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INTRODUCCION

El andlisis de semen estandar (espermograma) es el estudio mas utilizado en la valoracion paraclinica del hombre que
consulta por infertilidad conyugal. Basicamente, incluye concentracién, movilidad y morfologia espermaticas; ademas
agrega estudios de células redondas, rendimientos en procesamientos de seleccidon espermatica y a veces bioquimica
seminal y estudios inmunolégicos®. Salvo que se encuentren compromisos muy importantes de las variables espermaticas
(azoospermia, astenozoospermia total) el espermograma no ofrece una informacién completa de la capacidad fertilizadora
de un eyaculado®. Se ha indicado que el valor predictivo de un espermograma es limitado y se requieren de otras pruebas
diagnosticas adicionales llamadas pruebas funcionales esperméticas®.

Una prueba funcional espermatica es un analisis de laboratorio que evalla uno o mas de los procesos celulares que el
espermatozoides debe cumplir en su trayecto biolégico desde el abandono del plasma seminal hasta la fertilizacion del
ovocito’. Tedricamente para que un espermatozoide fertilice un ovocito in vivo, debe ser capaz de completar cada uno de
los siguientes pasos secuenciales: 1) nadar fuera del plasma seminal y atravesar el moco cervical en un nimero suficiente;
2) ser transportado a través del Utero y el oviducto; 3) capacitarse; 4) nadar con un patron alterado a través de la matriz del
cumulo; 5) ser inducido por la zona a sufrir la reaccidon acrosémica; 6) penetrar la zona; 7) unirse y fusionarse con la
membrana plasmatica del ovocito; 8) activar el huevo, previniendo la poliespermia; 9) ser incorporado dentro del citoplasma
del huevo; 10) ser dirigido a decondensar su nucleo y formar un pronucleo; 11) fusionarse con el pronlcleo femenino. Se
hace evidente en base a esto, que el espermograma no proporciona informacién sobre la mayoria de estos aspectos. Por su
parte una Unica prueba funcional es capaz de medir solo algunos de los pasos esenciales que llevan a la fertilizacidn, por lo
que se hace necesario contar con un grupo de pruebas que puedan ayudarnos a evaluar la fertilidad en su conjunto.

Se han propuesto desde hace ya algunos afios varias pruebas funcionales espermaticas; entre ellas seleccionamos las
siguientes en base a la bibliografia, practicidad y costos de realizacion de las mismas. Estas pruebas funcionales pueden ser
agrupadas en:

¢ Prueba global de la funcion espermatica:

Morfologia espermatica segun criterio de Kruger (K)>®
o Prueba especifica de la funcién espermatica:

Reaccidn acrosdémica espontanea e inducida (RA)’

Test de sobrevida espermatico (TSE)®

Test de azul de anilina (TAA)®

Test de decondensacion de la cromatina espontanea e inducida (TDC)™°
¢ Pruebas inespecificas (indirectas) de la funcién espermatica:

Pruebas de estrés oxidativo (MOST)*

Test hipoosmético (THO)*

El objetivo del trabajo fue determinar el valor predictivo de diferentes pruebas funcionales sobre la tasa de fertilizacion
comprobada durante los procedimientos de microfertilizacion natural (fertilizacién in vitro o FIV) o asistida
(microinyeccidn intracitoplasmatica o ICSI) con el fin de detectar defectos espermaticos especificos y para poder tomar asi
mejores decisiones en el asesoramiento de la pareja infértil.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de semen y procesamiento de las mismas

Se realizaron 74 ciclos de FIV o ICSI a parejas en las cuales el rango de edades femeninas oscilaba entre 32 y 41 afios y
las masculinas entre 32 y 55. Para cada paciente la muestra de semen fue colectada por masturbacion en recipientes estériles
con 2 a 7 dias de abstinencia sexual. La misma muestra que fue utilizada para los procedimientos de FIV o ICSI fue
utilizada para realizar las pruebas funcionales espermaticas.

Las pruebas espermaticas K, RA, TSE, TAA, TDC, MOST, THO fueron realizadas segin protocolos estandarizados

La morfologia espermatica de Kruger, en realidad, medié de preseleccionador a la hora de decidir entre los
procedimientos de FIV o ICSI: con un K>14% se realiz6 FIV; K<5>14% se realiz6 FIV e ICSI; K<4 se realiz6 ICSI.
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Procesamiento estadistico

Inicialmente, cada test espermatico fue dicotomizado en “normal” y “anormal” de acuerdo a los valores de referencia
especificos para cada uno de ellos, excepto para la morfologia espermatica segln criterio de Kruger que fue también
categorizado en terciles (<=5, 6-9 y >=10). A su vez, la dicotomizacién de los métodos ICSI y FIV también fue necesaria
para su clasificacion en “baja” y “alta” fertilizacion. . Se considerd "alta” una tasa de fertilizacién >70 % y "baja” <70%. En
forma exploratoria se hicieron tabulaciones cruzadas de cada test contra los resultados de fertilizacion, de los que ninguno
dio diferencias significativas (resultados no mostrados), excepto el test MOST en la fertilizacidn in vitro (p = 0.04).

Se planted un criterio de analisis estadisticos bi- y multivariados en ambas modalidades de fertilizacion (ICSl y FIV), por
medio de una regresion logistica incondicional, cuyo resultado de interés era la prediccién del nivel de fertilizacién
(alto/bajo) de cada método en particular Luego de los analisis bivariados, se ensayaron modelos multivariados de regresién
con 3y 4 tests espermaticos, a fin de establecer una orientacion sobre bases estadisticas acerca de la conveniencia o no de la
realizacion de algunos de ellos. Para ello, se estimaron: valor predictivo negativo (VPN), valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo global (VP) de las combinaciones de pruebas.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los diferentes valores predictivos de los tests espermaticos para la fertilizacion por ICSI. Luego
de ensayar todas las combinaciones posibles, s6lo se exhiben las combinaciones que superaron aciertos globales superiores
a 70%, por razones de espacio. Exceptuando (por bajo) el VPN obtenido por combinacion de test de Kruger + los TDCCIl y
TDCSI, el resto de asociaciones de pruebas mostrd valores entre 36.4 y 68.4 %. Para el VPP, donde caben las mismas
excepciones citadas, los porcentajes fueron notablemente mas altos, fluctuando entre 66.7 y 96.3 %. Aln mas, de 15
combinaciones posibles vélidas, 9 de ellas exhibieron un VPP superior a 80%, y 5 de 15 superior a 95 %. El acierto global
fluctlo entre 56.5 y 78.4 %, promediando en torno a 68 %. De todas las combinaciones dobles analizadas, la asociacion del
test de Kruger con el MOST result6 la mejor, atendiendo a las cifras de VPP y VPN en conjunto. El afiadido del test RA
espontanea obtuvo un valor predictivo global superior que la combinacién anterior, y un cuarto test lo mejor6 levemente .

En la Tabla 2 se muestran los valores predictivos de los tests espermaticos para la fertilizacion por FIV. También el
analisis incluy6 un ensayo de todas las combinaciones posibles, de las cuales se incluyeron en la Tabla sélo las que tuvieron
un acierto global superior a 70%. Las cifras de VPN no difieren mucho en combinaciones dobles, triples o cuadruples de
tests, salvo por la asociacion MOST+TDCCI (con o sin el test de Kruger), que basada en un alto VPP (93.8%), un también
relativamente alto VPN (66.7%) y un acierto global de 84%, aparece como la mejor de todas las combinaciones.
Nuevamente el VPP en general es notoriamente mas alto que el VPN, habiendo 11 de 16 combinaciones con valores
superiores a 90%. El acierto global fluctu6 entre 55.6 y 84 %, siendo 11 de 16 superiores al 70%, promediando en torno a
73%.

VALORES PREDICTIVOS-II;aEbII?(%S TESTS ESPERMATICOS VALORES PREDICTIVOS-II;aEbII?éS TESTS ESPERMATICOS
(base N=47 pacientes) (base N=27 pacientes)
PARA FERTILIZACION POR ICSI PARA FERTILIZACION POR FIV

COMBINACIONES V.P.N. V.P.P. V.P.G. COMBINACIONES V.P.N. V.P.P. V.P.G.
KRUGER/MOST/RAIN/RAES 36.36 96.15 78.38 MOST + TDCCI 66.67 93.75 84.00
KRUGER + MOST + RAES 57.89 92.59 78.26 BKRUGER + MOST +TDCCI 66.67 93.75 84.00
KRUGER + MOST 4211 96.30 73.91 BKRUGER + MOST + THO 37.50 100.00 79.17
BKRUGER + MOST 42.11 96.30 73.91 KRUGER/MOST/RAIN/RAES 36.36 96.15 78.38
KRUGER + MOST + RAIN 4211 96.30 73.91 BKRUGER + MOST + TAA 33.33 100.00 76.00
KRUGER/MOST/RAIN/TAA 36.36 88.46 72.97 BKRUGER + MOST + RAIN 33.33 100.00 76.00
BKRUGER + MOST 33.33 100.00 76.00

BKRUGER + MOST + RAES 33.33 100.00 76.00

BKRUGER + MOST + TSE 25.00 100.00 73.91

KRUGER/MOST/RAIN/TAA 36.36 88.46 72.97

BKRUGER + TDCCI 63.64 75.00 70.37

Abreviatura: KRUGER = test categorizado en terciles
BKRUGER = test dicotomizado (<=7, >=8)



DISCUSION

En relacion al método ICSI, los andlisis bi- y multivariados sugieren la conveniencia de utilizar siempre el test de
KRUGER.. Los andlisis hechos en una base de 47 pacientes (s6lo aquellos con un resultado conocido de ICSI),
definitivamente pautan un mejor valor predictivo positivo para los tests asociados, si se los compara con los resultados de
valores predictivos negativos. EI KRUGER asociado a MOST resulta la mejor combinacion doble (VPP=96.3%,
VPN=42.1% vy acierto global 73.9%). Los resultados son iguales tanto si el KRUGER se maneja por terciles como
dicotomizado en la mediana (<=7 y >7). La combinacién de KRUGER+MOST+RA.ESP. logr6 un valor predictivo global
mejor que KRUGER+MOST solos, y el afiadido de un cuarto test mejor6é levemente mas el valor predictivo global. Todo
ello podria sugerir el uso basico de la triada KRUGER — MOST — R.A.ESP. para obtener una aproximacién probabilistica
mejor, en particular si todos los test dan valores “normales” o “buenos”.

La muestra en consideracion para fertilizacion por FIV tuvo como maximo un n=27. En las tabulaciones cruzadas de los
diferentes tests con la FIV el mejor test fue el MOST (p=0.04, coef.de correlacién con el % de FIV r= 0.62 significativo).
Cuando el MOST fue normal, hubo 72.7% de FIV buena, y en un sentido inverso (aunque solo hubo 3 casos) cuando el
MOST fue anormal, los 3 casos (la totalidad) fueron FIV bajas. No hubo MOST anormal con alta fertilizacion. La
combinacion doble que surge inicialmente como mejor parece ser KRUGER+MOST, donde se alcanzé un VPP de 100%
con un VPN de 33.3%, teniendo un acierto global de 76%. También la combinacién MOST+TDCCI es buena, porque
muestra un VPP de 93.75%, pero aumentd el VPN al doble del anterior (66.7%), logrando asi un acierto global de 84%.
Estos mismos resultados se lograron con la trilogia MOST+TDCCI+KRUGER. Sin embargo, una serie de triples
combinaciones obtuvieron 100% de VPP, también con valores variables de VPN, pero teniendo una precision diagndstica
global minima de 73.9%, lo que no es malo. Lo comin de esas triples combinaciones es la presencia del test de KRUGER
(dicotomizado) + MOST. El afiadido de una cuarta prueba diagnéstica no parece ser muy justificado.

En ambas modalidades de fertilizacion, los tests estadisticos sugieren una mejor capacidad predictiva positiva en general,
es decir, un relativamente buen nivel de acierto de alta fertilizacién, que la capacidad predictiva negativa, o sea, la
prediccion de fracaso o baja fertilizacion por medio de valores bajos y esto esta de acuerdo con la literatura.

Las pruebas funcionales indicadoras de viabilidad espermatica como TSE y THO no se mostraron informativas en este
trabajo. De hecho no aparecieron en ninguna de las combinaciones de test con VPG alto. Tal vez, estas pruebas sean
mejores indicadores de fertilizacion in vivo que in vitro y tendrian su aplicacion en los casos de factores masculinos leves
donde los indicadores de penetracién ovocitica (K, RA, MOST) y cromatinicos (TAA, TDC) fueran normales™**.

Entre las pruebas funcionales indicadores de penetracidn ovocitica, el Kruger se mostré discriminante en fertilizacion in
vitro (FIV) como asi también en microfertilizacion asistida (ICSI) donde mostr6 un VPP alto aunque el VPN fue bajo
(resultado no mostrado); y esto est4 de acuerdo con algunos autores *®!7 a pesar de que otros no encontraron tal
correlacion®®. Todo parece indicar que la morfologia espermética segun criterio estricto (Kruger) es un excelente indicador
de funcionalidad/disfuncionalidad espermatica global o parcial'. Su asociacién con otras pruebas mas especificas sobre la
funcién espermatica mejoran el valor predictivo. EI MOST por su parte es una prueba de lipoperoxidacion forzada e
informa acerca de la resistencia de la poblacién espermatica al estrés oxidativo?. Nuestros resultados estan de acuerdo con
otros autores**?%, Por Gltimo la RA inducida por ion6foro de calcio A23187 ha sido correlacionada con las tasas de
fertilizacion®. Se ha referido también la existencia de hombres infértiles por patologia de la reaccién acrosémica®*. En
nuestra serie, la RA inducida no tuvo mayor incidencia en la mejora del VPG de KRUGER y MOST. Sin embargo, uno de
los pacientes con KRUGER mayor de 7%, RA. inducida menor de 5% (deficitaria) y presencia de anticuerpos
antiespermaticos fertilizé 3 de 7 ovocitos por FIV y 7 de 8 ovocitos por ICSI.

Los test cromatinicos que evalGan la integridad estructural, la maduracion y la capacidad de decondensacion de la
cromatina nuclear han cobrado mucho interés tras la introduccion del 1ICSI como tratamiento regular del factor masculino
severo. Es abundante la investigacion realizada al respecto en los Gltimos afios que muestran su utilidad®*?"*!, En nuestro
trabajo solo el TDC con induccion mostré cierto grado de discriminacion pero solo para FIV. La discrepancia con los datos
internacionales puede explicarse por: a) el empleo de TAA y TDC en lugar de naranja de acridina (TNA); b) los valores de
referencia utilizados y c) el tamafio de la muestra considerada. Por otro lado, son muchos los trabajos recientes que dan
cuenta que los test cromatinicos pueden estar evidenciando alteraciones cromosémicas esperméticas®? %% Estas
alteraciones cromosémicas espermaticas darian cuenta de fallas de fertilizacion, fallas de implantacién, abortos y la
posibilidad de transmitir las mismas a la descendencia. Este hecho abre un nuevo desafio para las pruebas funcionales
espermaticas: cémo seleccionar mejor el espermatozoide para la microinyeccion®.

En suma, es claro de nuestros datos y de la literatura internacional que del estudio de semen se puede extraer informacion
adicional a la del espermograma basico que permitird conocer mejor los diferentes aspectos que involucra la “fisiologia”
espermatica y sus alteraciones. Parece claro también que no existe un “test” infalible de fertilidad. Por el contrario, habra
que seleccionar un grupo de combinaciones que debera considerar aspectos técnicos y clinicos adaptados a cada caso en
particular. De continuar por este camino dispondremos de enfoques androlégicos mas racionales, eficientes y seguros de los
que teniamos hasta ahora.
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