


MORFOLOGIA ESPERMATICA

El valor de la evaluacion de la morfologia
espermatica, no solo esta limitado al valor
pronostico de los embarazos espontaneos o los
resultados de las TRA, sino también nos brinda
un diagndstico e informacion sobre el estado
funcional de los 6rganos reproductores
masculinos, principalmente de los testiculos e
epididimos.

Para la evaluacion de los organos reproductores
masculinos no basta determinar la proporcion
de espermatozoides normales, es importante
determinar la morfologia especifica de la
cabeza, cuello/pieza intermedia, colayla
presencia de exceso de residuo citoplasmatico.
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Los criterios presentados en el 6to manual de la
OMS, fueron desarrollados a partir de
investigaciones de la morfologia de
espermatozoides capaces de poder penetrar el
moco cervical y con la capacidad de poder unirse
a la zona pelucida.

La clasificacion recomendada para el
espermatozoide, segin la OMS:ldealy Anormal.

v IDEAL:Tipico para el espermatozoides de
poder llegar al sitio de la fertilizacion.

v ANORMAL: Reconocimiento de anormalidades
en cualquier parte delespermatozoide.




(a, b) Espermatozoides tefiidos con Shorr recuperados de la zona peltcida in vitro. (c)
Espermatozoides tefiidos con Papanicolaou recuperados del moco endocervical después del
coito. Se observan muy pocos defectos en la cabeza del espermatozoide, pieza intermedia o

pieza principal. Las colas pueden ser curvas pero no muy anguladas. (a, b)
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Reproducido de Liu et al. (2003) con permiso de la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia.

(c) Reproducido de Menkveld & Kruger (1990) con permiso.



Medidas de un Espermatozaide

e—

Cabeza: Ovalada Cabeza Region acrosomal

Largo: 4-5 um Region

Ancho: 2.5-3.5um - e
uello/

Region ACrosomal Pieza intermedia

40-70%.

Piezamedia:<Tum

La cabeza esta unida de forma axial
Gotas citoplasmatica <1/3 cabeza
Cola: Derecha

Uniforme

Mas delgada que pieza media

Mide 45 um aproximadamente.

cola

Espermatozoide
Normal ‘
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Se han establecido relaciones entre el porcentaje de formas “normales” y varios puntos finales
de fertilidad (tiempo hasta el embarazo, tasas de embarazo in vivo e in vitro), que puede ser (til
para el pronostico de la fertilidad.

Es probable que elrango de porcentaje de formas

normales para hombres fertiles e infértiles esté muy por

debajo del 30%. Esto producira inevitablemente umbrales Anormal
bajos que discriminen entre poblaciones fertiles e Normal
infertiles; de hecho, se han encontrado limites de

referencia y umbrales de 3-5% de formas normales en

estudios de fertilizacion in vitro (FIV), inseminacion

intrauterina (lIU) y fertilidad in vivo.
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Semen parameter WHO 1980 WHO 1987 WHO 1992 WHO 1999 WHO 2010" WHO 2021

Volume (mL) ND 22 22 22 1.5 14
m"‘;"“m 20-200 220 220 220 15 16
Total sperm number (x10%) ND 240 240 240 39 39
Total motility (%) 260 250 250 250 40 42
Progressive motility (%)’ 22’ 225 223 g"" ‘”:‘,"" 32 (a+b) 30
Vitality (%) ND 250 275 275 58 54
Normal morphology (%) 80.5 250 230 (14) 4 4

Table 1: Cut-off reference values for semen characteristics as published in consecutive WHO manuals.



Table 2. Comparison of fifth World Health Organization (WHO) manual for normal morphology values with recently published
literature values.

Cut-off value

Author Population' - -
Fertile Subfertle Infertile T Al
Van Lyl er al [23, 29, 31] In vive pregnancies 20 10 3
Kruger ef al. [32, 33] IVF fertilization rates
Initial published intervals =15 144 <3
Intervals as used in practice =15 145 =4
Eggeri-Kruse er al. [34] In vivo pregnancies 14 7 4
UOmbelet e ail. [35]
Tenth percentile Ferile population 10
ROC curve analysis Fertile vs. subfertile 5
Linaman e af. |36] Healthy couples )
Giiimalp er af. [38]) Fertile vs. subfertile 12 5
Menkveld er al. [37]
RO curve analysis Fertile vs. subfertile = 1.64 -]
Adjusted Fertile vs. subfertile 3 2.09 3
Tenth {upper) percentile Fertile population 2 1.82 5
Guzick er al. [39] Fertile vs. subfertile =12 Q912 =
Haugen erf al. [40]
Tenth percentile Fertile population =
Fifth percentile 3 1.72
Fifth WHO manual [1]
Fifth percentile Recent fathers 4

Clinical significance of the low normal sperm morphology value

as proposed in the fifth edition of the WHO Laboratory Manual
for the Examination and Processing of Human Semen

Roelof Menkveld

Andrology Laboratory, Department of Obstetrics and Gynaecology, Tvgerberg Academic Hospital and University aof
Stellenbosch, Tvgerberg 7503, South Africa



Relevancia clinica de la morfologia
Las formas normales, la movilidad y el indice de Teratozoospermia son utiles para estimar el
potencial fertil in vivo de los pacientes (Menkveld et al. 2001)

Estos tres parametros estan relacionados con la espermatogénesis y algunas alteraciones
puedentener un origen genético (De Braekeleer et al. 2015)



PREPARACION DEL FROTIS DEL EYACULADO

Para el analisis morfoldgico, se preparan frotis del
eyaculado y se secan al aire antes de la fijacion y
coloracion. Sin embargo, tales procesos pueden
llevar a producir artefactos morfologicos, ya que el
secado al aire de los frotis estan asociados con:

1.  Cambios en las dimensiones de los
espermatozoides: los espermatozoides secos,
fijados y tenidos son mas pequenos que los
espermatozoides vivos visualizados en el
semen.

2. Expansion de las cabeza de los
espermatozoides inmaduros.

3. Pérdida de la gota citoplasmatica
osmaticamente sensitiva, aunque grandes
cantidades de exceso residual citoplasmatica
sonretenidos.

(L) Largo=maxma longitud de la cabeza.

(W) Ancho=minima longitud de la cabeza,

(P) Penimetro= delmitacion de la cabeza.

(A) Area= superficie dentro del perimetro,

* Las unidades de medida de las vanables se
expresan en micrometros (pm) y para el caso
del Area (A) en micrometros cuadrados (um?).

FIGURA 1. PARAMETROS MORFOMETRICOS EVALUA-
DOS /| MORPHOMETRIC PARAMETERS EXAMINED.



FROTIS DEL EYACULADO

Debe realizarse 2 o mas frotis de la muestra
de semen fresca en el caso que haya
problemas con la tincion o si se rompe el
portaobjeto.

1. Mezclar bien la muestra de semen.

2. Remover una alicuota inmediatamente, sin
dejar tiempo que los espermatozoides se
asienten en la suspension.

3. Vuelva a mezclar nuevamente la muestra
antes de retirar la segunda alicuota para la
replica (el segundo frotis es utilizado como
una reserva en el caso de que exista
problemas en la tincion con la primera
lamina).

"



Técnica de contaje morfologico de espermatozoides

Los portaobjetos deben ser limpiados
minuciosamente, lavados en etanol al 70% y
secados y colocar luego sobre ellos una
pequena gota de semen (5-10ul). Si la
concentracion de espermatozoides es
mayor a 20 x10.6/mL, se pueden utilizar 5ul
de semen; si la concentracion es menor a 20
x 10.6/mL, se deben utilizar 10 ul de semen.

a) Método de arrastre parasemensindiluir.  ....corescom

b)Metodo para muestra lavadas: una gota de
suspension se distribuye sobre la superficie
del portaobjeto con una pipeta mantenida
horizontalmente.




EYACULADOS CON CARACTERISTICA ANORMALES

Bajas concentraciones (<2 x106/ml): Concentrar la muestra.

a. Centrifugar a 600g x 10 min.

b. Eliminar la mayor parte del sobrenadante.

c. Resuspender el pellet con el resto de sobrenadante mediante un pipeteo suave.

d. Obtener la mayor concentracion de espermatozoides posibles que no exceda los 50 x
106/ml.

e. Tratar como si fuerauna muestra normal.

Reportar en el informe que se ha centrifugado para poder realizar el frotis, dado que esta
manipulacion puede afectar la morfologia espermatica.



EYACULADOS CON CARACTERISTICAS ANORMALES

Eyaculados viscosos:

A veces es dificil preparar los frotis porque el plasma seminal es viscoso, dando lugar un
frotis con grosor desigual. En este tipo de muestras podemos hacer lo siguiente:

- Diluirla con PBS seguido de repetidos pipeteos suaves.
- La muestra puede pasar por agujas punta roma nimero 18

- Se puede usarla bromelaina.

Reportar en elinforme que se ha diluido o usado algin método para poder realizar el
frotis, dado que esta manipulacion puede afectar la morfologia espermatica.



FIJACIONY COLORACION

Unavez que el frotis se ha secado al aire libre,
debefijarse y colorearse para resaltar las
caracteristicas delespermatozoide:

Serecomienda el uso del Papanicolaou ya que el
criterio estricto de Tygerberg se realizo
utilizando este tipo de tincion. El uso de otro tipo
de coloracion debe validarse comparandola con
Papanicolaou.

Cabeza: se tifie de azul palido en la region
acrosomal y azul oscuro en la region post
acrosomal.

Piezamedia: setine de color rojo
Cola:setine de azul o rojizo

Exceso de residuo citoplasmatico: Se tifie de
verde, si se tine de rojizo puede mostrar otras
anormalidades.
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FIJACIONY COLORACION

La tincion 'Papanicolaou proporcionq una Espermatide
buena tincion para poder distinguir celulas k-
germinales inmaduras y las no

espermaticas.
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Tabla 2.5 Pasos de fijacidn y tincidn de Papanicolaou

FIJACION

Etanol 95% (viv) al menos 15 minutos arreglar las celdas; tambien los deshidrata
TINCION
1 Etanol graduado 80% (viv)2 30 segundos rehidratar gradualmente los frotis fjados para
permitir la tincion con hematoxilina soluble en agua
I I N C I O N D E I l \I l \N I C 0 Ll \0 U 2 Etanol clasificado 50% (viv) 30 segundos
para rehidratar frotis secos para
3 agua purificada 30 segundos
permitir la tincidn soluble en agua
4 Hematoxilina de Harris 4 minutos tefir el nicleo de azul
5 agua purificada 30 segundos para eliminar la hematoxilina nuclear no unida
& Etanol acido3 R para eliminar el tinte no unido especificamente
del citoplasma (destincidn)
7 agua purificada 30 segundos para reducir la acidez y devolver el color azul al
nicleo; La solucidn de Scott se puede utilizar si
8 Agua corriente fria del grifo R el agua del grifo es insuficiente
9 etanol 50% (wiv) 30 segundos
10 etanol 80% (vIv) 30 segundos para deshidratar frotis para permitir la tincién
con Orange G/EA-50 soluble en etanol
11 etanol Q5% (V) al menos 15 minutos
12 G-6 colorante naranja 1 minuto tefiir el citoplasma de rosa
13 etanol 5% (wiv) 30 segundos
14 etanol 5% (w/v) 30 segundos
15 etanol 95% (viv) 30 segundos
16 EA=50 mancha verde 1 minuto para tefiir el citoplasma y los nucléolos de rosa
17 etanol Q5% (V) 30 segundos
18 etanol 5% (w/v) 30 segundos
19 etanol 100% 15 segundos
’ &g deshidratar gradualmente los frotis tefiidos para permitir
20 etanol 100% 15 segundos el uso de medios de preparacion solubles en etanol
21 xileno para permitir el uso de medios de montaje insolubles en etanaol




Fig. 2.10 Dibujos esquemalticos de algunas formas anormales de esparmatozoides humanos
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Ubicacion

Descripcion de las partes de un Espermratozaide

Apariencia normal (ideal/tipica)

Anormal

Cabeza

La cabeza debe ser lisa, de contorno regular y
generalmente de forma ovalada. Debe haber una
region acrosomal bien definida que comprenda del
40 al 70% del area de la cabeza (96). La region
acrosomal no debe contener vacuolas grandes y
no mas de dos vacuolas pequefias, que no deben
ocupar mas de una quinta parte de la cabeza del
espermatozoide. La region post-acrosomica no

debe contener vacuolas.

« acrosoma inferior al 40 % o superior al 70 % del area normal de la cabeza, o

» relacion largo-ancho inferior a 1,5 (redonda) o superior a 2 (alargada), o

« forma: piriforme (en forma de pera), amorfa, asimétrica,

o forma no ovalada en la parte apical, o

» |as vacuolas constituyen mas de una quinta parte del area de la cabeza o

ubicado en el area post-acrosomica, o

* cabezas dobles, o

* cualquier combinacion




la Forma de la Pieza Intermedia Forma de la Clasificacion
za cabeza pieza Principal

2 anormal amorfo normal normal anormal
4 anormal normal normal anormal




Ubicacion Apariencia normal (ideal/tipica)

* forma irregular, o

La piaza intarmedia debe sar delgada,

* dalgado o grueso, o
regular y aprodimadameante del mismo largo

pleza Indermadia que |la cabaza del esparmatozoide. El aje principal * insarcion asimefrica o en angulo an la cabaza, o

de |a piaza inlermeadia debe eslar alineado con al
* muy doblado, o

aje principal de la cabeza del esparmatozoide.

* cualquier combinacion



Forma de la
cabeza

5 anormal
6 anormal
T anormal
8 normal
] anormal
10 anormal
11 anormal
12 normal
13 anormal
14 anormal

Forma de la
cabeza

no ovalado

no avalado

T
no ovalado

no ovalado

pequeha

Pieza
Intermedia

grueso
normal
grueso
normal
normal
grueso
grueso
normal

pruess/doblado

normal

Forma de la
pieza Principal

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

normal

Clasificacion

anormal
anormal
anormal

narmal
anormal

anormal

narmal
anormal

anormal



Ubicacion

Cola

Apariencia normal (idealftipica)

La piaza principal daeba tenear un calibra
uniforme an toda su longitud, sar mas delgada
gua la piaza intermedia v tenar una longitud
aproxdimada de 45 pm {(alrededaor da 10 vesoes
la langitud da la cabeaza). e puada anrollar
sobre si mismo, siEempra gua na haya una
angulacion pronunciada que indigue un flagealo

robo.

= Survas con angulos pronunciados, o
= SUaves curvas carmmadas, o

= gnrallado, o

= gorto (rata), o

= ancho irragular, o

= colas mualtiples, o

= Sualguiar combinacian
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Forma de la cabeza

23 anormal
24 anormal
256 normal
26 anormal
27 anormal
28 normal
29 anormal
30 anormal
3 anormal
32 anormal

Forma de la
cabeza

conico

no ovalado

no ovalado

no oval/PA vac

Pieza
Intermedia

grueso
gruesos
grueso
gruesc
grueso
gruaso
grueso
gruesc
asimétrico

normal

Forma de la
pieza Principal

QuE
normal
normal

QuE
normal
normal
normal
duplicado
normal

normal

Clasificacion

anormal
anormal
anormal
anormal
anormal

normal

anormal

anormal

anormal



Ubicacion

Reasidudo
citoplasgmatico

Apariencia normal (idealftipica)

Las gotitas citoplasmabcas (merndos o8 un
terzao osd tamano normal o2 |a cabaza e un

espermatozolde ) son Normakss.

Anarmal

= @l ciloplasma residual s& considara una anomalia salo cuanda

excade un terced del tamafo nonmal de la cabeaza dal espaimaE oz oeds

-

32
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Categorias de Anormalidades

Fig. 2.11 Orden estructurado para la evaluacion de la morfolegia del esperma humano

Cabeza (%H)

Cuelloypiezaintermedia (%NM)
Cola(%T)

Exceso deresiduo citoplasmatica (%C)

Evaluar 200 espermatozoides:

Determinar % de espermatozoidesidealesy % de
espermatozoidesanormales.

También determinarlos %H,%NM, %T,%C (lasumade
estodebe superarel100% sise harealizado
correctamente).

El porcentajede estas anormalidades seobtiene
dividiendo elnUmerototalde espermatozoides con
un defecto en la categoriacon el nUmerode
espermatozoidesanalizados.

Estos nUmeros son utilizados paracalcular el indice
deteratozoospermia (TZI)

¢ Es visible
un gran
residuo citoplasmaticgs

Identificar el tipo de célula:
leucocito, célula germinal u
otro objeto (anotar por
separado si es necesario)

Detener: ir a la sigulente celda

Puntuacién anormal de
esparmatozoides y citoplasmétiga

Anormalidad de residuos

Puniuacidn de esparmatozoides

anormales (5 no @5 supanior] y cola

Anomalia

Puntuacidn de espermatozoides

anormales (5 no s superior] y pieza intermegdia

Anomalia

Califique el esperma anormal
(si no esta amiba) y la cabeza

Anomalia

y

Puntuacidn

Espermatozoide Ideal

Detener: ir a la siguiente celda




DESCRIPCION DE OTROS DEFECTOS ESPERMATICOS

Globozoospermia: Elacrosoma no se
desarrolla, la cabeza se observaredonda.

Cabezade alfiler: Sila placa basal no se une al
nucleo en el polo opuesto al acrosoma enla
espermiacion, las cabezas son absorbidas y
solo se encuentran colas. Estos
espermatozoides no son contados como
defectos de la cabeza dado que no poseen
cromatina.

Los pacientes que poseen estos tipos de
espermatozoides son estériles, son casos
raros, pero esfundamental identificarlos y
notificarlos correctamente.

Sihay muchos espermatozoides con cabeza de
alfiler, puede determinarse su prevalencia
relativa



CALCULO DE INDICE DE MULTIPLES DEFECTOS MORFOLOGICOS

«INDICE DE ANORMALIDADES MULTIPLES (IMA): Ndmero de anormalidades
(cabeza, PI, cola) sobre el total de espermatozoides anormales.

<+ INDICE DE TERATOZOOSPERMIA (ITZ): Namero de anormalidades maxima
(Cabeza, PI, cola, ERC) sobre el total de espermatozoides anormales.

“+INDICE DE DEFORMIDAD (ID): NUmero de anormalidades (Cabeza, PI, cola,
ERC) (la cabezaincorpora varias categorias) sobre el total de
espermatozoide.



Tabla 3.1 Calculo de indices de defectos espermaticos miltiples

Valor méaximo 4.00 3.00
Denominador esparma anormal asparma anormal toda el esperma
{A) No. de espermatozoldes contados 200 200 200
espermatozoides normales (M) 46 46 46
aspermatozoides normales (%) 23 23 23

(B) Mimero de espermatozoides con defectos (200—46) 154 154 154

(1) Nimero de defectos de la cabaza (MAI, SDI) o 284 154 212
nimero de esparmatozoides con > 1 defecto de la cabaza (TZI)

{2) Nimero de defectos de pieza intermedia (MAI) o e - -

nimero de espermatozpides con 1 defecto de pieza intarmedia (TZI, SDI)

{3) Nimero de defectos de pleza principal
(MAI) o niimero de espermatozoldes cbn 1 54 46 46
defecto de pleza principal (TZ1, SDI)

(4) No. de espermatozoides con

14 14 14
exceso de citoplasma residual
(C) Total defectos (1)+{2)+(3) (= C) (MAI) 392
(D) Defectos totales (1)+{2)+(3)+(4) (= D) (TZI, SDI) 266 324
Cilculo del indice CIB DIB DiA

Valor de indice 2.55 1.72 1.62
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Figura 4
Espermatozoide con cabeza alargada.

Figura 3
Espermatozoide bicéfalo.

Anormalidad de cabeza
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Figura 6

Espermatozoide con implantacion axial de la pieza , Cigara > ,
e Espermatozoide con pieza intermedia engrosada
' (flecha).

Anormalidad de pieza media
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Figura 8
Espermatozoide con dos flagelos. Figura 11
Espermatozoide en el que se observa enrollamiento total
del flagelo (flechas).

ive WBILS

Anormalidad de cola
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Figura 10

' F 'g‘"'“? ' Espermatozoide con gota citoplasmatica a nivel de la pie-
Espermatozoide con pieza intermedia engrosada -a intermedia (flecha)

(flecha).

Anormalidad de ERC



Espermatozoides Normales




Anormalidades

¢ BBy A

Espermatozoide Cabeza Pieza intermedia ECR
: | Anormal Gruesa  -—---
2 Anormal Irregular ~ -—--
3 Piriforme Doblado ERC
4 Anormal = e .
5 Piriforme ——— s
6 BROEEN @30 semeemeer meses




Teratozoospermia

LaTeratozoospermia no afecta los resultados de la ICSI, pero side FIV (Zhu et al. 2022)

Durante una ICS| podemos elegir a los espermatozoides por:

s*Movilidad
“*Morfologia



MUCHAS GRACIA
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