Biologia de la Reproduccion




REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Estudio de |las alter aciones mor fol 6gicas de esper matozoides humanos con
microscopia electronica de barrido (SEM)

Morphologycal alterations of human sperm by Scanning Electron Microscopy
(SEM)

Goémez-Torres M.J, Girela, J.La, Fernandez-Colom P.», Romeu,A®, De Juan J.

aDepartamento de Biotecnologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Alicante. *Servicio
de Ginecologia (Reproduccién Humana). Hospital Universitario “LaFe”. Valencia.

Resumen

El objetivo principal de este trabajo es describir las alteraciones morfol 6gicas del espermatozoide
humano mediante Microscopia Electronica de Barrido. En este estudio hemos utilizado muestras de
semen de pacientes que acudieron al Servicio de Reproduccién Humana del Hospital Universitario
“La Fe” . Las muestras fueron procesadas para su estudio ultraestructural. En este trabajo hemos es-
tablecido las principales categorias de alteraciones morfol égicas, divididas en tres grandes tipos: al-
teraciones de la cabeza, cuello y flagelo. Ademas dentro de estos tipos hemos observado alteracion
del nimero y de la forma. Finalmente hemos correlacionado algunas de estas alteraciones con sus
posi bles mecanismos etiopatogéni cos.
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Summary

The aim of this paper isto describe the alterated morphology of human sperm by Scanning Electron
Microscopy. In this study we have used semen samples from patients of the Human Reproduction
Service at “ La Fe” University Hospital. The samples were processed for ultrastructural study. In this
work we have established the principal categories of alterations spermatozoa. Three principal kinds
have been described: head, neck and flagellum alterations. In addition, number and shape modifica-
tion were observed into of each kind. Finally a relationship between some of these alterations and its
possible etiopathogenic mechanisms were established.
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INTRODUCCION

L os espermatozoides, en la mayoria de los mami-
feros, presentan una morfologia homogénea que se
correlaciona con su capacidad fecundante. Por el con-
trario, en la especie humana se observa un fenomeno
de anisozoospermia, lo que significa que hay una
gran heterogeneidad morfoldgica de los gametos
masculinos que dificulta, en ocasiones, poder estable-
cer esta correlacion.

En el estudio de la morfologia de las células es-
perméticas, se debe de utilizar un sistema de clasifi-
cacion adecuado que permita evidenciar el maximo
nimero de anomalias que puedan relacionarse con
problemas de esterilidad de origen masculino. Estas
anomalias podrian deberse a situaciones tales como:
traumatismos e infecciones a nivel gonadal, disfun-
cion en los tubulos seminiferos, alteraciones metabo-
licas y endocrinas que afecten directamente a la es-
permatogénesis, a la espermiogéneisy a la funcion
del epididimo y con alteraciones en la maduracién de
los espermatozoides (Andolz y Bielsa, 1995). Por
ello, una correcta evaluacién del porcentaje de esper-
matozoides morfol dgicamente normales y anormales
puede ser una informacion clave en el estudio bésico
del semen.

Sin embargo, si los criterios de valoracion de la
morfologia espermatica no son claros 'y precisos la re-
lacién entre morfologiay capacidad fecundante puede
llegar a ser controvertida (Kruger y Coetzee, 1999).

En un espermiograma normal, el porcentaje de cé-
lulas sin alteraciones morfol dgicas debe ser (14 %;
cuando este valor desciende hablamos de una terato-
zoospermia (WHO, 1999). Se asume que existe una
correlacion entre la teratozoospermiay la esterilidad.
No obstante su etiopatogenia es muy poco conociday
son escasos |os datos existentes en la literatura
(Chemes et al., 1999; Nardo et al., 2002, Baccetti et
al., 2002, Nistal, 2004). Esto, junto a poco consenso
gue existe a la hora de diagnosticar la morfologia es-
permatica con microscopia Optica (Eustache y Auger,
2003) ha determinado que se plantee el presente tra-
bajo de actualizacién. El objetivo principal de este
trabajo es describir las alteraciones morfoldgicas de
espermatozoides humanos mediante Microscopia
Electronica de Barrido. Para ello, se han utilizado
muestras de semen de pacientes que acudieron al
Servicio de Reproduccion Humana del Hospital
Universitario “La Fe”. Dichas muestras fueron proce-
sadas para su estudio ultraestructural y el microsco-
pio utilizado para su observacién fue un Hitachi S-
3000N.

LA MORFOLOGIA ESPERMATICA CON SEM

M or fologia del esper matozoide nor mal

Las caracteristicas citomorfol6gicas del esperma-
tozoide maduro normal, observado con microscopia
Optica (MO), se muestran en las figura 1. Esta célula
tiene una cabeza o region cefédlica ovoidea en vision
frontal y piriforme en vision lateral, constituida por €l
nicleo condensado y ademas una cola que |le permite
la movilidad necesaria para atravesar las distintas cu-
biertas que rodean al ovocito y llegar al espacio peri-
vitelino. La cabeza esta constituida por el nicleo y €l
acrosoma. Este ultimo determina en la superficie ce-
falicala existencia de dos regiones claramente defini-
das en imégenes de SEM, laregién acrosomal (RA) y
la regién postacrosomal (RP), separadas ambas por
una fina banda de transicion denominada segmento
ecuatorial (SE), no siempre claramente definido. En
la cola del espermatozoide existen cuatro regiones
gue pueden ser diferenciadas por la naturaleza de las
estructuras que rodean al axonema. Desde su origen,
en la cabeza o base, hasta el extremo terminal, estas
regiones estudiadas con SEM son la pieza de cone-
xion (PC), la pieza intermedia (Pl), la pieza principal
(PP) y la pieza terminal (PT). La PC o cuello, como
su propio nombre indica, es la parte que une la cabe-
zacon €l resto del flagelo. La Pl es el segmento de la
cola donde se localizan las mitocondrias y finalmente
la PP se va estrechando gradualmente a medida que
se aproximaalaPT. (Fig 1b).

Alteraciones morfolégicas del espermatozoide

A nivel de la cabeza:

(1) Alteraciones numéricas:

(A) Espermatozoides sin cabeza, anucleados, en ca-
beza de alfiler o decapitados (Fig 2): Se trata de
espermatozoides acéfalos, por tanto sin su mate-
rial genético. Estos espermatozoides cuando se
observan “in vitro” pueden presentar movilidad
progresiva.

(B) Espermatozoides Bicéfalos: Espermatozoides
con dos cabezas y un solo flagelo, normalmente
la pieza intermedia aparece engrosada como se
ilustraen laFigura 3.

(2) Alteraciones en laforma:

(A) Espermatozoides con cabezas alargadas o “ta-
pering” (Fig 4): En este caso |a cabeza de los es-
permatozoides posee la forma de una elipse en la
que existe un marcado predominio del e longi-
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Figura 1:
a) Espermatozoide humano morfol 6gicamente normal vis-
to con microscopia optica (MO) a 1000X;

b) Esper matozoide humano morfol 6gicamente normal ob-
servado con SEM. (A: Anillo, PC: Pieza de Conexion, PI:
Pieza Intermedia, PP: Pieza Principal, PT: Pieza
Terminal, RA: Region Acrosomal, RC: Regién Cefélica,
RP: Region Postacrosomal, SE: Segmento Ecuatorial).

tudinal (5 a6 pm) sobre el ge transversal (2 a3
pum).

(B) Espermatozoides con cabezas redondas (Fig 5):
A diferencia del caso anterior, aqui ambos ejes
tienden a ser similares o que le da un aspecto es-
feroideo.

A nivel de la pieza de conexion:

Espermatozoides con implantacién axial anémala
del flagelo (Fig 6). En estos casos observamos una
estrangulacion a nivel de la pieza intermedia, que se
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Figura 2
Espermatozoide anucleado, en el que se observa en
su extremo anterior la ausencia de cabeza (flecha).
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Figura 3
Espermatozoide bicéfalo.

une alafosa de implantacion formando un angulo de
45-90° con respecto al eje longitudinal de la cabeza.

A nivel dela cola o flagelo:

(1) Alteraciones numeéricas:

(A) Espermatozoides sin flagelo (Fig 7): Se obser-
van solamente cabezas de espermatozoides aisla-
das con ausenciatotal de cola.

(B) Espermatozoides con flagelos mdiltiples: Como
se ilustra en la Figura 8 podemos encontrar es-
permatozoides con dos o mas flagelos .

(2) Alteraciones en laforma, anivel de la pieza inter-
media:
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_ Figura4 Figura 6
Espermatozoide con cabeza alargada. Espermatozoide con implantacién axial de la pieza
intermedia.

Figura5
Esper matozoide con cabeza redonda.

(A) Espermatozoides con pieza intermedia marca- Figura7 _
damente engrosada (Fig 9): En ocasiones se ob- Se observa una cabeza de esper matozoide con ausen-
servan espermatozoides cuya pieza intermedia ciatotal de flagelo (flecha).
puede incluso superar €l tamafio cefalico.

(B) Espermatozoides con persistencia de gota cito- observar espermatozoides cuyos flagelos estan
plasmética (Fig 10): Este es un tipo de anomalia completamente enrollados. Cuando se observan
dificil de diagnosticar debido a que se pueden ‘in vitro” presentan problemas de motilidad.
confundir con piezas intermedias engrosadas. (B) Espermatozoi des con enrollamiento parcial de

_ _ la cola (Fig 12): En estos casos observamos que
(3) Alteraciones de la forma a nivel del resto del fla- el enrollamiento de la cola afecta solamente al
gelo: extremo final de lamisma.

(A) Espermatozoides con enrollamiento total de la (C) Espermatozoides con flagel os truncados: Los
cola con o sin restos citoplasmaticos engloban- flagelos tienen en la parte principal angulaciones
dola: Como seilustra en la Figura 11, podemos de diferentes grados (Fig 13).
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Figura8
Espermatozoide con dos flagel os.
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Figura9
Esper matozoide con pieza intermedia engrosada
(flecha).

ALTERACIONES MORFOLOGICASY SUS
CORRELACIONESETIOPATOGENICAS.

Cualquiera de las alteraciones morfol 6gicas des-
critas anteriormente, puede ser considerada potencial -
mente como causa de disfuncién espermatica. Pero
entre todas las anomalias descritas cabe destacar al-
gunas de €ellas por su posible correlacion con sindro-
mes teratozoospérmicos de probable base genética
(Nistal, 04). A continuacion se describen algunas de
estas alteraciones de la morfologia espermatica a di-
ferentes niveles de organizacion:

Figura 10
Espermatozoide con gota citoplasmética a nivel de la pie-
za intermedia (flecha).
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Figura 11
Espermatozoide en el que se observa enrollamiento total
del flagelo (flechas).

Anomalias dela cabeza

Espermatozoides con cabezas redondas (Fig 5)

El porcentagje de espermatozoides de cabeza re-
donda en hombres fértiles es de 0.5 % ( 0.1 elevando-
se a 2.3 % (0,5 en subfértiles (Kalahansis et al .,
2002). Cuando la mayoria o la totalidad de esperma-
tozoides presentes en un eyaculado presentan esta
anomalia constituyen un desorden de posible base ge-
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Figura12
Espermatozoide con enrollamiento a nivel del extremo dis-
tal del flagelo (flechas).

nética, denominado globozoospermia. Los esperma-
tozoides de los pacientes con este sindrome, se carac-
terizan por presentar las siguientes anomalias. nucleo
esférico, escasa condensacion de la cromatina, fallo
en el reemplazamiento de histonas por protaminas,
ausencia de acrosoma, etc (Schirren et al., 1971,
Nardo et al., 2002, Vicari et al., 2002).

Espermatozoides macrocéfal os o macronucleares

En las muestras analizadas en el presente estudio
no ha sido observada esta anomalia. El primer caso
de este sindrome en espermatozoides humanos fue
caracterizado por Nistal y colaboradores en 1977.
Estas células se caracterizan por presentar cabezas de
gran tamafio, aumento en el volumen nucleolar, con-
tornos nucleares irregulares, defectos en la condensa-
cion de la cromatina, presencia de grandes vacuolas
nucleares y restos citoplasmaticos. Ademas presentan
anomalias a nivel del acrosoma. Se han descrito dos
variantes de espermatozoides macrocéfalos. esperma-
tozoides con flagelos multiples y espermatozoides sin
flagelo (Nistal et al., 1977). Los espermatozoides ma-
crocéfalos son tetraploides y representan un fallo en
lameiosis (Escalier, 2002).

Anomalias de la pieza de conexién

Las alteraciones de la pieza de conexién pueden
conducir a la separacion de cabezas y flagelos. Esta
alteracion morfoldgica tiene un origen testicular y re-
sulta de un fallo durante la migracién de los centrio-
los hacia la posicion caudal de la espermatide
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Figura 13
Espermatozoide con flagelo truncado (flecha).

(Chemes et a., 1999) Dependiendo de la gravedad de
la lesion los espermatozoides observados pueden
mostrar los diferentes cuadros morfol 6gicos:

Espermatozoides sin cabeza (Fig 2)

En estos casos vemos solo flagelos, |as cabezas
han sido fagocitadas por las células de Sertoli o por
macrogagos del epididimo. Se ha descrito este sindro-
me en varios miembros de la misma familia (Baccetti
et a., 1989, Chemes et al., 1999), por lo que esta ano-
malia puede ser de tipo genético.

Espermatozoides con implantacién axial del flagelo
(Fig 6)

La presencia de espermatozoides con estrangula-
ciones a nivel de la pieza conectante son una mani-
festacion menos severa de la que hemos descrito en €l
caso anterior. En el eyaculado de pacientes con esta
patologia pueden aparecen los dos tipos de alteracio-
nes (Chemes et al. 1999).

Anomalias de la pieza intermedia

Espermatozoides con engrosamiento de la pieza in-
termedia (Fig 9)

La astenozoospermia (alteracion de la motilidad
espermatica), se observa en un 30 % de varones esté-
riles. En un 70 % de pacientes con esta patologia se
observan anomalias de la vaina mitocondrial, en estos
casos | 0s espermatozoides con microscopia optica tie-
nen flagelos normales (Fig 1a) y en muchas de las cé-
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lulas se observan engrosamientos de la pieza interme-
dia (Piaseckaet al., 1998).

Anomalias del flagelo

Espermatozoides con flagel os rudimentarios (flage-
los cortos, gruesos y rigidos)

La presencia de este tipo de alteracion anivel de la
coladel espermatozoide constituye un sindrome terato-
zoospérmico perfectamente definido, conocido como
displasia de la vaina fibrosa (Baccetti et al., 1975,
Nistal et a., 1979, Pedersen y Hammen, 1982). Los es-
permatozoides vistos con microscopia Optica son cor-
tos, con colas rigidas e irregulares. La piezaintermedia
normal mente esta ausente. Los estudios ultraestructu-
rales muestran importantes aberraciones en la vaina fi-
brosa en todos |os espermatozoides y del axonema en
mas de la mitad (Baccetti et al., 1993). Las anomalias
de la vaina fibrosa se pueden visualizar con microsco-
pia Optica de fluorescencia, usando anticuerpos anti tu-
bulinay anti-FSC1 (el componente proteico mayor de
lavainafibrosa) (Rawe et a., 2001).

Se distingue una forma compl eta de manifestacion
de esta patologia, cuando todos los espermatozoides
presentan displasia de la vaina fibrosa y una forma
incompleta cuando el 20-30 % de espermatozoides
tienen una estructura normal. Este sindrome puede
ser esporédico o familiar (Chemes et al., 1998).

Se ha observado que en estos pacientes faltan tam-
bien los brazos de dineina de los cilios del érbol res-
piratorio (Chemes et al., 1990) lo que supone la exis-
tencia de una intima relacion entre el sindrome de los
espermatozoides con displasia de lavainafibrosay el
sindrome del cilio inmaovil.

Anomalias del axonema

Las anomalias del axonema mas importantes son
las aberraciones numéricas en la organizacion normal
9+2 y lafalta de brazos de dineina. Las aberraciones
numeércicas mas frecuentes, desde el punto de vista
funcional son la ausencia de uno o ambos microtibu-
los centrales (Baccetti et al., 1979, Baccetti et al.,
1981). En estos Ultimos, |os espermatozoides también
carecen de vaina central, al micoscopio optico tienen
una configuracion normal, pero son inmoviles.

Una variedad importante de ateracion ciliar es el
grupo denominado discenesia ciliar primaria o sin-
drome del cilio inmévil, que hace referencia a un gru-
po de pacientes con un bajo aclaramiento mucociliar,
son portadores de otitis, sinusitis, bronquitis, bron-

quiectasias y espematozoides inmoviles (Afzalius,
1976, Eliasson et al., 1977). El estudio ultraestructu-
ral demuestra que la causa es debida a la falta de los
brazos de dineina de los microtibulos A de los doble-
tes periféricos. Es una enfermedad de origen genético
(Pennarun et al., 2002), que afecta a diferentes orga-
nos como tracto respiratorio superior e inferior, trom-
pas de Fallopio y espematozoides.

El sindrome de Kartagener es otro subtipo de dis-
cenesia ciliar primaria que se caracteriza por la triada
clasica de situs inversus, bronquiectasias y sinusitis
cronica

En conclusion, el presente trabajo pone de mani-
fiesto que el estudio mediante microscopia electroni-
ca de transmision y de barrido de las alteraciones
morfol 6gicas en espermatozoides humanos puede y
debe ser una herramienta precisa para analizar la na
turaleza de estos defectos y su posible repercusion
sobre lafisiologia del espermatozoide humano.
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