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ABSTRACT

To asses the marital infertility causes, it is estimated that male factor is responsible in at least the 50% of the cases. The
functional competence of sperm appears to be directly related to the morphology of the gametes. Particularly the normal
structure of the sperm's neck components seems to be crucial for successful fertilization and embryogenesis. In the past few
years, the use of different techniques of assisted reproduction as a treatment for male infertility has increased. In these
techniques, alterations in the neck components could determine the failure of therapy. In spite of this, the subcellular details
of sperm necks have been poorly studied.

The aim of this study was to analyze comparatively the ultrastructural characteristics of the sperm's necks in fertile and
infertile men.

The sperm obtained from semen samples was analyzed by photonic and transmission electron microscopy (TEM). The
study of the sperm sections revealed different alterations of the neck (total disruption of components, reduced implantation
zone, misalignment, headless necks, proximal centriole and dense columns altered) both in patients and in controls. These
changes were observed more frequently in infertile men. Neither of the described malformations was observed in a unique
and repetitive way. Studies by TEM could guide the choice of specific techniques for the diagnosis of infertility,
contributing to the selection of more appropriate assisted reproduction treatment.

Keywords: infertility, male factor, sperm neck, ultrastructural alterations.

ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL DE CUELLOS ESPERMATICOS
EN PACIENTES CON INFERTILIDAD IDIOPATICA

RESUMEN

Se estima que del factor masculino es responsable de la infertilidad conyugal en aproximadamente un 50% de los casos.
Conjuntamente, se acepta que la capacidad fecundante de los espermatozoides se encuentra directamente relacionada con
su integridad morfolégica. En particular la conformacion normal de las estructuras presentes a nivel del cuello, parece ser
indispensable para lograr una fecundacion y embriogénesis exitosa. En los ultimos afios se ha incrementado el uso de
distintas técnicas de reproduccion asistida, como tratamiento de la infertilidad de causa masculina. En las mismas,
alteraciones a nivel del cuello y sus componentes, podrian determinar el fracaso de la terapéutica. A pesar de lo
mencionado, los detalles subcelulares de los cuellos espermaticos han sido poco estudiados.

El objetivo del presente trabajo fue analizar comparativamente, las caracteristicas ultraestructurales de los cuellos de
espermatozoides, en hombres fértiles e infértiles.

Los espermatozoides obtenidos de muestras de semen se analizaron mediante microscopia éptica y electrénica de
transmision (MET). Las secciones espermaticas analizadas revelaron diversas alteraciones del cuello (desorganizacion total
de los componentes, zona de implantacion reducida, desalineacion, centriolo proximal y columnas densas alterados, cuellos
acéfalos), tanto en pacientes como en controles. Dichas alteraciones se observaron con mayor frecuencia en los hombres
infértiles. Ninguna de las malformaciones descritas se observo en forma Unica y repetitiva. Los estudios mediante MET
podrian orientar en la eleccion de técnicas més especificas para el diagndstico etioldgico de la infertilidad, contribuyendo a
la seleccion del tratamiento de reproduccion asistida mas adecuado.

Palabras claves: infertilidad, factor masculino, cuello espermatico, alteraciones ultraestructurales.
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INTRODUCCION

La infertilidad conyugal se define como la dificultad para
lograr el embarazo cuando se lo busca por un periodo de
doce meses 0 mas, con una frecuencia coital de por lo
menos dos veces semanales [1]. Al evaluar los posibles
origenes de la misma, se ha estimado que un 30% de las
causas corresponden al factor masculino por si solo. En
un 20% adicional los factores masculinos se combinan
con causas de origen femenino. Teniendo en cuenta estos
datos, la importancia del factor masculino en la
infertilidad conyugal asciende a 50 % o mas [2].

Si bien se describen numerosas causas de infertilidad en
el vardn, en la mayoria de los casos no es posible
identificar una causa especifica de la misma [2]. Esta
situacion se cataloga como infertilidad idiopatica.

La morfologia espermatica analizada mediante
microscopia Optica y empleando criterios estrictos es el
pardmetro que mejor se correlaciona con la capacidad
fecundante del espermatozoide, tanto in vivo como in
vitro[3-4], Esto se corrobora a nivel ultraestructural,
donde la capacidad fecundante parece estar directamente
relacionada con la integridad de la morfologia del gameto
[5-6]. Por consiguiente, el analisis mediante microscopia
electrénica de transmision (MET), es util a la hora de
evaluar con precision la calidad de los espermatozoides y
poder inferir las causas de algunas patologias que
conducen a la infertilidad [5, 7-10]. En este sentido,
existen un gran nimero de trabajos donde se analiza la
estructura subcelular de muestras de semen proveniente
de pacientes con trastornos de la fertilidad [5, 8, 11-14].
Se han descrito alteraciones en las caracteristicas de la
cabeza espermatica [15-20], del acrosoma [16, 21] y del
citoesqueleto flagelar [22-25] que predominan en
pacientes infértiles. Es clara la importancia de que dichas
estructuras estén exitosamente conformadas a la hora de
alcanzar al 6vulo y fecundarlo. Sin embargo, la region
del cuello no les va en zaga. Si bien, en hombres
normales, se conocen las caracteristicas ultraestructurales

de esta region del gameto masculino [26-28], poco se
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sabe acerca de la conformacidn subcelular de la misma
en espermatozoides de pacientes infértiles.

Clasicamente se describen en el espermatozoide humano,
dos organelos insertos a nivel del cuello espermaético, los
cuales constituyen la pieza de conexion.  Dichos
organelos, ubicados entre el axonema flagelar y la lamina
basal que reviste la fosa de implantacién nuclear, estan
representados por un esqueleto proteico (formado por el
capitel y nueve columnas densas) y dos centriolos [26-
27]. Durante el proceso de espermiogénesis, en la fase de
maduracion, los centriolos migran a la regién opuesta a la
zona de formacion del acrosoma. El centriolo distal
origina el flagelo espermatico y desaparece casi
completamente en el espermatozoide maduro [27].
Durante el proceso de fecundacién, el espermatozoide
humano aporta, ademas del material genético, el centriolo
proximal localizado a nivel del cuello. Este es necesario
para la formacion del huso mitético, clave en el
desarrollo de las sucesivas divisiones del cigoto durante
la segmentacion [18].

La integridad de las estructuras presentes a nivel del
cuello del espermatozoide, parece ser esencial para que el
gameto masculino logre concretar su fin, transfiriendo al
6vulo su caudal genético [29].

En los ultimos 30 afios, se han desarrollado esfuerzos en
aras de subsanar algunos de los inconvenientes
caracteristicos de los trastornos de la fertilidad. La
inyeccion intracitoplasmica del espermatozoide (ICSI), es
uno de los métodos cuya préactica se ha incrementado en
el tratamiento de la infertilidad de causa masculina [30-
32]. Sin embargo, la presencia de alteraciones a nivel del
cuello y més especificamente en la conformacién de los
centriolos, podria ser determinante en el fracaso de la
terapéutica [17, 33].

A pesar de lo mencionado, los detalles subcelulares de
los cuellos esperméticos han sido poco estudiados. El
presente trabajo aborda el andlisis de la anatomia
ultraestructural de los cuellos espermaticos de pacientes

infértiles. Los hallazgos son analizados en relacién con
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los provenientes de un grupo control, integrado por

hombres donantes fértiles.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio

La poblacion de estudio se integrd por 32 individuos que
consultaron en la Unidad de Reproduccion Humana del
Hospital Pereira Rossell entre Octubre 2005 y Mayo
2009. Dichos individuos se clasificaron como pacientes
infértiles (n=22) y controles sanos (n=10).

El grupo de pacientes estuvo conformado por hombres
entre 21 y 43 afios de edad, los cuales fueron catalogados
como portadores de infertilidad idiopatica. Se descartaron
los integrantes de aquellas parejas con evidencia de factor
femenino. Ninguno de ellos tenia hijos propios en el
momento del estudio.

Los criterios de inclusion de los controles se centraron en

la paternidad de por lo menos un hijo sano. -

Recoleccién y analisis de las muestras de semen

Las muestras de semen fueron recolectadas en el
Laboratorio de Biologia de la Reproduccién, en Facultad
de Medicina de la Universidad de la Republica en
Montevideo — Uruguay. Dichas muestras se obtuvieron
por masturbacion luego de un periodo de abstinencia
sexual de por lo menos 48 horas.

Una vez obtenida la muestra y alcanzada la licuefaccion
de la misma, se analizaron los pardmetros fisicos y
quimicos del semen (volumen, color, viscosidad, pH), y
se realizd el recuento espermatico y el estudio de
motilidad siguiendo los criterios propuestos por la OMS
[34]. Dichos parametros fueron evaluados utilizando
camaras de conteo (microcell counting Chambers —
Conception Technologies, San Diego, California).

El andlisis de la morfologia espermatica se basé en los
criterios estrictos de Tygerberg [35]. Se realizaron
extendidos de semen en laminas fijadas con Karnoy y
tefiidas posteriormente con la técnica de Shorr (IVD: In
Vitro Diagnostic Medical Device Merck KGaA,
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Germany). Se evalué y clasificd la morfologia de cien
espermatozoides por lamina, los cuales fueron
observados en un microscopio de campo claro Nikon

Eclipse E-200, con un objetivo de inmension de 100X.

Microscopia electronica de transmision (MET)

Luego de la licuefaccion del semen, parte de la muestra
fue procesada para MET. Los espermatozoides se
separaron por centrifugacion a 5000 rpm durante 5
minutos. Las células precipitadas se fijaron con una
solucion de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0,1
M (pH 7,4) y glutaraldehido 2.5%, a 4°C, durante toda la
noche. Posteriormente la muestra se postfijo en tetrdxido
de osmio al 1% durante una hora, se deshidratd en
alcoholes de concentracion creciente y se embebid en
Avraldita.

Luego de la polimerizacién, se obtuvieron cortes
semifinos (300-500 nm) vy ultrafinos (50-70 nm)
utilizando un ultramicrétomo RMC MT-X con cuchilla
de diamante DIATOME. Los cortes ultrafinos fueron
contrastados con una solucion acuosa de acetato de
uranilo a saturacién y citrato de plomo. Las muestras se
analizaron en un MET JEOL JEM-1010 operando a 80-
kV. La captura de imagenes se realiz6 con una cdmara
digital Hamamatsu C-4742-95. Las mismas fueron
procesadas, analizadas y archivadas. Todas las secciones
seleccionadas para este estudio fueron fotografiadas y
cuantificadas.

Criterios de clasificacion de los cuellos espermaticos

La evaluacion de la morfologia del cuello se realizé
considerando aquellas secciones en las cuales los
componentes observados permitiesen catalogarlos como
cuellos espermaticos normales o aberrantes. Fueron
descartadas las imagenes en las que el nivel de
realizacion del corte, no posibilitd hacer un diagnostico
claro. -

El anélisis subcelular de los cuellos espermaticos se basé

en las caracteristicas descriptas por Fawcett [27][28]. Se
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consideraron normales aquellos cuellos espermaticos con
una correcta organizacion y disposicion de los
componentes de la pieza de conexién, ademas de una
normal relacion con la fosa de implantacion y el axonema
(ver resultados y figura 1). Las alteraciones encontradas
se clasificaron en ocho grupos. Cuando en un cuello
coexistieron anormalidades de mas de un componente, se
tomd en cuenta para su clasificacion la alteracion mas
evidente.

El recuento de las mismas se expresd como porcentaje

del total de cuellos espermaticos analizados. -

Andlisis de datos

Para el analisis estadistico se utilizé el programa Sigma
Stats. La distribucion de frecuencias en las caracteristicas
ultraestructurales se analizé con el test de Chi’. Las
caracteristicas clinicas y del espermiograma de pacientes
y controles se analizaron utilizando la prueba t de
Student. Las diferencias se consideraron significativas
con un P<0.05. El test Mann-Whitney Rank Sum se
utiliz6 para variables que mostraron una desviacion de la

distribuciéon normal.

Normas éticas.

El protocolo de trabajo fue evaluado y aprobado por el
Comité de Etica de Facultad de  Medicina, Montevideo —
Uruguay. Se solicité a cada participante, la firma de un
consentimiento informado, previo a la entrega de la

muestra de semen.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas del semen

El promedio y rango de edad de los hombres estudiados,
asi como los datos del semen de ambos grupos, se
detallan en la tabla I. -

La edad de los pacientes y de los controles analizados fue
similar. La media del recuento esperméatico fue
significativamente mayor en  los hombres fértiles

(154445 millones/ml vs. 51.5+15 millones/ml p< 0.05)
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presentando un mayor rango de dispersion para los
hombres fértiles que para los pacientes.

El analisis morfolégico realizado mediante microscopia
Optica y utilizando criterios estrictos [3, 36], mostré que
los hombres sanos, presentaron una media
significativamente mayor (24+2.1% vs. 5.8+1.0%
correspondiente a los hombres infértiles).

Con relacion a la motilidad espermatica no se
observaron, en promedio, diferencias significativas entre
ambos grupos (27.1 +4.3% para los controles fértiles vs
18.4+5.1 para los pacientes). -

La heterogeneidad en los valores del semen, coincidid
con lo reportado previamente [37-38] tanto para hombres
fértiles como infértiles y parece ser una caracteristica de

la especie humana.

Tabla I. Edad y caracteristicas espermaticas al
microscopio 6ptico. (* p < 0.05)
Hombres fértiles | Hombres infértiles

mediateem rango [ mediateem  rango

Edad 376 25-42 || 345 27- 44

Recuento
(millones/ml) |154.0%45  12-450 | 51.1%15%  1-209

referencia > 20

Morfologia

(Yodeformas | 540401 1536 | 5.4+1.0* 1-13
normales)

referencia > 14

Motilidad (%)

a 27.1+4.3 5-46 | 18.445.1 0-50
b 31.4+3.6 18-45 | 27.6+2.7 1-55
c 9.1+1.3 2-14 8.0£1.0 3-15
d 33.6+6.5 18-80 | 45.5+4.2 18-80

referencia
a>25,a+th>50

El analisis de la motilidad progresiva (considerada como
a + b), reveld que la media de los hombres fértiles supera
el punto de corte establecido por la OMS (58.5%). Esto
no resultdé asi con la motilidad progresiva de los
espermatozoides de hombres infértiles, en los cuales la
media fue inferior al valor referencia (46%). Dicho valor
podria estar indicando la existencia de alteraciones a
nivel del cuello y/o de la pieza media de los
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espermatozoides de algunos pacientes, con la

consecuente pérdida de motilidad.

Analisis subcelular del cuello espermatico
El analisis de los cuellos espermaticos utilizando MET,

permitié identificar -en ambos grupos- la existencia de

A
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estructuras consideradas como defectuosas o anormales.
Las mismas se analizaron en relacién con las obtenidas
en espermatozoides catalogados como normales (figura 1
a,byc).

Fig. 1. Caracteristicas ultraestructurales normales del cuello espermatico. Las mismas fueron observadas tanto en
controles sanos como en pacientes infértiles. (a) Morfologia y organizacidon de la zona de implantacion y del centriolo
proximal, observado en corte transversal (cabeza de flecha blanca), restos vestigiales del centriolo distal (cabeza de flecha
negra) y columnas densas (flecha). (b) Aspecto, organizacion y disposicion de las columnas densas segmentadas (flecha).
Obsérvese la extension y aspecto de la fosa de implantacion (asterisco). (c) Morfologia y organizacion de los componentes
de la pieza de conexion (flecha) y fosa de implantacion. Corte longitudinal del centriolo proximal (cabeza de flecha negra).
Barras: a - ¢: 500 nm.

Los defectos hallados predominantemente fueron
clasificados como: a) Desorganizacion total de los
componentes de la pieza de conexion, en donde se
observé una completa desestructuracion tanto de las
columnas densas y capitel como de los centriolos. (figura
2 a), b) Reduccion de la zona de implantacion,
caracterizada por una disminucion en el tamafio de la
fosa de implantacién, acompafiada generalmente por
alteraciones a nivel del capitel, reduccion vy
desorganizacion de las columnas densas (figura 2 b).

c) Desalineacién en la implantacién de la cola
espermética, determinada por la pérdida del eje
longitudinal entre cabeza y cola del espermatozoide
(figura 2 ¢ y d), d) Ausencia o desorganizacién del
centriolo proximal, observidndose en algunos casos
tripletes de microtibulos o microtibulos aislados fuera

de su topografia habitual (figura 2 e). €) Alteracion de las

columnas densas, caracterizada por la presencia de
asimetrias y modificaciones en su nimero, morfologia y
disposicion (figura 2 a, b y f). En muchos cuellos
espermaticos la segmentacion de las columnas densas
pareci6 reducida. En algunos casos se observaron a nivel
de las mismas, segmentos de aspecto fragmentado (Fig. 2
a).

f) Cuellos acéfalos caracterizados por la ausencia o
reduccion de las estructuras cefalicas, representadas
algunas veces por pequefios restos de heterocromatina.
Los mismos suelen presentarse asociados a una fosa de
implantacién, a la cual subyacen los componentes

frecuentemente alterados de la pieza de conexién (figura

21).
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Fig. 2. Alteraciones ultraestructurales encontradas a nivel del cuello espermatico. Las mismas se hallaron tanto en
controles sanos como en pacientes infértiles. (a) Desorganizacion total de los componentes de la pieza de conexion. (b)
Reduccion de la zona de implantacion (flecha), desorganizacion y alteracion de las columnas densas. (¢ y d) Pérdida del eje
de implantacidn de la cola espermatica. En ¢ se observan dobletes periféricos aislados (cabeza de flecha negra) que
manifiestan la coexistencia de una desestructuracion flagelar. (e) Desorganizacion del centriolo proximal (flecha). Se
evidencian alteraciones en la disposicion de los microtibulos de los tripletes que conforman dicha estructura (e: inserto). (f)
Espermatozoide acéfalo (asterisco). (a, b y f) Alteracion en el nimero, morfologia y disposicion de las columnas densas.
Barras: a - f: 500 nm, inserto en e: 100 nm.

247



Sapiro, et al.

Ninguna de las malformaciones descriptas se observo en
forma Unica y repetitiva en todos los cuellos espermaticos
analizados de un mismo paciente. Las distintas
alteraciones estructurales encontradas a nivel del cuello
de los espermatozoides de los pacientes, son similares a
las malformaciones visualizadas en las muestras
provenientes del grupo control. Si bien la frecuencia de
dichas alteraciones fue estadisticamente mayor en los
hombres infértiles (p < 0.05; figura 3), llama la atencion
la cantidad de alteraciones presentes en los cuellos
espermaticos de individuos controles. Esto sugiere que el
cuello seria una region particularmente labil durante la

espermatogeénesis.

Distribucién de las caracteristicas
ultraestructurales del cuello espermatico en
controles y pacientes (%)

40+

m Controles
O Pacientes

Fig. 3. Distribucion de las caracteristicas
ultraestructurales de los cuellos espermaticos en
controles fértiles y pacientes infértiles. A: estructura
normal, B: lisis, C: desorganizacion total, D: alteracion o
reduccion de la zona de implantacién, E: pérdida del eje
de implantacion de la cola espermaética, F:
desorganizacion del centriolo proximal, G: alteracion y
desorganizacion de las columnas densas, H: cuellos
acéfalos.

Previo a la realizacion de un procedimiento de
fertilizacion asistida, es especialmente importante la
comprension de los mecanismos celulares y moleculares
que Illevan a la generacion de espermatozoides
patologicos, dado que muchos de ellos eluden los

mecanismos naturales de seleccidn espermatica. Dentro
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de las diversas malformaciones espermaéticas, las
alteraciones del cuello podrian ser una guia para
comprender las fallas de fertilizacién tanto in vivo como
in vitro. Por ejemplo, la presencia de centriolos alterados
puede estar en relacion con la no progresion del embrién
luego de un ICSI. Por su parte, alteraciones de las
columnas podrian generar espermatozoides inmoéviles 6
con trastornos de la motilidad, incapaces de fecundar por
métodos naturales. ElI empleo de técnicas de
reproduccion asistida permitiria sortear este defecto,
pudiéndose alcanzar la fecundacion y el desarrollo de
embriones normales.

En los pacientes analizados en este trabajo no existid
predominancia de ninguna de las anormalidades de cuello
descriptas. Sin embargo esto no descarta la existencia de
individuos donde predomine alguna de ellas.

La prevalencia de una malformacion espermatica
determinada, detectada habitualmente mediante MET, se
vincula generalmente a la presencia de causas genéticas
subyacentes, responsables de la misma (8). En base a
esto, el estudio ultraestructural en pacientes
seleccionados, en los que se sospechen anomalias del
cuello, podria conducir a entender la patogenia del
problema. Del mismo modo dicho andlisis seria atil para

establecer qué otros procedimientoS utilizar en el

diagnostico y tratamiento del paciente infértil.

CONCLUSIONES

El analisis de la morfologia espermatica mediante MET,
permite identificar la presencia de alteraciones no
detectables por otras metodologias. Esto resulta
particularmente Gtil  cuando se desea indagar la
existencia de patologias que afectan la estructura de los
componentes subcelulares presentes a nivel del cuello.
Las secciones analizadas con MET en este estudio
sugieren que el cuello espermatico es una region
especialmente I&bil y en él se pueden describir diversas
alteraciones, las cuales predominan francamente en

hombres infértiles. La utilizacién conjunta de éste tipo de
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estudios morfolégicos con técnicas celulares y
moleculares, podria ayudar a comprender las bases
fisiolégicas y patoldgicas que conducen a la formacion

del cuello durante la espermatogénesis. El conocimiento
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