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Resumen de tesis de especializacién en Bioquimica Clinica

Facultad de Quimica. UN.A.M

Efecto sobre Ia integridad de la membrans esperm#tica durante la separacién de los
espermatozoides del semen utilizando gradientes discontinuos de Percoll.

Presenta: Tirado Sénchez Edna Elizabeth. Tutor: Dr. José Vicente Diaz-Sénchez.

* Laboratorio de Andrologfa.

Departamento de Biologfa de la Reproduccién. Instituto Nacional de la Nutricién
Salvador Zubirén S.S.A

En el presente estudio se analizé el efecto del procesamiento de los espermatozoides
através de gradientes discontinuos de percoll-isoténico, sobre Ia integridad fimcional de Ia
membrana espermética evaluada por Ia prueba de hinchamiento hipo-osmético (HOST),
ademis de identificar y cuantificar los cambios en viabilidad y movilidad antes y despues
de In separacion celular con percoll, en 100 muestras analizadas que fieron obtenidas de
los pacientes de la clinica de Infertilidad del Instituto Nacional de la Nutricién; Las
muestras fizeron procesadas y clasificadas de acuerdo con los criterios establecidos por la
OM.S. 8) Normozoospermicos, b) Oligozoospermicos, c) Astenozoospermicos,
d)Oligoastenozoospermicos, ¢) Teratozoospermicos.

Elmétodo de separacién de los espermatozoides através de los gradientes tanto
contimos como discontimuos de percoll-isoténico( polivinil-pirrolidone) ha demostrado
tener una excelente recuperacién de células con buena movilidad, ademés de excluir



células inmaduras, Jeucacitos, fracciones celulares y espermatozoides dafiados, los cuales
quedan distribuidos entre las densidades mas bajas, es decir en los gradientes superiores.
Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que no hay cambios significativos
que prochizean alteraciones en la membrana de los espermatozoides por efecto del percoll
en el gradiente de alta densidad.

Con respecto a la movilidad general nuestros resultados indican que hay un sumento en el
movimiento en las células después del tratamiento por lo cual sugerimos que no hay
alteraciones metabélicas aparentes por efecto del polivinil-pirrolidone (percoll). El
incremento significativo en el tipo de movilidad progresiva es producto de la separacién
del gradiente ya que 1a distribucién de los espermatozoides en el gradiente depende de la
fierza centrifuga, y las células métiles se desplazan centrifugamente de acuerdo a su
respectiva capacidad de movimiento. Por otra parte nuestros resultados indican que no hay

cambios aparentes en las propiedades de permeabilidad selectiva de la membrana,
conferida principalmente por los dcidos grasos poli-insaturados, fosfolipidos, y
lipoproteinas. Los resultados obtenidos sugieren que hay un aumento en el némero de
células con hinchamiento hipo-osmético después del proceso de separacién con percoll,
1o cual puede mgerir que hay una seleccién en la distribucién de los espermatozoides con
pocas alteraciones en los gradientes mas densos; De acuerdo con lo anterior, se concluyé
que después de la separacion de los espenmatozoides del plasma seminal empleando un
gradiente de percoll isoténico en Ham F-10, el total de espermatozoides vivos no sufiié
modificaciones, por lo que este método no induce muerte celular, que los porcentajes de
espermatozoides méviles recuperados, en particuler la movilidad del tipo a progresiva
répida, 8o encuentra incrementada, sobre todo en los casos de Oligozoospermia,
astenozoospermin y teratozoospermia, que registraron hasta un 50% de mejoramiento en
los parimetros registrados, por otra parte las caracter{sticas de semipermeabilidad
selectiva de! espermatozoide no se altera a causa de la separacién con percoll, Este es un

método que suments 1a calidad relativa del semen, y que ofrece Ia posibilidad de sumentar



la capacidad de fertilizacion de hombres con problemas de fertilidad en los programas de
reproduccién asistida



INTRODUCCION

La infertilidad es un problema que afecta tanto a hombres como a mujeres en todo el
mumdo, munque las estimaciones realizadas indican que aproximadamente un 8% del total
de las parejas presentan ajguna forma de infertilidad durante su vida reproductiva. Al ser
extrepolada esta cifra a la poblacién mundial se establecen valores entre 60 a 80 millones
de personas que posiblemente experimenten algin problema de fertilidad (84). Se ha
calculado que del 40-50% de las parejas que acuden al servicio médico por infertilidad,
el factor masculino presenta algfin tipo de alteracién (85)( Tabla Nol).Eatre las causas de
infertilidad masculina, la oligozoospermia {menos de 20 X106 espermatozoides/ml) y Ia
astenozoospermia (menos del 40 % del total de la concentracién de espermatozoides con
progresién anterégrada categorias a) progresiva rédpida, y b) lineal lento, o menos del 25
% de los espermatozoides con movimiento de la categoria A, de acuerdo a la Gltima
definicién propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud (1) estdn consideradas
como las alteraciones mis comunes, sin embargo para estas condiciones no se tienen ain
tratamientos que sean totalmente efectivos para la mayoria de estos pacientes. Una
alternativa para aumentar la tasa de fertilidad en parejas donde el factor masculino es el
primariamente afectado, es Ja manipulacién en el laboratorio del semen para tratar de
mejorar Ia calidad de este. La manipulacién de los gametos masculinos, permite ofrecerle
a la pareja infértil alternativas de reproduccién asistida como la inseminacién intrauterina
(TIUGH), la transferencia intratubaria de gametos (GIFT) Ia fertilizacién in-vitro con
transferencia de embriones (FIV-TE), por mencionar solo alguno de los recursos
disponibles. El objetivo del procesamiento de Ia muestra de semen en el laboratorio, es Ja
obtencién de un mimero adecundo de espermatozoides libres de plasma seminal debido a
que el plasma seminal posee sustancias que pueden causar altersciones en los
espermatozoides. otra caracteristica que debe ser considerada es que los espermatozoides
que serdn utilizados en los pr de reproducci6n asistida tengan una movilidad del
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tipo progresivo ripido y con morfologfa normal , procurando causar el menor dafio a las

células,
Existen diversos métodos de aislamiento y lavado de los espermatozoides, los cuales

estin basados principalmente en ciclos de dilucién y centrifugacion. Estos métodos
producen suspensiones concentradas de espermatozoides donde confluyen ademés de los
espermatozoides con buena movilidad, detritus celulares, leucocitos, células inmaduras,
espermatozoides anormales y cuando estén presentes en el eyaculado, bacterias. En los
métodos de referencia se asocia la formeacién de radicales libres de oxigeno, los cuales
tienen un efecto deletéreo en Ja movilidad y en la capacidad de penetracién a las
membrana del 6vulo (2-4). La migracién de los espermatozoides en diversos medios de

haeid

cultivo, duraﬁte un tiempo de i en condici de temperaturay presiones de
CO0, y O, controladas ha solucionado parcialmente el problema de la heterogeneidad del

agregado celular resultante de la separscitn de las células del plasma seminal. AGn en la
actualidad no existe un concenso entre cual de los procesos de migracién cefular in-vitro

14

i6n de una poblacién celular

(swim-up o swim-down) es mejor en términos de la
mis homogénea y de mejor calidad para los propésitos de lograr la fertilizacién (5).
Otros métodos de separacién celular han sido adaptados al semen y consisten en el paso
por gradientes de soluciones o suspensiones macromoleculares tanto naturales como
sintéticas (6-8). Una técnica que recientemente se viene utilizando es el paso del semen
por gradientes de Percoll (solucién coloidal de silica recubierta con '
polyvinylpyrrolidone), con el cual se ha reportado una buena separacién y recuperacion de
espermatozoides sin alteraciones aparentes de la movilidad (9). La recuperacién y
caracteristicas de los espermatozoides aislados dependen del tipo de gradiente (continuos
o digcontinuos) y los porcentajes de Percoll utilizados (10). Un argumento a favor del uso
del Percoll es el reporte de que los espermatozoides separados mediante el paso a través
de este polimero se producen bajos niveles de especies do rudicales libres de oxig

reactivo (11), sin embergo se desconoce si hay alguna alteracién producida por el Percoll
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anivel de lamembrana espermatica, ya que se ha descrito que este polimero en algunos
tipos celulares (E. coli) tiende a pegarse a la membrana plasmética, lo cual pudiera
resultar en una alteracién de las propiedades fisico-quimicas inclusive la de permitir el
transporte selectivo de moléculas (12). Se ha descrito que en el espermatozoide humano
sometido a condiciones hipo-osméticas se produce un flujo de agua hacia el interior de la
célula y por consiguiente la expansién de la membrena, de la célula, el flagelo parece ser
particularmente més susceptible a estos cambios hipo-osméticos. Los cambios
caracteristicos de los espermatozoides observados en estas condiciones se han
considerado como un indice de integridad de las membranas celular y acrosomal y se
propone como una prueba de la fimcionalidad del gameto masculino ademds de ser
considerada por diversos autores como una prueba con gran significancia diagnéstica de

fécil realizacién y con excelente reproducibilidad.(13,14,35,37). (Tabla No.2)

ANTECEDENTES

Lautilizacién de una en las técnicas de fertilizacién asistida, debe cumplir
condiciones como concentracién espermética, viabilidad elevada, alto porcentaje de
células con movilidad progresiva rdpida, morfologia y funcién normal.

La célula espermatica umana tiene una longitud de 50um y presenta como estructuras

principales la cabeza que tiene aproximadamente Sy de longitud, 3um de ancho, 2um de
egpesor, es considerada como macrocéfala ei tiene mas de 140 % de este tamafio y
microcéfala si tiene menos del 60 %, otras anormalidades de la cabeza lo constituyen
acrosomas rotos y cabezas amorfas que generalmente estéin asociados con

espermatozoides infértiles, El niicleo ab aproximadamente el 65 % de la cabeza de]

espermatozoide, el material genético estd altamente empaquetado y los cromosomas no son

visibles bajo microscopia 6ptica, el sticleo parece ser homog; aunque ionalmente

pueden observarse granulos, e) niicleo frecuentemente posee una o mds vacuolas de 0.5



pm de didmetro, 1a fincién de estas las es d ida y supr ia puede
interferir con el arreglo normal de los cromosomas.(1,31)

La cromatina del nicleo esta limitada por una fina estructura membranosa con doble capa
(membrana nuclear), Las dos membranas de la regién de 2/3 anterior de esta envoltura
esta fuertemente adherida y no posee poros, la membrana posterior separads a una
distancia de 400 & 500 A y contiene numerosos poros nucleares. Una estrfa se localiza
entre las porciones anterior y posterior de Ia envoltura, 12 banda estriada o circulo
posterior, Ia envoltura nuclear contita a una red en donde las membrana confluyen y
forman una estructura especial que rodeaal centriolo proximal.

E] acrosoma es una membrana que rodea la mitad de las 2/3 partes anterior y el resto esta
cubierta por una sola membrana, el acrosoma posee una estructura lisosomal, y esta
limitada por una membrana, se localizan diversas enzimas que tienen fimciones muy
importantes en Ia fusién de los espermatozoides con los 6vulos, son de tipo lisosomal y
estan incluidas Ia hialuronidasa una proteinasa llamada "enzima penetradora de la corona”
( probablemente se trate de una esterasa) su fimcién principal es la dispersién de la corona

cdac h tarmnhi &

radiata del ovocito , La neuraminidasa, los esper P

ATPasa, fosfatasa dcida, aspartil amidasa y B-glucoronidasa. La acrosina espermatica
humana tiene un peso molecular de aproximado de 30 000 dalton y un pH 6ptimo de 8.0 es

similer a la tripsina y plasmina mmque difiere de estas enzimas bioquimicamente, la

enzima cursa parcialmente en forma de zimogeno inactivo d inado pro-acrosina, vn
inhibidor de 1a acrosina es la acrostatina que es secretada frecuentemente de las
secreciones del tracto genital masculino y este inhibidor es un glucopéptido con un peso

molecular aproximado de S 400 dalt y actia formando un complejo con la acrosina

cuando esta presente a partir de espermatozoides muertos o agonizantes.{ Figura No.1).

. Flagelo. Puede ser subdivido en dos purtes, la pieza media donde se genera la energla
para el movimiento de la cola y la pieza principal el cual constituye ¢l resto de la cola, el
final de Ia cola desemboca en una porcitn estrecha El aparato flagelar (complejo
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fil tar axial) iste de un interno sub-rodeado por fibras, el axonema es

basicamente idéntico & la estructura fibrilar de todos los cilios y flagelos en el reino

animal y conti 1 tos contréctiles, iste de dos microtiibulos centrales

inter ctados que estan rodeados por una finda de filamentos helicoidales y nueve pares
de microtubulos rodeando el par central, estos nueve pares estin conectados entre si por

puentes o uniones nexina uno de estos tibulos pareados es més denso que los otros
(subfibra A) y esté conectada directamente al per central por i i T
el microtibulo ligero (subfibra B) forma una pared comim con la subfibra A que es

Az al,

incompleta y tiepe forma de media luna, dos pequefios brazos se extienden de la subfibra
A dirigida hacia la subfibra B. El axonema inicia del centriolo proximal y corre hasta la
pieza final.

Los elementos flagelares de la pieza principal estén rodeados por una finda fibrosa
consiste de dos colunmas largas localizados en sitios opuestos de la cola y corre
paralelamente a los microtubulos, estas columnas estan conectadas por bandas circulares;
la estructura de las bandas fibrosas permite el libre movimiento en un plano perpendicular
al doblete central pero pueden poseer otros tipos de movimiento, La pieza media es de
aproximadamente S um de longitud y consiste de una fimda mitocondrial que esta
alrededor de! axonema en disposicioén helicoidal de 10 a 15 giros en seccién cruzada, Jas
mitocondrias parecen ser similares a las mitocondrias de otras células ellas poseen una
limitante y una serie de membranas externas el citoplasma de la pieza media esté
localizado entre !a membrana plasmtica y la finda mitocondrial. (Figura No.2)

Se han reportado velocidad dias iniciales en el espermatozoide humano en rangos de

30a 60 um/seg. Los valores difieren en las distintas fracciones del semen siendo més aitas
en la primera porcién (75 pm/seg); hombres con fertilidad alta tienen un alto nimero de

1,

con velocidades promedio de 40 a 50 pm/seg que hombres con baja

eep
fertilidad el movimiento de la cola espermética es causada por la actividad contréctil de

las fibrag microtubuleres de los axonemas, esto es similar al deslizamiento de la actina y
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miosina en las células musculares. El ATP necesario para Ia contraccién es generado por

eventos metabélicos que tienen lugar en el citoplasma y mit drias de la pieza media, el

valor metabdlico del espermatozoide esta dir relacionado con su motilidad, el

espermatozoide genera ATP por glicolisis (fructuolisis) solo bajo condiciones
anaerébicas. En condiciones aer6bicas utiliza tanto glicélisis como ciclo de krebs, el
metabolismo aerobio involucra la utilizacién de oxigeno (respiracién) y la actividad del
sistema de citocromo oxidasas asociadas con la membrana mitocondrial durante ia
glucélisis anaerobio tanto 1a glucosa y flructuosa son tomadas y metabolizadas a dcido
l4ctico bajo condiciones aerobias Ia utilizarién de azucares normalmente disminuye y
Acido ldctico es utilizado para formar diéxido de carbono y agua el proceso respiratorio
produce grandes cantidades de ATP bajo condiciones acrébicas el espermatozoide es

capaz de utilizer substratos ex6g tales como dridos, también substratos
internos por ejemplo los fosfolipidos. El valor del metabolismo parece ser controlado por
los niveles de ATP, ADP, AMP y AMPc. Las células espermsticas humanas contienen
aproximadamente 150 moles de ATP y 20 moles de ADP cuando los niveles de ATP
dismimsyen el valor de la glicolisis aumenta por que se mejora la actividad de la
hexocinasa, fosfofructuocinasa y de la gliceraldehido fosfatodeshidrogenasa las cuales son
inhibidas por ATP, la dismimucién de ATP est4 asociada a un incremento de AMP que
ademds activa la fosfofructuocinasa.

La membrana espeninstica tiene carga negativa debido principalmente a la pr ia de un
alto nfimero de residuos de dcido sidlico ademds contiene cantidades significativas de
sacéridos y cisteina (forma puentes disulfirs) cabe mencionar que muchos componentes
del plasma seminal se adhieren a la superficie espermética(31)

OBJETIVOS



Los propésitos del presente estudio fueron:

1) Montaje y estandarizacién de la técnica de separacion de los espermatozoides por
gradientes discontinuos de percoll isoténico.

2) Determinar si existe algin efecto en la integridad de la membrana espermitica evaluada
por laprueba de lavado hipo tico (HOST) después de su separacién empleando

gradientes discontinuos de Percoll.

3) Identificar y cuantificar los cambios en viabilidad y movilidad (y los diferentes tipos
de movilidad) antes y después de Ia separacién celular con Percoll. En los pacientes a)
Nonmozoospermicos b)Oligozoospermicos ¢) Astenozoospermicos d) Oligo-

Astenozoospermicos,

MATERIAL Y METODO

Coleccitn y preparacién de las muestras

Las muestras de gemen fueron colectadas por masturbacién después de por lo menos tres
dias de abstinencia sexual, por los pacientes atendidos en la Clinica de Infertilidad del
Instituto Nacional de Ja Nutricién Salvador Zubirén. Las muestras fieron sometidas al
andlisis de rutina de los parémetros del semen. De acuerdo con las recomendaciones de la

O.M.S (1).Descritas a continuacién

Andlisis y clasificacién de 12 muestra.



Examen macroscopico inicial

Licuefaccién: definida como ¢! paso del estado semi-sélido a liquido, este proceso enuma
muestra normal debe ocurrir dentro de la primera hora a partir del tiempo de toma de
muestra, por lo que en la colecta del semen se incluyé ademés de el tiempo de abstinencia,
nombre del paciente, y hora de toma de muestra. La presencia de filamentos y grumos

MUcosos 8o ideraron como sefiales de licuefaccién incompleta. Las muestras con

consistencia acuosa y en algunos casos con la pr ia de peq granos gelai

Jos cuales 0o presentan licuefaccién. se considerando con licuefaccién completa.
Volumen: El volumen del eyaculado fue medido en un tuvo de centrifuga graduado estéril,
se aspird la muestra del recipiente de Ia colecta, por medio de una pipeta pasteur. los
valores fueron reportados en mililitros.

Viscosidad Se evaltio ¢omando de] tubo de centrifiga la muestra por aspiracién leve con
una pipeta pasteur y se dejé caer una gota de semen, por gravedad se observé si la gota
formaba al caer un filamento.

pH Fue determinado con papel pH y el rango comprendido fie entre 6.0 a 10.0, despusés de
someter una gota de semen en papel pH después de 30 segundos, el color de la zona
impregnada en forma uniforme y comparada con el rango de referencia{ pHydrion Micro
esgential Laboratory, B'klynN.Y. 11210 U.S.A.), el pH fue registrado en un tiempo
promedio de una hora

Color fue considerada la coloracién de la muestra comparada en un fondo blanco. La

1 40 h

coloracién normal es blanco grisaceo op

Anélisis microscépico



Se colocé una gota de semen fresco (10 pl) en un porta objetos junto con una gota de
colorante vital (5 pl eosina al 5% en solucién fisiol6gica) y fue examinada en el
microscopio de coptraste de fases

Viabilidad Se evaliio el porcentaje de células vivas, la técnica basada en el principio de
alteracién en las propiedades de permeabilidad selectiva de las células muertas ya que
incluyen el colorante, se realizaron tres conteos de 100 células en tres campos evaluados a
400X.

Movilidad Se realizaron barridos sisteméticos de tres campos y cada espermatozoide fue
clasificado de acuerdo con los criterios de la O.M.S (1)(Tabla No 3). este conteo se
realiz6 hasta concluir con 100 células.

Conteo espermético. La concentracion de los espermatozoides se determind por el método
del hemocitémetro, se realizé una dilusién 1:20 ( 50ul de semen fresco con 950ul de
diluyente). Los resultados fueron reportados en millones/ mi.

con estos datos se clasificaron a las muestras como se muestra en la tabla No4

Procesamiento de la muestra

Para la prueba hipo-osmética (HOST) se tomaron 100 microlitros de |a muestra y se
colocaron en un 1 ml de medio hipo-osmético (150 mOsm) el cual contenia 7.35 g de
citrato de sodio (Merck) y 15.31g de fructuosa (Merck) disueltos en 1000 m! de agua de-
ionizada. Se sigui6 el procedimiento descrito por Jeyendran (13), el cual en resumen

consiste en incubar en ]a solucién hipo-osmética a 37°C durante 30 mimstos y después de
ese tiempo realizer el conteo de las células con respuesta positiva (hinchamiento) (

Figuras No. 5y 6 ). se calcul6é bajo microscopio de contraste de fases y cémara de

Nont

. Parael pr iento de la muestra total de semen, se formaron gradientes
discontinuos a partir de una solucién de Percoll (Sigma chemical, St Louis M) con un pH

de 8.9 y osmolaridad de 20 mOsm para realizar el percoll isoténico se utilizaron 10 ml de
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medio d¢ Earle’s concentrado 10 X en 90 ml de percoll puro, se le adicionaron 300 mg de
albumina bovina, 3mg de piruvato de sodio 0.37ml de lactato de sodio, 200mg de
bicarbonato de sodio. usando como diluyente el medio Ham F-10 (Gibeo) suplementado
con 1% de albimina bovina (Sigma chemical) a un pH= 7.5. para formar el percoll al 80
% se utilizaron 40 ml de percoll isoténico con 10 mi de medio diluyente, y para formar el
percoll al 40 % se utilizaron 20 m! de percoll isoténico con 30 ml de diluyente. Las
muestras bioldgicas fueron colocadas sobre un gradiente formado con 1 m! de Percoil al
80% y 2 ml de Percoll al 40%. Una vez dispuestas las muestras de semen sobre el
gradiente, fileron centrifugadas a 1000g por 15 minutos a temperatura ambiente. Se
obtuvieron tres fases, en [a fase superior y media quedan el plasma seminal, los detritus
celulares, leucocitos, células inmaduras, y espermatozoides daftados. Estas dos fases son
desechadas y se colecta la tercera fase (fondo del gradiente) que es 1a que contiene el

trado de espermatozoides, los cuales son resuspendidos y lavados del Percoll con
medio de Ham F-10 mediante una segunda centrifugacién a 1000g durante S minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante se elimina y el concentrado de células se diluye
con el medio de Ham F-10 (Figura No.4).hasta obtener una concentracién final de 8.0 X
10 S/m} espermatozoides. A esta preparacién se le cuantifica 1a viabilidad, la movilidady
sus caracteristicas y se repite la prueba de HOST.

Andlisis estadfstico

La ruzén para ajustar a una misma concentracién celular (8.0 X1 06/m|) todos los andlisis

obedeci6 a que cuando se realizé el estudio en el conteo total de células por muestra, la
distribucién de las frecuencias de las muestras no correspondia & la de una poblacién
normal (Gréfica No.1).por tal razén en este parémetro se realizé una transformacién
logaritmica (Gréfica No.2).Al ajustar la concentracion en 8 millones de células por
mililitro y graficar el pardmetro de la movilidad se observé distribucién nonnal (Grifica
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No. 3). Por lo tanto la evaluacién de los parkmetros de este estudio se hizo empleando una
prueba de t de Student "pareada” y como veriables las condiciones pre y post tratsmiento

de las células con Percoll.

RESULTADOS

De las 100 muestras analizadas, en las Tablas No. 5y 6 , se presentan la estadistica
descriptiva (valores medios, desviaciones estindar, y el valor de t calculada) del conteo
de los espermatozoides y los valores obtenidos con las muestras ajustedas a 8 millones de
células (viabilidad, motilidad total, pruebade HOST y los diferentes tipos de movilidad)
tanto para e} pre-tratamiento como en el pos-tratamiento. con un a = 0.05 %

En funcién de ¢l andlisis estadistico realizado en los datos se demuestra que: Para el
pardmetro de viabilidad no existieron diferencias estadisticamente significativas entre el
pretratamiento y el postratamiento Parsa las cuatro categorias (Normozoospermico;

Oligozoospermicos, Ast permicos, y oligo Astenozoospermicos) un valor
calculado det menoresala T de tablas ¢=2.228 y - 2.228 ( Gridficas No.4,5,6,7y 8).
En cuanto a la movilidad general el andlisis revel6 que existieron diferencias
significativas en 1a categoria de Oligozoospermicos ya que como se apreciaen latabla
No.5 aumenté la movilidad general en el postratamiento t = -2.24 lo mismo sucedié en el
caso de los Astenozoospermicos con un t= -2.86 exietié un aumenté en la movilided (
Geificas No.9, 6, 7 ) para las categorias de Normozoospermicos y
Oligoastenozoospermicos no se registraron diferencias significativas ( GrificaNo. 9, S y
8). Para la prueba de lavado hipo-osmético (HOST), se registraron diferencias
estadisticamente significativas ya que sumenté el nfimero de células positivas en el

postratamiento en las categorias de Oligy permicos,Ast spermicos y
OligoAstenozoospermicos, obteniéndose un valor de t=-2.27 t=-2.73, t=-4.51
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respectivamente (Grificas No. 10, 6,7 ,8).En el caso de la categoria de
normozoospermicos no existieron diferencias estadisticas (Tabla No.5).

El an4lisis realizado en los tipos de movilidad sugieren que, en la categoria 8) tipo
progresiva répida si hubo diferencias estadisticamente significativas entre antes y después
del tratamiento siendo superior en ¢l postratamiento en todas las categorias conuna t
calculada de -2.89 para Jos normozoospermicos, = -3.03 en Oligozoospermicos, t=-3.76

lacid

con lat

para Astenozoospermicos y t= -3.95 para OligoA Permicos e
del intervalo de confianza de 2.28 y -2.228 (Grificas No.11, 12, 13, 14). En la movilidad
progresiva lenta sélo existi6 diferencia estadistica para los Normozoospermicos con una
t=2.72 es decir que disminuyé el niimero de células con movilidad progresiva lenta (
GrificaNo.11).

El tipo de movilidad no progresivo, No se registraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos tratamientos para las cuatro categorfas estudiadas ( Gréficas
No. 11, 12,13, 14). En lo que respecta a el tipo de movimiento d) o inmé6viles, no se
registraron diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones de
pretratamiento y postratamiento para las categorfas Oligozoospermico y
Oligoastenozoospenmico. Sin embargo para los Normozoospermicos y
Astenozoospermicos ei existieron diferencias estadisticas ya que en ambos casos se
presenta una dismimucién en el mimero de células que presentan este tipo de movimiento
registrandose una t= 2.76 y t= 2.84 respectivamente ( Grificas No.11 y 13).

A manera demostrativa se realiz6 el andlisis de morfologia evaluado con la tincién PAP y
con los criterios de 1a O.M.S 1992, (1). en el pre tratamiento y post- tratamiento s6lo en
la categoria de Normozoospermicos n=10, observandose que en este pardmetro aumenté la
cantidad de células con morfologia normal de un 50 +/- 10 % aun 65 +/- 10% (Figuras 7
y 8).

Ademds se realizé a una muestra Nor permica post-tratamiento microscopi
electrénica de barido, y fue analizada a 1 000X, 5 000X, 10 000Xy 20 000x. (Figuras 9,
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10, 11, y 12).En las cusles se aprecian que no hay cambios ultraestructurales causados por
efecto del percoll.

DISCUSION

E! método de separacién de los espermatozoides através de los gradientes tanto continuos
como discontinuos de Percoll ha demostrado tener una excelente recuperacién de células
con buena movilidad, ademds de excluir células inmaduras, leucocitos, fracciones
celulares y espermatozoides dafiados, los cuales quedan distribuidos entre las densidades
m4s bajas, es decir en los gradientes superiores. Por ofra parte e ha reportado que la
separacion en Percoll no altera la funcionalidad del espermatozoide cuando es evaluado
mediante la penetracion al huevo de hamster (15). (Lamirande et. al. 1991).

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que no hay cambios significativos que
produzcan alteraciones severas en la membrana de los espermatozoides por efecto del
Percoll en e} gradiente de aita densidad.

Con respecto a la motilidad general nuestros resultados indican que hay un aumento en el
movimiento, en las células después del tratamiento por lo cual inferimos que no hay

alteraciones metabélicas aparentes por efecto de la polivinilpirrolidone. El incremento

Mad

significativo en el tipo de movilidad progresiva da con los r reportados
por otros autores (16, 17, 83). La distribucién de los espermatozoides en el gradiente
depende de la fuerza centrifiiga ( por tal motivo es de suma importancia el calculo de las
rpm en la centrifiiga del laboratorio donde se procesan las muestras), y las células motiles

se desplazan centrifigamente de acuerdo a su respectiva capacidad de movimiento. Un

)

estudio ultraestructural sugiere que Ia recuperacién de esper en las regi de
90 y 100% de densidad, tienen menos anormalidades a nivel axonemal y periaxonemal
(16) Esto concuerda con nuestras observaciones a nivel de microscopfa éptica en donde

se obtiene un mejoramiento significativo en células con morfologia nornal en 1as muestras
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procesadas por gradientes discontinuos de percoll isoténico, lo cual puede explicar la
excelente recuperacién de formas vivas y ademds con un incremento en su motilidad en
general, Nuestros resultados indican que no hay cambios aparentes en las propiedades de
permeabilidad selectiva de 1a membrana, conferida principalmente por los 4cidos grasos
poli-insaturados(dcido docosahexanoico), dcidos grasos saturados ( dcido palmitico),
fosfolipidos( particularmente fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina y esfingomielina),
colesterol, glicolipidos, palmitaldehido y lipoproteinas. Los resultados obtenidos indican
que hay un aummento en las células con hinchamiento hipo-osmético después del proceso
del Percoll, lo cual puede sugerir que hay una seleccién en la distribucién de
espermatozoides con pocas alteraciones en los gradientes mas densos; en los estudios de
microscopia éptica, y microscopia electrénica de fransmisién se muestra un incremento de
las formas normales, en los espermatozoides recuperados de las zonas mas densas (18).1o
cudl concuerda con las observaciones realizadas a nivel ultracstructural en el presente
estudio.

Las propiedades de semipermeabilidad selectiva de 1a membrana espermatica es de suma

s dad

importancia en la fincionalidad de la célula, Aunque e] espermatozoide tiene cap
fertilizante después de su proceso de maduracién en el epididimo, requieren de un proceso
de activacién adicional, denominado como Capacitacién y que en condiciones normales se
realiza en e] aparato reproductor femenino en el itero, trompas de falopio o en ambos. y
bdsicamente la capacitacién induce a cambios bioquimicos en la membrana plasméticay
membrana acrosomal que permite al espermatozoide a realizar 1a reaccién acrosomal,
cuando pasa através de las capa externas del ovocito, durante la capacitacién no se
registran cambios morfolégicos, sin embargo una caracteristica es la fusién de las
membranas plasmatica y acrosomal, la reacci6n acrosomal es un evento dependiente de

calcio, en este periodo la permeabilidad a los iones de calcio se ve incrementada. Los

eventos Bioquimicos son dependientes de la regulacion, estructura y fluidez de la

membrana plasmética durante Ia capacitacién y reaccién acr . entre los aspect,
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mis importantes durante los procesos de capacitacién y que deben ser considerados
durante la separacién celular para fines de reproduccion asistida De acuerdo con Langlais
(31) son 1) Cambios en la carga negativa de 1a superficie celular, 2) Niveles de colesterol
de Ia membranay 3) Estructura de los fosfolipidos de la membrana celular.

CONCLUSIONES

Después de la separacioén de espermatozoides del plasma seminal empleando un gradiente
de Percoll en Ham F-10, El total de espermatozoides vivos no suffié modificaciones, por
lo que este método no induce muerte celular

Los porcentajes de espermatozoides méviles recuperados puede ser incrementados por la
utilizacién de esta técnica de separacion, en particular la movilidad del tipo a progresiva
répida, estd incrementada en todos los tratamientos como producto de la selectividad del
método.

De acuerdo con los resultados obtenidos por la prueba de lavado hipo-osmético (HOST) y
las observaciones realizadas a nivel de microscopia electrénica de barrido. Las
caracteristicas de semipermeabilidad selectiva del espermatozoide no se alteran a causa
de la separacién con Percoll.

Este es un método que aumenta la calidad relativa del semen ya que permite la utilizacion
de muestras con alta calidad en concentracién, movilidad ,viabilidad, morfologia y con
patrones de semipermeabilidad selectiva normal, que pueden ofiecer Ia posibilidad de
aumentar la capacidad de fertilizacién de hombres con problemas de fertilidad
(principalmente en los casos de Oligozoospermia Astenozoospermiay
OligoAstenozoospermia Jen los programas de reproduccitn asistida,
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Causas reconocidas de Infertilidad masculing

1) Funcifin testicular eltcrade

) Obstruccifn del tracto genital

3 Retroeyaculacibn

4) Varicocele

5} infecclones genito-urinarias

6) Anticuerpos-antiespermatozolde
7) Efectos tErmicos en los testiculos

8} Alicraclones endocrinas
9} infertilidad debida a etiologla Desconocida

Tabla 1. Causas reconocidas de infertilidad por factor masculino



R ;!

Metodo Vemntada Desventa.dass

Swim wure Separan pobilaciones de Inplican el clasico lavado por-
espermatozoides normales ciclos de dlilusion 4y centrifum-
Sww Il m downmn con buena motilidad despro-— clon. No son satisfactorlas poraue
CAltken & Clarkson vistos de contaminaclion:con concentran espermatozoides norma-
19885, reflativa facilldad. les con anormales. fraccliones ce—

lujares, bacterias, ceiulas imadu
ras, leucocitos. con lo que la pPro .
duccion de espermatozoides nomalo:f
con buena motlilidad usunimente eos

nuy bajda.

Colummnass con Buena sepParacion de es- BaJja recuperacion en concentra-
rPer |l as Aw v i - pernatozolides normales clon (numero) de espernatozoldes
der |l o . con buena motillidad:sin
(Daua at. al. 1987 contaminacion (Normoos-—

permnicos)

Gradioentes Hay excelente recureracion No se meJora la motilidad esper-—
(- J Flcoll de espermatozoides matica. .

Gradlentes
dea AlbumIina

<Urry et. al. 1983>

Sradientes Muy buena recuperacion de La formacion de las fracciones de-
de Percoll espermatozoides con menor penden fuertamente de (as condlcio
(Oshlo at. al. 13987> cantidad de contaminantes de centrifugacion.

(nivel de pureza elevado)d.

Tab t a 3 comparac!lon (=X J losmetodos m & = comunes

de seraraclon de lo=x esrermatoxzo ldes de | P ilasma.
semilnrnal .

BRI SRR B S R




Tabla 3.

Clasificacion del semen de acuerdo a los eriterios de la OMS (1992).

Normozoospermia

Oligozoospermia

Asteiozoospermia

Teratozoospermia
Oligoteratoastenozoos-
permia

Azoospermia
Aspermis

Eyaculado norma! segun la deficion precedente.

Concentracion de espermatozoides menor de
20*10¢/ml.

Menos del 50% de espermatozoides con progresién
anterograda (categorias a y b) o menos del 25% de
espermatozoides con movimiento de la categoria a.

Menos del 50% de espermatozoides con morfolo-
logia normal.

Significa perturbacién de las tres variables.

Ausencia de espermatozoides en el eyaculado.

No hay eyaculado.




Tabls 4.

Clasificacion de los tipos de Movilidad de acuerdo
a los criterios de la OMS (1992)

a.- Si el espermatozoide tiene una movilidad progresiva rapida y
lineal(antes se denominaba como progresion "excelente" o "buena"),

b.- Si tiene un movimiento lineal o no lineal lento o perezoso (antes
se denominaba como progresién "débil" o "moderada”);

¢.- Si tiene una motilidad no progresiva;

d.- Si el espermatozoide es inmévil.



Cisifloacion Paar--aame Ltro

Uiablliidad{Viablilidad|{Movilidad|Mouvil idad HOST HOST

antes despues antes despues antes desp.

Normosper— = 6.71 H= .99 = 4.03 R= 35.13 RK=6.2 X=8. 6

micos oX=@.63 oX=D.77 ax=0.27 oM=0.47 oX=Q.7 ox=0.7
n= 23 = 2.10 t= -8.68 t=1.%9

Ol igozoos— R=8.42 H=3.083 X=3.32 X=4.30 N=3.980 H=3.37

Ppermicos oxX=0.98 oX=1.13 oX=0.23 oxX=1.01 oXM=1.3 ox=0.4
n= 293 t=08.30 t=-2.24 t=—-2.2

Astenozocos— |X=4.t14 X=4.279 X=1.96 X=3.60 R=3.32 H=3.14

vermlicos oM=0.064 oX=t1.16 oxX=a .04 oXN=@ . 98 oR=D.0 oX=t.1
n= 23 =—1.01 t=—-2.06 t=-2.7

Ot igoasteno— |X=4.47 N=4.33 X=2.16 H=3.239 H=2.17 K=3.33

zoospermicos|oX=1.10 oX=1.03 oX=@.06 oX=1.86 oR=0.7 oX=0.4
n= 29 +=-0.03 t=—1.36 t=-4.3

Yablia 3. Analisis estadistico comparando antes u despues <t de student parea-—
da> de Ia separacion del Percoll <(Media, Sx y t con c=@.93> ¢t= 2.220 —-2.220.



Clasiflicaaly

Normos—
sermicos

Ol igoxzoos-
permicos

Astenoxzoos—
rermicos

tiro A
antes

R=1.91

X=@.72

Ol igoasteno—
Xoospermicos

N=@.00

tiro A
fdespues

X= 2.27 *: a.36
oX=@.76| ox=0.37
t=-2.09

X=3.64

oX=0.00( oX=0.09
t=-3.03

R=2.73

oX=0 .03 | oX=0.90
t=—-3.76

X=2_.30

oX=@.21 | oxX=0.32
t=-3.93

tiro D
antes

= 0.97
oX=0.093
t= 2.72

X=0.693
oX=0.06
t=1.96

X=-a.19
o=@ .02
t=0.43

i=0.09
oxN=0.01
t=-1.72

F*anmr-antvaae . r o

MOV IW.IDQD
tipo D tiro C
despues |[antes
= 0.0%3|X=0.69
o=@ .47 oX=0 .04

t=1.73
X-0.00 X=9.30
oxX=0.01 oX=0.02
t=-1.09
H=0.13 X=a.30
ox=0.19 oN=0.07
t=0. 74
X-0.20 =0.37
oX=a.01 oX=0.04
t=0.77

tipo € | tivo D| tipo ©
despues| antes despue
R=0.37 (RX=0.02 |[R=0.29
oX=0.03 | oX=0.03 | oX=0.02
t=2.76 -
RX=0.66 |X=0.37 [X=0.47
oX=0.83 | oX=0.03 | oX=0.03
t=-0.20
X=0.30 |R=0.92 |[N=0.06
oXN=0 .04 oX=0.03 | oxX=0.00
t=2.04
=0.93 (N-a.006 [I=0.237
oX=0.61 | oX=0.08] oX=0.04
t=—1.24

Tabia 8. Analisis estadistico comparando antes y despues de (a separaclion del

Percoll <Med

fa. Sx y t con c=0.03> ¢t=

2.220

—-2.226.



Superficle espermébtica
{plasma y membrana scro-
somal}

Cuerpo apicat

Acresome Espacie subscrasomal

Area Inmediata que rodes a la
cuals con alts contenids de

Vacuole potasho.
Nidleo
Segmento ecuatort
Capsula postnuciear Mitocondrie

de la pleza media

y citoplssms Flbras contrictiies similares

afibrag de actna y miosine
Cole

Figura 1. Algunos componentes bloquimicas del espermatozolde humano.




cabeza de fa verilia redial

mitoconddio

" Fig. 2 Corte a través de {a pleza
medla,



Figura 3. Metodologia.

1 Obancion do 10 nuastrs despuns de dres dias e abstinescia,

1 heea & tenperaturs mbionte,
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- Figure 4b Gradiente postcentrifugado por 20 minutos » 1500 rpm.

Gradiente pastcentrifugede

Fracciones obtenidas

—-o Leucacttos, Céiules eplteiivies,
Espermeiozoides dafudos

wwemmms Pellct de cspermatozoides



Figurs 5. Procedimiento pars evalusr efecto hipo-osmbtico,

LAVADD HiPO-OSMOTICO
0.9 nl da sal. kipe-ssmdtica
— +
0d mLis sevun

Inzubar per 30 mivuine

Enoar el grade de kinclenicns




Patron de hinchamiento hipo-osmétice

1)

Figura 6. Representacibn esquembtica de los cambios morfol8gicos picos de los
espermatozoldes humanos sujetas a condiclones hipo-osmbticas. 8] na hey canr
bio, b) & g} varios tipos de cambio a nivel de cole.

Jeyvoiran RS, Van der Ven D1 Pires Palaen . N. Cribo. B.GZesemal, LD (1984)Deniopraent of an amay to
o (e fasctional ibagrity of o Insass rpacn saizass wd ids wlatiowkip to olhez waan chansciusintics,
1 Baydr, el Fustilty 20:213-28.




Distribucion de muestras.
C1 N=35

frecuencia
0

0 60 100 15¢ 20 3 o %0
muestras (millones)

Grafico 1. Distribucion de las
muestras sin ajuste.

400




Distribucion de muestras.
Ci N=35

frecuencia
10

7 72 4 Y8 1A 80 83 84 88
muestras (millones)

Grafico 2. Distribucion de las
muestras con ajuste log base 10




Distribucion de muestras.
CR N=35

frecuenocia
]

36 35 48 45 58 68 80 68 70 S B8O
muestras (millones)

Grafico 3. Distribucion de las
muestras para variabilidad ajus—
tada a 8.0e6




Comparacion: Percoll antes y despues

. X (millones/m1}

o ... .A
dntes derpuss anbe  dapum  entes  depue  snte  derpuse
parametro
M comospermi U ciig P b wp. Y2 olip

Grafico 4. comparacion antes y despues
de la separacion con percoll, parametro
viabilidad.




Normospermicos
Comparacion de los parametros.

. X (millones/ml)

vish. ant. vieb. dwp. mov. ext. mov. desp, HOST ant.  BOST desp.
parametro

Gratico 5. normospermicos, comparacion
antes y despues de percoll, para todos
los parametros.




Oligazoospermicos
Comparacion de log parametros.

. X (millones/mi)

vith. ant.  vieh. dmp. mov. ent. mov. deap. HOST ant.  BOST desp.
parametro

 Grafico 8. oligozoospermicos comparacion
antes y despues de percoll, para todos
. los parametros.




Astenozocspermicos
Comparacion de los parametros.

. X (miliones/mi)

vigh. ant. viab. dmp. mov. ant. mov. desp. EOST apl  HOST desp.
parametro

Gratico 7 astenozoospermicos comparacion
antes y despues de percoll, para todos
los parametros.




Oligoastenozoospermicos
Comparacion de los parametros.

. X (millones/mi)

vieh, aot. vieb. demp. mov. ent. mov. desp.  EBOST anl. HOST desp.
parametro

Grafico 8 cligoastenozoosp. comparacion
antes y despues de percoll, para todos
los parametros.




Comparacion: Percoll antes ¥ despues

Tipo A
sx(m!nonn/ml)
4
a
2 :
1f ﬁ
e entes  desp anles  desp u!.n.- d ,“ antes d
parametro
] permi (00 okigowosp. 7 st e. 72 i

o Grafico §. comparacion antes y despues

| dela separacion con percall, parametro
movilidad tipo A.




Comparacion: Percoll antes y despues

HOST.
ax(mm:\nol/ml)
e-
e
s -
B
-2
ou(u‘, anles  denp u(;', actes
HOST

- i (0 ckqonomp. 3 antoconconp. 223 i

Grafico 10. comnparacion antes y despues
de 1a separacion con percoll, parametro
HOST.




Normospermicos
Tipos de movilidad,

s X (millones /m)

Aast. Adesp. Beot. Edup. Ceact. Cdesp. Dast. D desp.
tipos de movilidad

‘Graficol, normospermicos comparacion
/i| antes y despues de percoll, para los
.| ‘tipos de movilidad




Oligozoospermicos
Tipog de movilidad.

. X (millones/m1)

Aant. Adesp. Bant. Bdep. Canl. Cdesp. Dast. D deap.
tipos de movilidad

Grafico 12. oligozoospermicos comparacio
antes y despues de percoll, para los
tipos de movilidad




Astenozoospermicos
Tipos de movilidad.

a0 X (millones/m1)

i5

18

05 |-

00

tipos de movilidad

- Grafico 13 astenozoosperm. comparacion
antes y despues de percoll, para los
tipos de movilidad.

Aast. Adesp. Benl. Bdeap, Cant € desp. Dent. D desp.




Oligoastenozoospermicos
Tipos de movilidad.

10 X (roillones/mi)}

Aent. Adesp. Eant. Edesp. Cant. Cdesp. Dast. D deap.
tipos de movilidad

Gratico 14 oligoastenozoosp. comparacion
antes y despues de percoll, para los
tipos de movilidad.




Figura 7b. Paciente Normospérmico después del Percoll (Mic. optica 400 X).
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Figura 8b, Paciente Normospérmico después del Percoll (Mic. dptica 400 X).



Figura 9b. Paciente Normospérmico después del Percoll (Mic. 6ptica 160 X).



Figura 10b. Paciente Normospérmico después del Percoll (Mic. 6ptica 400 X).



Figura 11, Espermatozoides pos-tratamiento, micrografia electrénica 1000 X sumentos (tcnica de
Ejucién por tetradwido de osmio).

Cortesis Departamento de Biologla Celular, Facultad de Medicina UNAM (biog. Lourdes Palma y Bi6},
Amnando Zepeds).



Figura 12. Espermatozoides pos-tratamiento, micrografla electrénica 5000 X aumentos (técnica de
fjacién por tetradaido de osmio).

Cortesia Departamento de Biclogia Celular, Facultad de Medicina UNAM (biog. Lourdes Palma y Biol.
Armando Zepeds).



Figure 13. Espermatozoides pos-tratamiento, micrografia electronica 10000 X sumentos (técnica de
fijacion por tetratido de osmio).

Corteats Departamento de Biologfa Celular, Facultad de Medicina UNAM (biog. Lourdes Palma y Biol.
Armando Zepeda),



Figura 14. Espermatozoides pos-tratamiento, micrografia electronica 20000 X aumentos (técnica de
fijacién por tetraéxido de osmio).

Cortesia Depariamento de Biologia Celular, Facultad de Medicina UNAM (bioq, Lourdes Palma y Bi6l.
Armando Zepeda).
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