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RESUMEN
Objetivo: Determinar cudl es la cantidad minima necesaria de espermatozoides moviles que se requiere
para realizar la inseminacion intrauterina y evaluar la morfologia estricta de Kruger y la movilidad
espermdtica antes 'y después de la capacitacion por migracion ascendente.
Métodos: Estudio prospectivo de 35 muestras de semen de hombres infértiles, se lavaron alicuotas de 1
mL de semen fresco, se centrifugarony sobre el centrifugado se coloco una capa de medio de capacitacion
para lograr una migracion ascendente.
Resultados: Los valores de movilidad y formas normales espermdticas se observaron significativamente
aumentados en las muestras después de la capacitacion. Fue posible recuperar = 2 x 10° espermatozoides
moviles aun en muestras aparentemente inapropiadas caracterizadas por hipospermia u oligozoospermia
severa, pero contenian en el total del eyaculado al menos 5 millones de espermatozoides moviles que
permitieron un elevado porcentaje de recuperacion espermdtica.
Conclusiones: La posibilidad de obtener altos porcentajes de recuperacion de espermatozoides moviles en el
total del eyaculado permite la inseminacion intrauterina como técnica de reproduccion asistida en pacientes
oligozoospérmicos antes de elegir fertilizacion in vitro o inyeccion citoplasmdtica del espermatozoide
cuando el factor masculino es la causa de infertilidad.
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SUMMARY
Objective: To determine what is the minimum necessary amount of motile sperm required for intrauterine
insemination and to evaluate the Kruger strict morphology test and sperm motility before and after training
sperm by swim up.
Methods: Prospective study of 35 semen samples from infertile men, aliquots of 1 mL of fresh semen was
washed, centrifuged and over the pellet was placed a layer of capacitation medium to achieve an upward
migration.
Results: The values of motility and normal sperm forms were observed in the samples significantly increased
after the training. It was possible to recover >2 x 10° motile sperm even in seemingly inappropriate samples
with hypospermia or severe oligozoospermia, but these contained in the total ejaculate at least 5 million
of motile spermatozoa that allowed a high percentage of retrieval.
Conclusions: The possibility of obtaining high recoveries of motile sperm in the total ejaculate allows 1UI
as assisted reproduction technique in oligozoospermic patients before choosing IVF or cytoplasmic sperm
injection when the male factor is cause of infertility.
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INTRODUCCION

El estudio de la pareja infértil se ha enfocado
en establecer sus diferentes causas que son de tipo
ovulatorio, utero-tubdrico-peritoneal, migracién del
semen y el propio factor masculino. Cerca del 40 %
de las parejas infértiles presentan combinacién de
dos o mads factores, aproximadamente el 15 % no

evidencia ninguna alteracién objetiva que lleve a un
diagnéstico definido (1). Dentro del factor masculino
48 % de estos cursa con esterilidad sin causa aparente
(ESCA) y como se sabe, el desconocimiento de la
causa de cualquier patologia hace dificil e ineficaz
su tratamiento (1).
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Cuando la concepcién no se alcanza naturalmente
es conveniente optar por las técnicas de reproduccion
asistida (TRA). Existen evidencias que consideran
la inseminacion intrauterina (ITU) como tratamiento
de primera eleccién para infertilidad por factor
masculino (2). La IIU se ha usado por muchos afios
parael tratamiento de parejas infértiles y paraaumentar
la densidad de los gametos en el sitio de fecundacion.
Esta es sugerida especialmente en casos de
disfuncién eréctil fisiologica,eyaculaciénretrégrada,
vaginismo, hipospadias y presencia de anticuerpos
antiespermatozoides en el moco cervical (3). Cuando
la ITU no es aplicable se recurre a las técnicas de
alta complejidad (TRA-AC) como fertilizacién
in vitro (FIV) e inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides en 6vulos (ICSI); también se han
aplicado, aunque con menor frecuencia transferencia
de gametos en la trompa de Falopio (GIFT) y
transferencia de embriones en la trompa de Falopio
(ZIFT) (3). Las TRA-AC son recomendadas ademas
cuando la causa de la infertilidad es la obstruccion
tubdrica u oligoastenozoospermia severa (4). La ITU
representa una notable ventaja en la relacién costo-
efectividad con respecto a las otras TRA y su éxito
se ha asociado con tasas de embarazo por ciclo entre
10 % a 20 % (5.6).

La aplicacion de IIU ha llevado consigo mejoras
importantes en cuanto a la preparacion y capacitaciéon
del semen, con el consiguiente aumento de su eficacia
en alcanzar un embarazo. La valoracién de su
eficacia es dificil, dada la gran cantidad de factores
que afectan a los resultados (factores dependientes
de la causa de esterilidad, de la técnica empleada,
etc.) (7). Su aplicacion requiere que previamente se
verifique la permeabilidad tubdrica, el momento de
la ovulacion y las caracteristicas ecograficas de dtero
y los foliculos (8).

La baja calidad espermadtica puede ser causa
de infertilidad masculina, especialmente la
oligozoospermia, aun asi se han citado casos de
IIU exitosas cuando se alcanzan concentraciones
de un millén de espermatozoides progresivos
inseminados (9). Otro estudio destaca que ademas
de la concentracion espermatica minima debe haber
al menos 4 % de formas normales con criterio
estricto para marcar un margen de probabilidad de
embarazo (10).

Enrelacién con las formas espermaticas normales
se ha sugerido el indice de deformidad espermatica
como herramienta util predictiva de la capacidad
fecundante in vitro, muestras seminales con baja
deformidad han representado un valor predictivo
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favorable de éxito/fracaso de las técnicas de
reproduccién asistida (11).

Kruger y col. (12), establecieron criterios
estrictos en la evaluaciéon morfoldgica espermatica,
consideraron que el indice de éxito para FIV es
bajo (7,6 %) cuando el valor de espermatozoides
morfolégicamente normales, seglin este criterio, fue
menor del 14 %; mientras que cuando las formas
normales eran superiores aestacifraconsiguieron una
tasa de 64 % de fertilizacién. Oehninger y col. (13)
encontraron tasas de fertilizacion del 94 % en grupos
con mas del 14 % de formas normales, comparado
con una tasa de solamente 44,5 % en grupos con
menos del 14 %. Por tanto, en FIV, los pacientes
con mas del 14 % de formas normales se asocian
con un buen prondstico, mientras que aquellos con
menos del 14 % tienen un pobre prondstico de tasa
de fecundacion (14,15).

Tanto la ITU como la FIV tienen como fines
asegurar la existencia de 6vulos disponibles, acercar
los espermatozoides al 6vulo en el aparato genital
femenino, mejorar e incrementar el potencial de
fertilidad de los espermatozoides mediante la
capacitacion espermatica.

La capacitaciéon espermdtica emplea una serie
de técnicas de lavado con soluciones especiales
o con gradientes de diferentes densidades que
eliminan del eyaculado restos celulares, bacterias,
leucocitos, secreciones de las glandulas accesorias,
espermatozoides muertos y lentos. La recuperacion
de espermatozoides moéviles (REM) para ITU debe
contener al menos 5 millones/mL. Se selecciona
gran parte de esa poblacién de espermatozoides
de mejor calidad en un volumen de 0,5 mL para
ser introducidos en el dtero mediante una canula,
aumentando con ello las posibilidades de fecundacion.
La calidad de la recuperacién se estima por el
porcentaje de espermatozoides méviles recuperados
(% REM), debiendo ser superior al 10 % cuando
se realiz6 adecuadamente la metodologia (16). La
técnica de capacitacién comprende etapas de lavado
y centrifugacién con migracion ascendente o "swim-
up", también se lleva a cabo mediante filtracion
en gradientes de Percoll y otras mas. En cuanto
al valor REM después de la capacitacién, 5 x 10°
espermatozoides/mL representala cantidad suficiente
paraalcanzarlafecundacién después que se introducen
en la cavidad uterina (17,18).

Tanto la técnica de IIU como FIV requieren
capacitacion espermadtica para que el espermatozoide
adquiera la capacidad fertilizante donde se lleven
a cabo remocion de proteinas de revestimiento,
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hiperactivacién de la movilidad y reaccién del
acrosoma. Los procesos de lavado espermatico
realizados previos a la capacitacién eliminan:
prostaglandinas, agentes infecciosos, proteinas
antigénicas, linfocinas, citocinas, radicales libres,
espermatozoides inmoéviles, leucocitos y células
germinales inmaduras. EI resultado final se
asocia con una capacidad fecundante mejorada del
espermatozoide in vitro e in vivo (19).

Paracapacitar los espermatozoides en el laboratorio
se ha sugerido la técnica de migracién ascendente,
en esta los espermatozoides se colocan por debajo de
un medio liquido especial, migran ascendentemente
y presentan los eventos mencionados. Ademads del
lavado simple y la resuspensién subsecuente de
las células germinales masculinas, la migracién
ascendente es el método mds antiguo y comun de
separacion espermatica (20).

Los pardmetros espermaticos que se deben evaluar
previos a cualquier TRA son morfologia y movilidad,
los cuales deben mantener relacion directa. La
morfologia espermadtica establecida por el criterio
estricto de Kruger, refleja integridad estructural tanto
del material genético enlacabezadel espermatozoide
como de la maquinaria mitocondrial del flagelo que
le permite la movilidad, por lo que se esperaun REM
apto para inseminacion se asocie con una morfologia
adecuada bajo este criterio estricto (21).

Elobjetivode este estudio es demostrar la cantidad
minima de espermatozoides méviles en semen que
permita la recuperaciéon espermatica para realizar
la inseminacién intrauterina y evaluar morfologia
estricta de Kruger y movilidad espermadtica antes y
después de la capacitacién por migracién ascendente.

METODOS

Se realiz6 una investigaciéon experimental de
tipo transversal mediante el estudio de 35 hombres
infértiles de edades comprendidas entre 20 y 57 afios.
Se consideraron infértiles porque no habian logrado
concebir durante el transcurso de un afio manteniendo
relaciones sexuales frecuentes (2 a3 veces por semana)
sin el uso de métodos anticonceptivos. Los individuos
asistieron por infertilidad primaria o secundaria al
Centrode Diagnéstico de Infertilidad y Enfermedades
Genéticas (CEDIEG) de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, Universidad de Los Andes, Mérida -
Venezuela, para ser evaluados. Cada participante fue
informado sobre la naturaleza,importancia,objetivos
y alcances de la investigacion.

A aquellos que decidieron participar voluntaria-
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mente se les solicitd el consentimiento informado
por escrito siguiendo los lineamientos establecidos
en la Declaracion de Helsinki para investigacion
en humanos resefiados en el Cédigo de Bioética y
Bioseguridad del FONACIT (22).

Criterios de inclusién en el estudio: muestras
seminales con concentraciones a partirde 1 millén/mL
y volimenes de semen a partir de 0,5 mL,excluyendo
del estudio aquellos pacientes con astenozoospermia
severa, azoospermia y criptozoospermia (pacientes
con disfuncién testicular primaria).
Espermograma

Las caracteristicas seminales volumen, concen-
tracién, movilidad total y vitalidad se procesaron de
acuerdo a las pautas establecidas por el 5° Manual
de la OMS. La movilidad total comprendi6 la suma
del porcentaje de espermatozoides progresivos (PR)
+ porcentaje de espermatozoides no progresivos
(NP) (23). La morfologia se evalué considerando
la formas estrictamente normales (a), con ligeras
deformidades (b.1) y el valor del indice morfolégico
[(a)+(b.1)] basadoseneltestoriginal de Thinus Kruger
y col. (12) que se describe a continuacion:

Test de Kruger

Se prepararon 2 laminas para cada espécimen
para evaluar la morfologia bajo el criterio estricto
empleando como fijador 1,8 mg/L de triarilmetano
en alcohol metilico y: solucién 1: 1 g/ de Xanteno
en tampodn preservado con azida sédica y solucion
2: 1,25 g/L de colorante de tiazida (0,625 g/L azure
Ay 0,625 g/L de azul de metileno) en tampén. Se
evaluaron 200 células por lamina por duplicado.

Los ligeramente amorfos incluyen aquellos
espermatozoides con un didmetro en la cabeza...
Las categorias estrictamente normales (a) y
ligeras deformidades (b.1) se basaron en la técnica
originalmente descrita (12) como se muestra en la
Figura 1.

Todas las otras formas anormales—redondas,
pequeiias,largas,aguzadas,de cabeza o coladoble,con
vacuolas citoplasmaticas— se obviaron en este caso.

Técnica de migracion ascendente o swim up:

Se separaron alicuotas 0,2 mLde semen fresco para
medicién de concentracién, morfologia y movilidad
espermaticas. El volumen seminal restante fue
utilizado para lavado y capacitacién espermaética en
su totalidad. Ellavado se hizo en la mayor parte del
eyaculado, diluyéndose el semen con un volumen
doble de solucidn salinafisiolégica (1:2),se mezclaron
hasta homogeneizarse y se centrifugé a 3 000 g
durante 7 minutos.
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Figura 1. Representacion diagramdtica de espermatozoides
coloreados.

Luego del lavado se aspiré el sobrenadante,
dejandose 0,2 mL del pellet de espermatozoides y
elementos celulares concentrados en el fondo de la
solucién,el pellet se resuspendid. Sobre la suspension
de espermatozoides concentrados se agregd
suavemente en la parte superior 0,7 mL del medio
Ham’s F-10 (f 0715 biochrom) suplementado con
albimina y antibidticos (penicilina/estreptomicina)
sin mezclar las fases, se incubd durante una hora a
37 °C en posicion inclinada de 45 grados (19).

Luego se aspir6 0,5 mL de sobrenadante en el cual
serealizaron los analisis de morfologia,concentracion
y movilidad.

Las comparaciones estadisticas entre los grupos
antes y después de la migracién ascendente se
realizaron usando el Test de Wilcoxon. El anélisis de
correlacién lineal simple se usé para estimar el grado
de correlacién entre las muestras, antes y después de
la capacitaciéon empleando una P de 0,05.

RESULTADOS

La movilidad total aumenté significativamente
(P<0,001) después de la capacitacion espermdtica
(X: 79,37 £ 14,66) con respecto a la muestra recién
emitida (X: 53,49 + 17,57) tal como se ha observado
en otros estudios (24).

Los espermatozoides estrictamente normales (a)
luego de la capacitacién también mostraron mejoria
significativa (P<0,001) entre el grupo antes (X:
11,03 +5,08 %) y después (X: 20,83 + 9,14 %) dela
capacitaciéon. En relacion con el indice morfolégico
(a+b.1),seencontré aumento significativo (P<0,001)
despuésdelacapacitacion espermética (49,94 +18,54)
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con respecto a la muestra inicial (39,83 + 14,04), por
lo que se pueden obtener espermatozoides de mejor
morfologia al migrar ascendentemente en el medio
de capacitacién (Figura 2).

La movilidad y la morfologia estricta en semen
fresco mantuvieron correlacion directa (r= 0,323)
(P<0,001) (Figura 3).

En el Cuadro 1 se observa que las muestras con
baja concentracién de espermatozoides moéviles 5
millones/mL presentan porcentajes de REM 50 %,
lo que refleja que la técnica de migracion ascendente
con un lavado previo en muestras oligozoospérmicas
con volimenes seminales mayores a 2 mL podrian
permitir un REM con traslativos totales suficientes
para una ITU.
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Figura 2. Comparacién de movilidad e indice morfolégico
antes y después de la migracién ascendente.
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Figura 3. Correlacién entre la movilidad total inicial e
indice morfolégico segun el criterio estricto de Kruger
después de la capacitacidén.
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Cuadro 1

Posibles casos de hipospermia, oligoastenozoospermia y oligozoospermias con su respectivo valor de REM%
que permite recuperar al menos 5 x 10° de espermatozoides méviles.

Muestras Volumen Esp. Progresivos Esp. Progresivos % REM
aparentemente (mL) x10%mL x10%eyaculado requerido
inapropiadas

Hipospermia 0,5 30 15 33 %
Hipospermia 10 20 20 25 %
Oligoastenozoospermia 20 10 20 25 %
Oligozoospermia severa 4.0 3 12 40 %
Oligozoospermia severa 7,0 2 14 36 %
Oligozoospermia severa 8,0 1 8 63 %
DISCUSION

Losresultados de este estudio son similares a otras
investigaciones porque se observaron espermatozoides
con alto porcentaje de formas normales luego de ser
capacitados por migraciéon ascendente (24,25). EI
valor porcentual de morfologia establecida segin
Kruger (formas estrictamente normales + ligeras
deformidades) ya ha sido correlacionado con la tasa
de éxito en ICSI y con FIV cuando sus valores son
mayores al 14 % (11,12,24).

Con respecto a la movilidad se observa que
concentraciones de espermatozoides progresivos
superiores a los 5 millones/eyaculado permiten
recuperar cantidades suficientes al alcanzar
porcentajes de recuperacion entre 10 % hasta 50 %;
elresto de estos espermatozoides quedan suspendidos
en el sobrenadante durante la manipulacién del
espécimen.

Comparando dos de las técnicas de capacitacion
mas empleadas, Posada y col. (26) encontraron una
tasa de embarazos de 26 % mediante migracién
ascendente, mientras que con las técnicas de gradiente
se obtuvo 6 % de embarazos; ademas la relacion
costo-efectividad fue mucho mas ventajosa al usar
migracién ascendente que cualquier otra técnica,
por lo que sugieren la realizacion de esta técnica
en la capacitaciéon del semen en los procesos de
reproduccién asistida.

Es importante tomar en cuenta que un reporte
de REM diagnéstico refleja la cantidad de
espermatozoides que son recuperados en un mL de
semen, pero su valor no se extrapola al volumen
total del eyaculado. La cantidad minima de
espermatozoides requeridaparallU es 5 millones/mL,
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cuyo valor real son de 2 a 2,5 millones contenidos en
el volumen de medio colocado en la cavidad uterina,
esdecir,un REM de 5 millones/mL cargados en cdnula
de inseminacién de 2,0 millones (en 0,4 mL) y 2,5
millones (en 0,5 mL) respectivamente. Valores mas
bajos tienen menores oportunidades de éxito (9,10).

Los intentos de inseminacién no deben superar
los cuatro, cuando estos fallan se hace necesario
ofrecer otras opciones y ventajas de las demds TRA
(26). Un estudio de revisién sefiala que no puede
establecerse un valor universal de REM, ya que los
criterios de inclusién, metodologia de evaluacién y
la tasa de embarazo por ciclo son muy variables en
los diferentes estudios, cada centro debe evaluar sus
resultados y definir el umbral para su poblacién y
laboratorio (27).

En este estudio se observa que muestras aparente-
mente inapropiadas para IIU pueden contener
los espermatozoides modviles necesarios para ser
recuperados. Por ejemplo, existen oligozoospermias
con tan solo 2 millones de espermatozoides/mL, con
valores de movilidad total =50 % en un volumen
seminal de 8 mL, casos como estos permitirian
obtener suficientes espermatozoides siempre y cuando
el porcentaje de recuperaciéon % REM sea elevado
(63 %) como se logrdé en algunas muestras de este
estudio, asimismo se pueden observar otros casos
como hipospermia u oligozoospermia con porcentajes
elevados de REM que permitirian recuperar los
5 millones/mL necesarios, por eso es necesario
analizar dos variables volumen y concentracién de
espermatozoides progresivos como se ejemplifican
en el Cuadro 1.
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Los valores de REM deben ser correctamente
interpretados, % REM sobre 10 % indican la eficacia
de la metodologia; mientras que REM sobre 5 en
millones/mL indica la cantidad de espermatozoides
necesarios paraIIU, silos datos son méas bajos sugieren
la aplicacién de otras TRA-AC.

CONCLUSION

La técnica de migracion ascendente con
lavado previo permite obtener espermatozoides de
mejor morfologia y mejor movilidad después de
la capacitacién. La posibilidad de obtener altos
valores de REM en muestras con baja concentracién
espermatica permiten usar la IIU antes de recurrir
a FIV o ICSI, siendo esencial la presencia de
espermatozoides progresivos sobre los 5 millones/
eyaculado. La aplicaciéon de IIU no solo amerita
una concentracién espermdtica minima, sino que
sea comprobado el reciente rompimiento folicular en
respuesta a un ciclo menstrual normal, la normalidad
funcional uterina, que la inseminacién sea inmediata
a la capacitacién espermadtica, y que se verifique
previamente la ausencia de estenosis cervical o de
un factor inmuno-infeccioso como la Chlamydia
trachomatis como factores determinantes.
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El riesgo de parto prematuro y preeclampsia en las mujeres
con sindrome de ovario poliquistico

Naver K, Grinsted J, Larsen S, Hedley P, Jorgensen F, Christiansen M, et al. Increased risk of preterm delivery and pre-
eclampsiain women with polycystic ovary syndrome and hyperandrogenaemia. BJOG 2014; DOI: 10.1111/1471-0528.12558.

RESUMEN: Este estudio de cohortes evalué el riesgo de resultados adversos del embarazo en mujeres
con sindrome de ovario poliquistico (SOP) y se examina el papel de hiperandrogenemia. Especificamente, los
autores documentaron la aparicién de preeclampsia, parto prematuro y recién nacidos de bajo peso para la edad
gestacional, en una cohorte de 459 mujeres con sindrome de ovario poliquistico, reclutados de una clinica de
fertilidad privada de 1997 a 2010. La poblacién de referencia de 5 409 mujeres con partos con feto tinico en
2005 de un hospital de Copenhague, Dinamarca. El diagnéstico de la diabetes mellitus antes del embarazo fue el
criterio de exclusion. En un analisis de regresion logistica multiple ajustando por el indice de masa corporal, la
edad y la paridad, la odds ratio (OR) de parto prematuro antes de las 37 semanas de gestacion se increment6 en
las mujeres con SOP hiperandrogénicas (OR, 2,78; intervalo de confianza del 95 % [IC] , 1,62-4,77,P <0,0001),
pero no en las mujeres con SOP normoandrogénicas (OR, 1,35,1C 95%,0,54-3,39,P=0,516), en comparacién
con la poblacién de referencia. Del mismo modo, el OR para la preeclampsia fue 2,41 (IC del 95%, 1,26-4,58,
P =0,0007) en las mujeres hiperandrogénicas con SOP, pero no fue mayor en las mujeres normoandrogénicas
con SOP (OR, 0,73,1IC 95%,0,18-2,99 ,P =0,657). El riesgo de tener hijos pequefios para la edad gestacional
fue similar en todos los grupos. Nivel II

COMENTARIO: Las mujeres con SOP tuvieron un mayor riesgo de resultados adversos de embarazo
en comparacion con la poblacién de referencia. El mayor riesgo se limité a las mujeres hiperandrogénicas
con SOP que tuvieron el doble de riesgo de parto prematuro y preeclampsia. Los resultados indicaron que la
hiperandrogenemia, en vez del diagnéstico de SOP, es un marcador de parto prematuro y preeclampsia. La
explicacion fisiopatolégica es incierta debido a varias caracteristicas de la poblacién con SOP, incluyendo la
obesidad y el uso de técnicas de reproduccion asistida, son potenciales factores de confusién. Lamentablemente,
la informacién sobre los niveles de andrégenos y el tratamiento de fertilidad no estaban disponibles en la
poblacién de referencia, aunque los autores controlaron por IMC y paridad. Teniendo en cuenta la forma como
comunmente el parto prematuro y la preeclampsia complican los embarazos, es necesaria la exploracién de
estas asociaciones con hiperandrogenemia.

Traducido por. Rogelio Pérez D’Gregorio de: ACOG Clinical Review. May—June 2014. Disponible en: http://www.acog.
org/~/media/Clinical%20Review/clinicalReviewv19n3.pdf?dmc=1&ts=20140813T1353287628
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