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RESUMEN

En las técnicas de reproduccion asistida se requiere un nimero minimo de espermatozoides que algunos pacientes no pueden proporcionar
con una muestra seminal capacitada. En este estudio se investigé si la capacitacién espermatica in vitro con dos eyaculados obtenidos
con una hora de diferencia en pacientes con cantidades espermaticas reducidas proporciona un numero adecuado de espermatozoides.
Para esto se procesaron las muestras de 75 pacientes con una cuenta seminal baja, quienes proporcionaron una segunda muestra
seminal después de sesenta minutos de haber proporcionado la primera. Se compararon los parametros de la muestra capacitada del
primer eyaculado (PE) con los parametros de la muestra capacitada juntando el primero y el segundo eyaculados (PSE). Se aplic6 una
prueba t pareada considerando significativo un valor de p<0.05. La concentracién, movilidad, total de células moviles (TCM) y total de
células moviles con morfologia normal (ICR) fue de 31.28+17.65 millones/mililitro, 50.45+26.3%, 9.06+7.85 millones y 0.64+0.62 millones
respectivamente en el primer eyaculado. Los valores respectivos en el primero y el segundo eyaculados fueron 54.45+35.06 millones/
mililitro, 59.39+25.41%, 17.94£12.18 millones y 1.32+1.11 millones, lo que representa un incremento significativo (p<0.05) de 74, 17, 98
y 106%, respectivamente. Ni el volumen (0.49+0.037 mililitros versus 0.49+0.019 mililitros, incremento 0%) ni la morfologia (5.66+2.76%
versus 6.11+4.88%, incremento 7.9%) tuvieron cambios significativos. La capacitacion espermatica con doble eyaculado de intervalo corto
debe ser considerada al momento de decidir la técnica reproductiva para pacientes con cantidades espermaticas limitadas.

Palabras clave: espermatozoide, infertilidad masculina, reproduccioén asistida, capacitacion espermatica.

ABSTRACT

In the techniques of assisted reproduction a minimum number of spermatozoa are required, but some patients cannot provide them with
one capacitated seminal sample. In this study we investigated if in vitro sperm capacitation of two ejaculates obtained one hour apart from
patients with reduced sperm amounts provides an adequate number of spermatozoa. Samples of 75 patients with a low seminal account
were processed. They provided one second seminal sample after 60 minutes from the first one. The parameters of the capacitated sample
of the first ejaculate (PE) were compared with the parameters of the capacitated sample joining the first and the second ejaculates (PSE).
A paired t-test was applied considering a significant value of p<0.05. Concentration, mobility, total of mobile cells (TCM) and total of mobile
cells with normal morphology (ICR) were 31.28+17.65 million/mililiter, 50.45+26.3%, 9.06+7.85 million and 0.64+0.62 million, respectively
in first ejaculate. The respective values in first and second ejaculates were 54.45+35.06 million/mililiter, 59.394£25.41%, 17.94+12.18 million
and 1.32+1.11 million, which represents a significant increase (p<0.05) of 74%, 17%, 98% and 106% respectively. Neither the volume
(0.49+0.037 mililiter versus 0.49+0.019 mililiter, increase 0%) nor morphology (5.66+2.76% versus 6.11+4.88%, increase 7.9%) had a sig-
nificant change. Sperm capacitation with double ejaculate of short interval must be considered for patients with decreased sperm amounts
when deciding the reproductive technique.

Key words: sperm, male infertility, assisted reproduction, sperm capacitation.

RESUME

Dans les techniques de reproduction assistée exige un nombre minimal de spermatozoides que certains patients ne peuvent pas fournir
un échantillon de sperme qualifié. Cette étude a examiné si, dans la capacitation des spermatozoides in vitro deux éjacule obtenus avec
une différence heures chez les patients avec un nombre de spermatozoides réduit contient un nombre suffisant de spermatozoides. Pour
les échantillons qui ont été traitées a partir de 75 patients avec un compte séminales bas, qui ont fourni un échantillon de sperme secon-
de aprés soixante minutes de la fourniture du premier. Nous avons comparé les parametres de I'échantillon formé de I'éjaculat premier
(PE) avec les paramétres de I'échantillon qualifiés rejoindre le premier et le second éjacule (PSE). Nous avons appliqué un test t apparié
envisage valeur significative p <0,05. La concentration, la mobilité, le total des cellules mobiles (TCM) et le total des cellules mobiles,
ayant une morphologie normale (ICR) est 31,28 + 17,65 millions / ml, 50,45 * 26,3%, 9.06 + 7,85 millions et 0,64 + 0,62 millions de dollars
respectivement dans la premiére éjaculé. Les valeurs respectives éjacule dans la premiére et la deuxiéme ont été 54,45 + 35,06 millions
/' ml, 59,39 * 25,41%, 17,94 + 12,18 millions et 1,32 + 1,11 millions, soit une augmentation significative (p <0,05) de 74%, 17% , 98% et
106% respectivement. Ni la taille (0,49 + 0,037 ml versus 0,49 + 0,019 ml, augmentation de 0%) ou la morphologie (5,66 + 2,76% versus
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6,11 + 4,88%, augmenté de 7,9%) ont eu des changements significatifs. La capacitation du sperme éjaculé double intervalle court terme
devraient étre examinés avant de décider de la technique de reproduction pour les patients avec un nombre limité des spermatozoides.
Mots-clés: le sperme, l'infertilité masculine, la procréation assistée, de la capacitation des spermatozoides.

RESUMO

Em técnicas de reproducédo assistida exige um nimero minimo de espermatozoides que alguns pacientes nao podem fornecer uma amos-
tra de sémen qualificada. Este estudo investigou se na capacitagdo espermatica in vitro dois ejaculados obtidos com uma diferenca de
horas em pacientes com nimero de espermatozoéides reduzido fornece um nimero adequado de espermatozdides. Para as amostras que
foram transformados a partir de 75 pacientes com baixa conta seminal, que forneceram uma segunda amostra de sémen apds sessenta
minutos de fornecer a primeira. Foram comparados os parametros da amostra treinados da primeira ejaculagédo (PE) com os parametros
da amostra qualificada, a adesé&o a ejacula primeiro e segundo (PSE). Foi aplicado um teste t pareado, considerando o valor de p <0,05.
A concentragdo, a mobilidade, o total de células moveis (TCM) e total de células méveis com morfologia normal (ICR), foi 31,28 + 17,65
milhdes / ml, 50,45 + 26,3%, 9,06 + 7,85 milhdes e 0,64 + 0,62 milhdes, respectivamente, no primeiro ejaculado. Os respectivos valores
no primeiro e segundo ejaculados foram 54,45 + 35,06 milhdes / ml, 59,39 + 25,41%, 17,94 + 12,18 milhdes e 1,32 + 1,11 milhdes, re-
presentando um aumento significativo (p <0,05) de 74%, 17% , 98% e 106%, respectivamente. Nem o tamanho (0,49 ml + 0,49 versus
0,037 £ 0,019 ml, aumento de 0%) ou morfologia (5,66 + 2,76% versus 6,11 + 4,88%, aumentou 7,9%) tiveram alteragdes significativas.
A capacitacdo espermatica do ejaculado curto intervalo de casal devem ser considerados ao decidir-se a técnica de reprodugdo para

pacientes com um ndmero limitado de espermatozoéides.

Palavras-chave: esperma, infertilidade masculina, reproducao assistida, capacitagdo espermatica.

na vez que finaliza la espermatogénesis se inicia

una serie de cambios funcionales en los esperma-

tozoides que les permite su capacidad fertilizante.
A su paso por el epididimo, los gametos masculinos
adquieren movilidad por un fenémeno de maduracion,
aunque hasta ese momento ain no son capaces de ferti-
lizar al ovocito;*? adquieren esta capacidad fertilizante
durante su trayecto por el aparato reproductor femenino,
en un proceso conocido como capacitacion espermatica,®*
caracterizada por: un cambio en la composicién de la su-
perficie membranal, incremento intracelular de calcio,>®
aumento de la concentracion intracelular de adenilciclasa
y adenosin monofosfato ciclico, reduccion del colesterol
de la membrana plasmatica,”®activacion de enzimas acro-
somales®® y un movimiento flagelar en el que se observa
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un batido amplio junto con un desplazamiento lateral de
la cabeza, conocido como hiperactivacion.*®

Para que la fertilizacion pudiera reproducirse artifi-
cialmente fue necesario desarrollar un procedimiento de
capacitacién espermatica in vitro con ayuda de medios de
cultivo y suplementos de albimina humana.*s Actual-
mente son diversas las técnicas utilizadas para llevar a
cabo la capacitacion espermatica in vitro, como lavado y
resuspendido, swim up y separacion por gradientes; el tipo
de técnica depende de la calidad de la muestra seminal.
Durante este procedimiento se eliminan plasma seminal,
prostaglandinas, espermatozoides inmdviles y otros tipos
celulares, como células inmaduras y leucocitos. Los esper-
matozoides viables y con buena movilidad que se obtienen
con este procedimiento pueden utilizarse en las técnicas de
reproduccion asistida, tales como inseminacion intraute-
rina, fertilizacion in vitro o inyeccidn intracitoplasmatica
del espermatozoide, mismas que se han utilizado en los
casos en que se obtienen 5 millones, 1.5 a 5 millones y
menos de 1.5 millones, respectivamente.*®

Debido a que se requiere un nimero minimo de game-
tos para llevar a cabo los procedimientos reproductivos
con alguna probabilidad de éxito, se han practicado
algunas variantes de los tratamientos convencionales,
especialmente en los pacientes en quienes no ha habido un
incremento significativo de la cuenta seminal, tales como
inseminaciones en dos dias consecutivost’® o el empleo
de las fracciones de un eyaculado.'*? En procedimientos
de fertilizacion in vitro se han utilizado dos eyaculados
obtenidos en forma casi inmediata.*
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El objetivo de este trabajo es investigar si la capacita-
cién espermatica in vitro con dos eyaculados, obtenidos
con una hora de diferencia en pacientes con cantidades
espermaticas reducidas, proporciona un nimero suficiente
de espermatozoides al final de la capacitacion para desa-
rrollar las técnicas de reproduccion asistida.

MATERIAL Y METODO

Se procesaron las muestras seminales de 75 pacientes que
asistieron a la clinica de Andrologia y cuyos analisis pre-
vios mostraron una cuenta seminal baja (volumen seminal
menor a 2 mL, concentracion espermatica menor a 20 x 106
espermatozoides/mL, movilidad progresiva menor a 50%,
morfologia normal menor a 15% o total de células méviles
menor a 20 millones de espermatozoides).?? Se excluyeron
los pacientes que en su segunda muestra no mantuvieron
la alteracion por la que fueron referidos al servicio de An-
drologia o que abandonaron su estudio. A todos se les pidio
proporcionar dos muestras seminales. Estas se obtuvieron
de acuerdo con los lineamientos que marca la Organizacion
Mundial de la Salud,? con un periodo de abstinencia de
tres a seis dias mediante masturbacion, previa asepsia de
la region genital, con espera de sesenta minutos para la
obtencion de la segunda muestra'y manteniéndolas a 37°C
en espera de la licuefaccion. Se hizo un analisis seminal
antes y después de la capacitacion espermatica, la cual se
realiz6 con la técnica de gradientes con isolate de acuer-
do con la descripcion de la Organizacion Mundial de la
Salud;? para esto se colocé de 0.7 a 1.0 mL de gradiente
de alta densidad en un tubo coénico de 15 mL, se agregd
lentamente 0.7 mL a 1.0 mL de isolate de baja densidad;
después se agreg6 lentamente de 1.0 a 1.5 mL de semen
diluido (V/V) con medio HTF modificado con albimina al
5% y se centrifugo a 300 g por quince minutos. Se retird
el sobrenadante, se resuspendio el paquete celular en 1.0
mL de medio y se centrifugd a 200 g por cinco minutos. Se
separ0 el sobrenadante y se resuspendid el paquete celular
en 0.5 mL de medio. Para muestras con concentraciones
menores de 20 millones por mililitro se empled la técnica
de minigradientes y se utiliz6 s6lo 0.2 mL de cada uno de
los gradientes mencionados.

Al paquete celular obtenido en el segundo eyaculado
(SE) se le agreg6 el resuspendido de 0.5 mL, obtenido del
primer eyaculado (PE) para obtener una sola muestra con el
primero y el segundo eyaculado (PSE) que se homogeneizo

en el mismo volumen. Las muestras se evaluaron con base
en los lineamientos del manual de la Organizacién Mundial
de la Salud? y procesadas por un evaluador cuyo coefi-
ciente de variacién es menor de 10%. Se compararon los
parametros seminales (volumen, concentracion, movilidad
progresiva, morfologia normal, total de células mdviles
y total de células méviles con morfologia normal) de la
muestra capacitada del primer eyaculado (PE) con los
parametros evaluados en la muestra que contenia las dos
muestras juntas capacitadas (PSE). Se aplic6 una prueba
t pareada para cada parametro mencionado y se considerd
significativo un valor de p < 0.05.

RESULTADOS

El andlisis seminal antes de la capacitacion espermatica
mostré un volumen, concentracion, movilidad progresiva,
morfologia normal y células moviles totales de 2.04 +
1.74 mL, 44.3 £ 30.4 millones/mL, 36.2 + 22.88%, 5.76
+ 3.75% y 29.49 + 29.49 millones, respectivamente, en
el primer eyaculado. En el segundo eyaculado los valores
respectivos fueron 1.24 + 1.51 mL, 50.73 £ 32.29 mi-
llones/mL, 45.23 + 21.4%, 4.96 + 3.37% y 24.2 + 24.12
millones.

Despues de la capacitacion espermaética se hizo el
analisis seminal del producto del primer eyaculado (PE),
asi como del producto de los dos eyaculados acumulados
(PSE); estos datos se concentran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Parametros seminales de las muestras procesadas
para la capacitacion espermatica con el primer eyaculado (PE) y
con la suma del primero con el segundo eyaculados (PSE). Los
valores son los observados después de la capacitacion. Se aplico
una prueba de t pareada.

Parametros Primer Primero y segundo
eyaculado (A) eyaculados (A+B)
X+ DE X+ DE
Volumen
(mL £ DE) 0.49 + 0.037 0.49 + 0.019
Concentracion
(millones/mL + DE) 31.28 + 17.65 54.45 + 35.06*
Movilidad progresiva
(% £ DE) 50.45 + 26.3 59.39 + 25.41*
Morfologia normal 5.66 + 2.76 6.11 + 4.88
(% = DE)
ICR (millones + DE) 0.64 £ 0.62 1.32 £ 1.11*

*p<0.05
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Se observé un volumen, concentracion espermaética,
movilidad y morfologia normal de 0.49+0.037 mL, 31.28
+ 17.65 millones/mL, 50.45 + 26.3% y 5.66 + 2.76% res-
pectivamente en el primer eyaculado (PE). Los valores
respectivos en el primero y segundo eyaculado (PSE)
fueron 0.49 + 0.019 mL, 54.45 + 35.06 millones/mL, 59.39
+25.41% vy 6.11 + 4.88%.

Las células maéviles totales (TCM, valor que se obtiene
al multiplicar el volumen, la concentraciény la fraccion de
espermatozoides con movilidad progresiva) fueron 9.06 +
7.85 millones (PE) y 17.94 + 12.18 millones (PSE); estos
valores se muestran en la figura 1. El nimero de células
moviles con morfologia normal (ICR, valor que se obtiene
multiplicando las células méviles totales por la fraccién
de espermatozoides con morfologia normal) fue de 0.64 £
0.62 millones (PE) y 1.32 + 1.11 millones (PSE, Cuadro
1). En todos los casos se hizo una comparacion de medias
entre los dos grupos con una prueba de t pareada. No hubo
diferencia en el volumen ni en la morfologia. La concentra-
cién, movilidad progresiva, total de células méviles (TCM)
y nimero de células méviles con morfologia normal (ICR)
mostraron una diferencia estadistica (p < 0.05).

Millones
35 -
30 1
25
20 1 *
15 A
10 A

5 -

0 4

Primer
eyaculado

Primero y segundo
eyaculados

Figura 1. Células moviles totales después de la capacitacion
espermatica in vitro con el primer eyaculado (PE, 9.06+7.85 millo-
nes) y en la combinacién del primero con un segundo eyaculado
(PSE, 17.94+12.18 millones) obtenido sesenta minutos después.
Las muestras fueron procesadas con la técnica de gradientes de
isolate (* p < 0.05).

En los casos de las muestras que antes de la capaci-
tacién mostraron un total de células mdviles inferior a
20 millones; es decir, que se mantuvieron con un conteo
seminal bajo, se observé un volumen de 1.96+1.34 mL,
concentracion 25.42+25.72 millones/mL, movilidad pro-
gresiva 19.34+13.77%, morfologia normal 4.00+2.95% y
un total de células moviles de 5.87+5.53 millones, antes

de la capacitacion espermatica. Los valores respectivos
después de la capacitacion espermatica fueron 0.44+0.09
mL, 22.98+15.81 millones/mL, movilidad progresiva
35.74£21.90%, morfologia normal 4.80£2.71% vy total
de células mdviles de 4.25+5.43 millones. Estos mismos
valores, después de la capacitacion espermatica sumados
los dos eyaculados, fueron de 0.48+0.04 mL, 40.8+30.91
millones/mL, 48.88+24.39%, 6.37+4.08% vy total de
células moviles de 11.16+10.78 millones. Estos datos se
muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Parametros seminales antes y después de la capaci-
tacion espermatica de las muestras con menos de 20 millones de
espermatozoides totales en el eyaculado. Se aplicé una prueba
de t pareada.

Total de células méviles < 20 millones (n = 35)

Pre- Post- Post-
capacitacion  capacitacion  capacitacion
primeroy
segundo
eyaculados
Media+DE MediaxDE MediazDE
Volumen (mL) 1.96+1.34 0.44+£0.09 0.48 £ 0.04
Concentracion 25.42 +25.72 2.98+15381 40.8+
30.91*
(millones/mL)
Movilidad 19.34+13.77 35.74+21.90 48.88+
24.39*
progresiva (%)
Morfologia 4.00+2.95 480+2.71 6.37+4.08
normal (%)
Total de células 5.87£5.53 4.25+5.43 11.16+

10.78*
moviles (millones)

*p < 0.05

DISCUSION

La cantidad de espermatozoides requerida para llevar a
cabo las técnicas de reproduccion asistida se define por
cada uno de los centros de reproduccién de acuerdo con
sus resultados. Por ejemplo, se han utilizado mas de cinco
millones de células mdviles totales con una morfologia
normal mayor a 10% para realizar una inseminacion
intrauterina.’® La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) recomienda este procedimiento cuando se obtienen
300,000 espermatozoides 0 mas después de la capaci-
tacion.z Para un procedimiento de fertilizacion in vitro
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algunos centros utilizan de 1.5 a 5 millones de espermato-
zoides con una morfologia normal mayor a 4%,16 aunque
otros han reportado valores que van de 0.5 millones?® a 18
millones de espermatozoides.?*? Los procedimientos de
inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI)
se han recomendado por unos grupos cuando se cuenta
con menos de 1.5 millones con una morfologia menor a
4%, aunque la Organizacién Mundial de la Salud acon-
seja este método cuando se obtienen menos de 300,000
espermatozoides.®

Dado que la probabilidad de éxito con las técnicas de
reproduccion asistida depende de una cantidad minima de
espermatozoides con ciertas caracteristicas de movilidad y
morfologia, debe cambiarse la estrategia en circunstancias
cuando no se alcanza esa cantidad. Una alternativa es uti-
lizar una técnica que requiera menos cantidad de células,
lo que implica emplear una técnica mas complejay, como
consecuencia, hacer un gasto econémico mayor, o puede
recurrirse a la obtencién de una cantidad mayor de esper-
matozoides; una manera de hacer esto Ultimo es acumular
las células obtenidas en mas de un eyaculado.

Ademas, debe considerarse la variacion que normalmen-
te existe en las cuentas seminales?? porque eventualmente
puede disminuir la cuenta espermatica, lo que cambia
las expectativas si los valores de base se encuentran en
zonas limitrofes para un tratamiento especifico. Por ello,
las muestras seminales de pacientes que tienen una canti-
dad reducida de espermatozoides, como es el caso de los
pacientes con hipospermia o con oligozoospermia, deben
someterse a una prueba de capacitacion espermatica y, de
acuerdo con la cantidad recuperada, decidir la técnica a
seguir. En los casos en los que la cuenta espermatica no
es suficiente para llevar a cabo una técnica menos com-
pleja (por ejemplo, inseminacion intrauterina), pueden
utilizarse dos muestras seminales obtenidas en un inter-
valo corto y llevarla a cabo si la cantidad espermatica al
final de la capacitacion es suficiente. Incluso en los casos
en que se va a realizar una técnica mas compleja, como
FIV o ICSI, las muestras con dos eyaculados pueden ser
convenientes para tener disponible un mayor nimero de
espermatozoides con buena movilidad y morfologia; en
especial cuando la cantidad disponible de espermatozoides
es muy limitada.

En este estudio no hubo diferencia en el volumen final
de las muestras capacitadas con uno o con dos eyaculados,
lo que indica que la técnica de preparacion fue adecuada,

porque se trato de obtener la muestra con un volumen final
de 0.5 mL, independientemente del nimero de muestras.
Por otro lado, la morfologia tampoco result6 diferente en
las dos situaciones, lo que indica que este parametro no
se modifica con una segunda muestra. La concentracion
espermatica se incrementa con la combinacién de los dos
eyaculados porque las muestras estan concentradas en un
mismo volumen, hecho que adquiere importancia cuan-
do éste es uno de los pardmetros que se ha considerado
predictivo de embarazo.?® En relacion con la movilidad
progresiva, ésta se incrementd con la combinacion de
los dos eyaculados, lo que puede ser explicado porque la
cantidad de células mdviles fue mayor, en promedio, en
el segundo eyaculado. Estas consideraciones se aplican
para el total de los pacientes, asi como para el subgrupo
en el que el total de células mdviles (TCM) fue menor a
20 millones.

Es posible que otras variables atin no identificadas en el
examen seminal convencional intervengan en el proceso,
porque se ha observado una mayor tasa de fertilizacion
in vitro al utilizar el segundo eyaculado?” y también se
ha reportado un incremento de alteraciones genéticas en
hombres con cuentas espermaticas bajas y morfologia
anormal;?®2° sin embargo, sigue empleandose el nimero
de espermatozoides moviles para orientar el tipo de técnica
a utilizar. En diversos trabajos se han empleado algunas
estrategias para incrementar el nimero de espermatozoides
disponibles.8-20

En este estudio la cantidad de células moviles totales
se incremento significativamente con la combinacion de
las dos muestras, hecho de gran relevancia cuando uno de
los criterios para decidir el tipo de técnica reproductiva a
utilizar es la cantidad de células disponibles después de
la capacitacion espermatica.

CONCLUSIONES

El embarazo es un fendmeno que depende de factores
derivados del hombre y de la mujer. Cuando después de
un tiempo no ocurre el embarazo de manera espontanea,
una alternativa es recurrir a las técnicas de reproduccion
asistida. Estas técnicas requieren una cantidad minima
de espermatozoides viables para tener probabilidad de
éxito. En los casos en los que se cuenta con una cantidad
disminuida de células para llevar a cabo esas técnicas,
una opcion para incrementarlas es la utilizacion de dos
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muestras seminales combinadas. En este estudio se
observo que la capacitacion in vitro de dos muestras se-
minales combinadas produce una muestra final con una
concentracion espermatica mas alta, mayor movilidad y
un total de células moviles mayor cuando se compara con
una sola muestra, diferencias que son significativas. Esto
debe considerarse al decidir la técnica de reproduccion en
parejas infértiles cuando la cantidad de espermatozoides
disponibles es limitada.
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