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RESUMEN

C on la finalidad de averiguar si existen alteraciones funcionales en los espermatozoides
de hombres infértiles que tienen varicocele, se llevé a cabo un estudio en el que se

analizaron en forma comparativa los parametros seminales: concentracion espermatica,
formas nomales, indice de células recuperables (ICR), movilidad progresiva, pruebas de
inchamiento del flagelo (HOST), induccion acrosomal (IA) y supervivencia de espermatozoides.
Ademas se valoro el porcentaje de localizacion del varicocele, el volumen testicular y la
concentracion serica basal de FSH; en sujetos clinicamente sanos con fertilidad probada y

pacientes con varicocele corroborado por ultrasonido testicular

El analisis seminal mostro diferencias tanto en la concentracion espermatica (varicocele
56.14 +37 63 vs control 93.52 + 24 32 millones/mL) como en morfologia (varicocele 32.87 +
12.40 vs control 65.88 + 323 % de formas nommales) y la movilidad espermatica total en
varicocele fue de 60.35 1+ 12.35 % y en el grupo control 79.80 + 8 69 %

El indice de células recuperables de los pacientes con vancocele (25.96 + 43.99) fue menor
que en los sujetos nommales 2596 + 176.44 (p= 0.00001) asi como el porcentaje de
espematozoides con membrana plasmatica integra (43 93 + 20 07% vs 79.55 + 585 %, p=
0.00001), el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto ( 68.29 + 17.09 vs 87.22 +
11.44 %; p=0.001), el indice de movilidad (35.83 + 26.32 vs 77.55 + 32%; p= 0.0001) y el
porcentaje de supervivencia a 24 hr (68 + 273 vs 85+ 10.57 %) (p= 0.0001) y 48 hr (37 £ 29
vs 73 £ 16.2 %) (p= 0.00001)

Estos datos demuestran que en los pacientes con varicocele la calidad seminal se
encuentra disminuida por alteraciones funcionales de los espermatozoides que se pueden
relacionar con fallas en su transporte desde el cuello utenino hasta su ascenso hacia el sitio de
localizacion del ovocito y en la fecundidad de éste.



INTRODUCCION

| varicocele es una tortuosidad y dilatacion anormal de las venas testiculares dentro del

cordon espermatico, esta anommalidad vascular esta asociada con la infertilidad

masculina (Dublin y Amelar, 1971; Pryor y Howards, 1987) fig. 1, aunque la relacién
causa-efecto entre el varicocele y la infertilidad aun es controversial (Saypol. 1981a; Lewis y
Harrison, 1982), se ha visto que numerosos hombres con varicocele han podido procrear.

Fig 1. Representacion del varicocele
Muestra la dilatacion anormal del plexo pampliniforme que se presenta en las venas testiculares,

denominado varicocele

La incidencia del varicocele palpable en varones infertiles tiene un intervalo de 21 a 41%

que es mayor en comparacion con la que se observa en la poblacion general, la cual se ha



visto que ocurre entre 4.4 y 226% (Saypol, 1981). En un estudio dingido por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre el diagndstico de la pareja infértil, se informé
que un 11.7% de la poblacion en estudio presentaron varicocele y 25.4% de estos hombres

mostraron anormalidades en los parametros seminales (OMS, 1992).

Se piensa que el varicocele se origina por el aumento de la presion hidrostatica en las
venas testiculares por un mal funcionamiento de las valvulas venosas lo cual ongina una
dilatacion de las venas testiculares. Aunque este aspecto también es controversial con la
informacion que existe en la actualidad ya que los modelos de estudio en animales no se
aproximan a la enfermedad en el humano. El varicocele se asocia con un aumento en la
temperatura testicular y en la presion hidrostatica en el terreno venoso testicular, provocando
alteraciones en la espermatogénesis y muy probablemente a nivel del epididimo (Zorgnoiotti,
1973; Bedford. 1991).

Observaciones al microscopio de cortes del testiculo de pacientes con varicocele unilateral
revelan desorganizacion y adelgazamiento del epitelio germinal , ademas se ha visto detencion
de la espermatogénesis en fases tardias (Dubin y Hotchkiss, 1969; Johnsen y Agger. 1978).
Estudios de microscopia electronica del tejido testicular muestran ademas retardo en la
maduracion de los espermatocitos primanos, mala onentacion de las espermatides y
alteraciones estructurales de las células Sertoli (Cameron, 1980, Chakraborty, 1976)

El efecto penudicial del varicocele sobre la espermatogéenesis en los hombres subfértiles
muchas veces se refleja por anormalidades de los parametros seminales, provocando asi una
mala calidad del semen la cual tiene como principales caracteristicas: la disminucion de la
concentracion de espermatozoides. el decremento en la movilidad espermatica y un aumento

en las anormalidades morfolégicas

Se ha visto también que la calidad del semen en hombres subfértles se deteriora
progresivamente llegando a presentarse hasta un 95% de formas anormales, descenso de la

movilidad en un 90% y de la densidad espermatica hasta un 70% en estos pacientes (Mac
Leod, 1965).



Aun cuando la fisiopatogenia de la alteracion seminal en los pacientes con varcocele no se
ha aclarado, las anomalidades presentes en el semen son constantes y se supone que
son el resultado del impacto de la lesién en la funcion testicular o epididimaria, sin embargo en
algunos pacientes las alteraciones seminales parecen influir en otras funciones espermaticas.
Esto se hace patente cuando se analizan las causas de infertilidad/subfertiidad en los
pacientes con varicocele que no muestran grandes alteraciones seminales. Aspectos tales
como la capacidad de migracion, la sobrevivencia en el tracto genital femenino, la unién a la
zona pellcida, la fusion membranal; son funciones que pudieran alterarse en esta condicion

clinica pero que no han sido investigadas de manera sistematica.

Algunos de los cambios seminales que se reportan en el varicocele en el humano sugieren
también que se encuentra impedida la funcion del epididimo. Estas son, principalmente, el
incremento en el porcentaje de espermatozoides acintados (cabezas alargadas) (Aafjis, 1985).
La inferencia de que estos defectos morfologicos de los espermatozoides en el varicocele sean
debidos a la disfuncion del epididimo se deriva del hecho que el mismo tipo de anormalidades

espermaticas se han descnto también en los pacientes con epididimitis (Peng, 1990)

En fechas recientes se han generado pruebas de laboratorio que permiten valorar de
manera general e indirecta la funcion de la membrana plasmatica y la reaccion acrosomal que
resultan de utilidad para el estudio de algunas causas ocultas de infertiidad masculina. Aunque
esto es controversial témbién, las pruebas de funcion espermatica parecen relacionarse con la
capacidad fertilizante del gameto masculino.

En un analisis extenso de la informacion que existe en la literatura al respecto del
varicocele, no hemos encontrado que estas pruebas de fertlidad del espermatozoide se

hubieran realizado en pacientes con varicocele y semen marginal (son los parametros

seminales que se encuentran en el limite de los establecidos por el criterio de la OMS)*,

*
Ver apéndice |



ANTECEDENTES

A principios de siglo Celso realizd una observacion de un paciente con varicocele. El
notd la dilatacion de las venas sobre el testiculo y disminucion de su tamariio en

comparacion con el testiculo opuesto. Esta primera relacion de las caracteristicas
anatomicas del varicocele se continué con algunos intentos de comelacionarlas con la
capacidad fecundante de los individuos que lo padecen y asi en 1856 Curling reporté la
disminucioén en el "poder de las secreciones de la glandula” sugiriendo su relacion con la
infertilidad masculina. Treinta afios mas tarde Bennett describié la mejoria de la calidad del
semen después de realizar la intervencion quinirgica en pacientes con varicocele.

Numerosos estudios en animales (Saypol,1981; Harrison,1986) y humanos (Rusell, 1957,
Lipshultz, 1977) sugieren que el varicocele produce infertilidad por lesiones del epitelio germinal,
lo que puede ocumir en forma progresiva (Gorelick y Goldstein, 1993; Saypol 1981).

El efecto perjudicial del varicocele sobre la espermatogénesis en los hombres subfértiles se
ve reflejado en la mala calidad del semen, ya que en estos pacientes se encuentra una
densidad espermatica menor a los 20 millones/mL, un decremento en la movilidad y un
aumento en la morfologia anormal de los espermatozoides. La asociacion entre el varicocele
en el humano y las alteraciones seminales ha podido comoborarse en modelos experimentales.
Mobley en 1976 y Al-Jubur en 1979 estudiando el varicocele experimental en perros y Kay y
colaboradores (1979) en primates no humanos han descrito que la oclusion de la vena
espemmatica produce un incremento en la temperatura testicular, alteraciones seminales y
lesiones testiculares similares a las que se presentan en el humano. Tumer y colaboradores
(1987) han observado en el modelo de la rata la presencia del epitelio germinal desorganizado
asi como un decremento en el didmetro de los tibulos seminiferos. También se ha visto por
citometria de flujo las anormalidades de la espermatogénesis provocadas por el varicocele
(Nagler, 1985). y se ha reportado que la densidad espermatica se deteriora progresivamente y
disminuye el volumen testicular conforme progresa la lesion (Cheval y Purcell, 1992).



En 1995 Lund y Sorensen realizaron una investigacion sobre la calidad del semen en
pacientes con varicocele comparandolos con pacientes nomales, observando que los
pacientes con varicocele presentaban una disminucion en la calidad del semen en
comparacion con los pacientes sanos. En este mismo arno Baccetti y cols. realizaron un estudio
en microscopia electronica de espermatozoides de pacientes afectados por diferentes grados
de varicocele reportando que la incidencia de las anommalidades submicroscopicas estan
claramente relacionadas con el grado de varicocele que presenten los pacientes. En forma
similar Weiss y col. (1995) evaluaron las caracteristicas ultraestructurales de los
espermatozoides de pacientes inféertiles con varicocele testicular, observando malformaciones y
anormalidades de los organelos subcelulares principalmente en la region de la cabeza y del
flagelo.

La calidad seminal de los pacientes con varicocele se encuentra afectada al disminuir la
concentracion espermatica y los porcentajes de espermatozoides moviles asi como las formas
normales. Sin embargo, algunos pacientes con varicocele pueden tener caracteristicas
seminales normales o marginales lo cual sugiere que en ellos la infertilidad podria deberse
a la presencia de defectos funcionales como se sefiala en algunos estudios en los que se ha
explorado la funcion espermatica en el modelo de la fertilizacion in vitro. En estos estudios se
ha identificado que la tasa de fertilizacion de los espermatozoides de pacientes con varicocele
es menor que la que se observa en los sujetos fértiles.

Hoy en dia existen varios métodos de tratamiento para el varicocele (Yavetz., 1992;
Lerchl; 1993, Madgar 1995) con los cuales se ha intentado mejorar la calidad del semen. A
pesar de los multiples trabajos que se han publicado al respecto. el tema sigue siendo
controversial ya que algunos autores reportan tasas de éxito en fertilidad entre 24 y 51% , pero
otros autores han negado que el tratamiento quinirgico o por embolizacion de las venas
espermaticas tenga algun beneficio para estos pacientes. La principal dificultad que se
encuentra al analizar objetivamente la informacion que se ha ofrecido en relacion al impacto
reproductivd de esta patologia es la falta de estudios controlados.

Hasta la fecha no se cuenta con indicadores prondsticos adecuados en los parametros
seminales ordinarios para la seleccion de los pacientes con varicocele que son candidatos a la



cirugia. Esto hace necesario explorar de manera sistematica otros marcadores de fertilidad en
un intento de definir con mejor eficiencia los grupos de tratamiento. Recientemente se han
incorporado al estudio del semen diversas pruebas de laboratorio que no requieren ailta
tecnologia para realizarse y que aparentemente tienen buena correlacion con el potencial de
fertilidad masculina , estas pruebas estudian de manera indirecta la integridad anatomo-
funcional de la membrana plasmatica (prueba hiposmética, HOST) y la integridad del acrosoma
(AR). Ambas muestran una buena correlacion con las pruebas de fertilizacion heterdloga u
homologa, por lo cual debieran considerarse como herramientas utiles en el diagnostico de
fertilidad en pacientes con varicocele.

Dentro de la informacion a nuestro alcance no hemos encontrado que se hubiera estudiado
la capacidad de estas pruebas (prueba hipoosmotica, integridad acrosomal y prueba de
supervivencia) para investigar la subfertilidad en pacientes con varicocele que tienen semen
limitrofe (alteracion de un solo parametro seminal). Esta poblacion de pacientes con varicocele
es interesante desde el punto de vista que nos permite identificar alteraciones
subclinicas de la fertilidad que muy probablemente se pudieran convertir en mejores
indicadores pronésticos de mejoria en el tratamiento quinirgico.

En el presente trabajo se analizaran en forma comparativa las caracteristicas funcionales en
espermmatozoides de sujetos con varicocele clinico que tienen semen marginal y en hombres
con fertilidad probada con el fin de demostrar que en los pacientes con fertilidad masculina
asociada a varicocele se encuentra disminuida la poblacién de espermatozoides con potencial
fértil.



HIPOTESIS

I os porcentajes de espermatozoides con membrana funcionalmente integra, acrosoma
intacto y viabilidad (supervivencia) en hombres infértiles con varicocele y semen
marginal o normal son menores que en individuos sanos con fertilidad probada.



OBJETIVOS

1.-GENERAL

¢

Demostrar que existen alteraciones en la funcién membranal, la integridad acrosomal y la
viabilidad de los espermatozoides en pacientes con varicocele clinico y semen marginal.

2.- PARTICULARES

2.1 .Conocer los valores de los parametros seminales: concentracion espermatica, movilidad y
morfologia de los espermatozoides en pacientes con varicocele.

2.2. Evaluar el porcentaje de espermatozoides con membrana funcional integra por medio de la
prueba hipoosmoética (HOST), en pacientes con varicocele.

2.3. Evaluar el porcentaje de espermatozoides con integridad acrosomal (empleando la técnica
de triple tincion) {IA}en pacientes con varicocele.

2.4. Determinar el porcentaje de supervivencia (viabilidad) de los espermatozoides obtenidos
de pacientes con varicocele a las 24 y 48h de ser capacitados.

2.5. Comparar todos los valores anteriores con un grupo de sujetos con fertilidad comprobada.



METODOLOGIA

PACIENTES

1. Hombres infértiles de 25 a 45 arios

2. Varicocele clinico comroborado por ultrasonido testicular

3. Que no presentaron otra patologia que se asociara con infertilidad (toxicos,
infecciones, medicamentos, endocrinopatias)

4. Con analisis seminal dentro de los parametros de la OMS
que tengan alteracion en uno solo de éstos: concentracion espermatica, movilidad
total de los espermatozoides, porcentaje de formas normales de los espermatozoides.

5. Que desearon participar en el estudio.

NORMALES

1. Edad de 25 a 45 arios

2. Seminograma normal (OMS)

3. Sin enfermedades sistémicas o localizadas en el aparato urogenital
en los ultimos seis meses.

4. Con pareja que se encuentre cursando dentro de las primeras
20 semanas de embarazo o que ya tengan hijos

5. Que no hayan tomado medicamentos en los Uitimos 6 meses

6. Que aceptaron participar en el estudio.
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ANALISIS SEMINAL

S e estudiaron un total de 80 sujetos con edades de 25 a 45 arios los cuales se dividieron
en dos grupos, el primero se integré con los individuos que acudieron a la consulta de

Andrologia del Instituto Nacional de Perinatologia por esterilidad primaria y semen
anomal. En estos sujetos el diagnéstico de varicocele se corrobordé mediante el ecosonograma
testicular. Se excluyeron de este grupo a los sujetos con historia de infeccion genitourinaria,
trauma testicular, orquido-epididimitis, alteraciones endocrinas del eje testicular, contacto con
gonodotdxicos conocidos, exposicion a altas temperaturas. El grupo 2 se formé con 40
individuos sanos (seminograma normal), con fertilidad probada; este grupo fue tomado de la
consulta extema del mismo instituto entre las parejas que acudieron para solicitar atencion
perinatal y se incluyeron hombres sin enfermedades genitourinarias o sistémicas recientes.
También se eliminaron del estudio a los sujetos con bacteriospermia o anticuerpos antiesperma
mayor al 30%.

Las muestras de semen de los individuos estudiados se obtuvieron por masturbacién en
recipientes de plastico estériles no toxicos, después de un periodo de abstinencia de 3 a 6
dias. Estas muestras fueron incubadas a 37°C hasta su licuefaccion para que posteriormente
se realizara el andlisis seminal completo de acuerdo con el criterio descrito por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 1994), los parametros a valorar fueron: volumen, color, viscosidad,
movilidad, concentracion, morfologia y viabilidad.

MOVILIDAD:

Se analizé una alicuota de 10uL de semen en un portaobjetos de 25 X 75mm utilizando un
cubreobjetos de 22 X 22mm. Se valoraron 100 espermatozoides para obtener el porcentaje de
movilidad de cada grado. La movilidad del espermatozoide se clasifico en 4 grados:

11



Grado "A" o movilidad progresiva rapida, que comprende a los que atraviesan el campo
con movimientos de traslacion rapida y lineal.
Grado "B" 6 movilidad progresiva lenta, incluye a los espermatozoides con movimientos
lentos o aquellos que pese a moverse rapidamente no progresan en su movilidad.
Grado "C" o con movilidad no progresiva, son aquellos que se mueven en su lugar.
Grado "D" comprende a los inmoviles que a a través de estudios de viabilidad puede
diferenciar a los vivos de los muertos.(Tildit et al., 1990)

Con los valores de movilidad se obtuvo la movilidad total (MT) y el indice de movilidad (IM)
MT= %movilidad A + %movilidad B + %movilidad C

IM= %movilidad A + %movilidad B
100

MORFOLOGIA:

Para observar la morfologia de los espermatozoides se emplearon los portaobjetos Blustan
(Irvine Scientific, Santa Ana, CA) pretefidos con azul de metileno y acetato de violeta de cresilo
en éste se aplico de 3 a.5pL de muestra y se observé en objetivo de inmersion valorando 100
espermatozoides para clasificarlos en nommales o con defectos de cabeza, del flagelo y de la

pieza intermedia y con esto se obtuvo el porcentaje de formas normales (Menkveld, 1990) fig.
2.

12



Fig. 2. Representacion esquematica de la clasificacion de la morfologia. A y D) espermatozoide con defecto de
pieza intermedia; B y C) células inmaduras; E y F) defectos de flagelo; G-J) diferentes tipos de anormalidades
de cabeza, G) cabeza doble, H) cabeza de alfiler, I) cabeza grande , J) cabeza amorfa y K) espermatozoide

VIABILIDAD:

Solo se realizaron en muestras que tuvieron una movilidad total (MT) <60% (movilidad grado
A+B+ C) Esta consistio en colocar 10pL de semen y 10uL de eosina Y al 2% en PBS
(solucion salina amortiguadora con fosfatos) 0.1M pH 7.9. Se contaron 100 espermatozoides “
para diferenciar a los vivos sin tefiir de los muertos tefidos.

13



RECUENTO DE ESPERMATOZOIDES :

La cuenta de espermatozoides se realizé mediante la lectura en la camara de Neubauer
utilizando diluciones en {a muestra original con formaldehido al 3.5%.

Con los valores anteriores también obtuvo el indice de células recuperables (ICR)
(Villanueva y col. 1993) por medio de la siguiente formula:

ICR = cuenta total X indice movilidad X formas normales.

cuenta total: volumen por densidad espermatica
indice de movilidad: movilidad A + movilidad B/100

formas normales: porcentaje de morfologia normal

Para evaluar la integridad funcional membranal y la integridad acrosomal se empleo la
prueba hipoosmotica modificada de Jeyendran (1984) y la triple tincion de Talbot y Chacon
(1981) respectivamente. La primera estudia de manera indirecta la integridad anatomo-
funcional de la membrana plasmatica de los espematozoides en relacion al transporte
selectivo de moléculas de bajo peso. La segunda identifica la viabilidad de la célula y la
integridad anatdmica del acrosoma por medio de una tincion. Ambas pruebas fueron
estandarizadas y modificadas pfewamenle '. %)

N

PRUEBA HIPOOSMOTICA

A 100pL de semen se le adiciond 1 mL de solucion hipoosmética (fructosa 0.15M y citrato
de sodio 0.05M) posteriormente fueron incubados a 37°C por 30 min. Después de este
periodo se
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preparo una alicuota de 10uL en un portaobjetos, con un cubreobjetos de 22 X 22mm y se
analizé de manera indirecta la integridad funcional de la membrana en respuesta a condiciones
* hipoosméticas (encurvamiento de flagelo) (fig. 3), valorando el nimero de espermatozoides
con membrana integra o elencvurvaminento del flagelo en 100 espermatozoides y se restaron
a esta el valor previamente analizado en la muestra inicial (Jeyendran et al. 1984)

Jeyendran en 1984 demostré que cuando el espermatozoide se somete a condiciones
hipoosméticas el flujo acuoso atraviesa la membrana, si ésta se encuentra integra, originando
un aumento de volumen, fundamentaimente en el flagelo que parece ser la porcion mas
susceptible a este fenémeno. Mientras que los espermatozoides con alteraciones estructurales
dejas pasar libremente el agua en ambas direcciones sin alterar su forma.

Esta prueba valora el porcentaje de espermatozoides que presentan integridad funcional de
membrana al ser sometidos a condiciones hipoosméticas
A B C D E F G

Fig. 3. Representacion esquemitica de la integridad funcional de la membrana del espermatozoide humano al
ser sometido a condiciones hipoosméticas. 4 espermatozoide con membrana funcional alterada (deja pasar
libremente el flujo acuoso); B, C, D, E, F, G, muestra los diferentes tipos de encurvamiento del flagelo ( de esta
manera se observa el flagelo de los espermatozoides cuando su membrana se encuentra integra, ya que no deja
pasar libremente el agua, provocando asi hinchazon del flagelo que es la porcion mds susceptible a este
fendémeno).
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INTEGRIDAD ACROSOMAL

La integridad acrosomal fue valorada empleando el método de triple tincién (Talbot y
Chacon, 1981) el cual consistié en colocar en un tubo cénico volumen a volumen de muestra
de semen y azul de tripan al 2% durante 15min a 37°C, posteriormente se fijo con
glutaraldehido al 3% en amortiguador de cacodilato 0.01M pH 7.4 para ser centrifugado 5min. a
1200 r.p.m. A la pastilla se le adiciond 1 mL de solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS)
0.1M pH7.4 para eliminar el exceso de colorante. Con el paquete celular se realizaron los frotis
para que se dejaran secar a temperatura ambiente y se tifié con café Bismark (0.8%) a 40°C
por 5min y con rosa de bengala (0.8%) 1 min a temperatura ambiente. Al final de este proceso
se contd en el microscopio de campo claro en el objetivo de inmersion 100 espermatozoides,
clasificandolos en aquellos que presentaron acrosoma intacto (tefidos de rosa en la region
acrosomal) y los que presentaron acrosoma degenerativo (no se tifie la region acrosomal). (fig.
4)

Esta prueba valora el porcentaje de espermatozoides que presentan el acrosoma integro.

A _ B

Espermatozoides con acrosoma integro Espermatozoides con acrosoma reactivo

Fig 4. Muestra esquematicamente la integridad acrosomal del espermatozoide humano. A) espermatozoides

con acrosoma intacto, B) espermatozoides con acrosoma reactivo.

B Beae Drosa Ulunspumlle
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SUPERVIVENCIA

Después del analisis seminal previo se adicion6 volumen a volumen de semen y albimina
humana al 5% diluida con fluido tubarico humano (HTF) se mezclo perfectamente y se coloco
en una columna de percoll (70, 50, 30%) de 300uL a 1 mL; ésto se centrifugé a 1700 r.p.m. por
13 min. Al paquete celular se le agregé cuidadosamente por las paredes 500pL de albumina
humana al 5% ,el tubo se inclind en un angulo de 45° y se dejo incubar por 45 min, después de
este tiempo se separd un 70% del sobrenadante y se mezcloé para tomar 10uL de la muestra
en un portaobjetos de 25 X 75mm con cubreobjetos de 22 X 22mm en la cual se valoro la
movilidad y la densidad espermatica. La muestra se ajusto a 5 millones por mL y se valoro a la
24 y 48 hrs. (Florence et al, 1992; OMS, 1994).

Nota: los valores normales de los parametros seminales se encuentran en el apéndice |

ANALISIS ESTADISTICO : Se les realizaron medidas estadisticas descriptivas a ambos grupos
y las diferencias entre ambos grupos se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney.
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RESULTADOS

L os datos clinicos de los pacientes estudiados se presentan en la tabla 1. El 72% de los
pacientes tuvieron varicocele izquierdo, 22% presentaron lesion bilateral y 5%

varicocele derecho, ver grafica 1. No se encontraron diferencias significativas en el
volumen testicular total entre los dos grupos ni entre ambos testiculos en los pacientes con
varicocele, grafica 2. La concentracion sérica basal de FSH fue mas alta en pacientes con
varicocele (4.97 + 3.24 mlU/mL) que en el grupo control (4.42 + 2.14 mlU/mL), pero esta
diferencia no fue significativa (p=0.07). Por otra parte no se encontrd ninguna correlacion entre
el nivel de FSH sérico y el volumen testicular (r=0.21).

Los resultados del analisis seminal de ambos grupos se presentan en la tabla 2. El
promedio de la concentracion de espermatozoides por mL de semen de los sujetos normales
fue de 93.52 + 24.32 X10%mL mientras que el de los pacientes con varicocele fue de 56.14 +
37.63 X10%mL, ver grafica 3; la movilidad total en los pacientes con varicocele fue de 60.35 +
12.35 % y en el grupo control 79.80 + 8.69 % (p= 0.00001). E! porcentaje de espermatozoides
nomales fue menor en los pacientes con varicocele (32.87 + 12.40 %) que en los individuos
nommales con fertiidad probada (65.88 + 23 %) siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p= 0.00001), grafica 4.

El porcentaje de movilidad progresiva (IM= movilidad tipo A + movilidad tipo B/100) mostro
diferencias significativas entre los dos grupos de estudio (tabla 3). En los pacientes con
varicocele clinico el indice de movilidad fue de 35.83 £ 26.32 % y en los sujetos con fertilidad
probada de 77.55 + 32 % (p= 0.0001). (grafica 4)

Con los valores de la cuenta total de espermatozoides por eyaculado, los valores del indice
de movilidad y el porcentaje de espermatozoides normales es posible establecer una medida
mas uniforme de la calidad seminal. La calidad seminal global valorada por el indice de células
recuperables (ICR= cuenta total X indice de movilidad X formas nomales) es un célculo
estadistico del total de espermatozoides potencialmente fértiles en el semen. En los pacientes
con varicocele el ICR fue significativamente menor (p= 0.00001) que en los hombre sanos con
fertiidad probada (25.96 + 43.99 vs 176.44 + 133 .48 X10°%). (grafica 5)
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Los datos de las pruebas funcionales se describen en la tabla 3.La integridad funcional de la
membrana y la integridad anatomica del acrosoma, estudiada por la prueba de HOST y la
técnica de triple tincion respectivamente, mostraron diferencias entre los grupos estudiados. El
valor de la prueba hiposmotica en los pacientes con varicocele fue de 43.93 + 20.7 % de
encurvamiento del flagelo, mientras que en los hombres fértiles esto fue de 79.55 + 5.85 % de
encuervamiento del flagelo (p= <0.001). El porcentaje de espermatozoides con acrosoma
intacto en el grupo 1 (experimental) fue 68.29 + 17.09 % y en el grupo 2 (control) 87.22 + 11.44
% (p<0.001), grafica 6.

La supervivencia de los espermatozoides de los pacientes con varicocele fue disminuyendo
en comparacion con los hombre fértiles, grafica 7. A las 24 horas la movilidad decliné un 32%
en los pacientes del grupo 1 mientras que la movilidad progresiva del grupo 2 solo disminuyé
en un 15% (p<0.001). A las 48 horas la movilidad progresiva de los pacientes con varicocele
fue 37% y en los hombres nommales 73% (p<0.001).

El analisis de correlacion de las variables estudiadas en estos pacientes son presentadas de
la grafica 8 a 11. Se puede observar una alta correlacion entre la morfologia espermatica y la
prueba hiposmética (= 0.69) (grafica 8 y 9) y entre la prueba hiposmotica y el indice de
movilidad (= 0.85) (grafica 10 y 11), pero solo fue en los pacientes con varicocele. En los
pacientes nomales con fertilidad comprobada el grado de comelacion de las varables
estudiadas fue 0.46 y 0.49 respectivamente.
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TABLA 1.Caracteristicas clinicas de los pacientes con varicocele estudiados. Se presenta la
localizacion testicular del varicocele, el volumen testicular y el valor de FSH sérica basal.
(estos datos fueron tomados de los expedientes clinicos de los sujetos en estudio).

LOCALIZACION DEL VOLUMEN
VARICOCELE TESTICULAR
TESTICULAR (mm) FSH (piU/mL)

I I RECH T,
IZQUIERDO DERECHO BILATERAL '-0V/ERDO DERECHO TOTAL

72% 5% 22% 1171 1181 2352 4.97+3.24
k4 + 4
453 586 9.54

Nota: se representa la media y la desviacion estandar (X £ D.E) de 40 individuos con

varicocele.

TABLA 2.Caracteristicas de los parametros seminales en individuos con varicocele y en

sujetos normale.

CONCENTRACION MORFOLOGIA
ESPERMATICA MOV. TOTAL (porcentaje de
GRUPO MILLONES/mL (%) formas
normales)
VARICOCELE : 56.14 £ 37.63 * 60.35+12.35 32871+1240*
(n=40)
CONTROL' 93.52 + 24.32 798028689 o5g8423
(n=40)

Nota: los datos se presentan en X + D.E. Los asteriscos nos indican que hubieron diferencias
significativas de los individuos con varicocele con respecto al control (p< 0.00001)
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TABLA 3. Valores de las pruebas funcionales de sujetos normales y pacientes con varicocele.
Se presenta los valores de movilidad progresiva y el indice de células recuperables (ICR).

INDICE MOV.
PORCENTAJE
35.83 £ 26.32"
; 0 77.551 32
(n=40) s

Noté:.fddosbsdabssepmsentanenXtD.E.Lossconmsindcanquehubod

significativas con respecto al grupo control. (p= 0.0001).
ICR=es en numero total de espermatozopides por eyaculado potencialmente fertiles.
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ANALISIS DE RESULTADOS

E n este trabajo se describen los valores obtenidos en los parametros seminales, asi como
en la prueba hipoosmética (HOST), la integridad acrosomal (IA) y la prueba de viabilidad

(supervivencia) in vitro del espermatozoide, en un grupo selecto de pacientes con
varicocele, comparandolos con hombres normales con fertilidad probada. Todos los pacientes que
presentaron varicocele clinico con o sin aparente causa de infertilidad presentaron una densidad
espermatica de 56 millones/mL y una movilidad total de 60%, lo que es muy similar a lo obtenido
por otros autores (Lund y Sorensen en 1995). Clinicamente estos sujetos no revelaron alguna otra
causa de infertilidad que no sea la del varicocele, cabe mencionar que sus conyugues son
aparentemente fértiles aunque emplearon durante 2 afios aproximadamente algun tipo de
anticonceptivo.

La concentracion espermatica y la movilidad total en estos pacientes con varicocele
presentaron valores considerados como normales segun los criterios establecido por la OMS. Sin
embargo estos resultados fueron significativamente menores que los obtenidos por el grupo
control, estos se puede apreciar claramente en la grafica 3 y 4. La densidad espermatica en
hombres normales acorde a observaciones previas (Villanueva y col. 1993) fue arriba de 90
millones/mL y un ICR arriba de 176 millones,. Es importante destacar que los resultados obtenidos
en la proporcion de espermatozoides con morfologia normal (32.87%) estan por debajo de los
establecidos por la OMS, pero al compararios con los obtenidos por otros autores para pacientes
con varicocele son muy similares, esto se debe a que el varicocele ocasiona un dario en la funcion
epididimaria, provocando una mala maduracion de los espemmatozoides principalmente en su
morfologia. Cuando persisten densidades espemmnaticas menores de 50 millones/mL o variaciones
en la concentracion espermatica en ausencia de otros factores como periodos de abstinencia
cortos, enfermedades febriles recientes, edididimitis, es un diagnostico importante para sospechar
de un varicocele subclinico en la Clinica de Andrologia del INPer.
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La presencia de un alto porcentaje de formas anormales en los espermatozoides en estos
pacientes (teratozoospermia) esta considerado ya en reportes previos por Aafjis en 1995. La
principal alteracién morfolégica encontrada fue en la pieza intermedia, esta es una anormalidad
que puede estar relacionada con la inadecuada reabsorcion de la gota citoplasmica; mientras que
la baja movilidad presentada en estos pacientes se puede deber a la alteracion en los mecanismos
fisiologicos implicados en la formaciéon de la membrana espermatica asi como en las proteinas
funcionales relacionadas e implicadas en la movilidad del espermatozoide. Como estos dos
procesos se llevan a cabo en el epididimo, entonces las alteraciones ocasionadas se pueden
asumir al impacto que ocasiona el varicocele en este 6rgano, ya que al exponer al epididimo a
altas temperaturas (que es lo que provoca de alguna manera el varicocele) se provoca un
decremento en la calidad semina (Bedford, 1991).

Un mejor indicador para conocer el grado de severidad de la disfuncion epididimo/testicular
puede ser calculado por medio del ICR, el cual relaciona a la cuenta total de espermatozoides
con la movilidad progresiva (IM) y las formas normales espermaticas. Este indice representa el
numero total de espermatozoides potencialmente fértiles por eyaculado, y representa un mejor
parametro para valorar la fertilidad masculina y la calidad seminal de cada individuo. Sin embargo
los resultados obtenidos en este estudio nos indican que existe un severo dafo en estos
pacientes, lo que muchas veces les llega a provocar infertilidad.

Como se ha reportado previamente, el ICR refleja de manera mas fiel el impacto de los
cambios en la movilidad y morfologia espermatica en la calidad global del semen. Como puede
apreciares, de haberse utilizado exclusivamente los criteios de definicion de la fertilidad
propuestos por la OMS solamente en un 30% de estos pacientes se habria identificado alguna
anormalidad seminal. Los criterios de la OMS, obtenidos a partir del intervalo de valores reportados
como nommales por diferentes laboratorios alrededor del mundo, no definen la capacidad fértil de
los individuos. También puede observarse que los valores de la concentracion espermatica en
sujetos con fertilidad probada oscila entre 60 y 150 millones/mL. Si se consideran estos valores

como normales parala muestra, 40% de los pacientes con varicocele tuvieron concentracion
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espermatica normal. Al observar la integridad funcional de la membrana espermatica y la
integridad acrosomal (HOST vy triple tincion respectivamente) se aprecia que también mostraron
alteraciones considerables en comparacién con los sujetos normales con fertilidad probada
(grafica 6); y esto se debe como ya se explicd principalmente a los defectos o a la mala
maduracién de los espermatozoides al pasar por el epididimo, que es la porcion mas afectada por
el varicocele y que se puede corroborar por estas pruebas. La valoracion de la integridad de estas
estructuras ( membrana acrosomal y plasmatica),son de suma importancia para evaluar la
fertilidad, ya que son de muy bajo costo, y nos indica el que tan dafiada se encuentra la membrana
y de alguna manera su potencial para fertilizar al 6vulo (Wolf y col., 1986).

Un aspecto interesante de este estudio es que se demostrd el decremento en la capacidad de
supervivencia del espermatozoide de individuos con varicocele, por medio de una prueba sencilla
que se estandarizo en el laboratorio y que puede ser empleada como un analisis de rutina para
cualquier laboratorio. Esta fue una prueba realizada in vitro, en la cual pudimos observar una clara
disminucion en la longevidad de los espemrmatozoides de sujetos con varicocele (grafica 7) ya que
alas 24 y 48 horas, esta declino significativamente en comparacion con los sujetos normales. Con
estos resultados podemos suponer que pasa con el decline de los espermatozoides que pasan por
el tracto genital femenino y si de alguna manera pueden alcanzar a llegar al évulo y poder
fecundario, también con esta prueba se puede sugerir que por la baja capacidad de supervivencia
de estos espermatozoides no pueden llegar a ferilizar al gameto femenino y lo cual esta
relacionado con la condicién de infertilidad o subfertilidad.

Algunos autores han estudiado el potencial fértil de los individuos con varicocele por medio del
ensayo de la fertilizacion del ovocito de hamster y han demostrado que la capacidad funcional de
los espermatozoides de estos sujetos mejora posterior al tratamiento quirirgico (Margalioth, 1983):
sin embargo la prueba de penetracion del ovocito de hamster es una prueba costosa, no
facilmente accesible y que por el momento no se ha validado.

En lo que se refiere a la correlacion de las pruebas funcionales con los parametros seminales
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solo se pudo observar una buena correlacion entre la prueba hiposmética y la movilidad
progresiva (= 0.85) y entre la prueba hiposmética y el porcentaje de espermatozoides
morfologicamente normales (= 0.69), pero solo en los pacientes con varicocele se observa mas
claramente. Esto se debe a que la movilidad de los espermatozoides de alguna manera tambien
depende en parte de compuestos que atraviesan la membrana y asi la prueba hiposmética nos
indica la integridad de su membrana y su funcionalidad, entonces si sumembrana se
encuentra integra su movilidad progresiva tiene que estar bien. Aunque la movilidad no solo
depende del transporte en la membrana, también depende del metabolismo espematico, asi
como de la buena funcion de los microtubulos y de las fibras del flagelo que de alguna manera
participan en la movilidad del espermatozoide. Esto puede explicar en parte la comrelacién que
existe entre la prueba hiposmética y la movilidad ya que si la movilidad es menor la HOST tienen
que ser menor. Esto ya fue reportado en estudios previos por Jeyendran y cols. en 1984,
observando resultados similares.

Con los datos presentados solo se puede concluir que existen una serie de anormalidades
subclinicas de la funcién espermatica, algunos se pueden relacionar con la deficiencia para
interactuar con el mucus cervical y en la migracién por el tracto genital femenino y ademas estar
implicadas con la interaccién esperma-ovocito., puede esto explicar la subfertiidad de los
pacientes con varicocele. Estas pruebas sencillas realizadas en el laboratorio puede constituir una
altemnativa menos sofisticada que nos valide la fertilidad y pueda proporcionar un pronéstico clinico
para estos pacientes u otros y que nos de una idea mas exacta del problema de subfertilidad 6
infertilidad masculina
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CONCLUSIONES

E n los pacientes con varicocele con caracteristicas aparentemente normal se encontrd una
disminucion importante de la movilidad progresiva, un mayor porcentaje de

espermatozoides anomales y menor proporcion de espermatozoides con membrana
funcional integra y acrosoma intacto. También se demostré que los espermatozoides de estos
pacientes tienen su longevidad disminuida en comparacion a los individuos sanos con fertilidad
probada, ademas se observé que aunque tengan parametros considerados dentro de los normales
segun el criterio de la OMS su supervivencia declina considerablemente.

Las alteraciones en la movilidad y morfologia espermatica se reflejaron en el calculo del indice
de células potencialmente fértiles ya que en el ICR fue aproximadamente del 15% del que se
encontrd en los sujetos normales.

El analisis sistematico de la calidad de movimiento de los espermatozoides para el
diagnostico de infertilidad masculina es también de gran ayuda debido a que tiene mayor
sensibilidad que la movilidad total.

Los pacientes con varicocele tienen un menor porcentaje de espermatozoides con membrana
funcional integra. La significancia clinica de estos resultados resalta si se considera que la prueba
de integridad membranal (prueba hipoosmética) se relaciona con la tasa de fertilizacion en los

programas de reproduccion asistida (Zaneveld y col., 1990).

Ademas con los resultados de la prueba de integridad membranal 6 prueba hipoosmotica
apoyan la idea de que uno de los sitios anatomicos de impacto del varicocele es el epididimo ya
que es en este sitio donde se lleva a cabo el remodelamiento de la membrana plasmatica en los
mamiferos (Jones y col., 1989).
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La integridad anatémica del acrosoma 6 integridad acrosomal, estudiado por la prueba de
la triple tincion, también fue menor en los pacientes con varicocele. Esta podria relacionarse con
una menor capacidad para la penetracion de la zona pelucida del évulo lo cual contribuiria en la
génesis de infertilidad de los pacientes con varicocele. Sin embargo, con los datos que amoja esta
prueba no se puede demostrar que se encuentre alterada la funcionalidad del acrosoma ya que la
prueba solamente mide la integridad de esta estructura.

Las pruebas de membrana e integridad acrosomal, no son costosas, no requieren de
tecnologia avanzada y pueden ser incorporadas al laboratorio de rutina para incrementar la
sensibilidad del estudio del semen en la valoracion de infertilidad masculina. Y algunos de estos
indices funcionales espermaticos podrian ser de utilidad como pronésticos de la respuesta al
tratamiento quirurgico por lo cual se propone que deberian ser investigados en estudios
epidemiologicos para definirlo.

Las alteraciones seminales en estos pacientes con varicocele clinico sugieren que la
fertilidad puede disminuir por diferentes mecanismos, algunos de los cuales se pudieran relacionar
con el transporte espermatico y sobrevivencia de los espermatozoides en el tracto genital femenino

y otros con la union/penetracion de la zona peltcida y la fusion membranal del ovocito..
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APENDICE |

PARAMETROS SEMINALES NORMALES
DE ACUERDO AL CRITERIO DESCRITO POR LA
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1992

Volumen seminal: 1A6mL

pH: 72a78

Color: amarillo-grisaceo

Abstinencia sexual: 3a6dias

Concentracion: 20X 10° A 250 X 10° millones/mL
Movilidad Total: > 40%

Movilidad Progresiva (IM)

(total de A + B/100): > 50% (0.50)

Movilidad Tipo A: >25%

Morfologia: > 40% de formas normales
Viabilidad: > 40%

Bacterias: presentes (+)

PRUEBA HIPOSMOTICA

Normal: >60% de encurvamiento del flagelo
Dudoso: 50-60% de encurvamiento del flagelo
Anormal: <50% de encurvamiento del flagelo

INTEGRIDAD ACROSOMAL:

Normal: >75% de integridad acrosomal
Anormal: <74% de integridad acrosomal
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