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RESUMEN

A nivel mundial se esta dando un fendmeno que cada vez es mas comun, la
infertilidad. En la actualidad la edad es considerada un factor determinante en
la calidad seminal, existe una relacion directa entre la edad y el aumento del
dafio en el ADN espermatico. El objetivo de este estudio fue evaluar las
caracteristicas seminales en jovenes universitarios mediante espermatogramas
utilizando el sistema computarizado de analisis seminal C.A.S.A (Computer
Assisted Sperm Analyzer, ISAS v1.2) para la evaluacion morfologica

Se calcularon los estadisticos descriptivos, frecuencias y coeficientes de
variacion para todos los parametros seminales procedentes de 30 jovenes
universitarios voluntarios de 18 a 30 afios de edad. Con el fin de determinar si
los habitos de los jévenes consideradas en la investigacion tuvieron efecto en
alguno de los pardmetros seminales se realizé la prueba exacta de Fisher, en el
caso de variables nominales, y una prueba de T de student o de U de Mann
Whitney, previa verificacion de la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk, en
el caso de las variables cuantitativas. Todos los andlisis se realizaron con un
nivel de confianza de 95% en el software SPSS v.21

En conclusién no se encontraron asociaciones significativamente estadisticas
entre los habitos y los distintos parametros seminales y se determiné que solo
los criterios de pH, volumen, vitalidad, motilidad, concentracién y recuento total,
cumplen con los valores establecido por la Organizacién Mundial de Salud y la
Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE), a
diferencia del 76.7% las muestras seminales que no cumple con los criterios de
morfologia. Se observo que existian alteraciones morfologicas en la cabeza y la
pieza intermedia de los espermatozoides, comparandolo con los valores
considerados normales por la OMS se obtuvo que las principales areas
afectadas fueron la longitud, el ancho, el area, la elipticidad y la elongacién de
la cabeza al igual que el ancho de la pieza intermedia, y al compararlo con los
valores de la ESHRE se obtuvo que las principales areas afectadas fueron el
ancho, el area y la elipticidad de la cabeza.

Palabras clave: Infertilidad, Espermogramas, Espermatozoides,



ABSTRACT

Worldwide is taking a phenomenon that is becoming more common, infertility.
Today's age is considered a important factor in semen quality, there is a direct
relationship between age and the increased damagein DNA sperm. The aim of
this study wasto evaluate the seminal characteristics in young students by
Spermograms and use a computerized semen analysis C.A.S.A (Computer
Assisted Sperm Analyzer, ISAS v1.2) for morphological evaluation

Descriptive statistics and frequencies for all semen parameters considered in
this study were calculated. The coefficient of variation was calculated by dividing
the standard deviation to the average and expressed in percentage. In order to
determine whether the habits of young people considered in the investigation
had any effec on semen parameters Fisher's exact test was performed, in the
case of nominal variables, and student T test or Mann Whitney, after verification
of normality with the Shapiro-Wilk test, in the case of quantitative variables. All
analyzes were performed with 95% confidence in the SPSS v.21 software

In conclusion not significantly statistical associations between the habits and
different sperm parameters were found and determined that only the criteria of
pH, volume, vitality, motility, concentration and total count, meet values set by
the World Health Organization and the European Society of Human
Reproduction and Embryology, unlike 76.7% of young people who do not meet
the requirements criteria of morphology. It was found that there were obvious
morphological changes in the anatomical parts of the head and the intermediate
piece, comparing the valuesconsidered normal by WHO, was obtained that the
main affected areas were the length, width, area, ellipticity and elongation of the
head as the width of the intermediate piece, and when compared with the values
that were obtained ESHRE relevant affected areas were the wide area and the
ellipticity of the head.

Keywords: Infertility, Semen analysis, Sperm
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1. INTRODUCCION:

A nivel mundial se esta dando un fenbmeno que cada vez es mas
comun, la infertilidad. En el trascurso de los afios la postergacion del
embarazo, ya sea por factores socioeconémicos, cambios en la conducta
reproductiva, mayor expectativa de vida, desarrollo laboral, profesional,
anticonceptivos y el mejoramiento de las técnicas de reproduccion asistida,
han desencadenado un aumento progresivo en la edad en la que mujeres y
hombres logran el primer embarazo.

En la actualidad la edad es considerada un factor determinante en la
calidad seminal, existe una relacion directa entre la edad y el aumento de
dafio en el ADN espermatico, lo que con lleva a una disminucion en la
concentracion y la motilidad espermética (Canovas et al, 2008; Horta et al
2011, Avalos, et al 2012).

La Organizacion Mundial de la Salud considera que existe infertilidad
masculina cuando hay alteracién del espermatograma fundamentalmente en
la calidad seminal, definida por la concentraciébn de espermatozoides, la
motilidad y morfologia, asociada a alteraciones propias del liquido seminal.
El espermatograma es una herramienta estandar para valorar la infertilidad
masculina a través del analisis del liquido seminal, un buen estudio aporta
una base para integrar una investigacion complementaria y llegar a un
diagnostico etioldgico preciso, que permitira tratar a los pacientes
exitosamente. En la actualidad estudios epidemiolégicos determinan que las
causas de esterilidad compartida de forma exclusiva obedecen a las
alteraciones en el factor masculino en mas del 50% de los casos
(Crazzolara, S 2007; Serrano, T 2011; Serrano, T 2012).

La varicoceles, oligospermia, azoospermia, anormalidades espermaéticas,
problemas en fragmentacion de ADN y la baja motilidad espermatica son
solo algunos de los principales problemas que se pueden encontrar
afectando al factor masculino. No existen estudios a nivel nacional o local
sobre evaluacion seminal en jovenes peruanos, los principales problemas
son analizados en adultos que se encuentran con problemas de infertilidad,
al no poder concebir naturalmente.



Los problemas en el area de reproduccion humana tienden a ser
diferentes en cada pais, ya sea por factores ambientales, calidad de vida,
tecnologia, entre otros. De manera similar, los estudios de poblaciones
sobre este tema varian segun el area estudiada (Berdugo, J 2009 y Fisch, H
2013).

Los resultados seminales que se obtienen son muy dificiles de extrapolar
a otra poblacion, debido a que generalmente los parametros seminales y la
tasa de fertilidad son evaluados en muestras homogéneas de individuos
(individuos que van a ser vasectomizados, donantes regulares de semen o
individuos sanos con fertilidad probada) los cuales no necesariamente
reflejan el estado reproductivo de la poblacion general. Adicionalmente,
estos estudios no tienen en cuenta limitaciones relacionados con la
poblacién como abstinencia sexual, factores ambientales, estilo de vida y la
metodologia usada para el analisis seminal. (Fisch, H 2013)

Los estudios sobre parametros seminales en la poblaciones y su
variacion relacionada con la geografia, han sido realizados principalmente
en el hemisferio norte (Berdugo, J 2009), muy poca informacion existe sobre
este tema en la poblaciones del tropico.

En el transcurso de los afios se ha logrado mejorar los sistemas de
evaluacion seminal para de esta manera eliminar la subjetividad inherente a
la técnica, ya que la evaluacion microscopica de la calidad del semen
depende de la persona que la realice.

El sistema computarizado de andlisis de semen C.A.S.A (Computer
Assisted Sperm Analyzer, ISAS v 1.2) ha sido usado para reducir la
variabilidad lo que se correlaciona significativamente con la fertilidad. Con el
objetivo de solventar el problema de la subjetividad y de la variabilidad de
algunos de los parametros convencionales del espermograma clasico se
empezd a utilizar este sistema, el cual permite valorar de forma rapida,
precisa y fiable tanto las variables cinéticas (Krause and Viethen, 1999 y
Mortimer, en el 2000) como las morfométricas utilizado (Hidalgo et al., en
2008).



La importancia de este trabajo es, que permite establecer una base de
medidas estadisticas actuales de los parametros seminales evaluados para
realizar comparaciones estadisticas que contribuyan a ampliar la perspectiva
de las investigaciones en Peru, ya que actualmente no existen datos de
analisis seminal con muestras variadas y al azar, teniendo en cuenta
factores especificos como la metodologia, abstinencia sexual, , toma de
muestra y evaluaciéon morfoldégica mediante el sistema computarizado de
analisis seminal C.A.S.A (Computer Assisted Sperm Analyzer, ISAS vs.), en
jovenes universitarios peruanos.



2. ANTECEDENTES:

La Andrologia es la ciencia biomédica que estudia al varon,
principalmente en sus aspectos reproductivos, con la finalidad de resolver
uno de los grandes problemas médicos, la infertilidad masculina. (Gonzales,
1992)

2.1Fisiologia androldgica: Infertilidad

La infertilidad en el varén no es un hecho infrecuente como se pretendia
establecer en el pasado; asi de acuerdo a un estudio multicéntrico realizado
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 51,2% de los casos de
infertilidad es responsable el varobn y a esto se le denomina Factor
Masculino. (OMS, 2010).

Actualmente se define la infertilidad como la incapacidad para tener hijos
después de haber mantenido doce meses de relaciones sexuales sin uso de
métodos contraceptivos. Esta infertilidad puede ser primaria o secundaria.
(Dohle, 2010).

Se dice que la Infertilidad masculina es primaria cuando el varén nunca
ha logrado fecundar a una mujer, sea esta su actual pareja o no, y en quien
se demuestra alguna alteracion en la calidad del liquido seminal.

Se dice que la Infertilidad masculina es secundaria cuando el varén ha
tenido un hijo anteriormente o ha producido un embarazo anterior y en la
actualidad muestra una alteracion en la calidad del liquido seminal y no ha
logrado fecundar a su mujer después de doce meses de meses de
relaciones sexuales sin uso de métodos contraceptivos.

Cuando los parametros de evaluacion del liquido seminal no demuestran
ninguna anormalidad se habla de una infertilidad no explicada.

Cuando se detecta una alteracion en el espermatozoide, y/o en la calidad
del liguido seminal, sin embargo las causas de estas alteraciones no pueden
ser demostradas, se habla de una infertilidad idiopéatica.

En el 2003 Olmedo, et al., definieron la infertilidad y sus posibles causas,
evaluando antecedentes cientificos, para llegar a la conclusion que la



infertilidad afecta del 16% al 20% de las parejas en edad reproductiva,
destacando los factores que influyen, tales como la edad,
Hiperprolactinemia, Hipogonadismo, hipogonadotropico, ovarios
poliquisticos, endometriosis, entre otros. Al igual que Serrano, et al, en el
2011 en su estudio descubrié que la infertilidad masculina participa en casi
el 50% de los casos como factor de infertilidad.

2.2Fisiologia de la reproduccién masculina

El estudio de la fisiologia de la reproduccién del varon incluye
principalmente al sistema nervioso central (cerebro, hipotadlamo),
adenohipofisis, testiculos y glandulas sexuales accesorias,
Secundariamente intervienen otras glandulas endocrinas (tiroides, pancreas,
adrenales), asi como el sistema nervioso vegetativo (simpatico y
parasimpatico).

De la perfecta interaccion entre todos estos sistemas es que se obtendra
una adecuada produccién de espermatozoides, asi como una adecuada
capacidad copulatoria.

En este sistema actlan tanto neurotransmisores como hormonas en una
complejo mecanismo de regulacién, constituyendo asi el eje Sistema
Nervioso Central — Hipotalamo — Hipdfisis — Testicular. (Dohle, 2010)

2.3Testiculos

Durante la quinta semana de la vida fetal se desarrolla una gonada
indiferenciada a partir de tres estructuras: el epitelio germinal (celémico),
células mesenquimatosas y células germinales primordiales. Las células
germinales se originan en la cara dorsal del intestino primitivo a la cuarta
semana de vida fetal, y migran hacia la regién lumbar, donde se localiza la
gonada primitiva. El epitelio germinal (celémico) da origen a los tubulos
seminiferos, las células mesenquimatosas a las células de Leydig y las
células germinales primordiales a las espermatogonias. (Gonzales, 1992

La diferenciacion del testiculo ocurre entre la 62. y 82 Semana de vida
intrauterina, y depende tanto de la presencia de un inductor en el brazo corto
del cromosoma Y, como de las células de Sértoli de los tubulos seminiferos
que producen la hormona inhibitoria de Miller (MIH) que inhibe la formacion
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de trompas de Falopio, Utero y porcion superior de la vagina. Las células de
Leydig secretan testosterona, que permiten la diferenciacion del conducto de
Wolff en epididimo, conducto deferente y vesiculas seminales (Decimo
segunda semana). La testosterona por accion de la 5 alfa — reductasa se
convierte en dihidro — testosterona (DHT). La DHT favorece la formacion del
glande, del cuerpo del pene, de los escrotos y de la prostata. (Dohle, 2010)

Los testiculos en el adulto estan localizados en el escroto y miden de 3.6
a 6.5 cm en didmetro mayor y tienen un volumen de 15 a 30 ml. (Montoya,
2009)

2.4Espermatogénesis

La produccién de espermatozoides se lleva a cabo en los cientos de
tubulos seminiferos que constituyen mas del 97% del volumen del testiculo.
Los espermatozoides pasan a través de los tubulos y drenan en la retes
testis. Los espermatozoides asi como las secreciones del testiculo salen de
la rete testis al epididimo via los conductillos eferentes. (Griswold, 1995)

La espermatogénesis es un proceso continuo y largo, por la cual unas
pocas células madres, denominada espermatogonias, localizadas en la base
de los tubulos seminiferos se dividen por mitosis para mantener su namero y
para producir ciclicamente espermatocitos primarios que por meiosis van a
producir espermatides haploides que se van a diferenciar en
espermatozoides que se liberan a la luz tubular. (Gonzales, 1992).

La espermatocitogenesis es el proceso por el cual las espermatogonias
se dividen por mitosis y llegan hasta el espermatocito primario.

La meiosis permite el intercambio del material genético entre los
cromosomas homologos y la produccion de espermatides haploides.

En la espermatogénesis, las espermatides se diferencian de células
esféricas con nucleo esférico en células elongadas.

Las células espermatogénicas se hallan distribuidas de manera ordenada
desde la membrana basal a la luz tubular. Las espermatogonias son las
células que descansan cerca a la membrana basal, y cerca de ellas mas
centralmente se encuentran los espermatocitos primarios, espermatocitos



secundarios (que dificilmente se observan por su corta vida media), y
espermétides.

La division de la generacion final de la espermatogonias produce
espermatocito primarios. Los espermatocitos primarios se diferencian hasta
espermatides a través de dos divisiones meidticas sucesivas. En la segunda
division meidtica que convierte al espermatocito primario en secundario se
reduce el nimero de cromosomas de 46 a 23. (Griswold, 1995)

La profase de la primera divisibn meioéticas es larga y se reconocen 3
estadios: leptoteno, zigoteno y paquiteno. Durante el paquiteno que dura 16
dias en el hombre, ocurre el intercambio del material genético y de origen
maternal y paternal.

Los estadios finales de la profase meiética son el diploteno y la diakinesis
cuando los pares de cromosomas estan parcialmente separados: La
separacion final ocurre durante la metafase y anafase.

Después de la telofase se forma el espermatocito secundario. El proceso
de meiosis ocurre en un medio condicionado por las células de Sértoli con el
que las células germinales permanecen en intimo contacto durante su
diferenciacion a espermatides. Las células germinales requieren lactato
como fuente energia, la cual es producida sélo por las células de Sértoli con
el que las células germinales permanecen en intimo contacto durante su
diferenciacion a espermatides. El proceso por el cual las espermatides se
transforman en espermatozoides se denomina espermatogénesis, en la cual
no hay divisién celular sino solamente diferenciacion. Este proceso incluye
la condensacion de la cromatina nuclear y reubicacion del nucleo a la
periferia de la célula, la formacién del capuchon acrosomial sobre la
extremidad apical del ndcleo y el desarrollo a partir de los centriolos del
aparato encargado de la motilidad de los espermatozoides. (Griswold, 1995)

La maduracién de las espermatides ocurre en la célula de Sértoli. Las
espermatides mas maduras se encuentran insertadas por la cabeza en las
células de Sértoli. ElI plasmindgeno activador sintetizado en la célula de
Sértoli parece intervenir en el proceso de espermiacion, que consiste en la
liberacion de la espermatide a la luz tubular. (Montoya, 2009)



2.5Transporte de espermatozoides y maduracién en el epididimo

El transporte del espermatozoide desde que es liberado a la luz tubular
hasta que esta listo para salir en la eyaculacion dura 7 — 10 dias. En el
espermatozoide testicular ocurren cambios anatdmicos, bioquimicos
funcionales conforme pasa por el epididimo. El epididimo es un tubulo
simple, enrollado sobre si mismo, que tiene una longitud de 4 — 5 metros
divididos en cabeza, cuerpo y cola. En el epididimo, las contracciones
regulares de la pared del conducto parecen proveer la fuerza necesaria para
movilizar los espermatozoides. Aunque es reconocidos que los
espermatozoides del epididimo (cabeza) carecen de capacidad fertilizante,
los recientes estudios de fertilizacién in vitro han demostrado que esto es
incorrecto; lo que sucede es que la capacidad fertilizantes aumenta a
medida que los espermatozoides progresan de la cabeza a la cola.
(Gonzales, 1992)

En el epididimo los espermatozoides maduran y pueden ser
almacenados. La maduracion implica una serie de cambios estructurales
qgue conllevan a la adquisicion de la motilidad, disminucién de la gota
citoplasmatica en la pieza intermedia, cambios eléctricos en la superficie de
la membrana, aumento en el contenido de AMPc, modificacién de la forma
del acrosoma y adquisicion de proteinas de superficie que se creen son
factores descapacitantes.(Dohle, 2010)

2.6 Estructura del espermatozoide

El espermatozoide esta compuesto de cabeza y cola. La cola o flagelo
puede ser subdividida en cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza
terminal.

La cabeza contiene principalmente al ndcleo. La cromatina del ndcleo
esta altamente condensada; esto con la finalidad de hacerla
metabolicamente inerte y mas resistente a la digestion. La parte anterior del
ndcleo es cubierto por el acrosoma, estructura procedente del aparato del
Golgi y formado por dos membranas, la interna y la externa en cuyo interior
se encuentran carbohidratos y enzimas proteoliticas. (Gonzales, 1992)

El acrosoma esta compuesto de dos segmentos:



a) El segmento anterior mas grueso y conteniendo las enzimas hidroliticas.
b) EI segmento ecuatorial, mas corto y adelgazado.

Por fuera de la membrana externa del acrosoma se encuentra la
membrana plasmatica.

El espermatozoide capacitado realiza la reaccion acrosomal que implica
la vesiculaciébn de la membrana externa y la liberacion de las enzimas
proteoliticas. Entre estas enzimas se encuentran la acrosina que posee
actividad tipo tripsina, y la hialuronidasa. (Griswold, 1995)

La cola es el motor del espermatozoide y consiste fundamentalmente de
dos microtubulos centrales rodeados por nueve pares de microtibulos.

Los dobletes tienen dos brazos de dineina, una proteina con actividad de
ATPasa. Estos brazos de dineina son esenciales para la motilidad. Los
dobletes de micro tubulos estdn conectados entre si y con micro tubulos
centrales. Los brazos de dineina de un doblete se unen al doblete adyacente
y, a través de la hidrélisis de ATP, producen un cambio conformacional que
resulta en el movimiento de los dobletes. El calcio y la calmodulina también
parecen intervenir en este proceso. (Gonzales, 1992)

2.7Capacidad espermatica

La capacitacion espermatica es el proceso en el cual es espermatozoide
adquiere la capacidad para penetrar un Ovulo. Durante la capacitacion
ocurren cambios en la membrana del espermatozoide, entre los que se
encuentran, la remocién de ciertos antigenos del plasma seminal, cambios
en la carga eléctrica de la membrana. Cuando el espermatozoide entra en
contacto con el ovulo ocurren nuevos cambios, donde hay ruptura de las
membranas del acrosoma. Esto permite la salida del material enzimatico del
acrosoma, un factor parecido a la neuraminidasa, una enzima dispersante
de la corona, y una proteasa denominada (acrosina). Este Ultimo proceso se
denomina reaccién acrosomial y juega un rol importante en la penetracion
del espermatozoide para su fusién con la membrana del évulo.

Con la capacitacion del espermatozoide, se observan dos fendmenos:
una hipermotilidad y un aumento en la velocidad del espermatozoide que
son necesarias en mediar la capacidad del espermatozoide para penetrar la
zona pelucida del 6vulo. (Gonzales, 1992)



2.8Influencia de la edad en la calidad seminal

Cénovas, et al., en el 2008 realizo un estudio estadistico no paramétrico
(prueba de Kruskall-Wallis) relacionando el recuento espermatico y motilidad
con la edad, concluyendo que la edad esta intimamente relacionada con la
disminucién de la concentracion, la motilidad y con el aumento de los
espermatozoides inmoviles, del mismo modo Avalos, et al. En el 2012
demostré al estudiar 2441 casos de varones, durante 5 afios que existe esta
tendencia. Horta, et al., en el 2011 realizo un estudio de 62 varones donde
se compararon 2 grupos de estudio, la edad promedio del primero fue de 25
afios entre 17 y 35 afos, y la edad promedio del segundo fue de 48 afios
entre 40 y 56 afos, demostrando que la tendencia actual a ser padres en la
madurez se asocia a una disminucién de la integridad genética de los
espermatozoides. Los individuos mayores de 40 afios presentaron un
aumento en la fragmentacién del ADN espermatico que podria explicar la
reduccion de la fertilidad reportada.

2.9Utilizaciébn del sistema computarizado de evaluacion seminal
(C.AS.A)

El sistema computarizado de analisis de semen C.A.S.A (Computer
Assisted Sperm Analyzer) ha sido usado para reducir la variabilidad y se ha
encontrado una correlacion significativa con la fertilidad, sin embargo, el
sistema no esta exento de algunos errores humanos.

Con el objetivo de solventar el problema de la subjetividad y de la
variabilidad de algunos de los parametros convencionales del
espermograma clasico se empezé a investigar la forma de automatizar el
analisis del movimiento espermatico mediante el uso de sistemas
informaticos. Los primeros valores objetivos se obtuvieron con métodos
directos como la micrografia investigado por Overstreet et al., en 1979 e
indirectos, espectrofotometria o velocimetro laser de doppler estudiado por
Jouannet et al., en 1977. Posteriormente, con el desarrollo de la tecnologia
de digitalizacion de la imagen de video, se incorporaron al mercado los
sistemas semiautomaticos usados en el proyecto de Jagoe et al., 1986 y
automaticos por Davis and Katz, 1989, genéricamente denominados con las
siglas C.A.S.A (Computer Assisted Sperm Analyzer), los cuales permiten
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valorar de forma rapida, precisa y fiable tanto las variables cinéticas usadas
por Krause and Viethen, 1999 y Mortimer, en el 2000 como
morfométricas utilizado por Hidalgo et al.,
espermatozoides humanos.

las
en 2008 para evaluar
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo general:

Evaluar las caracteristicas de muestras seminales de jévenes
universitarios mediante espermatograma.

3.20bjetivos especificos:

e Determinar el porcentaje y frecuencia de jévenes que presentan
alteraciones en algun parametro espermatico.

e Utilizar el sistema computarizado de anadlisis de semen (C.A.S.A-
Computer Assisted Sperm Analyzer), para la evaluacion morfolégica

e Establecer medidas estadisticas actualesde los parametros seminales
procedentes de jovenes universitarios de la ciudad de Lima, Peru.
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4. MATERIALES Y METODOS:

4.1Poblaciéon de Estudio

41.1

Tamafo de Muestras

Se evalu6é el muestra seminal de 30 jovenes universitarios que

asistieron de manera voluntaria a las instalaciones del Banco Nacional de
Semen, y donaron en tres distintas oportunidades, un total de 90
muestras fueron analizadas siguiendo el esquema indicado por la OMS
2010.

4.1.2

Criterios de Admision y Exclusién

Tener la aprobacion del Comité de Etica.

El ser estudiante universitario de la ciudad de Lima.
Tener entre 18 y 30 afios de edad.

Ser informado adecuadamente mediante el consentimiento informado
para su participacion en el estudio de manera voluntaria.

Completar un cuestionario epidemiolégico y clinico que exploro hébito
tabaquico, farmacos, consumo de alcohol y drogas; ademas de
enfermedades graves tales como hepatitis, VIH, etc. También se
recogio informacién de estados febriles durante los ultimos dias.

Se tuvo en cuenta que los participantes donaron su muestra de
manera voluntaria.
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4.2Recoleccién de Muestras

4.2.1 Lugar de Ejecucion

Las muestras fueron donadas en las instalaciones del Banco Nacional de
Semen de la Universidad Nacional Agraria La Molina y luego llevadas al
Laboratorio donde se realizd el procesamiento seminal siguiendo el esquema
de la Organizacion Mundial de la Salud del 2010.

4.2.2 Consideraciones Eticas

Dentro de las consideraciones éticas para la ejecucion de este
proyecto este pas6 por la aprobacion del Comité de Etica de la
Universidad Ricardo Palma.

4.3Andlisis de las muestras

Todas las evaluaciones seminales realizadas a continuacion se basaron
en el esquema establecido por la Organizacién Mundial de la Salud del
2010.

4.4Evaluacion microscoOpica de las muestras seminales

4.4.1 Apariencia

Se evalud el aspecto de la muestra describiendo el color
4.4.2 Aspecto

Se determindé el grado de homogeneidad de la muestra

4.4.3 Volumen

Para evaluar el volumen, se pesd cada frasco estéril previo a la
coleccion de manera individual en una balanza analitica y luego se peso
posterior a la toma de muestra y se aplico la siguiente formula:

P1 inicial — P2 final = Peso total =Vol. total eyaculado
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Asumiendo que la densidad del semen es 1g/ml. (Densidad del semen
varia entre 1.043 y 1.102 g/ml (Huggins et al., 1942; Brazil et al., 2004,
Cooper et al., 2007). El valor referencial del volumen seminal debe ser 1.5 —
6 ml.

4.4.4 Licuefacciéon

Se dejo la muestra reposar entre 5 a 40 minutos para observar el grado
de licuefaccion de la muestra, si esta no se licua agregar un volumen igual
de dilutor (solucion salina) con una pipeta de 2mL y mezclar (el factor de
dilucion luego sera indicado para el recuento espermatico).

445 Viscosidad

Con una pipeta estéril de 2mL se evaludé la muestra aspirando el
contenido seminal y permitiendo la caida libre de gotas y se observo la
longitud del filamento del eyaculado.

4.46 pH

Para del pH se homogenizo la muestra y se colocd una gota de semen
con una pipeta Pasteur estéril, se dispersar sobre una tira de pH de rango
6.0 a 10.0, y se esperd a que el color se tornara uniforme (<30 segundos) y
se comparo con las tonalidades de rangos de pH.

4.5Evaluacién macroscopicas de la muestras seminales:

45.1 Motilidad

Para la evaluacion seminal se utiliz6 un Microscopio BOECO de
contraste de fases con platina térmica a 37°C, los cubreobjetos y
portaobjetos fueron sometidos al calor previamente en una plancha caliente
a 37°C.

La muestra se homogenizo aspirando 10 veces con un pipeta de plastico
estéril 1,5 mm de didmetro luego, se realizé en una primera observacion a
100x, usando un ocular 10x y objetivo 10x. Para evaluar agregaciones, las
aglutinaciones y células no espermaticas, posteriormente se colocé el
objetivo en 40x y se realizé la observacion a 400x lo que nos permitid
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realizar la estimacién de la dilucién necesaria para calcular la concentracién
espermética, y la motilidad.

Para evaluar la motilidad se coloc6 una alicuota 10ul de la muestra
seminal en una lamina portaobjeto temperada a 37°C y una lamina cubre
objeto por duplicado, lo que permite que se obtenga una profundidad de
campo de 20 micras, para que no se obstaculice el libre movimiento de los
espermatozoides. Se dejo reposar por 1 minuto y se evaluo.

Primero se contaron los espermatozoides con motilidad progresiva, luego
los espermatozoides con motilidad no progresiva y por ultimo los inmaviles.
Se realizd un doble contaje y se evaluaron 3 campos de 200
espermatozoides respectivamente.

45.2 Vitalidad

Se tomo un frotis del eyaculado y se procedié a realizar la coloracion
supra vital, se mezclé una alicuota de 5ul de semen con 5 ul de solucién de
eosina preparada al 0.5%, en un portaobjeto y se cubridé con un cubreobjetos
se dejoé en reposo por 30 segundos y se observé a 400x.

Se realiz6 un contaje de 200 espermatozoides por campo bajo un
microscopio de fase de contraste.

45.3 Concentracion

Se siguid el mismo esquema efectuado para la evaluacion motilidad, se
procedié a montar el portaobjeto con 10ul de muestra seminal y se cubrid
con el cubreobjetos. Se dej6 en reposo 1 minuto a 37°C y se situ6 en el
microscopio. Segun el numero de espermatozoides que se contaron se
realiz6 una determinada dilucion.
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Espermatozoides Dilucion

por campo de 400x (semen + diluyente)
<15 1:5(1+4) ( 10ul 40ul )
semen + dilutor

15-40 1:10(1+9) (‘°“' Sou! )

semen + agilutor

40 - 200 1:20(1+19) (5”' o~ )

52’71!n+ dilutor

245,

> 200 1:50(1+49) ( Sul “_)

semen dilutor

Se cargé ambas sub-caAmaras de la cAmara de Neubauer, con 10ul de
semen diluido previamente y se analizé bajo un microscopio de fase de
contraste a 400x, se evalué la muestra luego de 5 minutos de reposo
contando 200 espermatozoides.

Los resultados fueron evaluados calculando la suma y diferencia de los
dos contajes.

Para diluciones 1/5, 1/20, 1/50, se aplicé la siguiente formula:

N? spz 1 fila
N¢ filas * 20n

Concentracion = x Factor Dilucién = C x 10° spz/ml

4.5.4 Morfologia

Se tomo un frotis del eyaculado y se procedié a realizar la tincién de
Papanicolaou modificada para espermatozoides humanos.

Se tomaron en cuenta los parametros de cabeza y pieza media
espermatica utilizando el sistema computarizado CASA (Computer Assisted
Sperm Analyzer ISAS vs.), el cual fue programado con los estandares para
la evaluacién morfoldgica en espermatozoides humanos.
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5. ANALISIS ESTADISTICOS

Se calcularon los estadisticos descriptivos y frecuencias para todos los
parametros seminales considerados en el presente estudio. El coeficiente de
variacion se calculé dividiendo la desviacion estandar con el promedio y se
expresd en porcentaje. Con el fin de determinar si los habitos de las
personas consideradas en la investigacion tuvieron efecto en alguno de los
parametros se realizd la prueba exacta de Fisher, en el caso de variables
nominales, y una prueba de T de student o de U de Mann Whitney, previa
verificacion de la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk, en el caso de
las variables cuantitativas. Todos los andlisis se realizaron con un 95% de
confianza en el software SPSS v.21 para Windows.
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6. RESULTADOS

De los donantes que fueron 30 jovenes, el 13,3% reportaron ser
fumadores activos, 40% consumidores de alcohol y 10% tenian
antecedentes de hepatitis (Tabla 1).

6.1Resultados del anélisis seminal parametros macroscopicos:

Dentro de las muestras analizadas en este proyecto el 73.3% obtuvo una
apariencia blanquecina, 16.7% blanquecino amarillento, 3.3% traslucido,
6.7% opaco. ElI 100% de las muestras evaluadas resultaron ser
homogéneas y tuvieron una licuefaccion completa.

El 73.3% de los muestras evaluadas presentaron una viscosidad normal,
el 20% ligeramente aumentada, 3.3% medianamente aumentada y 3.3%
altamente aumentada.

El nivel de aglutinacion encontrado en las muestras que no presentaron
aglutinacion fue del 50%, a diferencia del 36.7% que presento aglutinacion
grado 1y el 13.3% grado 2.

El 46.7% de las muestras no presentaron agregaciones, se encontré que
el 46.7% de las muestras analizadas presento agregaciones de grado 1y el
6.7% grado 2.

6.1.1 Volumen

Para el criterio de volumen se obtuvo una media de 2.6+/-0.9, con un
minimo de 0.7 y un méaximo de 4.4 en la evaluaciones seminales con una
diferencia de rango de 3.7 y un coeficiente de variacion de 34.6%, para el
percentil 5% se registré un valor 1y para el percentil 95%, un valor de 4.

Se menciona un caso aislado de un donante que registro en las tres 3
repeticiones un volumen promedio anormal altamente elevado de 7ml con
una concentracion de 80 millones de espermatozoides por ml y 560 millones
de concentracion total de eyaculado.
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6.1.2 pH

Se obtuvo una media de 7.7+/- 0.4, con un minimo de 7.2 y un maximo
de 9.0 en la evaluaciones seminales con un diferencia de rango de 1.8 y un
coeficiente de variacion de 5.2%, para el percentil 5% se registré un valor
7.3 y para el percentil 95%, un valor de 8.7.

6.2Resultados del andlisis seminal parametros microscopico

6.2.1 Motilidad
Motilidad progresiva:

Se obtuvo una media de 46+/-14.6, con un valor minimo de 26 y un
méaximo de 70 en la evaluaciones seminales con un diferencia de rango de
44 y un coeficiente de variacién de 31.7%, para el percentil 5% se registro
un valor 26 y para el percentil 95%, un valor de 69.5.

Motilidad no progresiva:

Se obtuvo una media de 9+/-6.3, con un minimo de 4 y un maximo de 35
en la evaluaciones seminales con un diferencia de rango de 31 y un
coeficiente de variacion de 70%, para el percentil 5% se registré un valor 4 y
para el percentil 95%, un valor de 26.2.

Motilidad progresiva més motilidad no progresiva:

El cual registro una media de 55.2+/-14.5, con un minimo de 30 y un
maximo de 77 con un diferencia de rango de 47 y un coeficiente de variacion
de 26.3%, para el percentil 5% se registré un valor 31 y para el percentil
95%, un valor de 76.5.

Espermatozoides inmoviles:

Se determindé una media de 43.4+/-13.9, con un minimo de 23 y un
maximo de 68 en las evaluaciones seminales con una diferencia de rango
de 45 y un coeficiente de variacion de 32%, encontrando que 23.6 fue lo
obtenido para el percentil 5% y 66.4 para el percentil 95%.
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6.2.2 Vitalidad

Para el criterio de vitalidad se obtuvo una media de 64+/-9.2, con un
minimo de 42 y un maximo de 81 con una diferencia de rango de 39 y un
coeficiente de variacion de 14.4%, para el percentil 5% se registré un valor
46.4y para el percentil 95%, un valor de 80.45.

6.2.3 Concentracion
Concentracion por ml:

Se obtuvo una media de 61.8+/-27.8, con un minimo de 20.7 y un
maximo de 140.9 en la evaluacién seminal con una diferencia de rango de
120.2 y un coeficiente de variacién de 45%, para el percentil 5% se registro
un valor 21y para el percentil 95%, un valor de 127.5.

Concentraciéon Total:

Se registr6 una media de 156+/- 81.9, con un minimo de 34.4 y un
maximo de 304.3 con un diferencia de rango de 269.9 y un coeficiente de
variacion de 52.5%, para el percentil 5% se registré un valor 39 y para el
percentil 95.

6.2.4 Morfologia

Se evalué la morfologia las laminas tefiidas con la coloracion
Papanicolaou modificada para espermatozoides y se analizaron en el
sistema computarizado de andlisis de semen CASA (Computer — Assisted
Sperm Analyzer ISAS vs.).
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6.3Analisis morfolégico en C.A.S.A (Computer — Assisted Sperm
Analyzer ISAS vs.)

6.3.1 Evaluaciéon anatémica de la cabeza espermaética:
Evaluaciéon morfolégica normal acrosomal:

Se obtuvo una media de 76.1+/- 10.5, con una diferencia de un rango de
42.5 con un minimo de 47.5 y un méximo de 90 y un coeficiente de variacion
de 13.8%, para el percentil 5% se registr6 un valor 55 y para el percentil
95%, un valor de 90.

Para la Longitud (um):

Se establecié una media 3.8+/- 0.2, se obtuvo la diferencia de rango de
1.1 con un minimo de 3.2 y un maximo de 4.3 y un coeficiente de variacion
de 5.3%, para el percentil 5% se registré un valor 3.3 y para el percentil
95%, un valor de 4.2.

El Ancho (um):

Con una media de 1.4+/- 0.1, también se obtuvo la diferencia de rango
de 0.5 con un minimo de 1.1 y un maximo de 1.6 y un coeficiente de
variacion de 7.1%, para el percentil 5% se registré un valor 1.1 y para el
percentil 95%, un valor de 1.6.

El Area (um2):

Se obtuvo una media de 4.1+/- 0.3, con un minimo de 3.6 y un maximo
de 4.9, con un diferencia de rango de 1.3 y un coeficiente de variacién de
7.3%, para el percentil 5% se registré un valor 3.7 y para el percentil 95%,
un valor de 4.8.

El Perimetro (um):

Registro una media de 10+/- 0.7, con un minimo de 8.8 y un maximo de
11.7 y un coeficiente de variacion de 7%, para el percentil 5% se registro un
valor 8.9y para el percentil 95%, un valor de 11.4.
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La elipticidad:

Con una media de 2.9+/- 0.4, se obtuvo una diferencia de rango de 1.6
con un minimo de 2.1 y un maximo de 3.7 y un coeficiente de variacién de
13.8%, para el percentil 5% se registro un valor 2.1y para el percentil 95%,
un valor de 3.7.

La elongacion:

Con una media de 0.5+/- 0.1 registro un 0% de cumplimiento en
comparacion con los valores considerados normales por la OMS entre 0.12
y 0.25, a diferencia cuando lo comparamos con los valores de ESHRE con
valores entre 0.1 y 3, se obtuvo un 100% de cumplimiento, con una
diferencia de rango de 0.3, con un minimo de 0.3 y un méximo de 0.6 en la
evaluacion morfolégica con y un coeficiente de variacion de 20%, para el
percentil 5% se registré un valor 0.3 y para el percentil 95%, un valor de
0.5.

La rugosidad:

Con una media de 0.5+/- 0.1, con un diferencia de rango de 0.8, con un
minimo de 0.1 y un maximo de 0.9 y un coeficiente de variacién de 20%,
para el percentil 5% se registré un valor 0.3 y para el percentil 95%, un
valor de 0.8.

La regularidad:

Se obtuvo una media de 1+/- 0.1, con un 80% de cumplimiento en
comparacion con los valores considerados normales entre 0.9 y 11 tanto por
la OMS como por ESHRE, con un diferencia de rango de 0.3 con un minimo
de 0.8 y un méximo de 1.1 en la evaluacion morfologica y un coeficiente de
variacion de 10%, para el percentil 5% se registré un valor 0.8 y para el
percentil 95%, un valor de 1.

La regién acrosomal (%):

Coloreada de amarillo con una media de 40+/- 2.6, con un diferencia de
rango de 6.5, con un minimo de 33.9 y un maximo de 45.2 y un coeficiente
de variaciéon de 6.5%, para el percentil 5% se registré un valor 35.7 y para
el percentil 95%, un valor de 44.6.
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Aumento: (1000x)

6.3.2 Evaluacion anatomica de la pieza intermedia se obtuvo que:
El Ancho (um):

Se obtuvo una media de 0.7+/- 0.1, con un diferencia de rango de 0.3,
con un minimo de 0.6 y un méaximo de 0.9 y un coeficiente de variacion de
14.3%, para el percentil 5% se registré un valor 0.6 y para el percentil 95%,
un valor de 0.9.

El ancho normal (%):

Se consiguié una media de 86.8+/- 6.3, con un minimo de 62.5 y un
maximo de 92.5 en la evaluacién morfolégica con un diferencia de rango de
30 y un coeficiente de variacién de 7.3%, para el percentil 5% se registré un
valor 66.6 y para el percentil 95%, un valor de 92.5.

El Area (um2):

Se obtuvo una media de 1.5+/- 0.1, con un diferencia de rango de 0.5,
con un minimo de 1.3 y un maximo de 1.8 y un coeficiente de variacion de
6.7%, para el percentil 5% se registré un valor 1.3y para el percentil 95%,
un valor de 1.7.

El porcentaje de insercion normal de la pieza intermedia:

Se obtuvo una media de 83.2+/- 4.2, con un minimo de 72.5 y un maximo
de 90 en la evaluacién morfologica con un diferencia de rango de 17.5 y un
coeficiente de variacion de 5.1%, para el percentil 5% se registré6 un valor
73.9y para el percentil 95%, un valor de 90.
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El Angulo de insercion de la pieza intermedia:

Se consiguié una media de 13.5+/- 3.3, con un 100% de cumplimiento
para ambos criterios en comparacion con los valores considerados normales
por la OMS entre 0 -60, al igual que ESHRE con valores entre 0 — 30, con
diferencia de rango de 11.3, con un minimo de 9 y un maximo de 20.7 y un
coeficiente de variacion de 24.4%, para el percentil 5% se registré un valor
9.1y para el percentil 95%, un valor de 19.6.

Se consideraron agrupar las variables nominales del andlisis seminal de
los 30 varones jovenes considerados en el presente estudio en la tabla 4. Se
compararon todos las variables nominales del analisis seminal (apariencia,
licuefaccion, aspecto, viscosidad, aglutinacién, agregacion) y los criterios
seminales (volumen, pH, vitalidad, concentracion, motilidad y morfologia)
con los habitos de los varones jovenes de entre 18 y 30 afios considerados
en el presente estudio (fumador, consumo de alcohol y antecedentes de
hepatitis) mediante la prueba T de student o de U de Mann Whitney, previa
verificacion de la normalidad con la prueba de Shapiro = Wilk, y no se
encontré ningun efecto de los habitos de las personas evaluadas en este
estudio con alguno de los parametros evaluados.
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7. DISCUSION

De la literatura revisada, este es el primer estudio que evalia los
parametros seminales en base a los espermogramas y el analisis
morfologico en C.A.S.A (Computer — Assisted Sperm Analyzer ISAS vs.) de
la poblacion joven de Lima —Perd.

En el presente estudio se revel6 que los valores encontrados superan los
estandares recomendados por la OMS 2010 (pH, volumen, concentracion,
recuento total, vitalidad y Motilidad). Solo la Morfologia se encontrd
disminuida en comparaciéon con la OMS, con un valore del 76.7% de
incumplimiento con una media de 11.6+/-3.3, con un minimo de 7.5 y un
maximo de 20 en las evaluaciones seminales.

Alrededor del mundo este pardmetro también ha sido encontrado por
debajo de lo considerado normal, Crazzolara, S et al. 2007 al evaluar una
poblacién Suiza de 34 individuos con una media de 9, y un rango de
variacion entre 1 — 17. De igual forma Navarro et al. 2010, analiz6 109
sujetos de una poblacion Chile — Arica, encontrando una media de 15+/-7.9,
con un minimo y maximo entre 0 — 43,1, y Henao et al. 2013 evalu6 una
poblacion de Colombia de 30 individuos, encontrando una media de 11.2,
con un minimo y maximo de 5 — 22.5.

Algunos autores estiman que la motilidad y la concentraciébn son mejores
predictores de fertilidad que la morfologia espermatica (Natella et al, 2006),
mientras que otros dan mayor importancia a la morfologia o a la cinética de
desplazamiento espermatozoide. (Munuce et al, 2006). En nuestro caso
encontramos que la morfologia es el mejor indicador de la fertilidad porque
en esta se pueden observar las causas de las principales complicaciones.

Brazil, C en el 2004 nos indica en su investigacion, que otra razén que
podria explicar esta variacion, seria las diferencias que pueden existir entre
laboratorios referente a la subjetividad y variabilidad interpersonal al
momento de evaluar las muestras seminales, lo que también fue reportado
por Fisch, H 2013

26



7.1

7.2

Aspectos macroscopicos
7.1.1 Volumen

Las variaciones observadas en el volumen seminal en el presente
estudio son similares a las reportadas por, Navarro et al. 2010, quienes
reportan en su estudio un volumen con una media de 2.9+/-1.6, con un
minimo y maximo entre 0.3 — 8.5, Henao et al. 2013 obtuvo una media de
2.7+/-1.3, con un minimo y maximo de 1.5 — 6. Crazzolara, S et al. 2007
obtuvo una media de 2.6, con un rango de variacion entre 0.5 — 5.8, similar a
lo obtenido en este estudio con una media de 2.6+/-0.9, con un minimo y
maximo entre 0.7 — 4.4, también se obtuvo un valor de cumplimiento del 90%
en comparaciéon con los registros de la OMS y ESHRE que clasifican como
valores aceptados normales 1.5 — 6.

7.1.2 pH

El pH con una media de 7.7+/-0.4, con un min y maximo entre 7.2 — 9 en
comparacion con la OMS 2010 se encontré que el 96.7% cumplia con los
criterios establecidos con valores mayores o iguales a 27.2 similar
comparandolo con ESHRE 1998 se encontré un 90% de cumplimiento el cual
registra valores entre 7.2-8.0, semejante a lo obtenido por Navarro et al.
2010 que reporto en su estudio un pH con una media de 7.6+/-0.5, con un
minimo y maximo entre 7 — 8, Henao et al. 2013 obtuvo una media de 7.8+/-
0.4, con un min y maximo de 7 — 8.5. Crazzolara, S et al. 2007 obtuvo una
media de 8, con un min y maximo de variacién entre 7.4 — 8.3.

Aspectos microscopicos
7.2.1 Motilidad

Para la Motilidad progresiva (a) segun la OMS y ESHRE, la motilidad
progresiva tiende a tener valores normales superiores a 232 de motilidad, la
media obtenida fue de 46+/-14.6, por lo que solo se registré6 un 7.3% de
cumplimiento.

Se evaluo el criterio de motilidad progresiva mas motilidad no progresiva
(a+b) la media obtenida fue de 55.2+/-14.5 y se determind un valor de
cumplimiento del 76.7% en comparacion con la OMS, con valores
considerados normales superiores a 240, a diferencia de ESHRE que no se
determind por ausencia de valores, similar a lo obtenido por Navarro et al.
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2010 que reporto en su estudio una Motilidad progresiva (a) con una media
de 19.2+/-18.6 con un min y maximo 0 — 85 y para Motilidad total (a + b) una
media de 42.2+/-23.2 con un min y maximo entre 0 - 90, Henao et al. 2013
en su estudio obtuvo una media para Motilidad progresiva (a) de 61.1+/-12.1
con un minimo y maximo 42 — 90 y para Motilidad total (a + b) media de
69.3+/-10 con un min y maximo entre 52 - 91, Crazzolara, S et al. 2007 en su
investigacion obtuvo una media para Motilidad progresiva (a) de 36+/-12.1
con un min y maximo 11 — 61 y para Motilidad total (a+b) media de 42 con
un min y maximo entre 15 — 66.

7.2.2 Vitalidad

Para el criterio de vitalidad se obtuvo un 70% de cumplimiento cuando
se compar6 con los valores de la OMS y ESHRE estos determinan que los
valores normales de vitalidad tienden a ser superiores a =258%, y la media
que se obtuvo en esta investigacion fue de del 64+/-9.2 con un min y maximo
entre los 45 — 81 similar a lo obtenido por Henao et al. 2013 que obtuvo una
media de 75.3+/-8.8, con un minimo y maximo de 60 — 91, Navarro et al.
2010 en su estudio reporto una vitalidad media de 77.9+/-19.2, con un min y
maximo 0 — 100.

7.2.3 Concentracion

En esta investigacion se obtuvo una media de 61.8+/-27.8, con un
minimo de 20.7 y un maximo de 140.9, cuando se compar6 con la OMS 2010
que registra valores considerados normales superiores a =20 millones de
espermatozoides por ml se obtuvo un 100% de cumplimiento, de igual
manera al compararlo con ESHRE con valores de 215 millones por ml,
similar a lo obtenido por Navarro et al. 2010 que reporto en su estudio una
concentracion con una media de 62.8+/-62.3, con un min y maximo 0.45 —
380, Henao et al. 2013 obtuvo una media de 80.6+/-58.7, con un minimo y
méaximo de 26 — 300. Crazzolara, S et al. 2007 obtuvo una media de 60, con
un min y maximo entre 1 — 224,

Para el recuento total de concentracion se encontrdo una media de 156+/-
81.9, con un minimo de 34.4 y un maximo de 304.3 estos datos tuvieron un
valor de cumplimiento del 96.7%, en comparacion con los criterios de la OMS
y ESHRE, los cuales registran valores superiores a 239 millones de
espermatozoides por eyaculado, similar a lo obtenido por Navarro et al. 2010
gue reporto en su estudio una concentracion con una media de 170.5+/-

28



181.4, con un minimo y maximo entre 1.71 — 1.140, Crazzolara, S et al. 2007
obtuvo una media de 160, con un min y maximo entre 1 — 636.

7.3 Andlisis morfolégico en C.A.S.A (Computer — Assisted Sperm
Analyzer ISAS vs.)

Los valores obtenidos de Longitud de cabeza, anchura, area, perimetro,
rugosidad, anchura de la pieza intermedia, area son menores a los
reportados en los trabajos de investigacion realizados en distintas
poblaciones. Aulesa, C et al. 2008, Maree, L et al. 2010, Bellastella, G et al.
2010.

Esto es explicado por Katz, DF et al 1986 en su estudio, confirmo que las
medidas de la cabeza de los espermatozoides disminuyen por el estrés
ocasionado durante el proceso de tincion, especificamente durante la
dispersion del colorante y el secado al aire, esto produce el hinchamiento de
las células inmaduras de la cabeza, la perdida de gotas citoplasmaticas y la
reduccion del tamafio de la cabeza lo cual luego fue corroborado por
Bellastella, G et al. 2010. Otro factor que influye es la tincion utilizada para
evaluar morfolégicamente a los espermatozoide segun Maree, L et al. 2010,
gue comparo 3 tinciones Papanicolaou, Rapidiff y SpermBlue, la longitud de
cabeza, anchura, area, perimetro, elipticidad, elongacion, rugosidad, region
acrosomal, anchura de la pieza intermedia, area y angulo de insercion
tienden a aumentar o disminuir en comparacion con el semen fresco
dependiendo de la tincion utilizada. Lo cual luego fue corroborado por que
Aksoy, E et al. 2012.

A diferencia de los valores de elipticidad y elongacién que se encuentran
aumentado en comparacion con los reportes de Maree, L et al. 2010.

Los valores de regiébn acrosomal son similares a los reportados por
Aulesa, C et al. 2008, Maree, L et al. 2010, Bellastella, G et al. 2010. y el
angulo de insercidon en comparacion con los valores de Aulesa, C et al. 2008
son similares.
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7.3.1 Evaluacion anatdmica de la cabeza espermatica:

Al comparar los valores obtenidos en longitud cabeza (um) con una
media de 3.8+/-0.2 con un min y maximo entre los 3.2 — 4.3 con los criterios
de la OMS que estiman valores normales entre 4 y 5.5 se encontré un 0%
de cumplimiento, a diferencia de lo estimado por ESHRE con valores entre 3
y 7, alcanzando un 100% cumplimiento, esto es explicado por Berdugo, J
2009 y Fisch, H 2013, que indican que los problemas en el area de
reproduccion humana tienden a ser diferentes en cada pais, ya sea por
factores ambientales, calidad de vida, tecnologia, entre otros. De manera
similar, los estudios de poblaciones sobre este tema varian segun el area
estudiada. Aulesa, C et al. 2008 obtuvo una media de 4.93, con un minimo y
méaximo de 4.8 — 5.07, Maree, L et al. 2010 en su estudio reporto una media
de 4.28+/-0.27. Bellastella, G et al. 2010 en su estudio obtuvo una media de
4.33, con un minimo y méaximo 3.40— 5.32.

El Ancho de cabeza (um), registro una media de 1.4+/-0.1 con un minimo
y maximo entre los 1.1 — 1.6 en comparacion con los valores reportados por
la OMS que varian entre 2.5y 3,7 se encontré que un 0% de las muestras
cumplian el criterio al igual que con ESHRE que indica que los valores
normales varian entre 2 y 5, distinto también a lo obtenido por Aulesa, C et
al. 2008 que obtuvo una media de 2.93 con un minimo y maximo entre los
2.84— 3.01. Maree, L et al. 2010 en su estudio reporto una media de 2.65+/-
0.19. Bellastella, G et al. 2010 en su estudio obtuvo una media de 2.90, con
un minimo y maximo 2.40- 3.59. Esto es explicado por Katz, DF et al 1986
en su estudio, confirmo que las medidas de la cabeza de los
espermatozoides disminuyen por el estrés ocasionado durante el proceso de
tincion, especificamente durante la dispersion del colorante y el secado al
aire, esto produce el hinchamiento de las células inmaduras de la cabeza, la
perdida de gotas citoplasméticas y la reduccion del tamafio de la cabeza.

Al comparar el Area (um2) de la cabeza una media de 4.1+/-0.3 con un
min y maximo entre los 3.6 — 4.9 con los datos dela OMS 2010 se obtuvo que
un 0% cumplia con los criterios establecidos, con valores registrados
considerados normales entre 9 y 15.5 al igual que con ESHRE con valores
entre 9 y 16, distinto también a lo obtenido por Aulesa, C et al. 2008 que
obtuvo una media de 11.9 con un minimo y maximo entre los 11.43 — 12.5.
Maree, L et al. 2010 en su estudio reporto una media de 9.26+/-0.99. Esto es
explicado por Bellastella, G et al. 2010 en su estudio obtuvo una media de
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10.21, con un minimo y maximo 6.84— 13.83 e indico que las medidas de la
cabeza de los espermatozoides disminuyen considerablemente por el estrés
ocasionado durante el proceso de tincion.

Los valores de perimetro de la cabeza (um), con una media 10+/-0.7 con
un min y maximo entre los 3.6 — 4.9 comparado con los valores de la OMS
con valores registrados considerados normales 11.5 y 15.5 y con los de
ESHRE entre 0.5 y 18.5, se encontré que para ambos criterios se obtuvo tan
solo un 3.3% cumplimiento, del mismo modo al compararlo con otros trabajos
de investigacion se encontré los mismo, Aulesa, C et al. 2008 obtuvo una
media de 13.7 con un minimo y maximo entre los 13.3— 14.19. Bellastella, G
et al. 2010 en su estudio obtuvo una media de 12.43, con un minimo y
méaximo 10.03- 14.51. Esta disminucién es explicada por Maree, L et al, en
su estudio reporto una media de 11.83+/-0.69 e indico que esta reduccién de
la cabeza espermética es influida por la tinciébn utilizada para evaluar
morfolégicamente a los espermatozoide.

Al compararlo los valores obtenidos en elipticidad la cabeza (um), con
una media 2.9+/-0.4 con un minimo y maximo entre los 2.1 — 3.7 con los
criterios de la OMS alcanzdé un valor de cumplimiento del 0% con valores
considerados normales entre 1.23 y 1.75, se encontr6 también que al
comparar con los valores de ESHRE que registran valores entre 1 y 3 se
obtuvo un 56.7% de cumplimiento, y mayor a lo encontrado por Maree, L et
al. 2010 en su estudio que reporto una media de 1.63+/-0.11. Estos valores
aumentados pueden ser explicado por Aksoy, E et al. 2012 que indica que
los valores de elipticidad de cabeza tienden a aumentar en comparacion con
el semen fresco dependiendo de la tincién utilizada.

La elongacion de la cabeza (um), con una media 0.5+/-0.1 con un
minimo y maximo entre los 0.3 — 0.6 al compararlo con los valores
considerados normales por la OMS entre 0.12 y 0.25 se encontr6 un 0% de
cumplimiento, a diferencia con los valores de ESHRE que van entre 0.1y 3,
se obtuvo un 100% de cumplimiento, mayor a lo obtenido por Maree, L et al.
2010 en su estudio reporto una media de 0.23 +/-0.03. Estas diferencias
encontradas son explicadas por Fisch, H 2013, que indican que los
problemas en el area de reproduccion humana tienden a ser diferentes en
cada pais, ya sea por factores ambientales, calidad de vida, tecnologia, entre
otros.
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Se obtuvo una media de 0.5+/-0.1 con un minimo y méximo entre los
0.1- 0.9 para la rugosidad de la cabeza (um) y al compararlo con los criterios
considerados normales por la OMS con valores entre 0.81 y 0.92 se obtuvo
un 3.3% cumplimiento a diferencia cuando comparamos con los criterios de
ESHRE con valores entre 0.1 y 3 se obtuvo un 100% de cumplimiento, los
datos obtenidos son menores a lo reportado por Maree, L et al. 2010 en su
estudio reporto una media de 0.83 +/-0.02.

La regularidad (um) obtuvo una media de 1+/-0.1 con un minimo y
maximo entre los 0.8— 1.1, con un 80% de cumplimiento en comparacion con
los valores considerados normales entre 0.9 y 11 tanto por la OMS como por
ESHRE lo cual es menor a lo reportado por Maree, L et al. 2010 en su
estudio con una media de 0.96 +/-0.01.

Al comparar los valores obtenidos en la region Acrosomal (%) con una
media 40+/-2.6 con un minimo y maximo entre los 33.9 — 45.2 con los valores
considerados normales por la OMS entre 40 y 70% se obtuvo un 53.3% de
cumplimiento a diferencia cuando se compar6 con ESHRE con valores entre
25 y 70 obteniéndose, se obtuvo un 100% de cumplimiento, similar a lo
obtenido por Aulesa, C et al. 2008 que describié que esta regién contiene
enzimas hidroliticas esenciales para que el espermatozoide pueda penetrar
en el 6vulo, mediante la reaccién AcrosOmica, el obtuvo una media de 44.34
con un min y maximo entre los 41.9 — 46.7. Maree, L et al. 2010 en su
estudio reporto una media de 32.76 +/-7.43. Bellastella, G et al. 2010 en su
estudio obtuvo una media de 49, con un minimo y maximo 23.88- 65.86.

7.3.2 Evaluacién anatémica de la pieza intermedia espermatica:

Al comparar los valores obtenidos para el ancho (um) de la pieza
intermedia se obtuvo una media de 0.7+/-0.1 con un minimo y maximo entre
los 0.6— 0.9 con los valores considerados normales por la OMS entre O y 0.6
se obtuvo un 3.3% de cumplimiento, a diferencia al compararlo con ESHRE
que se obtuvo un 100% de cumplimiento, los datos obtenidos fueron
menores a lo reportado por Aulesa, C et al. 2008 en su estudio reporto una
media de 1.19 con un minimo y maximo entre los 1.14 — 1.24.

Se relaciond el area (um2) de la pieza intermedia obtenida con una
media de 1.5+/0.1 con un minimo y maximo entre los 1.3 — 1.8 con los
valores considerados normales tanto para la OMS como para ESHRE con
valores considerados normales que varian entre 0 y 15 y se obtuvo un 100%
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de cumplimiento, los datos obtenidos fueron menores a lo reportado por
Aulesa, C et al. 2008 en su estudio con una media de 2.56 con un minimo y
maximo entre los 2.47— 2.65.

Para el &ngulo de insercion (°) se alcanzé una media de 13.5+/3.3 con un
minimo y maximo entre los 9 — 20.7 al compararlo con los valores
considerados normales por la OMS entre 0 -60, al igual que con ESHRE con
valores entre 0 — 30 se obtuvo para ambos un 100% de cumplimiento para
ambos criterios en comparacion con, similar a lo obtenido por Aulesa, C et al.
2008 que en su estudio reporto una media de 13.8 con un minimo y maximo
entre los 12.5 - 15.1.

Actualmente, no es posible comparar los datos obtenidos con otros
estudios nacionales porque en Perq, solo se han reportado estudios clinicos
en pacientes infértiles y estudios de casos de donantes de semen.
Gonzales, GF 2001 y Chéavez, J 2012.
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. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos podemos concluir que:

El 90% de las muestras seminales analizadas cumplen con los criterios
exigidos por la OMS (2010) referente a los valores de pH, concentracion
y recuento total. Y el 70% con los criterios de vitalidad, motilidad
progresiva.

El 23% de las muestras seminales analizadas cumplen con el criterio de
morfologia normal, distando alteraciones en la cabeza y pieza intermedia
de los espermatozoides para el caso de los criterios exigidos por ESHRE
(1998).

No se encontré ninguna alteracién de los espermatogramas en muestras
procedentes de jovenes que afirmaban que fumaban.
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10.ANEXOS

1. TABLAS:

1.1Recepcion de Muestra

Donante: EDAD:

Fecha:

e Dias de Abstinencia Sexual

FN:

e Dias de Abstinencia Alcohdlica

e Uso de Medicamentos

e Presencia de fiebre, gripe, proceso viral o bacteriano

e Método de colecta de muestra

e Perdida de fraccidon seminal
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1.2Consentimiento informado

HOJA INFORMATIVA
Introduccién

Lo invito a participar en el estudio titulado: “Evaluacion de parametros seminales de jovenes
universitarios de la ciudad de Lima - Per0”.

Propdsito del Estudio

Se realiza este estudio con la finalidad de evaluar la calidad seminal de adolescentes
universitarios de la ciudad de lima mediante espermatogramas. El objetivo es desarrollar un
antecedente que permita dar a conocer las alteraciones mas frecuentes que se puedan
encontrar, para dar un mejor manejo y un tratamiento oportuno. Se estima que Alrededor del
40% de las causas de esterilidad obedecen a alteraciones en el factor masculino. A nivel
nacional y local no existen estudios de evaluacién seminal en adolescentes, los principales
problemas son analizados en adultos que se encuentran ya con problemas de infertilidad, y no
pueden concebir naturalmente. Antes de decidir si desea participar o no, le brindaremos la
informacion necesaria, para que pueda tomar una decision informada, puede usted realizar
todas las preguntas que desee, y se le respondera gustosamente. Este proceso se denomina
Consentimiento Informado.

Procedimientos
Si usted acepta participar en este estudio sucedera lo siguiente:

1. Primero, Se le entregara una hoja informativa con las recomendaciones para una
correcta toma de muestra.

2. Luego se le requerira donar un total de tres (3) muestras de semen para evaluar si sus
espermatozoides se encuentran en buen estado.

3. Todos los procedimientos se realizaran el mismo dia y tomardn aproximadamente 60
minutos.

Beneficios

Usted se beneficiara de la evaluacion seminal y los examenes auxiliares que se realizara. Se le
hara entrega de los resultados de manera personal, brindandole orientacion, si usted lo desea.
Los costos de los examenes de semen seran cubiertos por el estudio y no le ocasionaran gasto
alguno.

Riesgos

No se prevén riesgos por participar en el estudio.

La toma de muestra de semen presenta un riesgo muy pequefio de infeccion, si no se mantiene
la higiene adecuada.
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Confidencialidad

Guardaremos su informacion con cédigos y no con nombres. Si los resultados de este
seguimiento son publicados, no se mostrara ninguna informacién que permita la identificacion
de las personas que participan en este estudio. La muestra sera usada por Unica vez para esta
investigacion.

Uso de futuras muestras

Deseamos conservar sus muestras almacenadas de forma indefinida en el Laboratorio del
Banco Nacional Semen de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Estas muestras seran
usadas para evaluar algunas pruebas diagnésticas adicionales. Estas muestras solo seran
identificadas con cédigos. Si usted no desea que sus muestras permanezcan almacenadas ni
utilizadas posteriormente, usted puede seguir participando del estudio.

Autorizo a tener mis muestras de semen sean almacenadas Si........ No..........

Cada vez que se utilice sus muestras pediremos autorizacién a un Comité Institucional de Etica
y estas solo seran usadas en estudios de fertilidad con su autorizacién.

Derechos del paciente

Si usted decide participar en el estudio, podra retirarse de éste en cualquier momento, 0 no
participar en una parte del estudio sin perjuicio alguno.

Si tiene alguna duda adicional acerca del estudio, por favor pregunte al investigador, o llamar al
Ing. M. Sc. Prospero Cabrera Villanueva, Jefe S.R.A — Banco Nacional de Semen al teléfono
943634366

Declaracion del participante

He tenido la oportunidad de hacer preguntas y acepto voluntariamente participar en este
estudio.

Entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme del estudio en cualquier
momento, sin tener que dar explicaciones. Si luego tengo mas preguntas acerca del estudio,
puedo comunicarme con el investigador.

Participante Fecha Firma
Nombre:
DNI:

Testigo Fecha Firme
Nombre:
DNI:

Investigador Fecha Firme
Nombre:
DNI
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1.3Cuestionario donante de semen

Preguntas Si / No

SI

NO

1. ¢Ha sido rechazado como donante en alguna ocasidn?

2. ¢Ha donado sangre en los ultimos 2 meses?

3. éSe encuentra bien de salud?

4. iEstd actualmente en lista de espera para consulta o exploracién médica en
urologia o aspectos reproductivos?

5. ¢Estd tomando o ha tomado en los ultimos dias, algin medicamento?

6. ¢Ha tenido fiebre acompafiada de dolor de cabeza y malestar general?
(en las 2 ultimas semana)

En el ultimo mes:

7. éHa recibido alguna vacuna?

8. éHa estado en contacto con una persona que tuviese una enfermedad infecciosa
contagiosa?
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En los ultimos 6 meses:

Preguntas Si / No

SI

NO

9. ¢Ha consultado a un médico por algin problema de ambito reproductivo?

10. ¢Ha sido sometido a una endoscopia: colonoscopia, gastroscopia, etc.?

11. ¢{Ha sido sometido a una intervencién quirdrgica?

12. ¢Ha sido tratado con acupuntura realizada por una persona que no es médico?

13. ¢éSe ha colocado un “piercing” en algun lugar del cuerpo, incluido la oreja?

14. éSe ha hecho un tatuaje?

15. ¢Ha tenido contacto con la sangre de otra persona por pinchazo accidental o
salpicadura?

16. éHa convivido o mantenido contacto intimo con alguien que tuviese hepatitis o
ictericia o fuera portador del virus de la hepatitis?

17. ¢Ha realizado algun viaje (turismo, laboral, ONG, visita a la familia) a Africa, América,
Asia u Oceania?




En alguna ocasion, a lo largo de su vida:

Preguntas Si / No

Sl

NO

18. ¢Ha tenido una enfermedad grave que haya exigido control médico periddico?

19. {Ha tenido hepatitis, ictericia o problemas de higado?

20. ¢Ha tenido algln problema hemorrégico o enfermedad de la sangre tal como anemia
o exceso de glébulos rojos?

21. ¢Ha recibido alguna transfusién de sangre o de factores de la coagulacion?

22. {Ha recibido un injerto de tejido proveniente de otra persona (duramadre, cornea,
etc.)?

23. ¢Es usted portador/a del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) o Virus del SIDA,
cree que podria serlo, o tiene dudas sobre si lo es?

24. (Es usted portador/a de alguno de los virus de la hepatitis (B, C) o piensa que podria
serlo?

25. ¢Se ha inyectado drogas (heroina, esteroides para aumentar la musculatura, etc.)
alguna vez en su vida, incluso si fue una sola vez y hace mucho tiempo?

26. ¢Ha aceptado alguna vez dinero, drogas u otro tipo de pago a cambio de mantener
relaciones sexuales?
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Preguntas Si / No

Sl

NO

27. éHa mantenido, en los ultimos 6 meses relaciones sexuales (sexo vaginal, anal o bucal)

con:

¢ M3s de una persona diferente.

¢ Alguna persona portadora del virus del SIDA (VIH)

* Persona que cambia frecuentemente de pareja

* Persona que haya podido pincharse drogas intravenosas

* Persona que ejerce la prostitucion

® Persona residente u originaria de zonas del mundo donde el virus del SIDA esta muy
extendido (Africa, Caribe y Asia)

28. iHa padecido alguna enfermedad de transmisidn sexual (sifilis, gonorrea, etc.)?.

29. i Presenta fiebre, gripe, proceso viral o bacteriano?

30. ¢Es Fumador habitual?

31. éEs consumidor de alcohol habitual?
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1.4Coloracién Papanicolaou modificada para espermatozoides OMS
2010.

World Health Organization. "WHO Laboratory Manual for the examination and
processing of human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth Edition,
2010

La muestra fijada en alcohol al 95% se procede a:

Alcohol 80%  -------m-mmmmem - - 30 segundos
Alcohol 50%  -------mmmmmm e - 2 minutos
Agua destilada  ------------=-==-m-mmmmmmom - 30 segundos
Hematoxilina de Harris ------------=-=-m-mmmmmmmmommmmm oo 4 minutos
Agua destilada  ------------=-==-m-mmmmmmom -- 30 segundos
Chorro de agua de grifo ------------------=-memmmmmmm ---- 5 minutos
Alcohol 50%  -------m-mmmmmmeee e -- 30 segundos
Alcohol 80%  -------m-m-mmmmeeeee e -- 30 segundos
Alcohol 95%  -------mmemememee - -- 15 minutos
Naranja G-6 = ------------mmmmmmmmmmmmmeee -- 1 minuto
Alcohol 95%  -------mmmmememee - -- 2 minutos
Verde EA-50  -------mmmmmmmmm - -- 1 minuto
Alcohol 95%  -----m-mmemmee - -- 2 minutos

46



1.5Diferencias

espermatica

de Motilidad

aceptables entre dos porcentajes
MEDIA (%) DIFERENCIA MEDIA (%) DIFEREMCIA
ACEPTABLE ACEPTABLE
0 1 66-76 9
1 2 77-83 2
2 3 84-88 7

3-4 4 89-92 &

53-7 3 93-95 5
8-11 6 96-97 4
12-16 7 98 3
17-23 8 99 2
24-34 9 100 1
35-65 10

Diferencias aceptables entre dos porcentajes de Motilidad espermadtica, calculados a
partir de dos recuentos de 200 spz (400 spz), (OMS. 2010). World Health
Organization. "WHO Laboratory Manual for the examination and processing of

human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth Edition, 2010
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1.6tabla de dilucion

Espermatozoides Dilucion

por campo de 400x (semen + diluyente)

<15 ezp 1:5 (1+4) ( 10ul 40ul )
semen + dilutor

15-40ezp 1:10(1+9) ( 100l 80ul )
semen + dilutor

40-200 ezp 1:20 (1+19) ( 5ul g5ul )

SEmen dilutor

>200 ezp 1:50 (1+49) Sul 24501

(5emen + dilutor )

Esquema de tabla de dilucién, calculados a partir del manual de la OMS 2010. World

Health Organization. "WHO Laboratory Manual for the examination and processing of

human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth Edition, 2010

1.7 Diferencias aceptables entre dos porcentajes

SUMA DIFERENCIA SUMA DIFERENCIA

ACEPTABLE ACEPTABLE
144-156 24 329-346 36
157-169 25 347-366 37
170-182 26 367-385 38
1083-196 27 386-406 39
157-211 28 407-426 40
212-226 29 427-443 41
227-242 30 449-470 42
243-258 31 471-492 43
259-274 32 433-515 44
275-292 33 516-538 45
293-309 34 339-562 46
310-328 35 563-587 47

Tabla 3. Diferencias aceptables entre dos

porcentajes, calculados a pa

rtir de dos

recuentos de 200 spz (400 spz), cdmara de Neubauer (OMS. 2010). World Health
Organization. "WHO Laboratory Manual for the examination and processing of

human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth Edition, 2010
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1.8Formato de recepcién de muestra

DONANTE

Edad

Hora de Emisidn

DIAS DE ABSTINENCIA

Hora de Evaluacidén

VOLUMEN CONCENTRACION x 10%/ml
COLOR N2 TOTAL DE ESP x 10%/ml
LICUEFACCION
pH MOTILIDAD (P) Progresiva Movil
ASPECTO (NP) No Progresiv Mov
VISCOSIDAD (1) Inmovil
ERITROCITOS MORFOLOGIA Normal
LEUCOCITOS Anormal
CELULAS REDONDAS Cabeza
Pieza
AGLUTINACION Intermedia
AGREGACIONES Cola
Observaciones Inmaduro
Conclusiones
Ind. Terato
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1.9Instrucciones paralatoma de muestra seminal

Instrucciones para la toma de muestra seminal

Tres (3) dias de abstinencia sexual.

Abstenerse de beber alcohol dias previos al analisis.

Abstenerse de fumar dias previos al analisis.

En caso de presentar fiebre, gripe, proceso viral o bacteriano, informar al investigador

Obtener el semen solo por masturbacién y recoger TODO el eyaculado, si se pierden algunas gotas o se
derrama, informarlo

Recoger el semen solo en un frasco estéril suministrado por el Laboratorio. No es valido en preservativo
(conddn)

Traerlo al Laboratorio dentro de la primera hora después de recogerlo en posicién vertical para no volcar el
contenido.

Evite el exceso de frio o de calor. Transporte la muestra a una temperatura corporal, evite la exposicion a la
luz.

No aplicar pomadas, ni jabdn quirdrgico en el miembro (Pene), al menos ocho (8), horas antes de recoger el
semen, lavarse bien las manos y los genitales solo con agua

Cualquier pregunta adicional, favor consultar con el investigador.




1.10 Valores Normales referenciales y diferentes desviaciones

VALORES NORMALES DE DESVIACIONES DE LAS VARIABLES DEL SEMEN NORMAL (NOMENCLATURA)
REFERENCIA (OMS 2010)
Volumen (1.5 mla 6 ml) Hipospermia (Severa0-0.5) Moderada (0.6 - 1.9) Severa (1.1-1.5) Hiperespermia (>6ml)
pH (7.2 a mas) pHACIDO < 7.2 ml
Viscosidad Altamente aumentada (>6cm) Medianamente aumentada (2-6 cm) Ligeramente aumentada (1-2 cm)
Concentracion (> 15 x 106 spz/ml) Oligozoospermia Severa Oligozoospermia Moderada Oligozoospermia Leve Criptozoospermia
0.2-5x1076 spz/ml 6 -10 x 1076 spz/ml 11 -15 x 1076 spz/ml 0.1 x 1076 spz/ml - 1 spz
Polizoospermia Azoospermia
> 250 x 1076 spz/ml 0 spz
Motilidad (P> 32% 6 P+NP > 40%) Astenozoospermia severa Astenozoospermia moderada Astenozoospermia leve
0-10%P 11-21%P 22-32%P
Morfologia (Normales > 14%) Teratozoospermia severa Teratozoospermia moderada Teratozoospermia leve
0 - 4% Normales 5-9% Normales 10 - 14% Normales
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1.11

Factor de conversion para camara de Neubauer

Factores de conversion Nimeros de

Espermatozoides Dilucion Cuadrados Grandes contados Morfologia
por campo de 400x (semen + diluyente) 25 (<10spz) 10 (10 - 40 spz) 5 (240 spz) Dilucién
<15 ezp 1:5 (1+4) 20 8 4 1:1 (20ul c/u)
15-40ezp 1:10(1+9) 10 4 2 1:3
40 - 200 ezp 1:20 (1+19) 5 2 1 1:5
> 200 ezp 1:50 (1+49) 2 0.8 0.4 1:10
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1.12 Habitos de los varones jovenes de entre 18 y 30 afios considerados en el presente estudio

Habitos n  Proporcién %

Fumador activo 4 13.3
Consumo de alcohol 12 40
Antecedentes de hepatitis 3 10

Caracteristicas del anélisis seminal de 30 varones jovenes de entre 18 y 30 de Lima, Peru, 2014.

Criterio Valores % cumple % cumple Media * Minimo Maximo Rango CV (%) Percentil Percentil
oms criterios criterios DE 5% 95%

pH >7.2 96.7 7.2-8.0 90 77104 7.2 9.0 1.8 5.2 7.3 8.7

Volumen 1.5-6 90 1.5-6 90 2.8+1.2 0.7 4.4 3.7 34.6 1 4

Concentracion >20 100 215 100 61.8 + 20.7 140.9 120.2 45 21 127.5

(x10%/ml) 27.8

Recuento total =239 96.7 239 96.7 156 £81.9 34.4 304.3 269.9 52.5 39 295.4

(x10°)

Vitalidad (%) >58 70 >58 70 64+9.2 42 81 39 14.4 46.4 80.45

Motilidad >32 73.3 >32 73.3 46+146 26 70 44 31.7 26 69.5

progresiva (%)

Motilidad no ND ND ND ND 9+6.3 4 35 31 70 4 26.2

progresiva (%)

MP+NP (%) >40 76.7 ND ND 55.2+ 30 77 47 26.3 31 76.5
14.5

Inmovil (%) ND ND ND ND 43.4 + 23 68 45 32 23.6 66.4
13.9

CV: Coeficiente de variacion. ND: Data no disponible
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1.13 Medidas de la anatomia morfologia espermética C.A.S.A.

Parte % % Maximo Percentil Percentil
anatémica cumple cumple 5% 95%
criterios criterios

CABEZA

Morfologia ND ND 240 100 76.1 t 475 90 42.5 13.8 55 90

normal 10.5

acrosomal (%)

Longitud (um) 4-5.5 0 3-7 100 3.8+0.2 3.2 4.3 1.1 5.3 3.3 4.2

Ancho (um) 2.5-3.7 0 2-5 0 14+0.1 1.1 1.6 0.5 7.1 1.1 1.6

Area (um?) 9-15.5 0 9-16 0 41+03 36 4.9 13 7.3 3.7 4.8

Perimetro 11.5- 3.3 9.5-18.5 3.3 10+ 0.7 8.8 11.7 2.9 7 8.9 11.4

(um) 15.5

Elipticidad 1.23- 0 1-3 56.7 29104 21 3.7 1.6 13.8 2.1 3.7
1.75

Elongacién 0.12- 0 0.1-3 100 0501 0.3 0.6 0.3 20 0.3 0.5
0.25

Rugosidad 0.81- 3.3 0.1-3 100 0501 0.1 0.9 0.8 20 0.3 0.8
0.92

Regularidad 0.9-1.1 80 0.9-1.1 80 1+0.1 0.8 1.1 0.3 10 0.8 1

Region 40-70 53.3 25-70 100 40+2.6 339 45.2 11.3 6.5 35.7 44.6

acrosomal (%)

PIEZA INTERMEDIA

Ancho (um) 0-0.6 3.3 0-3 100 0.7+0.1 0.6 0.9 0.3 14.3 0.6 0.9

Ancho normal ND ND ND ND 86.8 t 625 92.5 30 7.3 66.6 92.5

(%) 6.3

Area (um?) 0-15 100 0-15 100 1.5+0.1 1.3 1.8 0.5 6.7 1.3 1.7

Insercién ND ND ND ND 832 + 725 90 17.5 5.1 73.9 90

normal (%) 4.2

Angulo de 0-60 100 0-30 100 135 + 9 20.7 11.3 24.4 9.1 19.6

insercion (°) 3.3

COLA

Morfologia ND ND ND ND 169 + 7 30 23 36.7 7.6 28.4

anormal (%) 6.2

CV: Coeficiente de variacién. ND: Data no disponible
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1.14

Variables nominales del andlisis seminal.

Parametro Clasificacion n  Porcentaje %
Apariencia Blanquecino 22 733
Blanquecino amarillento 5 16.7
Blanquecino traslucido 1 33
Blanquecino opaco 2 6.7
Licuefaccion  Completa 30 100
Aspecto Homogéneo 30 100
Viscosidad Normal 22 733
Ligeramente aumentada (1 cm) 1 33
Ligeramente aumentada (1.5 cm) 2 6.7
Ligeramente aumentada (2 cm) 3 10
Medianamente aumentada (2.5cm) 1 3.3
Altamente aumentada (6 cm) 1 33
Aglutinacion  No 15 50
Grado 1 11 36.7
Grado 2 4 13.3
Agregaciones No 14 46.7
Grado 1 14 46.7
Grado 2 2 6.7




2. FIGURASI:

2.1 Preparacion de solucién de eosina

PREPARACION DE SOLUCION DE EOSINA

Preparacion de la solucion de Eosina al 0.5% (OMS, 2010). World Health
Organization. "WHO Laboratory Manual for the examination and processing of
human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth Edition, 2010

2.2Técnica para realizar una extension de semen

7450\ —

Técnica para realzar una extension de semen. A) En muestras de viscosidad normal, se
utiliza un porta a 452 para el arrastre de una gota en un segundo; B) En muestras
viscosas, previamente tratadas, se emplea una pipeta Pasteur (OMS. 2010). World
Health Organization. "WHO Laboratory Manual for the examination and processing of
human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth Edition, 2010
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2.3Gréfica del intervalo de confianza del 95% para dos porcentajes
Motilidad (OMS, 2010).
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Grafica del intervalo de confianza del 95% para dos porcentajes Motilidad (OMS, 2010).En la
cual se evalua calculando la suma y diferencia de los dos contajes, para evaluar diferencias
entre los dos porcentajes. Lo que equivale al maximo error esperado entre dos contajes en
el 95% de los casos cuando el Unico error es el atribuible al contaje. Si el error fue mayor se
realizd dos nuevas preparaciones World Health Organization. "WHO Laboratory Manual for
the examination and processing of human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth
Edition, 2010
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2.4Gréfica del intervalo de confianza del 95% para dos recuentos
camara de Neubauer

Estudio basico del espermiograma
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Los resultados fueron evaluados calculando la suma y diferencia de los dos contajes,
Si el error fue mayor se realizé dos nuevas preparaciones. World Health
Organization. "WHO Laboratory Manual for the examination and processing of
human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth Edition, 2010

2.5Lectura de una lamina para una evaluacion seminal

3
Imagen de la correcta forma de lectura de una ldmina para una evaluacién seminal
(OMS, 2010). World Health Organization. "WHO Laboratory Manual for the
examination and processing of human semen" Cambridge: Cambridge University.
Fifth Edition, 2010
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2.6 Defectos morfoldgicos de los espermatozoides

Manual de Laboratorio para el Andalisis del Semen
A. Detectos cabeza
Alargada Piriforme Redonda Amorfa Vacuclada Acrosoma
iy s pequeio
— A ~
N g
Pequena
acrosoma .
v v v v v v v \ v
B. Defectos pieza media C. Defectos Flagelo D. Defectos restos
. citoplasmaticos
Angulada Asimétrica Engrosada Delgada Corto Angulado Enrollado >1/3 cabeza

APIT IS 1

Clasificacién de los defectos morfolégicos de los espermatozoides, OMS 2010. World
Health Organization. "WHO Laboratory Manual for the examination and processing of
human semen" Cambridge: Cambridge University. Fifth Edition, 2010
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2.7Detalles de la camara de Neubauer

A
||
B C D
1 1
H | = EE 3
KB 4
3
: N S S
{ e s i
L7 1 Hlla i 1 o 1
K | |
1 mm 1 mm 1 mm

llustracion 3. Detalles de la cdmara de Neubauer A) Consta de dos subcamaras, B)
cada subcamara tiene 9 rejillas; C) La rejilla 5 estd formada por 25 cuadrados grandes;
D) Cada cuadrado grande estd enmarcado por una triple linea, y se divide en 16
cuadrados pequefios. (OMS, 2010). World Health Organization. "WHO Laboratory
Manual for the examination and processing of human semen" Cambridge: Cambridge
University. Fifth Edition, 2010
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2.8 Materiales utilizados para las evaluaciones seminales

2.9 Tincién Papanicolaou modificada para espermatozoides, segun la
OMS 2010
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Aumento: (1000x)

2.10 Espermatozoide anormal con
Papanicolaou

doble

cabeza

tefido

Aumento: (1000x)

2.11 Espermatozoide considerado Normal

con
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Aumento: (1000x)

2.12 Espermatozoide anormal con doble cola

Aumento: (1000x)

2.13 Espermatozoide anormal con cola doblada
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a: anormal de cabeza, b: anormal de cola doblada, c: anormal de cabeza

Aumento: (400x)

2.14 Espermatozoides anormales

a: anormal de cabeza y pieza intermedia , b: anormal de cabeza, c: anormal de cabeza, d: anormal doble cabeza

Aumento: (400x)

2.15 Espermatozoides anormales
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Espermatidas Aumento: (400x)

2.16 Células inmaduras

Anormal de cabeza lanceolada y cola doblada

Aumento: (400x)

2.17 Espermatozoide anormal
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2.18 Evaluacion del eyaculado seminal en el laboratorio del BNS -
UNALM

2.19 Equipo C.A.S.A (Computer Assisted Sperm Analyzer, ISAS vsl.2)
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2.20 Programa C.A.S.A (Computer Assisted Sperm Analyzer, ISAS
vs.1.2)
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