL ESPERMA

l.- ES CONVENIENTE MICCIONAR ANTES DE OBTENER
LA MUESTRA.

2.- LAVARSE BITEN EL “APARATO GENITAL CON JABON
ANTISEPTICO, ACLARANDO CON AGUA ABUNDANTE.

.- SECARSE CON GASAS ESTERILES.

4 .- LAVARSE LAS MANOS Y DESINFECTARSELAS CON
SOLUCION DE ARMIL.

5.- OBTENER LA MUESTRA POR MASTURBACION.

ABRIR EL RECIPIENTE ESTERIL POCO ANTES
DEL MOMENTO DE LA DONACION, TENIENDO CUIDADO
DE NO ROZAR LAS PAREDES DEL RECIPIENTE CON

CON EL GLANDE.

7.-  CERRAR EL RECIPIENTE INMEDIATAMENTE, UNA
VE7Z OBTENIDA LA MUESTRA Y PONER EL NOMBRE

Y APELLIDOS EN LA ETIQUETA.

8.- EL TRANSPORTE DE LA MUESTRA AL LABORATORIO
DEBE HACERSE EN EL TIEMPO MAS BREVE POSIBLE
(NO MAS DE 30 MINUTOS) Y SIN SUFRIR CAMBIOS
BRUSCOS DE TEMPERATURA (TRANSPORTAR EN -UN
BOI.STLLO INTERIOR DE Sy CHAQUETA, O PANTALON,

0 ENTRE SUS MANOS) .




Hoja de recogida de datos
del espermograma.

ESPERMOGRAMA

NOMBRE MARIDO:

NOMBRE ESPOSA:

INDICACION:

RECOGIDA DE LA MUESTRA:
Fecha: Duraciébn:
Hora: Dificultad:

Dias de abstinencia:

CARACTERISTICAS DFET. ESPERMA (Hora del andlisis):

Volumen : ml. Numeracidn:

Coler: Movilidad:

pH: - Flechantes:
Viscosidad: Progresivos:
Aglutinacién: No Progresivos:
Cabeceo Lateral: Inmdéviles:

Mov. Rectilineo: 1. Espermatogénesis:
Autoanticuerpos:

Cristales: Leucocitos:

Vitalidad: Morfolcgia:

-Formas vivas: -Formas normales:

-Formas muertas: —-Formas anormales:

Test de Baker: HOS-TEST:

+ =

CBSERVACIONES:




las susta i 3 ici
sustancias mapprmlrndas coricenidas en él

(Zavos, 1.985); a3zi como las muestras obtenidas
por coito interruptus, va gque es muy probable
que la primera parte de' eyaculado se pierda,
que es donde normalmente se encuentra la maxima

concentracidén de espermatozoides.

Las muestras de semen incompletas
fueron excluidas también, particularmente las

gue perdieron la primera porcidén del eyaculado.

En el laboratorio la muestra de semen
se mantiene a 372 C, en una estufa con una
atmoésfera del 5% de C02, hasta el memento de
su analisis.

8.6.ANALISIS DE LAS MUESTRAS: ESPERMOGRAMA

fi.6.1. Caracteristicas Fisicas

SO Licuefaccidn:

Las muestras recibidas en el laboratorio
se mantienen a una temperatura de e R

dejan licuar durante un minimo de 10 minutocs

y un maximo de 30 minutos, desde 1la obtencidn

de 1la muestra, excluyendo del estudio aquellas

muestras recibidas con posterioridad, igualmente,

ias muestras gque 1o licuaron completamente

después de 30 minutos desde B5u recogida fueron

excluidas del estudio.




La licuefaccidn de la muestra de
semen se valora visualmente:
= Semen (fno wilicuadod Forma un gel
totalmente coagulado.
Semen parcialmente licuado: Contiene
numerosos pero pequefios codgulos.
Semen muy licuado: No se observa
ningGn pequefio codgulo, encontrandose

completamente fluido.

BaBsleds Colen:

Por simple inspeccic™ y a temperatura

ambiente se evalua el color de la muestra.

F1 color normal del eyaculado debe
ser gris amarillento-opalescente, pero puede
variar como reflejo de diversos procesos patolégi-
cos ., clasificandolos como color orina, color
hematico, o color amarillo, vya descritos en

la Introduccidn (Tema 5.4.2).

Todas las muestras que presentaron

alteracién del color fueron excluidas del estudio.

8.6.1.3. Volumen:

El1 volumen del eyaculado fue medido
yuda de una jeringuilla de pléastico estéril
mililitres (ml)

con a
desechable, expresandolo en

con una precisién de gécimas de ml.
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Segun el wvolumen del eyaculado,

las
2stras se clasificaron en:

- Hipospérmia: Volumen reducido, menos de 2 @l
- Normospérmia: Volumen normal, de 2 a 6 ml

e

- Hiperespérmia: Vclumen mayor de 10 ml.

Fueron excluidos del estudio las
muestras con hipospérmia marcada (menos de

1] ml) por falta material de muestra para el
estudio,

B8.6.1.4. Viscosidad:

La viscosidad del eyaculado fue determi-
nada con ayuda de vuvna pipeta Pasteur (0,7 mm
de Aidmetro) considerandola normal cuando Sse

podia verter gota a gota.

Consideramos tres categorias d= viscosi-
(+)Se puede verter gota a gota el syaculado.
{++) Cuando al verterlo, les gotas tienden
a formar filamentcs pero que 5e€ desprendet
finalmente, no excediendo la altuca
de 2 cm. -
(+++) Cuando no se puede verter gota & gota,

tendiendo a comportarse de marera filante.

Fueron excluidas del egLudio agquellas

muestras dc semen (ue presentaban hipervisc051dad

(+++) .




8.1.6.5. pH:

El pH de la muestra se mide con tiras

papel reactivo con un rango de pH de 5 a 10,

Con ayuda de una pipeta Pasteur se

vierte una pequefia alicuota de eyvaculado sobre

el papel reactivo. Después de 30 segundos,
el color de la zona impregnada debe ser uniforme

v se compara con la calibracién de colores.

El pH normal del eyaculado se considera

entre 7,6 y 8,1.

En los casos de pH menor de 7,6 la
muestra fue excluida del estudio, ya dque dicho
pH puece afectar a la vitalidad del espermatozoi-

de.

En los casos de pH mayor de 8,1 se
descartaba la presencia de infeccién por medio
del test de Giemsa para determinar y cuantificar
la presencia de ieucocitos, como Se describe
miés adelante en el apartado 8.6.2,7., ¥ B8

caso positivo se excluye del estudio.

8.6.1.6, Cristales:

con ayuda de un tubo estéril de pléstico

de un sélo uso, Ppor simple inspeccion visual, al

trasluz, ge pueden detectar la presencia o]

ausencia de pequefias particulas de aspecto

cristalino.




El crigen de la presencia de cristales
el eyaculado puede ser =ndégeno o exdgeno:
- Origen Enddgeno: No tiene valor diagnético

81 8u presencia es en pequefis.s cantidudes.

- Origen Exogeno: Normalmente debido al méto-
do de recogida de la muestra, principalmente

cristales de talco, por polvos espermicidas.

Las muestras gue presentaban gran
prasencia <¢e cristales o cristales de talco

fueron excluidas del estudio.

8.6.2. Caracteristicas Bioldgicas
8.6.2.1. Concentracién:

La numeracidn de espermatozoides
se - hizo. con ayuda +de 2la camara de recuento
de Makler que permite la determinacién directa
de la concentracidn de espermatozoides sin

diluciones previas, expresando el nimero de

; 6 B
espermatozoides en millones (10 ) por mililitro

(ml), obteniendo el nimero total de espermatozoi-
des del eyaculado multiplicando 1la concentracidn
obtenida por el volumen total de la muestra.

* Camara de recuento de Makler:

La cémara de recuento de Makler




disefiada pot Makler (1.980) especificamente

para las muestras de semen. La cémara en sfi
consta le . dos partes;. parte inferipr yi parte

superior:

= '‘Parte inferior: La parte inferiol ggt

QO

formada por un anillo plano de metal .con
dos elevaciones para facilitar su manipula-
cién. En la superficie Superiler de esté
anillo hay un disco de cristal y elevandose
sobre él hay cuatro columnas  de 'CUSESD
que alcanzan exactamente 10 micras de
elevacidn sobre la superficie central

del disco de cristel.

-Parte superior: la parte superior esté
formada por un discc de cristal rodeado
por un anillo de metal. En la superficie
inferior de este disco de cristal, esté
marcada una rejilla de 1 nm2 de superficie,
subdividida en 100 cuadros de 0,1x0,1

g
mm~ cada uno.

cuando la parte superior de la cdmara

estd sobre 1la parte inferinr, apoyada en 10S

4 goportes de cCuarzo, el espac.l delimitado

Pehala -

entre las dos superficies en 10 de los peyu

cuadrados de 1la rejilla marcada en el cristal,

&g da 0,00l mm3 (0,1 millonésima de ml). De
esta forma, el nimeroc de espermatozoides Qque

contamos en los 10 pequeiios cuadrados es ‘el

mismo nimero en millones (Nex10"~ ) de espermatczol-

des que estardn presentes én 1 ml de semern.



¥ DPre - e - 1 1
IIE‘.DHIGCIOH de la camara:

Previs limpieza con agua destilada
y secado con papel de seda especial para lentes,
se coloca una peqguefia gcta de semen en el disco
central de cristal de 1la parte inferior de

- b L 1
la camara, evitando la formacidén de burbujas

de aire.

Se coloca 1la parte superior de la
~amares. sobre los icuatro .soportes de: cUarzo;
sequrandose con esta maniobra la distribucién

¢ la gota de semen a un grosor de 10 micras.

La camara se coloca bajo el microscopio
éptico de contraste de fases con el objetivo
de 20X y la pieza ocular de 10X, logrando una

magnificacién de 200X.

Se cuentan 1los espermatozoides conteni-
dos sobre 10 cuadrados de la rejilla del cristal

de la cadmara y Se expresan en millones de esperma-

6
tozoides por unidad de volumen, ml (N2x10 spz/ml).

si la concentracién de espermatozoides
de la muestra es muy baja se cuentan los esperma-
tozoides contenidos sobre 100 cuadrados de
la rejilla del cristel de la cémara, multiplicando
en este caso por 100.000 el numero obtenido,

para obtener 1a concentracién de espermatozoides

por ml.

Tras su wuso, la cidmara se lava con

solucién de Armil 'y agus destilada y se seca




con papel de seda especial para lentes

Segun - la ¢onceéntracibdn. ..o numéro @ de
espermatozoides de las muestras, las clasificamos
en:

- Azoospérmicos: cuando no hay espermatozoi-
des en el eyaculado. FEste grupo fue excluido
del estudio.
- 0ligozoospérmicos: Cuando la concentracidn
de espermatozoides es menor de 20x106/m1,
6
o menor de 40x10 spz/eyaculado.
- Normozoospérmicos: Cuando la concentracién
de espermatozoides es mayor o igual a
5 : 6
20x1C°/ml, y mayor o igual a 40xl0 spz/eya-
culad
- Hiperzoospérmicos: Cuando la concentracion
: ; 6
de ecpermatozoides es mayor de 350x10 /ml.
8.6.2.2. Movilidag:

La movilidad de 1los espermatozoides
de la musstra se observa r4pidamente tréas 1la
licuefaccién del semen, utilizando la camara
de recuento de Makler, descrita anteriormente
(8.6.7.1:)] que gragias & 54 escasa profundidad
(10 micras) obliga a los espermatozoides @

mantenerse en

lo Gue permite

el tipo de movimiento. (Mak

observar

¢1 plano de enfoque del microscopio,

con mayor precision

lar, T087).




microscopio éptico de contraste
de fases y una magnificacién de 200x, se cuentan
un minimo de 200 espermatozoides v se expresan
en porcentaje de formas que presentan cada

une de los tipos de moviniento:

- Inmdéviles: ausencias total de movimiento.

No progresivos: movimiento sin progresién
del espermatozoide, dJdel flagelo o de 1la

cabeza.

Progresivos: el espermatozoide presenta

un movimiento de avance.

Flechantes: el espermatozoide presenta
un movimiento hacia adelanta, rectilineo,

rdpidec y vigoroso.

La calidad del movimiento de 1los
espermatozolides de la muestra se determina
mediante la observacién de la presencia de
cabeceo lateral y el grado de movimiento rectili-

neo:

* Cabeceo lateral:

(+) el espermatozoide avanza sin desplaza-

miento apreciable de la cabeza.

el espermatozoide avanza con despliaza-
miento lateral alternativo de la

cabeza de manera apreciable.

(+++) = el espermatozoide se desplaza en Su pro-

con grandes oscilaciones late-

gresibn,

rales de la cabeza.




(+++) = El1 espermatczoide avanza progresivamente

en linea recta.

El espermatozoide avanza con un despla-

zamliento con giros alternativos.

El espermatozoide cambia constantemente
de direcciébn o gira describiendo

movimientos circulares.

Te st de Baker: (Rose et al, 1.976)

£]1 test de Baker se aplica en aquellas
en los que se observa una disiainucidn
porcentaje de formas mdviles, ya que
de la movilidad podria estar causado

defecto de fructosa.

* Medio Beker:
Glucgsa

Na2HPO4—7H20

NaCl

Na HPO4-12H20

2

'<H2LO4 0.01 g

Agua destilada hasta 100 ml

T WP 2 e e




* Método:

- ©Se mezclan Dbien a partes iguales una

pequefia alicuota de semen con un volumen igual

de medio de Baker a 37°C.

~-Se¢ ‘pone una gota en uh porta. objetos

Y. e cubre con an. . cubre objetosy

Se observa Dbajo el microscopio ©éptico
contraste de fases con 200X de magnificacién
si se observa un aumento de la movilidad

solicita un andlisis de fructosa de la muestra.

ias muestras gue presentarci un defecto
fructosa (Baker +) fueron excluidas del

estudio.

B.6.2.3 7 Vitalidad:

El andlisis de la vitalidad de 1los
espermatozoides de la muestra ha sido realizada
utilizando las preparaciones previamente tefiidas
bajo el ricroscopio &ptico de contraste de

fases con 400X de magnificacidn.

La tikcian utilizada ha sido

Fosina-Nigrosina: (Eliasson, 1.977)

- Eosina Y: 1% en dilucidén acuose.

- Nigrosina: 10% en dilucidn acuosa.

9




* Método:

= Sobre un porta objetos, previamente

desengrasado, se coloca una gota de semen.

= 9e afaden doB - gotas de’ Bosina 1% BE

mezclan bien durante 20 segundos.

- Se afiaden tres gotas de Nigrosina 10%

y se mezclan bien durante 10 segundos.

- Sa  wealigs iin- IODCIE EOR CLE ST

se monta con un montante de preparaciones.

Tras la tincién y fijacidén se observa
bajo el microscopio ©6ptico y se realiza un
recuento de espermatozoides vivos y muertos. Los
espermatozoides tefiidcs de color violeta son
agquellos gue han permitido el paso de la eosina
a través de la membrana, indicando el deterioro
de ésta, siendo pues espermatozoides muertos.
Los espermatozoides no tefiidos de color son
los vivos. Se cuentan un minimo de 200 espermato-

zoides vy los resultados se expresan en porcenta-

jes.

Fueron excluidos del estudio las
muestras con un porcentaje superior al 50%

de formas muertas (necrospérmia) .

'8.6.2.5. Aglutinacién:

“ta aglutinacidn altera la movilidad

des y es debida a la presencia

" "de los espermatozoi




T : ; .
de anticuerpos anti-espermatozoides en el plasma

seminal.

iLa aglutinacién se obseva en fresco,

= = =
con ayuda de la camara de recuento de Makler,

bajo el microscopio o6éptico: de contraste de

fases con 200X de magnificacién. Los espermatozoi-
des estdn unidos uno con otro, clasificandose
el tipo de aglutinacidén seglin el tipo de  union

entre espermatozoides:

Cabe:za con cabeza.

Pieza intermedia con pileza intermedia.
Cola con cola.

Punta de cola con punta de cola.

Mixtas.

El grado de aglutinacién, es decir,
la cantidad de espermatozoides que se ven afecta-
dog "vor la aglutinacién, se cuantifican en di-

ferentes grados:

(=) No se observa aglutinacién alguna.
(+) Menocs de un tercio de los espermatozoides
estédn implicados en la agiutinacién.

(++) Entre un tercio y dos tercios de los es=
permatozoides estan implicados en
la aglutinacién.

(+++) = Més de dos tercios de los espermatozoides
estén implicados en la aglutinacién.

(En todos los casos sea cual sea el tipo de unién)

No se incluyen en este apartado como

aglutinacién los espermatozoidel adheridos




a particulas de materia o residuos celulares

por procesos diferentes (hilos de moco
r

adheren-
cias de un espermatozoide inmbévil a otro movil,

uniones a otras células, etc.,).

las muestras que mostraban un gradc
de aglutinacidén superior a una (+) fueron exclui-
das del estudio.

8.6.2.6. Células de la espermatogénesis:

El recuentc de células de la espermzto-
génesis (-espermatogdénias, -espermatocitos I,
~espsrmatocitos II,-espermatidas) se hace con
la camara de recuento de Makler, bajo el microsco-
pio ©Optico de contraste de fases, al mismo
tiempo que cuando se hace el recuento de esperma-
tozoides y se expresan en nuamero de células

por ml de semen.

8.6.2.7. Células blancas sanguineas:

El recuento de células blancas sanguilneas

se realiza con ayuda de 1a camara de recuento
de Mackler, Dbajo el microscopio oéptico y S€

expresan en numero de células por ml.

lLa presencia de leucocitos en Semen

s cantidades es normal, Ppero un aumento
yor de 5 células blancas

en pequefa
en grandes cantidades (ma

sanguineas por cada 100 espermatozoides), se




debe probablemente a un

proceso infeccioso

e
en el tracto genital.. Cuando

se determinaba
una cantidad igual o mayor de leucccitos por
ml se preparaba un recuento mas exacto por
medio de un frotis de 1la muestra, tefiido con
Giemsa, y se remite para andlisis microbiolégicos,

no sieendo utilizadas las muestras en nuestro

estudio.

* Medio Giemsa:

-Fosfato amortiguador, 0.066 M (pH 6.9):
KH,PO, 9,1 g/l 320 ml
Na . HFPO 11,9 g/1 400 ml

2
Ajustagdo el pH con NaCH y afiadiendo
agua destilada hasta 1 litrc.
-~ Solucibén colorante Giemsa:
Romanovski-Giemsa 7 ml

Fosfato amortiguador 160 ml

* Método:
_ e hace un frotis con una gota de semen
sobre un porta objetos, previamente desengrasado.
- Se deja secar al aire.
Se fija con metanc' durante 5 minutos.
Se lava bien con agua destilada.

Se tifie con medio Giemsa durante 10-15_ mi-

Se lava bien con agua destilada.

Se deja secar al aire.
. Se monta con montante de preparaciones

cubre con un cubre objetos.




Tras la tinciér y fijacién se realiza

el recuento de leucocitos v

espermatozoides
bajoc el microscopio ©&ptico de contraste de

fases con 400X de magnificacidén, contando hasta
un minimo de 200 células, expresandose en nimeros
de leucocitos por 100 espermatozoides, Como
se conoce el nGmero total de espermatozoides
por ml, se puede estimar el numero de leucocitos

presentes en 1 ml de semen:

Nuimero de leucocitos por ml.
= Numero de leucocitos contados por 100 spz.

Nimero de spz por ml expresado en millones.

8.7. MORFOLOGIA: ESPERMOCITOGRAMA

El1 analisis de 1las caracteristicas
morfoldgicas de los espermatozoides de las
muestras ha sido determinado utilizando 1las
preparaciones, previamente teniidas, bajo =1
microscopio 6éptico de contraste de fases con

400¥ de magnificacién.

La tincién wutilizada ha sido 1la de

Hematoxilina-Eosina (Barcroff y Cook, 1.984).

* Hematoxilina de Harris:
Hematoxilina (cristal oscuro) 8 g

FEtanol 95% 80 ml

Ssulfato aménico aluminico 160 g




Agua destilada 1600 ml

Oxido mercirico 6 g

* Solucidn dcida-etanol:
Etanol 99,5% 300 ml
ClH coucentrado 2,0 ml

Agua destilada 100 ml

* Método:
-~ Se hace un frotis con una gota de semen
sobre un porta objetos previamente desengra-
sado.
= deja secar al aire.
fija con metanol durante 3-5 minutos.
lava minuciosamente con agua destilada.
tifie con hematoxilina de Harris dﬁrante
minuto.
Se lava bien en agua destilada.
- se pone en d&cido-alcohol (Cl1H 1% en
etanol 70%) durante 2-3 minutos.
- Se lava bien en agua destilada.
- Se tifie con eosina (5% en H20) durante
20 segundos.
- Se lava bien en agua destilada.
Se deja secar al aire.
Se monta con un montante de preparaciones

se cubre con un cubre objetos.

Tras la tincidn y fijacidn, se realiza
el recuento de formas normales y formas anormales
bajo el microscopio 6ptico, contando un minimo
de 200 espermatozoides ¥ los resultados Se€

expresan en porcentajes.




Las formas anormales s5€e determinan

de acuerdo con la clasificacién propuesta por

David et al (1.975) y descrita en otro capitulo.
(Tabla 4-1; Tabla 8-3).

Tabla 8-3: Hoja de andlisis morfoldgico
de los espermatozoides.

Duplicada ___

| En lisis

|
|
|
L
|
L
|
|

Restos citopl. !

i
|
|
|

ANORMALES
INTERJ

| Acodado

FLAGELO

Flagelos aislad

células espermatogénesis

Otros elementos

l OBSERVACIONES

Vo, TR




8.8. HOS TEST (HIPO-OSMOTIC SWELLING TEST)

8.8.1. Solucidén hipo-osmética:

La solucién hipo-osmética se prepara.
mezclando a partes iguales solucién de citrato
sédico y solucidén de fructcsa en agua destilada.
Embas soluciones tcienen wuna molaridad de 150

miliosmoles.

* Q@plucidn de citrato sbédico:
Citrato sédico 2—H2O 1435 4
Agua destilada 1,000 ml

* Splucidén de fructosa:
Fructosa ¥3.51.9

Agua destilada 1.000 ml

Esta solucién resultants. con azicar
y electrolitos permite mantener la integridad

funcional del =zspermatozoide.

g8.8.2. Método practico del HOS-Test: (Jeyendran et
al, ‘1.9a4)

- Se mezclan 0,1 ml de muestra con 1 ml de
solucién hipo-osmética en un tubo estéril de
pldstico de 3 ml.
- Se incuba durante un minimo de 30 minutos a
37¢c en una atméfera de 5% de co, -
. Se toma una muestra del tubo con una

pipeta Pasteur.
- Be pone una gota en un porta objetos

previamente desengrasado y Se cubre con un

cubre objetos.




- 5e deja reposar durante un minimo de 2 mi=
nutos para permitir que todos los espermato-

zoides se Jdepositen en el fondo y se enfoquen

con el microscopio 6ptico en el mismo plano.

- be observa la muestra bajo el microscopio
Optico de contraste de fases con 400X de mag-
nificacién y se cuentan un minimo de 200 es-

permatozoides por muestra.

Son HOS (+) los espermatozoides que pre-
senten cambios en la integridad de su membrana,
produciéndose un hinchamiento en 1la cola de
mayor o menor grado, y HOS (=) ‘aguelios  gule

no presenten cambios.

El porcentaje de espermatozoides
HOS (+) se calcula segin la siguiente férmula:

spz hinchados
% HOS (+)
spz totales
contados

g8.8.3. Cambios morfolégicos del espermatczoide

t¥as HOb-Tesl:

Tras la aplicaciédn del HOS-Test,

los espermatozoides humanos muestran unos cambios

morfoldégicos tipicos, facilmente identificables

bajo el microscopio Optico de contraste de

fases.

La respuesta inicial es un peguerno

engrosamiento © dilatacién de la punta del

flagelo o de la unién de 1la pieza intermedia




y Ié - eola, Posteriormente, las alteraciones

estaran caracterizadas por la presencia de

un 4area de hinchamiento en la punta del

flagelo

(Fig.8.1 b-d), la cola se encorva {Fig.B.1 c-@-al

acortamiento y espesamiento de 1la cola (Fig.
8.1 £}, o© por un  hinchamiento parcial o total

del flagelo del espermatozoide (Fig. 8.1 e-g).

Fig. B.1 Representacién esquemdtica de los
cambios morfolégiccs tipicos del
espermatozoide humano sometido a
una solucién hipo-osmdtica.
(HOS-Test). (Jeyendran et al.,1.984).

(a): No hinchado
(b-g): Diferentes tipos de colas hinchadas




TECNICA DEL SWIM UP

Las muestras de semen incluidas en
el estudio fueron sometidas a 1la técnica del

SWim UD. (Lopata et al, 1.976)

* Método:

- En "1 tubo estéril de plastico se mezclan
las muestras de semen total con un volumen
igual de medio de cultivo Tyrode, para lavado
de la muestra.

- Se centrifuga durante 5 minutos a 1.900 rpm
- Se decanta el sobrenadante en otro tubo.

- El1 precipitado resultante se cubre suave-
mente con 0,5 ml de medio de cultivo Bz.

<  Se centrifuga durante 2C seguncos = a
1.900 rpm.

-~ ®e dncuba la preparacifén ~durante 45
minutes a 37¢~ en una atmosfera del 5% de
CO,, para permitir que los espermatozoides
mas méviles difundan activamente haciu
la capa sobrenadante del medio de cultivo.

- Tras el periodo de incubacién se aspira
1a totalidad del sobrenadante con ayuda de
una pipeta Pasteur y se introduce en un tubo
de pldstico de 3 ml y se tapa.

- El1 precipitado residual se resuspende en

0,5 ml de medio de cultivo Tyrode y con ayuda

de una pipeta Pasteur Sse introduce en Otro

tubo de pldsticn de 3 ml y se tapa.




PROTOCOLO OPERATIVC (Tabla

En el presente estudio se han considera-
do c¢uatro grupes distintos de individuos segan
las caracteristicas del espermograma:

* Normozoospérmicos: Cuando la Concentracién
o numero de espermatozoides de la muestra es
mayor © igual a 20 x 106/ml y maycr o igual

6 .

a 4B ¥ 10 spz/eyaculado; Movilidad mayor o
igual al B50% de formas mbviles (formas a ¥y
b: WHO, 1.987); Morfologia mayor o igual al
502 de formas normales morfoldgicamente; Vitalidad

mavor o igual al 50% de formas vivas.

* Astenozoospérmicos Moderados: Cuandc tie-
neh una Movilidad wmenor wgel 50% Yy mayox del
20%, siendo el resto de 1los pardmetros seminales

normales (Concentracién, Morfologia, vitalidad).

* 0ligczoospérmicos Moderados: Cuando tienen
una Concentracidn de espermatozoides menor
de 20 x 106/nﬂ. y mayor de 10 X 106/m1, siendo
el ‘vesto de ‘los parametros semipales normales

(Movilidad, Morfologia, Vitalidad).

X Oligo—Astenozocspérmicos: cuando tilenen

una concentracidn de espermatozoides menor

6 ;
de 20 x 106/m1 y mayor de 10 X 10" /ml, ¥  Dbna

Movilidad menor del 50% y mayor del 20%, siendo

el Festo de los parametros seminales normales

(Morfologia ¥ vitalidad) .
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R
Todas las muestras incluidas en el

estudio, previa realizacién del espermograma

completo tras 1la licuefaccién y siguiendp el

procedimiento descrito en el apartado 8.6

y el estudio drfoldgico (espermocitograna)

como se describe en ¢l1 apartado 8.7., fueron

procesados segln el siguiente protocclo operativo:

* Se toma una alicuota de 0,1 ml
del eyaculado con una pipeta Pasteur y se reserva
en un tubo  de plastico de 3. ml en estufa 'a

372C y una atmoésfera del 5% de CO,.

* Con el resto de la muestra se realizéd
la técnica del swim-up descrita anteriormente
en el apartado 8.9., obteniendose un Sobrenadante
que contiene los espermatozoides méviles y
un Precipitado residual que contiene los esperma-
tozoides que nc han ascendido a la capa de

medioc de cultivo sobrenadante.

* Con este procedimiento obtenemos

tres fracciones diferentes de una misma muestra:
1.- Eyaculado: Semen total tras la licueifaccién.

2.- Sobrenadante: Fraccién de la muestra que con-
tiene los espermatozoildes méviles que han difundi-

do & la capa de medio de cultivo sobrenadante
tras el periodo de incubacién.

3.- Precipitado: Fraccién de 1la’® muestra que
contiene los espermatozoides que no han difundido

en el medio de cultivo sobrenadante.




*
Cada una de 1las tres fracciones de

cada muestra es sometida al siquiente proceso:

l.- Se realizan las siguientes tinciones de

cada fraccién:

- Hematoxilina-Eosina: Segin el método
descrito en el apartado 8.7., para
la determinacién de las formas normales

morfologicamente.

- FEosina-Nigrosina: Segin el método
descrito en el apartadeo 8.6.2.4., para

la determinacidén de las formas vivas.

2.- Se toma una alicuota de 0,1 mi de
cada raccién y se realiza el HOS-test segln

el procedimiento descrito en el apartadoc 8.8..

3.- Se cuantan en fresco bajo el microscopio
6ptico de contraste de fases, con 400X de magnifi-
cacién, contando un minimo de 200 espermatozoides
Hos (+) y HOs (-), expresando 198 resultados

en porcentajes.

4.- Posteriormente se realizan .ias siguientes

tinciones de cada fraccidn tras haberlas sometido

al HOS-test:

- Hematoxilina-Eosina: segtin el método
descrito en' el apartado 8.7., para
ia determinacién de 1a morfologia,
pudiendo de esta forma distinguir
espermatozoides normales ¥ anormales
gque han realizado o no el HOS-test.
Se observan las muestras bajo el

microscopio o6ptico con 400X de magnifi-




cacidén, clasificando los espermatozoides

en cuciro grupos (Tabla 8-5):

Formas normales HOS

anormales HOS

normales HOS

anormales HOS

- Eosina-Nigrosina: Segin ¢l método

descrito en el apartado 8.6.2.4.,

para la determinacién de la vitalidad
de 1los espermatozoides, distinguiendo
de esta forma espermatozoides viables
(espermatozoides que no han permitido
el paso de 1la Eosina a través de
su membrana plasmitica (Eosina: -) )
v espermatozoides no viables (espermato-
7oides que han permitido el paso
de 1la Eosina a través de 'su membrana
plasmédtica (Eosina +) ) que hayan reali-
¢ado 0 .70 el HOS-test. &€ observan
las muestras bajo el microscopio
éptico con 400X de magnificacién, clasi-
ficando los espermatozoides en cua-
tro grupos (Tabla 8-6):
Formas viables HOS
) no viables HOS
u viables HOS

" viables HOS




TABLA 8-5: Clasificacidén de los espermatozoides

segin su morfologia y el resultado
del HOS-test.

HOS (+)

HOS (=)

MORFCLOGIA
NORMAL

NORMAL
HOS (+)

NORMAL
HOS (=)

MORF . NORMAL
TOTAL

MORFOLOGIA
ANORMAL

ANORMAL
HOS (+)

ANORMAL
HOS (-)

MORF . ANORMAL
TOTAL

HOS (+)
TOTAL

HOS (-)
TOTAL

TABLA 8-6: Clasificacién de los espermatozoides
segtin su vitalidad y el resultado

del HOS-test.

HOS (+)

HOS (=)

VIVOS
EOSINA (-)

VIVOS
HOS (+)

VIVOS VIVOS EOSINA (-)
HOS (-) TOTAL

MUERTOS
EOSINA (+)

MUERTOS
HOS (+)

MUERTOS MUERTOS EOSINA (+)
HOS (=) TOTAL

HOS (+)
TOTAL

HOS (=)
TOTAL




8.11.METODOS ESTADISTICOS

En este apartado se presentan de forma

esquematica los métodos estadisticos que

han sido utilizadkos en el anadlisis estadistico

de los resultados (Martin et al., 1.986).

§.11.1. Calculo de la Media y la Varianza:

Dada una muestra xl,xz,.....xn de - los
valores . de una poblacién mnormal, 1la Media
y la Varianza se calculan mediante las siguien-

tes expresiones:

g.11. Comparacidn de dos mesdias de muestras

independientes:

- Tast de comparacion de dos Medias.

- Test de comparacién de dos Varianzas.




Sea una variable que se estudia
dos poblaciones diferentes. Sea

en
una muestra
XirXgreeoooone X de n valores de la primera
poblacidén y sea YyrYoreeeeeeeaany de m valores

de la segunda poblacién. Sean x, ¥y, g g2

r

% 5! las
Medias y Varianzas estimadas a partir de dichas

muestras y calculadas como se ha indicado ante-
riormente. Se desea comprobar si el valor medio
de la variable en la primera poblacién es igual

o no, al valor medio en la segunda poblacién.

El primer paso es ver si las Varianzas
son homogéneas (iguales) o no, para ello la

cantidad:

2
/ Sy (poniendo en el num2rador

la Varianza mayor)

se compara con una cantidad tedrica F o Qque se
busca en las tablas de Snedecor €on (n-1,m-1)
grados de libertad al & ¢ de error (Tabla A.l4
de 1l1la referencia II) en donde el error X es

elegido en cada ocasién a conveniencia.

Entonces:

<: F o¢ ambas Varianzas
2o son iguales.

ok Fexp.

o F oo ambas Varianzas
Pop. son distintas con
X Eerror.

cuando 1las Varianzas sean 1iguales,




calcular:

cantidad gue se compara con una cantidad tedrica

+ X buscada en la tabla de Student (Tabla A.4

de la referencia II) con (n+m-2) grados de liber

tad v el arror X deseado.

cuando 1las Varianzas sean distintas,

calcular entonces:




en i
donde tx Yook se buscan en la misma tabla

A.4 de Student con (n-1) y (m-1) grados de

liberdad respectivamente. En ambos casos:

51 texp. éé t o« -- entonces las medias de

ambas poblaciones son

iguales.

Si texp. :> t ¢ -— entonces las Mmedias de
ambas poblaciones: son

distintas con un error %.

Al dltimo test se le denomina test
de Cochran (1.967).

8.11.3. Comparacién de dos Medias de muestras

apareadas:

Si (xli;XZi), (421,20, R, son

parejas de valores obtenidos en un mismo individuo

i lcular ey % .B3den 1 pada . individus :
i, galcule d1 i ¥2i y

la Media d4 y la Varianza Sg de 1los valorxres

asi olitenidos. Suponiendo la variable d normal,

calcular:

ararla con una t(n-1) de 1la distribucidn de

significacién, entonces las

y comp
Student. si hay

Medias de las variables x, ¥ X, son distintas.




8.11.4. Test de Wilcoxon para muestras apareadas:

Contrasta si la primera poblacidn
no tiende a dar valores més altos o mds bajos
que la seguanda.

Se calculan las diferencias no nulas
entre cada pareja de datos y se asignan rangos
a sus valores absolutcs. La suma de rangos
correspondientes a las diferencias positivas
es el estadistico de contraste, frente a valores
tedricos tabulados o utilizando una aproximacion

Normal.
8.11.5. Regresién y Correlacién:

La Correlacién y Recta de Regresién

lineales se calcula mediante las expresiones:

(Exi) (iyi)

ixiyi =

(ixi) (Eyi)

2
(Exi)z (gy,)
Y By = e

n




y el contraste de significacién para este dltimo

coeficiente (de Correlacidn) se realiza mediante:

frente a una t de Student con (n-2) grados de

likertad.




‘I‘im!ifén de Eosina-Nigrosin
- Viables-HOS(#) .. ’ No







RESULTADOS

En la Tabla I se muestran los resulta-
dos obtenidos, de 1los diferentes pardmetros
seminales, tras vrealizar el espermograma, del
evaculado en los cuatro v¢rupos estudiados:
Normozoospérmicos, Oligo-, Astenoc-, y Oligo-
astenozoospérmicos moderados. Dicna Tabla L
ha sido representada grdficamente seglin 1la
concentracién (Grdfica 1I(a)), movilidad (Gréfica
I(b)), vitalidad (Grédfica 1il(c)), morfologia
(Grafica 1(d)), y HOS-test (Grafica I(e)) espermé-

TicAa,

Fn la Gréafica 1I(a) se representan
los resultados obtenidos en 1la concentracién
de e=permatozoides en los cuatre grupos estudia-
dos. Bn: funcién de  los criterios aplicados
para la separacién de los grupos se observa
que el grupo de Normozoospérmicos y AstenozoosSpér-
micos moderados, muestran valores normales
en la concentracidn espermdtica (}2Ux106spz/ml),
mien.ras gue e. grupo de 0Oligo~, y Oligc-asteno-
zoOSpérmicos moderados pcresentan valores disminui-

dos de su concentracidén (pg0.001) .

En  la Gréfica 1(p) se representan

jos resultados obtenidos en el porék@.aje de

la movilidad espermatica en los cuatro grupos

estvudiados y que segun 1los criterios utilizados

para la separacién- de ips grupos Se obseiva

que el grupo de Normozoospérmicos ¥ 0ligozcosper-

micos moderados presentan un porcentaje de




formas moviles dentro de los limites de normalidad

( el = B S
(750% de formas méviles), aungue al

comparar
ambos grupos sea menor significativamente en
los Oligozoospérmicos moderados (p<€0.001). Sin
embargo, el grupo d: Asteno-, y Oligo-astenozoos-
pérmicos moderados presentan unos valgres de
formas mdéviles disminuidos, no encontrandose

diferencias significativas entre ambos grupos.

En la Gréafica I(c) se representan
los resultados obtenidos en el porcentaje de
vitalidad de 1los espermatozoides en 1los cuatro
grupos estudiados, observandose dque todos los
grupos entran dentro de los limites de normalidad
(50% de formas vivas), aungue existan diferencias
significativas entre el grupo de Normozoospérmicos

grupos de Astenozoospérmicos moderados

Oligozoospérmicos moderados (p¢0.05).

En la Grafica I(d) se representan los

raaos obtenidos en el porcentaje de formas

mor folégicamente normales en los cuatro grupos
estudiados, estando todos ellos dentro de 1los
1imites de normalidad (250% de formas normales),
sin que existan diferencias significativas

entre ellos.

En 1la Grafica 1I(e) se representan
los resultados optenidos en el porcentaje de

formas HOS-positivas en los cuatro grupos estudia-

dos enncontrandose valores significativamente
s, 2

superiores en el grupo de NOrmozoOSpEermicos

S rupos
comparado con los otros tre grup

al ser




(p £ 0.001), no observandose diferencias entre

estos tres 0ltimos grupos.

En la Tabla IT se muestran el porcenta-
je de formas morfoldégicamente normales, el
porcentaje de formas HOS-positivo y el porcentaije
de formas que presentaron a la vez ambas caracte-
risticas (Formas normales v HOS-positivo),
en las dos fracciones obtenidas tras el "swim-up",
Precipitado y Socbrenadante, observandose unos
valores significativamente mayores de los pardame-
tros estudiados en el Sobrenadante respecto
al Precipitado (p€0.001). La Gréfica II muestra

representacién grédfica de 1los resultados

Tabla II.

Fn la Tabla III se muestran el porcenta
je de formas vivas, el porcentaje de formas
HOS-test positivo y del porcentaje de formas
que presentan a la vez ambas caracteristicas,
es decir formas vivas ¥ HOS-postivo, en las
dos fracciones obtenidas tras el "swim=-up",
Precipitado VY Sobrenadante, observandose Unes

valores significativamente mayores de formas

HOS-positivas en el Sobrenadante respecto del

Precipitado (p(0.00l), no obteniendose diferencias

ignifi ' 3 j rmas vivas
significativas eéen el porcentaje de fo i

y formas viva: -HOS positivo entre ambas fracclio-

nes. La representacién Grafica de la Tabla II1 se




muestra en la Gréafica IIT.

La Grédfica IV muestra 1la relacién
entre el porcentaje de formas morfoldgicamente
normales y el porcentaje de formas HOS-test
positivo en el eyaculado de todas las muestras

sometidas a nuestro estudio, observandose una

correlacidén positiva, estadisticamente significa-

tiva (p<90.01; 1r=0.450108; Formas HOS-positivo=
22°.748] + 0.3638 x Formas normales), ‘efitre
ambos parametros. Los valor:s referidos se

expresan en la Tabla IV.

La Gréfica V(a) representa los resulta-
dos obtenidos en el eyaculado de 1las muestras
estudiadas, al relacionar el porcentaje de
formas vivas (Eosina f=)), ton B porcentaje
de formas HOS-test positﬁo, observandose unAa
correlacién positiva, estadisticamente significa-
tiva (p<£0.02; r=0.4133; Formas HOS-positivo=
25.4366 + 0.3103 % Formas vivas), entre
ambos pardmetros. Los valores referidos se

expresan en la Tabla v(a).

La Gréfica V(Db) representa 1o0s resulta-

dos obtenidos en el eyaculado de las muestras

estudiadas, al relacionar el porcentaje de




formas vivas tras la realizacidn del HOS (Eosina

(-)), con el porcentaje de formas HOS—test.

positivo, no existiendo correlacidén estadistica-

mente significativa entre estos
(r=0.110672; N

parametros
.S.). Los valores representados

en esta Grédfica se expresan en la Tabla V(b).

La Gré&fica VI  recoge la . rélagidn
entre el porcentaje de formas morfolégicamente
normales y el porcentaje de formas con resultado
positivo en el HOS-test, en el Precipitado
de todas las muestras estudiadas, observandose
una correlacidn positiva, estadisticamente
significativa (b £ 0.00}; r=0.535916; Formas
HOS-positivo = 22.5928 + 0.3763 x Formas Normales)
entre ambos pardmetros. Los valores representados

en esta Grafica se expresan en la Tabla VI.

La Grafica VII(a) representa 108
resultados obtenidos al relacionar el porcentaje
de formas vivas (Eosina (-)), con el potcentaje
de formas HOS-test positivo en el Precipitado
de las muestras estudiadas, observandose una
correlacién positiva, estadisticamente significa-
fiva {(p£0.05; ¥=0.0424];  Formas HOS-positivo=
26.2522 + 0.2809 x Formas vivas), entre ambos

pardmetros. LOS valores referidos se expresan

en 18 Tabla VIIia).




En la Grdfica VII(b) se representan
los resultados obtenidos al relacionar el porcen-

taje de formas vivas tras la realizacién del

HOS (Eosina (-)), con el porcentaje de formas
HOS-test positivo en el Precipitado de todas
las muestras estudiadas, no existiendo correlacidn
estadisticamente significativa entre estos
parametros {e=0,221112; N.5.). Los valores
representados en la Grafica VII(b) se expresan
en la Tabla VII(Db).

La Gréatfica VIII expresa la relacidn

afic
entre el porcentaije de formas morfolégicamente

normales y el porcentajie de formas HOS-test
positivo en el Scbrenacdante de todas las muestras
incluidas en nuestro estudio, cbservandose
una correlacidn positiva, estadisticamerite
significativa (p < 0.001; r=6037; Formas HOS-
-positivo = 18.0897 + 0.5505 x Formas normales),
ontre ambos pardmetros. Los valores referidos

se expresan en la Tabla VIII.

En 1la Grafica IX(a) se representan
los resultados obtenidos al relacionar el porcen-
taje de formas vivas (Eosina (-)) y el porcentaje

de formas HOS-test positivas, medidos en el

Sobrenadante de 1as muestras estudiadas, obser-

e L geTh i
vandose una correlaclion positiva, estadisticament

significativa (p <0.C1; r=0.5625; Formas HOS-




positivos = 13.8474 + 0.5007 x Formas Vivas),

entre ambos pardmetros. Los valores

se expresan en la Tabla IX(a).

referidos

En la Grdfica 1IX(b) se representan
los resultados obtenidos al relacionar el porcen-
taje de formas vivas tras la realizacidn del
HOS-test (Eosina (-)), con el porcentaje de
formas HOS-test positivo en el Sobrenadante
de todas las muestras estudiadas, no existiendo
correlacidn estadisticamente significativa
entre estos pardmetros (r=0.1208; N.S.). Los
valores representados en 1la Grafica se expresan
en al Tabla IX(Db).

En  la Grafica X se representan 1los
resultados obtenidos al relacionar el porcentaje
de formas con movilidad progresiva y el porcentaje
de formas HOS-test positivo en el Eyaculado
de individuos Normozoospérmicos, observandose
una correlacién positiva, estadisticamente

significativa (p € 0.01; r=6070; Formas HOS-

positivo = 9.4208 + 0.6546 x Formas con movilidad

porgresiva), entre ambos pardmetros. Los valores

referidos se representan en la Tabla X.

1a° Geffios X1 - SR representan




los resultados obtenidos al relacionar el por-

centaje de formas con movilidad progresiva

y el porcentaje de formas HOS-test

positivo
en el Eyaculado de individuos infértiles (0" igo-,

Asteno-, y Oligo-astenozoospérmicos moderados),
observandose una correlacidén positiva, estadisti-
camente significativa (p<0.0l; r=0.6428; Formas
HOS-positivo = 19,1087 + 0.5559 x Formas con
movilidad progresiva), entre ambos paradmetros.

Los valores referidcs se expresan en la Tabla XI.

En la Grédfica XII Sse representan
los resultados obtenidos al relacionar el porcen-
taje de formas con movilidad progresiva y el
porcentaje de formas HOS-test positivo en el
Evaculade de todos 1io0S individuos, considerando
conjuntamente todos los grupos estudiados,
Normczocspérmicos, Qligo-, Asteno-, y Oligo-
Astenozoospérmicos moderados. observandose
una correlacion positiva, estadisticamente
significativa (p<0.001; r=0.6345; Formas HOS-
-positivo = 19.5454 + 0.4694 x Formas con Movi-
lidad progresiva), entre ambos parédmetros.

Los resultados referidos se representan en

la Tabla XII.

En 1la Tabla XIII se muestran los
enidos al relacionar el porcentaje
del HOS-test

resultados obt
de formas con resultado positivo




con los pardmetros estudiados al realizar el

andlisis del espermograma en el eyaculado de

todos 1los individuos estudiados, no observandose
una correlacidén significativa entre el resultado
positivo del HOS-test y concentracién, numero
total de espermatozoides, y movilidad, considerando
en este caso el porcentaje de formas mbviles,
y no unicamente los porcentajes de formas que

muestran movilidad progresiva.

En la Tabla XIV se muestran los resulta-
dos obtenidos al realizar el HOS-test antes
(HOS-eyaculado) y después (HOS-sobrenadante)
de la separacién de los espermatozoides mediante
1a técnica de seleccién de "swim-un" en individuos
Normozoospérmicos, Oligo-, Asteno-, y Oligo-
astenozoospérmicos moderados, observandose que
tras el swim-up se obtienen unos niveles méas
altos en ©1 % de formas HOS-positivas en individuos
gue no mostraban un defecto de movilidad en

su espermograma (Normo- y 0ligol.

Fn la Tabla XV se muestran los resultados
de los diferentes parémetros seminales en la
poblacién general estudiada en nuestro laboratorio
y que fue clasificada en los grupos correspondien-

tes de acuerdo con los parametros establecidos

por 1la Organizacién Mundial de 1la salud (WHO,

1.981), A dicha poblacidn general pertenecen

las muestras utilizadas para 1la realizacion

del presente estudio.




TABLA I

valores de la Concentracidén de esperma-
tozoides (spz x 106/m1); de 1la Movilidad (%); de
la Vitalidad (%); de la Morfologia (%); y del
test de Hinchamiento HYipoosmético (HOS-test) (%) ;en
los grupos de individuos Normozoospérmicos,
Astenozoospérmicos Moderados, 0ligozoospérmicos

Mcderados ¥ Oligo-Astenozoospérmicos Moderados,

i +
expresados en Meciia ~— error standars de 1la

Media (x * sgM). (Representado en 1las Graficas

Yt b e 0 yEll
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TABLA II

Resultados del porcentaje de formas
cen Morfologia normal; formas con resultado
positivo tras el test de hinchamiento hipoosméti-
co; vy formas con Morfologia normal Yy HOS-test
positivo; en el Precipitado ¥ Sobrenadante
obtenido tras aplicar el método de separacién

selectiva de espermatozoides de "swim-up",

. + .
expresados en Media ~— error standars de la

. + ha s
Media (x — SEM). (Representado en Grafica 1I).
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TABLA III

Resultados del porcentaje de Vitalidad;
vVitalidad tras HOS-test (Eosina (-)); formas
con resultado positivo tras el HOS-test; ¥y
formas Viables y Hos-test positivo; en el Precipi-
tado y Sobrenadante obtenido tras aplicar el

método de separacidn selectiva de espermatozoides

3 +
de "swim-up", expresados en Media - error standars

de 1la Media (x * sEM). (Representado en Grafi-

o8 TIE).







TABLA IV

Ccorrelacién entre el porcentaje de
formas con Morfologia normal y el porcentaje

de formas con resultado positivo ‘en el test

de hinchamiento hipoosmético en el Fyaculado.

correlacién de Pearson Yy Recta

(coeficiente de

de Regresién). (Representado en Gréafica IV) .




TABLA IV

Morfologia

F.Normales (%) (%)

Formas HOS (+)

65
70
61
€5
54
58
46
1
15
63
35
47
33
44
56
54
64
66
62
66
67
59
61
32
63
o ]
67
70
40
62
66
83
81
57
47
61

48
44
46
40
61
31
15
29
19
43,
50
36
28
55
51
14
32
43 .
53
53
56
59
37
42
53
54
45
55
16
51
46
50
48

s il
i

40
32

3
ex
F.HOS (+) = 22.7461 + 0.3638 % F.Normales

r = 0.450108
p < 0.01
- 2.939 (g.1.=34)







TABLA V (a)

Correlacién entre el porcentaje de
formas viables . (Eosina (<)) "y el porcentaje
de formas ‘con ‘- resultado positivo en el test
de hinchamiento hipo-osmético en el Eyaculado.

(Coeficiente de correlacién de Pearson Yy Recta

de Regresién). (Representado en Grafica Vv (a)).




TABLA V (&)

Vitalidad Formas HOS (+)
F.Vivas (%) (%)

5 28

2 44
a0 46
63 40
52 -1
66 31
2 s
i3 29
28 19
4 43
26 40
53 ; 36
58 35
55 55
52 51
85 32
59 43
74 53
65 63
71 56
5 59
51 A9
86 42
44 53
59 54
74 45
65 51
64 46
86 48
88 70
74 40
58 4?2

r = 0.4133
p € 0.02

t . 2.%675 lg.i.= 30)
exp.

F.HOS (+) = 25.4366 + 0.3103 x F.Vivas Jj







TABLA V (b)

Correlacién entre el porcentaje de

formas Viables tras i#l0S=tés"” (Eosina (-=)) ¥
el porcentaje de formas con resultado positivo
en el test o @e hinchamiento hipoosmctico ea
el ©Eyaculauo. (Coe!iciente de correlacién de

pearson). (Representado en Gréfica Vv (bl




TABLA V (b)

Vitalidad

Formas HOS (+)
F.Vivas (%) (%)

48 16
59 62
18 59
¥ 44
8 64
29 13
18 26

1 8
i1 21
69
49
35
47
49
7N
28
82
A1
50
i
52
53
45
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TABLA VI

Correlacién entre el porcentaje de
formas con Morfolegia normal y el porcentaje
de formas con el resultado positivo en el test
de hinchamiento hipoosmético en el Precipitado.

(Coeficiente de correlacién de Pearson y Recta

de Regresién). (Representado en Gréafica V1)




TABLA VI : Precipitado

Morfologia

Formas HOS (+)
F.Normales (%)

(%)

72 54
86 45
69 41
55 53
54 28
39 20
29 26
37 23
48 62
35 29
32 392
32 39
40 45
50 50
54 a7
52 39
58 £
il 46
66 46
bl 39
742, 32
69 63
58 55
54 33
67 68
26 35
7 50
47 52
49 59
77 49
31 27
67 47
67 40
65 54
45 45
49 39
£2 34

r = 0.535916
p < 0.001
t - 3.809 (g.1.=36)
exp.
piHoE {+) = 22.5828 ¥ 0.3763 x F.Normales







TABLA VII (a)

Correlacidn entre el porcentaje de
formas viables (Eosina(-)) 'y el porcentaje
de formas con el resultado positivo en el test
de hinchamientos hipo-osmotico en el Precipitado.

(Coeficiente de cerrelacién de Pearson y Recta

de Reqresién). (Representado en Gréfica vVII (a)).




TABLA VII (a)

Vitalidad

Formas HOS (+)
F.Vivas (%) (2)

78 54
45 45

41
54
28
20
26
23
29
3%
48
37
39
52
46
56
32
63
55
33

= 0.4247
p<0.05
- -~ 2.0979 (g.l.=18)

exp. r
F.HOS (#) = 26,2522 # 0.2809 x F.vVivas







TABLA VII (b)

Correlaciédn entre el porcentaje de
formas Viables tras HOS-test (Eosina (=)} ¥
el norcentaje de formas con resultado positivo

én &1 fest @3 hinchamiento hipoosmético en

el precipitado. (Coeficiente de correlacidn

Je pearson). (Representado en Grafica VII (B3 ).




TABLA VII : Precipitado (b)

Vitalidad Formas HOS (+)
F.Vivas (%) (%)

T3 54
33 57
10 56
33 58
0 30
15 37
0 32
35 72
14 61
11 65
11 51
49
68
39
92
55
54
26
39
37
48
52
38

r - @.221402

N. 5.
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TABLA VIIT

Correlacién entre el ©porcentaje de
formas con Morfologia normal y el porcentaje
de formas con resultado positivo en el test
de hinchamiento hipoosmético en el Sobrenadante.

(Coeficiente de correlacidén de Pearson Yy Recta

de Regresién). (Representado en Grafica Vizi)k.




TABLA VIII : Sobrenadante

Morfoloqia Formas HOS (+)
F.Normaies (%) (%)

7l 56
83 64
66 60
57 52

R2 78
64 o
44 28
29 22
19 30
75 68
44 61
56 61
37 42
47 i
61 573
64 37
75 46
66 58
A9 52
g1 45
78 62
85 62
79 60
66 61
65 58
7 88
44 22

1.2

2
50

79

g4
80
91

r = 0.6037
p £ 0.001

t = 4.4-37 (g‘l°=36)
exXp.

Hoe (+) = 18.0837 * 0.5505 x F.Normales
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TABLA IX (a)

Correlacién entre el porcentaje de
forpas  viables (Eesmipal(=)! ¥ &l porcentaije
de formas con resultado positivo en el test
de hinchamiento hipo-osmético en el Sobrenadante.

(Coeficience de correlacidén de Pearson Y Recta

de Regresidn). (Representado en Gréafica IX (a)).




TABLA IX (a): Sobrenadante

Vitalidad Formas HOS (+)

(%)

F.Vivas (%)

83 64
84 60
84 52
€l 32

38 2

61 22
57 30
78 68
46 51
44 42
52 51
59 e gy
81 46
74 58
86 52
68 45
72 60
61 61
58 37
75 .

r = 0.5625
p < 0.01

. - 2.9934 (g.1.=18)
exp.

F.HOS (+) = 13.8474 ¢ 0.5007 x F.Vivas
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TABLA IX (b)

Correlacién entre el porcentaje de
formas Viables tras HOS-test (Eosina =¥ ¥
el porcentaje de formas con resultado positivo

el test de hinchamiento hipoosmético en

Sobrenadante. (coeficiente de correlacidén

pearson). (Representado en Grafica IX (b)) .




TABLA IX (b): Sobrenadante

Vitalidad Formas HOS (+)

F.Vivas (%) (%)

38 54
27 61
39 67
40 79

0 39
2 20
5 24
81
o0
66
27
35
44
35
56
73
54
52
69
66
77
52
56

ik
Do
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TABLA X

Correlacién entre el porcentaje de
formas con movilidad progresiva y el porcentaje
de formas con el resultado positivo en el test
de hinchamiento hipo-osmético en el Eyaculado

de individuos Normozoospérmicos. (Coeficiente

de correlacién de Pearson y recta de Regresién).

(Representado en Grafica Xl




TABLA X : Normozoospérmicos

Formas con Mov. Formas HOS (+)

Progresivo (%) (%)

66 44

5 46
68 43

63 35
60 51
55 43
80 53
73 63
58 56
61 59
473 37
73 78
59 48
59 42
33 27
40 14
45 53
43 54
42 40

+ =0, 607D
o el
“9.8270 &1, = $9)

exp.
=p9.4208 + 0.6546 x F.Mov.Prog.







TABLA XI

Correlacién entre el porcentaje . de
formas con movilidad progresiva Yy el porcentaje
de formas con el resultado positivo en el test
de hinchamiento hipc-osmético en el eyaculado
de individuos infértiles (0ligo-, Asteno-, ¥

Oligo-astenozoospérmicos moderados). (Coeficiente

de correlacién de Pearson y Recta de Regresidn).

{(Representado en Grafica XI).




TABLA XI: Infértiles.

Formas con Mov. Formas HOS (+)

Progresivo (%) (%)

29 40
31 32
i 24
12 17
17 34
21 45
15 16
57 40
49 61
35 36
18 38
16 31
25 s

= 0.6428
p<0.01

’ - 3.0255 (g.1.=11)
eXp.

P.BOS t+) = 19.1087 + 0.5559 x F.Mov.Prog.







TABLA XII

Correlacidn entre el porcentaje

formas con movilidad progresiva y el porcentaje

de formas con resultado positivo en el test
de hinchamiento hipo-osmdético en el eyaculado
de todos 1los individuos estudiados, fértiles

e infértiles (Normozoospérmicos, OLigo-, Asteno-,

y Oligo-astenozoospérmicos moderados) . (Coeficien-

te de coriclacién de Pearson ¥ Recta de Regre-

sién). (Representado en Grafica XII).




TABLA XIT

Formas con Mov. Formas HOS (+)

Progresivo (%)

(%)

= 44
59
68 .
63 :
60 -
55 s
80 g
73 o
i 56
ol 59
£ 37
te 78
> 48
= 42
33 27
o 14
45 53
43 54
42 _ 40
29 40
35 32
21 .24
12 17
17 34
21 45
15 16
S 40
49 61
35 36
25 29

18 38
16 31

r = 0.6345
p £ 0.001
i S 4.T51 (gl = 30N

exp.
F.HOS (+) = 19.5454 + 0.4694 x F.Mov.Prog,
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TABLA XIII

Ccrrelaciodn entre el porcentaje
de formas con el resultado positivo en el test
de hinchamiento hipo-osmético y los parémetros

del espermograma: -concentracidé (spz X 106/m1);

—.amero total de espermatozoides (spz x 106/eya);

-movilidad (%) . (Coeficiente de correlacidn

de Pearson).
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TABLA XIV

Valores del resultado positivo en

el test de hinchamiento hipo-osmbético antes

(HOS-eyculado) y después (HOS-sobrenadante)

de 1la separacién ‘de los espermatozoides mediante
la técnici de seleccién de "swim-up" en individuos
Normozoospérmicos, 0ligo-, Asteno-, y 0Oligo-
astenozoospérmicos moderados, expresados en

Media + error estandard de la Media (X + SEM).
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TABLA XV

Resultados de los valores medios
de los pardmetros seminales del espermograma:
< uslusien-i{mt)y, - pHy *= Concentracién (spz
X 106/m1), - pNGmero total de espermatozoides
(spz x 106/eyaculado), - Movilidad (%), - Morfolo-
gia (%), - vitalidad (%), obtenidos en nuestro
laboratorio en los grupos de referencia Normo-, AS

teno-, Oligo-, Oligo-Asteno- ¥ Azoospérmicos,

. + e
expresados en Media - desviacion standars de

1a Media {(x % 'spMm).
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10. DISCUSION

Los individuos de la poblacidén general,
estudiados en nuestro laboratorioc, fueron clasi-
ficados en cinco grupos: Normo-, Oligo-, Asteno-,
Oligo-asteno-, y Azoospérmicos segin los distintos
pardmetros del espermograma y de acuerdo a
los valores estandard de la Organizacién Mundial
de 1a Salud (WHO, 1.987) (Tabla XV).

Dentro de esta poblacién  general,
s= ha estudiado una subpoblacidén de individuos,

clasificdndolos como:

Normozoospémicos
0ligozoospérmicos moderados
Astenozoospérmicos moderados

Oligo-astenozoospérmicos moderados

A los diferentes grupos clasificados
ge les ~aplicd el procedimiento experimental.
Los resultados de 1los diferentes pardmetros
seminales medidos, expresados en 1la Tabla I,

no muestran diferencias significativas a los

de la poblacidn general (Tabla XvV), al comparar

uno de 1los diferentes grupos clasifica-

cada

dos.




La inclusién .n este estudio de

grupos experimentales de individuos
Asteno-, y

los
Oligo-,
Oligo-astenozoospérmicos moderados,

se debe fundamentalmente a las razones siguientes:

* Al realizar una grafica representativa

de 1los diferentes pardmetros seminales
de individuos fértiles e infértiles
existe una zona media de solapamiento,
constituida por aquellos individuos
que, presentando valores normales
en cuanto a su numeracién y/o movilidad
espermatica, son estériles, y por
el contrario, otros individuos con
valores anormales son fértiles (Jeyendran
et al., 1.986). Esto impediria el
establecimiento de limites perfectamente
definidos para cada parametro seminai,
por encima o debajo del cual, pudieramos
afirmar 1la fertilidad o infertilidad
del individuo. Siendo aquellas muestras
que presentan algun defecto moderado,
las que presentarian una mayor dificultad
5 1a hora de predecir su capacidad

fertilizante.

* El1 procedimiento de seleccién de
espermatozoides utilizado en este
estudio, técnica de ngwim-up", va
a depender por un lado de la concentra-
cién inicial de espermatozoides y
por otro de la movilidad de los esperma-
tozoides. Una muestra que presente




defectos severos en los parametros
de concentracién y/o movilidad, defini-
ridn por si la infertilidad del individuo
y antes de ser admitidos en un programa
de reproduccidén asistida (IUI o FIV),
tendria que ser sometido a tratamientos
generales (previo estudio clinico
etiopatogénico).

* Debido a que el proceso de seleccidn
de espermatozoides de "swim-up" se
basa precisamente en la movilidad
del espermatozoide, gque se manifiesta
en su capacidad de poder emigrar a
la fraccidn de medio sobrenadante,
un defecto severo en la concentraciodn
y/o movilidad resultaria en la obtencién
de un numero infimo o nulo de espermato-
zoides seleccionados, lo que impediria

el posterior estudio de la muestra.

A pesar del hecho de que hay un gran
nGmero de fendmenos biogquimicos asociados a
las gbnadas masculinas durante 1la reproduccién
y que sin un desarrollo satisfactorio, el esperma-
tozoide seria incapaz de fertilizar con éxito
al ovocito, no se ha prestado suficiente atencidn
a. 1a> quiaica del eyaculado y particularmente

a la del espermatozoide, siendo los niveles

de Fructosa, Acido Citrico, Fosfatasa Acida,

L-Carnitina, Potasio, Glicerofosforilcolina

y Zinc, 1los parametros bioguimicos més indicativos




de la funcionalidad del Sistema
Masculino.

Reproductor

Una de las propiedades Dbioguimicas

mas importantes del espermatozoide es su capacidad

de transporte de componentes a través de su
membrana, que va a depender de 1la integridad
funcional de la membrana del espermatozoide,
siendo este proceso esencial no sdélo para la
movilidad del espermatczoide, sinc también para
la induccién de 1la capacitacién y 1la reaccién
acrosémica, acspectos fundamentales para la fecun-
dacién de ovocitos. Asi, cualguier alteracién
de la permeabilidad de la membrana del espermato-
zoide, podria influir en dichos procesos y conse-
cuentemente en los procesos de interacciédn

entre el espermatozoide y el ovocito.

Los estudios histoldgicos del espermato-
zoide, bien con microscopio o6ptico o electrénico;
sé6lo nos muestran cuando la membrana estd morfold~-
gicamente intacta. Igualmente ocurre con las
tinciones supravitales (porcentaje de espermato-
zoides vivos [/ pcrcentaje de espermatozoides
muartos), gque miden 1la capacidad de 1la eosina
de pasar a través de 1a membrana del espermato-
zoide, 1lo cual fUnicamente indicaria que dichas
membranas estén morfoldégicamente alteradas,

debido a posibles dafios de la misma o a la muerte

del espermatozoide.

Cuando el espermatozoide se expone

a condiciones hipo-osméticas puede reacclonar




de dos formas diferentes:

- Si la membrana del espermatozoide
esté funcionalmente intacta, ésta
va a impedir la salida de las moléculas
osmoticamente activas, por lo que
el espermatozoide contrarrestara el
desequilibrio osmético captando agua
de su entorno. Este flujo de agua
aumenta el velumen del espermatozoide
y la membrana plasmdtica se hincha

(espermatozoides HOS-test positivo).

e Por el contrario, si la membrana
del espermatozoide estuviera funcional-
mente o estructuralmente alterada,
no podria reaccionar contra el choque
hipo-osmético, dado gque tanto el agua
como las sustancias osméticamente
activas podrian atravesar la membrana
plasmitica (espermatozoides HOS-test

negativo).

£l hinchamiento de la membrana plasmitica
del espermatozoide sometido a wun medio hipo-
osmbtico, se hace particularmente evidente en
1a cola del espermatozoide, facilmente observable

bajo microscopio de contraste de fases. Este

efecto puede ser debido a que la cola sea especial-

mente sensible a las condicioneshipo~osmoticas,

bien porque esté unida m&s débilmente a 1las

estructuras subyacentes queé ia membrana .de 1la

cabeza, o bien porque E€n la cabeza del esperma=




rozoide existe 5010 3
t ide exista solo un pequefic compartimento

de fluido, de tal forma que no sea cbservable

el aumento de volumen que ocurre con la entrada
del agua en el HOS-test.

Podria ocurrir  que 1a membrana de
la cabeza y 1la de 1la cola del espermatozoide
funcionaran independientemente Ja. . una - aee g
otra, de ser asi, 1la medide del hinchamiento
de 1la cola, podria no ser indicativo de wuna
actividad funcional normal de la wembrana de
la cabeza. Evidentemente, la capacitacién vy
posterior fusién del espermatozoide con las
envolturas del ovocito, requieren numerosos
cambios de membrana en la cabeza del espermato-
zoide, sin los cuales dichos procesos no podrian
llevarse a cabo. Jeyendran et al. (1.971),
han encontrado una alta correlacién entre estos
hechos v la capacidad de la cola para hincharse
en solucién hipo-osmética, por lo que el hincha-
miento de 1la cola del espermatozoide indicaria
también una funcionalidad normal de 1la membrana

de la cabeza del espermatozoide.

Los porcentajes de formas A0S positivo,
obtenidos en nuestros resultados, son ligeramente

inferiores a 1los mostrados por Otros autores,

probablemente debido al procedi  .ento operativo,

tras la realizacién del HOS test, 108
tefiidos. Dicha

ya que
espermatozoides eran fijados - ¥
precesamiento de 1las muestras podria
el resultado del

técnica de
influir de alguna forma en

test, aungque el resultado final es proporc1onal




al resultado obtenido en fresco gue si se
2sCco, S
corresponde con 1os mostrados por otros autores

{observaciones personales).

Clasicamente, la concentracidn v &N
movilidad espermatica, han sido considerados
como los mejores parametros seminales para valorar
la fertilidad de un individuo (Mcleod y £Cold
{b}; 1.951; McLecd, 1.965), siendo aceptado
generalmente por todos 1los autores 1los 1limites

riores de dichos pardmetros (Sherins y Howards,
1.978). No obstante, recientes hallazgos indican
gue espermatozoides con ausencia de movilidad,
por pérdida de los brazos de dyneina o mnovilidad
discinética, son capaces de znetrar ovocitos
de hamster desprcvistos de zona pelicida (Aitken
et al., 1.983 (b); WwWilliamson et 'al,,  1.-5988j

Morgan et al., 1.986).

Los parédmetros medidos por todos 10s
laboratorios al realizar un andlisis de semen
estandard, incluyen ademds el volumen, la vitalidad
y la morfologia. Basandose en estos parametros
se intenta determinar cuando un paciente es
fértil ‘o no fértil. Sin ewbargo,. 83 evidente
que estos pardmetros pueden ser inadecuados

e insuficientes para 1los propésitos diagnésticos

(Blasco, 1.9B84; Bostolfle et al., 1.984). Asl;
por ejemplo, existe un porcentaje significativo

de hombres gque han tenido hijos, aungue Su esSpermo=

grama mostraba una concentracidn de espermatozoides

de 20 millones por mililitro
se considera como indicador

menor de semen,

lo que generalmente




de infertilidad o subfertilidad. Lo mismo parece

ocurrir con los demds pardmetros seminales estar-

- | - .
dard medidos. Sin embargo, estas conclusiones

estan basadas en estudios in vivo, realizadas

en hombres que siendo ya padres, se les ha reali-
zado un analisis de semen, meses o afios cespués
de haber engendrado a &89 . altimo hijo, po¥ 18
que los pardmetros seminales pecdrian haber sufrido
alguna modificacién con el tiempo, no constitu-

yendo un valor real indicativo de su fertilidad.

La funcionalidad de 1la membrana medida
por el HOS-test, constituye un importante para-
metro en el procesc de 1la fertilizacidn segiin
Jeyendran et al. (1.984), gque encuentran en
el evaculado una correlacién altamente significa-
tiva entre el porcentaje de espermatozoides
HOS positivo y 1los indices de capacitacién de
los mismos y los de fusidn con ovocitos de hamster

desprovistos de zona peldcida.
P

En nuestros resultados se observa
una disminucién significativa (p<0.001) en el
porcentaje de formas HOS positivo en el eyaculado
en pacientes 0ligo-, Asteno-, y Oligo-asteno-
zoosSpérmicos moderados, cuando se comparan con

individuos con espermograma normal (Tabla I).

Ootros autores obtienen bajos porcentajes

de formas HOS positivo en muestras de semen

¥ ; lguno
que presentan algin valor anormal en ailg

: : 5
pardmetros seminales convenciona.es

de los
(Cchan et al., {.085). Por otro lado, 8¢ ha obser-




vado que la disminucién en 1la concentracidn

de espermatozoides, estd frecueatemente acompafiada
por otras anomalias que afectan al espermatozoide,
perjudicando fuertemente la capacidad de fertilidad

del individuo (Aitken et al., 1982).

Nuestros resultados muestran una correla-
cién significativa (r=0. 6070), entre el porcentaje
de formas HOS-test positivo y el porcentaje
de formas con movilidad progresiva, en el eyaculado
de individuos Normozoospérmicos (Tabla X), 1o
cual, estd de acuerdo con los resultados obtenidos
en 1.984 por Jeyendran et al., encontrando en
el eyvaculado una correlacién positiva entre
el resultado del HOS-test positivo y el porcentaje
de espermatozoides que mostraban movilidad progre-
siva en individuos con un porcentaje normal
de formas méviles. Por otro lado, nuestros resulta-
dos también muestran una correlacién positiva
(r=0.6428), entre estos pardmetros en el eyaculado
de individuos infértiles (Oligo-, Asteno-, ¥
Oligo-astenozoospérmicos moderados) (Tabla XI).
También hemos encontrado una correlacién positiva
(r=0.6345), entre el porcentaje de formas [{0S-test
positivo y el porcentaje de formas con movilidad
progresiva en el eyaculado al estudiar conjun-

tamente todos los grupos anteriores (Tabla XII).

La movilidad del espermatozoide depende

en parte del transporte de componentes a traves

de la membrana. cuando sometemos al espermatozoide

a unas condiciones hipo-osméticas, el agua entra

en é1 para intentar alcanzar el equilibrio osmoti-




co, siendo la cola especialmente sensible a
estas condiciones, pudiendose asumir que 1la
capacidad de la cola del espermatozoide de hinchar-
se er una solucién hipo-osmética es signo de
gque el transporte de agua ocurre normalmente
respetando la integridad vy el funcionamiento
normal de la membrana del espermatozoide, 1lo
gque implica una funcién de la membrana intacta.
El hinchamiento del espermatozoide nos va a
indicar la intagridad y funcionalidad normal
de la membrana plasmdtica del espermatozoide,
mientras que la movilidad del espermatozoide
va a depender no sdélamente de los fendmenos
de membrana, sino gue también de otro gran namero
de funciones bioquimicas (metabolismo espermdtico,
accién microtubular de 1la fibras de 1la cola).
Asi pues, un resultado en el HOS-test disminuido
indicaria que la membrana estaria alterada vy
por tanto la movilidad disminuida; mientras
gque un resultado positivo elevado en el HOS-test,
indicaria una funcién de membrana normal y la
movilidad dependeria de otros factores no relacio-

nados con la integridad de la membrana.

Nuestros resultados muestran también
una correlacién positiva entre el porcentaje
de formas morfoldgicamente normales y el porcentaje

formas con resultado positivo en el HOS-test
«0.01) ( Tabla;-IN); Yy entre el porcentaje
formas viables (Eosina (-)) y el porcentaje

formas con resultado positivo en el HOS-test
las

(p<0.02) Tabla.- Va) en el eyaculado de

estudiadas. Sin embargo, no encontramos

muestras




una correlaciédn estadisticamente significativa
entre el resultado positivo del HOS-test y el
resto de parametros seminales estudiados en
el eyaculado de 1las muestras al realizar el
espermograma f{concentraeién; n® total de espermato-

zoides; y movilidad) (Tabla XIII).

Una meta clave en el estudio de 1la
infertilidad masculina es el desarrollo de técni-
cas para analizar 1la calidad de wuna muestra
de semen, gque puedan determinar eficazmente
la capacidad fecundante del espermatozoide.
Actualmente se utilizan 1la combinacién de dis-
tintos test vy andlisis que periniten predecir
de forma aproximada, pero no siempre determinante
la capacidad de los espermatozoides de un eyacu-
lado para penetrar al ovocito vy dar lugar a
un embridén viable. El1 principal problema que
hay gque afrontar cuando intentamos aplicar un
nuevo test para evaluar la fertilidad de una
muestra de semen, es determinar de antemano
el valor predictive real de los resultados en

lo que basaremos nuestro diagnéstico.

La determinacién dei porcentaje de

formas HOS positivas, obtenidas mediante el

HOS-test, es  de gran utilidad para separar las

muestras fértiles de 1as infértiles, aunque
con algunas dificultades (Chan et 81, :1,885);
por lo que necesita ser estandarizacda antes
de su aplicacién en la rutina clinica. Van der
ven ot ali 11.988), hag propuesto un limite

del 50-60 % de formas HOS positivas (observaciones




en fresco), por debajo del cual la muestra podria

ser considerada infértil o subfértil, aunque

un resultado normal, es decir, mids del 60% de

formas HOS positivas, no debe implicar rnecesaria-

mente que la muestra es fértil, ya que otros
factores pueden influenciar en 1la capaci-
dad fertilizante del espermatozoide y gue no
gquedan reflejados en el HOS-test.

Asi pues, segin los resultados obte-
nidos y considerando las mialtiples causas poten-
ciales de 1la infertilidad masculina, deben de
ser considerados el mayor numero posible de
test, incluido el HOS-test, para asi poder analizar
todos los aspectos que puedan alterar el potencial
fertilizante del espermatozoide humano, 1lo que
permitiria un mejor diagnéstico vy tratamiento

clinico de la esterilidad masculina.

En el proceso de la fecundacién, la
funcién principal del moco cervical es actuar
como barrera natural que permita selectivamente
el paso de espermatozoides normales de buena
movilidad hacia el ttero (Perry et al., 1.977).
Con el desarrollo de la inseminacién artificial
intrauterina (IUI) vy la fecundacién in vitro
(FIV), se ha observado que la calidad del esperma-
tozcide es uno de 1los mayores obstéculos pa=

.« ¥ "
ra el éxito de. 1las mismas, haciendose necesario

an perfeccionamiento de las técnicas in Vitro

de la seleccién de espermatozoides. Siendo necesa-

rio en el caso de individuos con espermograma

normozoospérmico Yy mucho mds necesario cuando




se trata de individuos infértiles, con muestras

de semen de  taja calidad (Oligo-, Asteno-,

Oligo-astenozoospérmicos).

y

En el presente estudio se examina
la calidad ~de 1los espermatozoides seleccionados
mediante la técnica del ‘“swim-up", de forma
similar ‘a 1la utilizada en 1los protocolos dc
IUI y FIV (Lopata et al., 1.976; Aitken et al.,
1.983 (a); Barros et al., 1.984; Makler et al.,
1.584, ¥4}, :1.984 (b); Wong et al., 1.986), uss
técnica basada en la movilidad del espermatozoide,
el cual puede difundir activamente desde un
precipitado hasta una capa superior de medio
de cultivo sobrenadante. Obteniéndose una seleccidn
de espermatozoides con movilidad progresiva
gque presentan una Mmayor estabilidad nuclear
(Hurt y Courtot, 1.984), asi como una elevada
tasa de penetracién en el test de hamster (Courtot

y Jouannet, 1.985).

Nuestros resultados muestran que la
técnica de '"swim-up" es efectiva no sdélo para
separar espermatozoides méviles, sino que ademds
estos son de una alta calidad, va gue se seleccio-
nan un mayor porcentaje de formas con morfologia
normal y con HOS-test positivo en el sobrenadante,
que seria la fraccién utilizada en el IUI, gue
en el precipitado residual o en el eyaculado

(Tahla.- IT, Grafica.- II). Efectivamente, Arny

y Quagliarello en 1.987, obtienen un 32% de
a término por IUI mediante dicha técnica
y Vijayakumar

embarazos
de seleccidén de aspermatozoides,




et al. en 1.987), mediante microscopia electrénica

observan que la superficie espermdtica
inalterada tras el

queda
lavado y posterior migracién
del espermatozoide, obteniéndose formas normales

de buena movilidad y con una posible capacidad

fertilizante, ©valorada esta Gltima sélo desde

el punto de vista morfolégico.

Nuetros resultados muestran una correla-
cidn positiva entre formas morfoldgicamente
normeles y formas HOS-test positivas, no s6lo
en el eyaculado (r=0.450108; p<0.0l1) (Tabla.-1IV),
sino que también en las dos fracciones estudiadas
tras el "swim-up", precipitado (r=0.535916;p<0.001)
(Tabla VI) vy sobrenadante (r=0.6037; p< 0.001)
(Tabla VIII). Resultados que coinciden con Otros
autores (Chan et al., 1.985); sin embargo, Jejen-
dran et al. (1.984), no han encontrado una correla-
cidén positiva entre el test de hinchamiento
hipo-osmético vy morfologia del espermatozoide,
observaciones hechas en ambos Casos tan sélo

en el eyaculado.

aunque s6lo son necesarios un pequeno
ndmero de espermatozoides méviles, seleccionados
mediante 1la técnica de nswim-up", para el éxito
de 1la fecundacién in vitro ({Testart et als
1.985), sb6lo se observa fecundacién del ovocito
&n los casog  en que las caracteristicas del
semen entraban en los 1limites de normalidad
(Edwards et al., 1.984: Garcfa et al., 1.984;

Trounson VY wood, 1.984; Belaisch-Allart et al.

1.984). Asi pues, los
la concentracién de espermato-

limites de fecundacidn

descienden cuando




zoides y/o los porcentajes de movilidad o morfolo-

gia normal, disminuyen por debajo de los limites
de normalicdad (Mahadevan y Trounson, 1.984;

Edwards et al., 1.984; Cohen et al., 1.985).

La capacidad fecundante de una muestra
de espermatozoides seleccionados a partir de

una muestra de semen de individuos infértiles

es significativamente menor que la de espermato-

zoides de individuos <con fertilidad probada
(Confino et al., 1.986; Aitken y Elton, 1.986
(a), 1.986 (b)). Estas diferencias no pueden
explicurse uUnicamente mediante los test cldasicos
de estudio de semen (morfologia, movilidad[.
vitalidad), puesto que 1los valores obtenidos
en uno u otro grupo mediante el "swim-up" estdn
dentro de 1los limites de referencia de un semen
normal. Lo gue nos sugiere la necesidad de recurrir
a otro tipo de pruebas funcionales gue nos propor-
cionen mas informacidn sobré ctros aspectos

gue intervienen en el proceso de la fecundacién.

L.a valoracién critica de la morfologia
del espermatozoide también puede ser utilizada
para la prediccidn y diagnéstico de la infertilidad
masculina. Asi, Roger et al. en 1.981, basdndose
en los trabajos de Sherins Yy Howards en 1.978,
observan que 1la merfologia es un factor que
influye de forma importante en 1la fertilidad
del individuo, decreciendo el ntimero de formas

normales, en aquellos que presentaban problemas

de fertilidad.




Existe wuna correlacién positiva entre
porcentaje de formas normales y el indice
penetracion de ovocitos de hamster desorovistos
zona pelGcida, inseminados in vitrec (Rogers

et al., 1.983) y el porc ntaje de penetracién
de ovocitos humanos in vitro (Mahadevan et al.,
1.984; Cohen et al., 1.985), aunque, por otro
lado, hay individuos con una aparente buena
morfologia gque son estériles, ya que van ha
influir otros ©pardmetros como la numeracidn
y la movilidad, sin embargo, cuando hay un predo-
minio de formas anormales se puede pensar que
existe una alteracidén de 1la funcién gonadal
(Castellani et al., 1.978), que podria ser debida
a que exista una disfuncidén testicular transitoria,
causada por la exposicién a las drogas o enfermedad
(McLeod y Gold, 1.951 (b); Zaneveld y Polakoski,
$.997)., b  bien debido. a  dafios significativos
concurrentes con situacicnes de stress, asi como
a la existencia de varicocele (McLeod, 1.96%;
Greenbserg et al., 1.978) u otros desérdenes

androlégicos (Schirren et al., 1.999).

Otro factor importante, puesto de
manif.esto por Castellani et al. en 1.978, consis-
tirfa en el desarrollo por el espermatozoide
de vesiculac de Golgi @2berrantes, Que van a
dar origen a un acrosoma anémalo, 1lo cual puede

ser un obstaculo en los mecanismos de penetracidn

del ctGmulus y zona peldcida y posterior fusion

con el ovocito.

Efectivamente, 1os esquemas de clasifi-




cacion de la morfologia del espermatozoide usados

hoy dia, desestiman estos tipos de anormalidades

morfolégicas, asi como una maduracién nuclear

espermdtica anormal (Bisson, 1.981;
al., 1.986).

Jeulin et

Mediante el sistema de fecundacién
in vitro es posible correlacionar varios pardme-
tros seminales con la capacidad del espermatozoide
para fecundar ovocitos de hamster desprovistos
de la zona pelicida, u ovoCitos humanos intactos.
Asi, el test de hamster puede ser indicativo
de 1la capacidad o incapacidad del espermatozoide
para fecundar ovocitos humanos intactos (Gould
et al., 1.983), especialmente cuando los parédmetros
seminales de un evaculado son anormales (Margaliot
et al. ,1.985).Sin embargo,el hecho de que espermato-
zoides capacitados in vitro con capacidad de
penetrar ovocitos in vitro presenten una nula
o muy reducida tasa de penetracién en ovocitos
humanos, ovulados de forma natural y en el interior
del oviducto (Viriyapanich y Bedford, 1.981),
indican gque en algunos €asos pueden existir

diferencias = entre 1la capacitacidn obtenida in

vitro e in vivo.

- pDe este forma, anomalias del espermato-
zoide qﬁe pasan normalemente desapercibidas,
podrian ser el origen de “ajos indices de penetra-
cidn cen .18 wopa  Iibreudel ovocito de hamster

(Courtot y Jouannet, 1.985).

son numerosos los laboratorios que




han realizado exhaustivos estudios comparando

la calidad espermdtica con los resultados obteni-

dos con la fecundacidén in vitro (Battin et al
L

1.985; Boyers et al., 1.985; Gibbons et al.,
1.985; Jeyendran et al., 1.986 (a), 1.986 (b);
Van der Ven et al., 1:986),' Sin  embargo, 1la
mayoria de los investigadores admiten que ninguno
de los pardmetros seminales estandard actuales,
a excepcidén quizds del numero de espermatozoides
de buena movilidad, son realmente predictivos
de la capacidad fertilizante del espermatozoide.
Por otro lado, Jeulin et al. en 1,986, admiten
gque 1la morfologia espermdtica (particularmente
la morfologia acrosomial), la amplitud del despla-
zamiento lateral de la cabeza del espermatozoide,
y su velocidad de progresién influyen decisdria—
mente en el éxito de 1la fecundacién in witro,
aungue no encuentran una buena correlacién entre
e porcentaije de anormalidades acrosomiales

y la no fecundacion de ovocitos humanos.

Al estudiar las caracteristicas fis! s
y funcionales de los espermatozoides obtenid.s
mediante la técnica de seleccién de "swim-up",
medidas en funcién de la movilidad y la integridad
funcional de 1la membrana plasmatica (HOS-test),
realizadas en individuos Normozoospémicos, Oligo-,
Asteno-, Vv Oligo—astenozoospérmicos moderados,
observamos que Se S€ .~cionan espermatozoides
de mayor calidad en cuanto Su movilidad (sobre

tode movilidad prcgresiva) y un mayor porcentaje

de formas HOS-test positivo en aquellos grupos

gue no muestran un defecto de movilidad en su




espermograma (Normo- y Oligo-), teniendo en cuenta
que el "swim-up" ha seleccionado los espermato-
zoides basandose en su calidad de difundir activa-
mente hacia el medio de c¢cultivo sobrenadante.
Por el contrario, aquellos grupos que presentaban
una movilidad anormal (Asteno-, vy O0liyoasteno-)
no muestran tras el "swim-up" una mejora de
la calicad espermdtica significativa, en funcién
de la integridad funcional de la membrar~ plasma-
tica (HOS-test) (Tabla XIV) (Palma et al., 1.989;.
Datos que coinciden con los obtenidos por Vijaya-
kumar et al. en 1.988, que observaron gque 1las
caracteristicas fisicas y funcionales de 1los
espermatozoides obtenidos mediante la técnica
de ‘"swim-up" en ‘hoL.ores Oligozoospérmicos son
comparables a los de los hombres Normo-zZoOSpeér-

micoS.

Hemos encontrado una correlacidn estadis-
ticamente significativa (r=0.4133; p<0.02) entre
el porcentaje wue formas HOS-test positivas ¥
el porcentaje de vitalidad no sélo en el eyaculado
( Tabla.- va), como Jeyendran t - al. (1.984)
y Schrader et al. (1.986), que encuentran también
ana correlacién positiva entre estos parémetros
en el eyaculado, sino que también hemos ancontrado
una correlacién positiva entre el porcentaje
de formas HC5-test pos.civas ¥ el porcentaje
de vitalidad en 1las dos fracciones estudiadas

tras el "swim-up", el precipitado (r=0.4247;

4<0.05) (Tabla.- viia) y el sobrenadante (r=0.5625;

p< 0.01) ( Tabla:- iXa), oObservando un aumento

de 1la correlacién en 1a fraccidn de sobrenadante




cLn respecto " al  eyaculado y° els L -ecipitado

Estos Ametros estd r¢iy I
ta parametros estan parcialmente relacio.ados,
por un lado, porque la muerte del espermatoc:cide

produce cambios en 1la membrara que permiten
el paso de 1la eosina al interior. membranas
que probablemente no se hinchen al :ometerlas

a un chogue hiobo-osmético, y mwor otro lado,

miden entidades diferentes porgqie in espermato-

zoide vivo puede tener una mei brana no funcio-
nante, incapaz de ajustarse al c.oque hipo-osmcti-
co, pero todavia capaz d: impedir 1la entrada

de la eosina.

¥ ./ ‘smbargo, al .ralizar la tipcign
supravital de las muestras obtenidas tras la
realizacidén del HOS-test, se observa una dréstica
caida en el porcenr+~je de formas vivas (Tabla-T11),
debido probablemente a las alteraciones sufridas
por la membrana plasmédtica Adel espermatozoide.
De esta forma, 3 interaccién de estos dos test
enmascaran vy dificultan la medida simt ‘tanea
de ambas caracteristicas de la membrana, tanto
en eyaculado, como en precipitado, y como en
el sobrer.adante cde las muestras ecstudiadas.

(Tabla Vi{b); VII(b); V 1X(b) respectivamente).




CONCLUSIONES




CONCLUSIONES.

La wvaloracién de 1la integridad funcional
de la membrana plasmatica del espermatozoide
medida mediante el test de hinchamiento hipo-
osmético, es un pardmetro fiable y 1Gtil para
la evaluacidén de la capacidad fecundante

del individuo.

El HOS-test es un método sencillo,  rédpido
y econdmico, siendo recomendable su utilizacidn

&

en la rutina ¢l _nica.

Los resultados obtenidos en el porcentaje
de formas HOS-test positivo en el eyaculado
de individuos Normozoospérmicos, son significa-
tivamente superiores a los obtenidos en indivi-
duos gque mostraban alguna anomalia en su
espermograma {0ligo-, . Astenoc=, ¥ Oligo-Asteno-

zcospérmicos moderados).

E1 resultado del HOS-test muestra una correla-

cién positiva con el porcentaje de espermatozoi-

des con movilidad progresiva, siendo este

uno de 1leos principales factores gue determinan

la capacidad fecundante del espermatozoide.




-

El HOS-test estd correlacionado positivamente
con el porcentaje de formas morfolégicamente
normales, siendo este un pardmetro indicativo

de la calidad de una muestra de semen.

El resultado del HOS-test muestra un aceptable
grado de correlacidén con el test de viabilidad.
Aungue ambos test son dependientes de membrana,
m.den caracteristicas diferentes, por un
lado <1 HOS-test mide la integridad funcional
de 1la membrana plasmatica, mientras que el
test supravital sélo mide si la membrana
del espermatozoide estéd estructuralmente

alterada o no.

En el sobrenadante obtenido tras el "swim-up"
se observa un aumento significativo en el
porcentaje de formas con resultado pos.-tivo
en el HOS-test, formas con morfologia normal
y formas viables. Por lo ‘gue. €3 "swim-up"
es wuna técnica efectiva para la separacidn

de espermatozoides de buena calidad para

sy utilizacién en 1los protocolos de fecundacion

asistida.




=

El sobrenadante obtenido tras el ‘“swim-up"

muestra una mayor calidad espermitica, medida
esta en funcidén de 1la integridad funcional
de la membrana plasmdatica del espermatozoide,
en aquellos individuos que no mostraban un
defecto de movilidad en su espermograma (Normo-,

y Oligozoospérmicos).

El HOS-test es un pardmetro seminal de gran
utilidad tanto ©para el diagnéstico de  1&
fertilidad en el hombre, como para la evaluacidn
de los resultados de los métodos de tratamiento
de espermatozoides en fecundacién asistida,
aunque debe ser considerado juntc con toda
una bateria de diferentes test que evaluen
todos aquellos aspectos funcionales que contri-
buy®n a la capacidad fecundante del espermato-

zoide.
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