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RESUMEN

Los pacientes con diabetes mellitus presentan una serie de anormatidades en el semen: variacidn en el volumen,
morfologia alterada y una disminucidn en ja motilidad espermdtica. Las poliaminas son moléculas alifdticas, no
proteicas, que se encuentran en diversos organos y han side implicadas en la regulacion de diversos procesos
reproductivos entre los cuales se encuentra el amplificar el efecto del AMPc en 1a motilidad espermatica.

Los objetivos de este trabajo fueron estudiar el efecto in vitro de la L-arginina (L-Arg) y las poliaminas
putrescina{Pu), espermidina(Spd) y espermina{Spm) sobre la motilidad espermitica en individuos sanos,
astenozoospérmicos y diabéticos tipo | (DM1), asi como determinar las concentraciones basales de Pu, Spd y
Spm y las concentraciones de L-Arg y proteinas en muestras de semen.

Se estudiaron |3 pacientes DM (Servicios de Endocrinologia del CMR y CMN SXXI grupo 111}, 10 pacientes
astenozoospérmicos {consulta de Andrologia de! CMN SXXI, grupo 11) y 10 testigos voluntarios no diabélicos
{Universitarios de la ENEP Iztacala, grupo 1), cuyas edades fluctuaron entre los 20 y los 32 afios. Se solicité una
muestra de semen después de tres dias de abstinencia sexual. Se realizé espermocultive y andlisis de semen. La
muestra se centrifugd para separar el plasma seminal (PS) en donde se midieron las concentraciones de L-Arg y
proteinas. Una alicuota de 400 pl fue procesada para medir poliaminas por dabsilacion y su concentracién fue
determinada por Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucién (HPLC). Las muestras de espermatozoides se
dividieron en cuatro fracciones y a cada fraccién se le adiciond RPMI, suero de cordon umbilical y 10% de
solucién de Earle. A cada fraccion se le adiciond L-Arg 0.004M ¢ Pu 0.1 mM o Spd 0.1mM o Spm 0.1mM, las
muestras se incubaron inclinadas a 45° por 43 min, a 37°C, pasado este tiempo se midio la motilidad espermdtica
de acuerdo a los criterios de la OMS.

Todas las muestras de espermocultivo resultaron negativas. El andlisis de semen de los tres grupos fue similar en
todos sus parametros con excepcidn de la viabilidad, la motilidad v la morfologia pardmetros en los que los
pacientes DM 1 tuvieron una disminucién estadisticamente significativa (p=0.020, p=0.001 y p=0.009,
repectivamente). Las concentraciones de Pu y Spd en el PS de los pacientes DMI fueron significativamente
menores (p=0,003, p=0.004) y en ¢l caso de los astenozoospérmicos sélo fue menor para Spd (p=0.009), El
contenido de L-Arg fue normal en los tres grupos. La adicion de L-Arg y poliaminas a los espermatozoides de los
tres grupos produjo un incremento de la motilidad tipo A siendo mejor el efecto con la L-Arg, 1a Spd y la Spm, v
menor con la Pu.

En este trabajo se concluye que las concentraciones de Spd y Pu fueron bajas en los pacientes DM 1, mientras que
en los pacientes astenozoospérmicos solo se encontrd baja 12 Spd. Hubo un efecto benéfico en la motilidad de los

espermatozoides humanos al incubar €stos con la L-arginina y /o poliaminas.



INTRODUCCION

El sistema reproductivo no escapa a las complicaciones de la diabetes mellitus {(DM).Varias
anormalidadades reproductivas se asocian a esta patologia, tanto en el hombre como en la
mujer. Las alteraciones sexuales mas importantes observadas en el hombre como consecuencia
de la DM son: dafio del epitelio germinal, dafio en los conductos seminiferos, adelgazamiento
de la membrana basal, hiperplasia del tejido intersticial, calcificacion de los conductos
deferentes, y una disminucion en la sintesis de andrdgenos y gonadotropinas. La disfuncién
sexual es un factor predominante en la DM, la cual incluye una falla o disminucion de la

libido, alteraciones en el coito y eyaculacion retrograda.

La DM 1 y la enfermedad inducida experimentalmente con drogas en animales puede alterar la
calidad del semen y su capacidad feriilizante. Estudios en eyaculados de pacientes con DM 1
han indicado una disminucion en el volumen seminal y en la motilidad espermatica y un
aumento en el nimero de espermatozoides con morfologia anormal. Sin embargo, la

concentracion de espermatozoides no difiere de la observada en hombres sanos.

Se han realizado estudios in vitro que sefialan que la L-arginina y las poliaminas aumentan la
motilidad de espermatozoides normales de diferentes especies, sin embargo, no hay reportes
sobre el efecio de estas sustancias en espermatozoides de pacientes diabéticos, por lo que este
trabajo se diseid para estudiar el efecto de la L-arginina y las poliaminas sobre la motilidad de

espermatozoides de hombres con diabetes tipo 1.

ANTECEDENTES

MOVILIDAD ESPERMATICA
Los espermatozoides de mamiferos adquieren 1a capacidad para fertilizar al dvulo y manifestar
la motilidad durante el paso a través del epididimo. Al mismo tiempo, durante la maduracidén

epididimaria los espermatozoides cambian sus patrones metabolicos, su actividad enzimatica,
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sus caracteristicas membranales y sus propiedades electroforéticas, asi como su habilidad para
unirse a la zona pelicida (1). El epididimo es un 6rgano tubular, que compactado mide de 6 a
7 cm de longitud en el hombre, secreta proteinas especificas y compuestos de bajo peso
molecular los cudles interactian con el espermatozoide en regiones especificas de! epididimo.
Las células epiteliales de diferentes segmentos det epididimo secretan y absorben proteinas

especificas y la secrecion de algunas de éstas es dependiente de androgenos (2).

Las funciones epididimarias son complejas y estan todavia sin aclarar, pero basicamente son
transporte, maduracién, concentracién y almacenamiente de los espermatozoides. Los
espermatozoides tardan de 9 a 12 dias en recorrer la longitud del conducto epididimario y
durante este trayecto adquieren tanto la capacidad de moverse, como la capacidad de fertilizar
al ovocito homologo (2a). El transporte de los espermatozoides por el epididimo es un proceso
pasivo, debido principalmente a las secreciones que emergen del testiculo, a la actividad ciliar
de las células del epitelio epididimario y a la actividad contractil de las paredes de este tibulo.
La velocidad del transporte de los espermatozoides en ¢l cpididimo y por lo tanto su duracién

estan influidas también por la frecuencia de ta eyaculcion,

A lo largo de este conducto existen diferencias en el fluido epididimario (debidas a procesos
de secrecion y reabsorcion) y se producen modificaciones en la célula espermatica inmadura.
La parte proximal del epididimo es la responsable en mayor medida de los fendomenos de
maduracion espermdtica, mientras la porcién distal cumple principalmente la funcién de
almacenamiento de los espermatozoides. El epididimo esta tapizado por un epitelio cilindrico
seudoestratificado, en el que se distinguen las células principales y las células basales. En el
citoplasma apical hay gran namero de vesiculas que indican la funcion absorbente del epitelio
epididimario, por ello mas del 90% del liquido que sale dei testiculo es reabsorbido en los
conductos eferentes y en el tubo epididimario. La reabsercion del fluido testicular incrementa

la concentracidn de los espermatozoides a este nivel (3).

En el fluido e¢pididimario existe una concentracién elevada de moléculas organicas como

glicerofosforilcolina, camitina, acido sidlico, inositol y una glucoproteina que reviste los
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espermatozoides ¥ que ha sido relacionada con la adquisicién de un patrén de motilidad

progresiva por estas células (3).

Moore y col. definieron las condiciones para inducir la motilidad en los espermatozoides
inmaduros ¢ inmoviles de la cabeza del epididimo de hamster. Estos cultivos contenian célalas
principales epididimarias, las cuales son las responsables de las propiedades secretoras y
absorbentes del epididimo. Estas células secretan proteinas dependientes de andrégenos y

juegan un papel importante en el desarrollo de la motilidad y la habilidad fertilizante (4).

Los estudios realizados para conocer los mecanismos que participan en la regulacion de la
motilidad del espermatozoide maduro, sefialan que este proceso estd regulado entre otros
factores por el idn calcio, el monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), el nucledsido
adenosina y el pH intracelular y que estos factores interactian unos con otros (4a). La
axoquinina es una proteina espermatica de 55 kd que también esta inmiscuida en la regulacién

de la motilidad (5).

La participacién del ion Ca® y del AMPc en la regulacién de la motitidad espermatica ha sido
ampliamente estudiada (6,7). Los cambios de motilidad quiscenie a vigorosa, asi como la
amplitud de la onda flagelar son dependientes del ion Ca®* enddgeno (7). Por otra parte, si las

concentraciones intracelulares del ion Ca’" aumentan se puede inhibir la motilidad (6,7).

El Ca®* tiene influencia en la desfosforilacién del axonema, un pase que debe ser dependiente
del pH; este idn controla la curvatura flagelar para dirigir el patrén de motilidad producido en
un espermatozoide activo. Hoskins y col. reportaron que los cambios en la concentracion de
calcio citosdlico en el espermatozoide de bovino proveniente de la cabeza del epididimo,
regulan la amplitud del batido flagelar {8). Los niveles de Ca™ estan regulados por el

transporte de membrana, la cual responde a diversas influencias internas y externas {(4a, 9).



Las acciones finales de los mensajeros en las proteinas del axonema, y los mensajeros externos
que son los responsables de los cambios de motilidad, son las piezas mas importantes en el

esquema regulador de este evento (9).

Desde 1971 se conoce que el incremento de la concentracion intracelular del nucledtido AMPe
estimula la motilidad de los espermatozoides de mamiferos (10). Hoskins y col. reportaron que
los niveles de AMPc se incrementan en el espermatozoide de bovine durante su paso por el
epididimo, lo cual también se ha reportado en espermatozoides de carnero y de hamster (11).
La teofilina aumensia la concentracion de AMPc e induce la motilidad en espermatozoides

inmdviles de la cabeza del epididimo de bovino y también incrementa el pH interno.

Aumentos pequefios en la alcalinidad del citoplasma de las células, incluyendo los
espermatozoides, inician un proceso de activacidn. Durante su transporte a través del
epididimo, los espermatozoides de bovino aumentan la alcalinidad de su citoplasma entre 0.4 y
0.5 unidades de pH (12). Este incremento debe coincidir con un aumento en la concentracion

intracelular de AMPc para que los espermatozoides adquieran la capacidad de moverse.

Otros agentes externos que también estdn considerados como reguladores de la motilidad
incluyen a la espermina, la espermidina, la heparina, la acetilcolina, la tirosina y la

triyodotironina (9,13)

Por otra parte, el interés por estudiar los cambtios fisiologicos de la capacitacion y la reaccién
acrosomal con relacién a los patrones de batido flagelar en ¢l espermatozoide ha side precisar
su asociacion con la motilidad de hiperactivacién. La hiperactivacion se presenia en el aparato
reproductor femenino, y algunas veces entre ia inseminacion y la fertilizacion, y parece ser
caracteristica de la mayoria de los espermatozoides recuperados del sitio de fertilizacién en el
oviducto (14). Esta se define como una amplitud aumentada de! batido flagelar, acompaniada
por una disminucién en el movimiento progresivo. Diferentes especies exhiben diferentes
patrones de movimiento hiperactivado, pero todos incluyen estos dos patrones. El patrén de

nado normal vigoroso del espermatozoide se le llama movimiento activado, lo que
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Yanagimachi refirié como motilidad caracteristica del epididimo o de vaso deferente, cuando
estan en contacto con el plasma seminal o en solucidn salina fisicldgica (14). La funcion de la
motilidad hiperactivada no estd clara, pero el aumente en la amplitud puede jugar un papel
imponante para alcanzar y fentilizar al huevo (15).

La motilidad del espermatozoide depende del movimiento flagelar el cual se basa en un activo
deslizamiento entre los dobletes de los microtitbulos en un flagelo, por las proyecciones de los

brazos de dineina de cada microtiibulo hacia un doblete adyacente en el axonema.

La membrana plasmatica juega un papel importante en el inicio y regulacién de la motilidad,
pero los cambios de los patrones de batido finalmente dependen de las modificaciones
bioquimicas del axonema flagelar del espermatozoide y/o de las alteraciones del medio

ambicnte intracelular en el cual funciona el axonema (16).

La fuente inmediata de energia para la motilidad es la hidrolisis de ATP catalizada por la
dineina ATPasa, la cudl maneja el deslizamiento de los microtibulos (17). El ATP es
regenerado por la degradacion de azicares a lactato (principalmente glucosa o fructosa) por la

ruta glucolitica vy la oxidacidn mitocondrial de substratos a través del ciclo de acido citrico

(18).

La célula espermdtica requiere de ATP para muchos propdsitos, incluyendo el mantenimiento
del medio ambiente intracelular por la presencia de iones, asi como modificaciones en la
funcidn de la célula durante la maduracion, capacitacién y fertilizacién. Cerca del 70% del
tota! de la actividad de ATPasa del espermatozoide se acopla al movimiento de la célula. La
motilidad consume mds energia que cualquier otro proceso dentro de la ¢élula espermatica y su

demanda ejercera una influencia poderosa sobre el contro! del metabolismo energético (19).

POLIAMINAS
Las poliaminas (PA) son aminas biogénicas completamente protonadas bajo condiciones

fisiologicas y se encuentran en todos los organismos vivientes (Figura A). Se les localiza en las



bacterias, hongos, en plantas, en los virus, asi como en las células de tos mamiferos. La
distribucion de las PA difiere entre las especies, en las células de los mamiferos y entre los
tejidos. Por ejemplo, las bacterias contienen importantes cantidades de putrescina y
espermidina, mientras en las células de los mamiferos la espermidina y la espermina
predominan generalmente. Las PA estan involucradas en la sintesis de proteinas, también
afectan la actividad bioldgica de las proteinas, estabilizan conformaciones de los acidos
nucléicos y son muy importantes en muchos otros procesos involucrados en el crecimiento
celular y la proliferacion. Al parecer estin también implicadas en la modulacién de la

actividad de receptores y canales idnicos (20).

Se ha demostrado que la espermidina y la espermina se encuentran concentradas en el nicleo
(21). Las concentraciones de PA intracelulares son reguladas por su consumo y liberacion. La
tasa de sintesis parece ser suficientemente alta para permitir €l control de las reservas
intracelulares y para adaptarlas a sus necesidades. El consumo y la liberacion de PA son dos
sistemas de transporte diferentes ya que las lineas de células mutantes carecen de la habilidad

para consumir PA del medio, pero si las liberan (22).

Figura A.- Estructura de las poliaminas

Putrescina
H3 "N(CH2)NHy"
Espermidina
Hy"N(CH;)aNH, " (CH;);NH;"
Espcrmina

H3 "N(CH,);NH; (CHz)sNH, (CH,);NH; "

En las células de los mamiferos hay tres posibles fuentes de poliaminas: biosintesis
proveniente de aminoacidos, consumo de PA preformadas de la dieta y un suplemento, y PA

preformadas de la flora intestinal.



Las PA son sintetizadas de novo en las células de mamiferos a partir de dos aminacidos, la L-
ornitina y la L-metionina. En la reaccion inicial 1a L-ornitina es descarboxilada por la ornitina
descarboxilasa (ODC) para formar putrescina (Figura B). La metionina reacciona con ATP
para producir S-adenosilmetionina (SAM) el cuil es un intermediario en la reaccion de
metilacion con la célula. La SAM es entonces activada en una segunda descarboxilacion
catalizada por S-adenosilmetionina descarboxilasa para formar SAM descarboxilado. Este
SAM descarboxilado dona un aminopropilo a la putrescina para producir espermidina
{catalizada por la espermidina sintasa) y finalmente una segunda molécula de SAM
descarboxilada se combina con la espermidina para formar espermina (catalizada por la

espermina sintasa).

Fig B. Ruta biosintética de_las poliaminas. 1 ornitino descarboxilasa, 2 §-

adenosilmetionina  descarboxilasa, 3 espermidina sintasa, 4 espermina sintasa, 5

espermidina/espermina N'-acetiltransferasa, 6 poliamino oxidasa,

L-Metjonina L-Ornitina
1 0,
S-adenosilmetionina {SAM) Putfescina
3-Acetarpinopropanal
CO, 3 6
Descarboxi-SAM N-Acetilespermidina
v
Espermidina
41 6 ;Acetoaminopropanal
N-Acetilespermina
v

5"Metiltioadenosina Espermina
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La conversion de espermidina y espermina a putrescina se lleva a cabo por otra via diferente a
la sefialada. La espermina es monoacetilada en una reaccion catalizada por la enzima
espermidina/espermina N-acetiltransferasa (N-SAT). Esta acetil poliamina es entonces el
substrato para la poliamino oxidasa (PAO) la cual produce espermidina y 3-

acetoaminopropanal. Dos reacciones similares convierten la espermidina a putrescina (22).

Las PA son obtenidas de los alimentos como el queso, vegetales verdes y naranjas (22). Se han
encontrado cantidades de poliaminas en la leche humana, por 1o que se ha sugerido que las PA
pueden jugar un papel importante en la proteccion del recién nacido.

En la flora intestinal, los microorganismos presentes producen sus propias PA de la ornitina y

la lisina, incluyendo la cadaverina (22).

El papel fisiolégico de las poliaminas relacionado con el sistema reproductor se ha discutido
en varios trabajos. La mayoria de la informacion ha sido obtenida en experimentos con
animales de laboratorio (32,33). En el sistema reproductivo del hombre, la presencia de PA ha
llamado la atencién de algunos investigadores, quienes han estudiado particularmente el
metabolismo de las poliaminas en la prostata, semen y testiculo. Las PA, espermidina y
espermina son moléculas que han sido implicadas en la iniciacion de la motilidad espermatica

(32, 33, 34). También se les ha asociado con procesos de capacitacion y fertilizacion (23).

TESTICULO
Suzuki y col. determinaren la actividad de la PAO en varios 6rganos humanos (24), siendo
mas alta en el higado que en el testiculo. Es probable que la actividad en el testiculo pueda

estar relacionada con el proceso de la espermatogénesis (25).

PROSTATA

En el hombre y algunos otros mamiferos, la espermina seminal es producida en fa prostata
(26). El andlisis de las PA en tejido prostatico completo en animales sexualmente maduros, ha
revelado que la espermidina y la espermina estdn presentes en la prostata. Otras observaciones
indican que varios ldbulos de la glandula prostitica de cenegjo, raton, cuyo y perro tienen

espermidina y espermina en concentraciones semejantes a las encontradas en otros tejidos no
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gonadales. El l6bulo ventral y el dorsolateral de la prostata de la rata son depésitos de grandes

cantidades de espermidina y espermina, similares a los encontrados en la préstata humana

(27).

SEMEN -

El semen humano nommal contiene espermina en concentraciones de 5 a 15 mM (26), vy
menores cantidades de espermidina (28). La relacién molar de espermina a espermidina en
semen humano es 12 a 1(29). En este fluido también se encuentran la putrescina y el 1,3-

diamino propano

Estas dos poliaminas también estan presentes en e} espermatozoide de epididimo bovino (30) y
en estudios con métodos citoquimicos y ultraestucturales se localizd espermina y espermidina
en cabeza (60%), cola (21.5%) y membrana plasmatica (9%) y mas especificamente en pieza

media y ¢l acrosoma de espermatozoides de carnero (31).

La adicion de espermina in witro incrementa la motilidad del espermatozoide en varias
especies (32,33) y amplifica la respuesta de AMPc al inicio de la motilidad del espermatozoide
(34).

La putrescina es el precursor de estas poliaminas. Su formacion es catalizada por la omitina
descarboxilasa (35), cuya actividad se demostré en epididimo de rata (36), espermatozoide y

plama seminal humarno (38).

Por otra parte, se ha propuesto que existe correlacidn entre la concentracién de espermina del
plasma seminal humano y la cuenta espermitica total en las mismas muestras de semen (23),

aunque todavia existe controversia al respecto (38).

CAPACITACION
Durante el proceso de la fecundacion, aunque el espermatozoide y ¢! ovocito desarrollen
funciones distintas, ambos gametos presentan una serie de cambios bioquimicos similares, que

en conjunto se conocen como activacion (39).
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El elemento regulador clave en el proceso de activacién es el idn calcio, de tal forma que un
aumento masivo en la concentracién de calcio libre intracelular (Ca®*), producido mediante
factores especificos en ambos gametos, puede iniciar una serie de reacciones bioquimicas en
cadena, que conducen a los respectivos efectos biologicos especificos (40). Por otra parte, se
ha observado que la activacion del espermatozoide es anterior a la del ovocito, que se produce

en respuesta a diferentes factores especificos provenientes del gameto femenino {(41).

En los mamiferos, incluido el hombre, la activacion espermdtica se traduce en una serie de
cambios fisiolégicos y bioquimicos, a nivel de su membrana plasmatica y acrosdmica, que son
necesarios para adquirir la capacidad fecundante y asi poder atravesar las envolturas del
ovocito, el cumulus ooforus y la zona pelicida, La fusidn de las membranas plasmaticas de
ambos gametos va a provocar la activacion del ovocito, pudiéndose iniciar el desarrollo

embricnario.

El espermatozoide proveniente del eyaculado no puede fecundar al ovocito inmediatamente,
sino que requiere de una serie de modificaciones, a nivel extra e intracelular, para alcanzar
dicha capacidad. El conjunto de todas estas modificaciones que se realizan en el

espermatozoide, es [o que se conoce como el proceso de capacitacion (14, 40, 42).

En primer lugar, para que la capacitacién pueda realizarse, el espermatozoide debe de estar
libre del plasma seminal, lo cual puede llevarse a cabo bien in vivo durante su paso a través del
tracto genital femenino, o bien in vitro mediante procesos de lavado de los espermatozoides
(centrifugacidn-resuspensidn, swim up o gradiente de percoll) e incubacion en un medio de

cultivo apropiadeo con una suficiente concentracion de iones calcio (43).

La capacitacion in vivo, puede ser un proceso gradual y totalmente diferente ya que el

espermatozoide interacctona con diferentes partes del tracto genital femenino y este modelo es

dificil de reproducir en el laboratorio.
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Durante la capacitacion, la membrana plasmatica presenta una reorganizacién molecular que
va a permitir el desarrollo de las tres etapas principales para que la fecundacion se pueda ilevar
a cabo:

+ adquisicion del movimiento llamado hiperactivado, caracterizado por un aumento de
desplazamiento lateral de la cabeza, gran amplitud del batido flagelar y altos valores de la
velocidad curvilinea, causando un vigoroso y rapido movimiento del espermatozoide

» capacidad de poder unirse especificamente a la zona pelicida del ovocito y

» fusion de ambos gametos (42).

Hay evidencias de estudios in vitre de que la espermina aumenta la actividad de maltasa
presente en el plasma seminal, la cual estd involucrada en la degradacién del glucégeno, y que

as{ mismo incrementa la utilizacion de glucosa por el espermatozoide (44),

La adicién de cantidades fisiolégicas de espermina a suspensiones de espermatozoides causa
un aumento importante en las concentraciones de AMPe, nucledtido que induce la
capacitacidn en el espermatozoide humano; ésto puede ser explicado por ¢l hecho de que esta
poliamina inhibe la actividad de fosfodiesterasa del AMPc y aumenta la actividad de adenil

ciclasa (9).

PA EN EL APARATQ GENITAL FEMENINO

Se han determinado las concentraciones de PA en el endometrio y el miometrio humano {(45).
Las concentraciones de PA son mucho mas altas en el endometrie (Spm 125.0 pmol/mg de
DNA, Spd 94.5 pmol/mg de DNA, Pu 40.2 pmol/mg de DNA) que en el miometrio (Spm
113.2 pmol/mg de DNA, Spd 62.5 pmol/mg de DNA, Pu 10.8 pmol/mg de DNA). En ambos
tejidos, las concentraciones de espermina son mucho mas altas que la espermidina y la

espermidina es mucho mds alta que la putrescina.
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ARGINASA

La arginasa es una enzima que forma parte del ciclo de ia urea, que tiene lugar en el higado de
los organismos ureotélicos. La arginasa cataliza la hidrolisis de L-arginina a L-ornitina y urea
en tejidos extrahepaticos. La actividad de esta enzima esta asociada también a la regulacion de
diversos procesos celulares. Se le ha localizado en tejidos det conducto reproductor del camero
y en células espermaticas (46). Dado que se ha probado que la espermina y en general las
poliaminas se encuentran relacionadas con la motilidad espermatica, es de esperarse que la
arginasa se encuentre también relacionada y su actividad varie dependiendo de las condiciones

fisiologicas del semen.

ARGININA

Atn cuando la L-arginina es un aminoicido no esencial, debido a que se sintetiza en el
organismo, es indispensable como material para la sintesis celular de proteinas tisulares. Sin
embargo, durante los estadios activos del crecimiento, como en la infancia, la cantidad de
arginina sintetizada es menor a la demanda, por lo cual es considerado como semiesencial (9).

La L-arginina es un componente basico en las nucleoproteinas (histonas y protaminas) de los

espermatozoides en varias especies.

Se ha reportado que los espermatozoides de conejo transportan L-arginina, y que este
transporte se lleva a cabo medianie mecanismos especificos, quimicamente saturables (9). La
adicién de L-arginina causa estimulacion de la motilidad en espermatozoides de conejo in vitro
{47), y se ha encontrado que la mayor estimulacion se consigue cuando se utiliza L-arginina
0.1M, mientras que estudios realizados en espermatozoides humanos, revelan que la maxima

estimulacion de la motilidad se logra con una concentracidn de 0.004M (48),

La especificidad de la accion de !a L-arginina se comprueba por la incapacidad de L-
homoarginina, L-nitroarginina y L-ornitina de aumentar la motilidad espermatica in vitro (48).

Lo anterior sugiere que ¢l grupo guanidinio terminal asi como la longitud de la cadena

carbonada son requerimientos esenciales para su funcidn (48).
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Se ha reportado que hay una correlacién positiva in vive entre la cuenta espermatica y la L-
arginina unida al espermatozoide, asi como entre la motilidad del espermatozoide y la L-
arginina libre, presentes en el semen humano (49). Asi mismo se ha reportado que la
administracién oral de L-arginina a pacientes oligozoospérmicos, mejord tanto la cuénta
espermitica como la motilidad en la mayoria de los individuos tratados (50). Ademas se ha
demostrado que la concentracion de L-arginina en el plasma seminal de hombres con cuentas
espermdticas normales es mayor que la encontrada en pacientes oligozoospérmicos o
azoospérmicos, y que ésto puede deberse a una alteracion en la velocidad de sintesis de los
aminoacidos, por lo que es posible que estas diferencias se reflejen en-la concentracion de

arginina en el plasma seminal {48).

DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus (DM} es una enfermedad multifactorial en la que el sujeto que la padece
tiene alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y proieinas, debido a una
deficiencia relativa o absoluta en la secrecion de insulina. Cuando la enfermedad se manifiesta,
se caracleriza por hiperglucemia en ayunas y en la mayoria de los pacientes con larga

evolucion, hay complicaciones oculares, renales, neurologicas y cardiacas.

Desde hace muchos afios se conocen las diferencias de los distintos tipos de diabetes. Por lo
tanto, actualmente se considera que la diabetes no sole es la elevacion de la glucosa en la
sangre sino un trastorno que implica varias anormalidades multifactoriales en cuanto a

etiologia y patogenia genéticas, ambientales e inmunelogicas.

En la Tabla 1 se muestra la clasificacion etioldgica de la diabetes mellitus de acuerdo al

Comité de Expertos en Diagnéstico y Clasificacién de la Diabetes Mellitus (51,52).

DIABETES MELLITUS TIPO 1
Se caracteriza por la destruccion de las células beta del pancreas y existen dos subtipos, la

mediada por mecanismos inmunolégicos, en la que se pueden formar anticuerpos
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antiinsulina, auto-anticuerpos contra insulina, auleanticuerpes contra la descarboxilasa del
4cido glutdmico (GAD65) y auto-anticuerpos contra tirosinfosfatasas 1A-2, [A-2B. Uno o mis
de estos anticuerpos estan presentes en 80 a 90 % de los pacientes. Asi mismo es conocida la
asociacion con antigenos del sistema de histocompatibidad HLA, DQA, DQB y DRB. Los
casos en que no se puedan demostrar eslos hallazgos deberan clasificarse como diabetes

idiopdtica tipo 1. La mayor parte de las veces se caracteriza por la deficiencia absoluta de

insulina.

DIABETES MELLITUS TIPO 2

Se presenta en individuos que tienen resistencia a la insulina y concomitantemente una
deficiencia en su secrecidn, la que puede ser absoluta o relativa. Se inicia en la edad adulia.
Los individuos con diabetes tipo 2 generalmente no necesitan insulina para sobrevivir, pero la
pueden requerir en casos agudos como cirugia, descontrol por infecciones, etc. La mayor parte
de los individuos son obesos, lo que contribuye a la resistencia insulinica, que varia de

individuo a individuo y de un grupo étnico a otro.

DIABETES GESTACIONAL
Se define como la intolerancia a la glucosa que se detecta por primera vez durante el

embarazo. La probabilidad de desarrollar DM entre cinco y diez afios después del parto es de
30 a 60% (53).

En México, la DM constituye uno de los problemas mas importantes de salud pablica con
caracteristicas de epidemia. Anualmente se regisiran més de 180 mil nuevos casos y es una

causa de alrededor de 36 mil defunciones (53).

La frecuencia de diabetes aumenta con la edad y muchos estudios indican que en México la
DM 2 afecta como minimo a uno de cada cuatre sujetos mayores de 53 afios en la poblacion
general (98 al 99%) (54). La DM ! es mucho menos comiin y en México constituye alrededor
de 1 a 2% de todos los casos de diabetes. Su incidencia es de 2/100 000 habitantes, una de las

mas bajas que la bibliografia médica informa. Suele diagnosticarse en la infancia o la

adolescencia (54).
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CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS.

Tabla 1.

I. Dicbetes tipo |

Destruccién de célutas § que conduce auna
deficiencia absoluto de insuiina.

A. Medioda por mecanismos inmunolégicos
B. Idiopdtica

Il Diabetes tipo 2

Exlsten varlaciones que van desde el predominic de o
resistencia a la insuing con relativa deficiencia de ésta,
hasto el defecto predominante en la secrecién con
resistencia a la accidn de la hormona,

111 Otros tipos especificos-

A. Defectos gendticos de la funcién de la céhdo [
1. Encromosoma 12, INF-1a (MODY 3)

2. Encromosema 7, glucocinasa [MODY 2)

3. Encromosoma 20, iINF-4a {MODY 1)

4. En DNA mitocondriat

5. Otros

B. Defectos genélicos en la accidn de la insuling
1. Resistencia a lainsuiina tipo A

2. Leprechaunismo

3. Sindrome de Rabson-Mendenal

4, Diabeles ipoalréfica

5. Ofros

C. Enfermedades del pantreas exocring
1. Pancredtitis

2. Traumdlismo/poncreatectomia

3. Neoplasia

4, Fibrosis quistica

3. Hemocromatosis

4. Poncreatopatia fibrocolculosa

7. Otas

. Endocrinopatias
Acromegalia
Sindrome de Cushing
Glucagonoma
Feocromecitormna
Hipertiroidismo
Somatostatinema
Aldosteronoma
Ofras

PN the WO

E Sustancios quimlcas o drogas capaces de inducir
diabetes:
1. Pentamiding
Acido nicotinico
3. Glueocorficoides
4. Homona firoidea
5. Diazdxido
6. Agonistas p-adrenérgicos
7. Taddas

8. Diferéhidantoina
9. adnterferén

10. Ctras

F. Infecciones

1. Rubedla congénita
2. Citornegalovirus
3. Olras

G, Formas poco comunes de dobetes mediada
inmuncidgicamente:

1. Sindrome del hombre rigide

2. Anlicuerpos contra el receptor de insuiing

3. Okas

H, Ofros sindromes que algunas veces se asocian con
diabetes:
Sindrome de Down
Sindrome de Kinefelter
Sindrome de Tumner
Sindrome de Wolfram
Ataxia de Fiedreich
Corea de Huntington
Sindrome de Lawrence Moon Beidel
Distrofia mioténlca
Porfina
. Sindrome de Prader Wi
. Otros

ol ol S S

—Q

IV Dlabetes melitus gestacional
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Varias anormalidades reproductivas que se asocian a este sindreme han sido descritas tanto en

la mujer como en el hombre (55).

DISFUNCION SEXUAL

Implica alteraciones desde la fase del deseo, ereccidn, eyaculacién, orgasmo y posorgdsmica,
las cuales pueden ser de origen organico y/o psicogeno. La disfuncion eréetil es definida como
la incapacidad de alcanzar o mantener una ereccidn suficiente para el desempefio sexual

satisfactorio.

La ereccion y la destumescencia del pene son eventos hemodinimicos regulados
respectivamente por la relajacion y la contraccion de los musculos lisos del cuerpo cavernoso.
En estado de flacidez, prevalece la influencia simpdtica, y los musculos lisos arteriales y del
cuerpo cavernoso estin ténicamente contraidos. Por consiguiente, la cantidad de sangre que
fluye por la arteria cavernosa hacia las cavidades lagunares es minima. Con el estimulo
sexual, la actividad parasimpdtica aumenta; ésto disminuye la resistencia periférica, en razén
de la vasodilatacion y por el aumento del flujo sanguineo en las arterias cavernosas y helicinas
(son ramificaciones espiraladas de las arterias cavernosas). La relajacién de los misculos lisos
trabeculares aumenta el llenado de los espacio lagunares. Al aumentar el volumen sanguineo y
la compresion de los musculos lisos trabeculares relajados contra la tunica albuginea, se
reduce el flujo venoso de salida, constituyendo lo que se conoce como mecaniSmo venoso
oclusivo. Ocurre una ereccién rigida, y cesa el flujo sanguineo a través de la arteria cavernosa.
La destumescencia ocurre cuando la gran actividad simpatica aumenta la tonicidad de las

arterias helicinas y la contraccion de los misculos lisos trabeculares.

La disfuncidn eréctil puede ser clasificada en: 'orgénica, por causas vasculares, neurologicas,
hormonales, o por anormalidad o lesion del cuerpo cavernoso; o bien psicogénica, por
inhibicidn central del mecanismo de ereccidn sin alteracion fisica. Sin embargo, en la mayoria
de los pacientes con disfuncion eréctil, esta involucrada una combinacion de componentes

orgdnicos y psicogénicos.
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La funcién eréctil se caracteriza por un delicado equilibrio entre los efectos de la
vasoconstriccion y los factores de relajacion vascular, sobre la tonicidad de los musculos lisos

del cuerpo cavernoso.

Se requiere un nivel minime de relajacién de los misculos lisos del cuerpo cavernoso para que
el pene flacido y tonicamente contraido se convierta en pene erecto. Si ese nivel minimo de
relajacion no ocurre, la resistencia al flujo venoso de salida sera incompleta, y eso provocara

un amplio espectro de rigidez peneana.

Factores que pueden producir disfuncion erectil T

Padecimientos sistémicos: ateroesclerosis, DM, enfermedades cardiovasculares, disfuncién
renal, disfuncién hepatica. ’
Padecimientos neurolégicos: enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple.
Padecimientos del pene: enfermedad de Peyroni€.

Padecimientos psiquidtricos: depresion, ansiedad durante el acto sexual.
Padecimientos endocrinolégicos: hipertiroidismo, hipotiroidismo, hipogonadismo,”

hiperprolactinemia, etc (56).

Dentro de las alteraciones sexuales mas frecuentes ocasionadas por la diabetes se encuentran ta
disfuncion eréetil, la ausencia o disminucién de la libido y la eyaculacion retrograda.
Actualmente se sabe que fa disfuncion eréctil se presenta en el 50% de los hombres diabéticos
(57); son muchos los factores que pueden explicar esta condicidn, como son: factores
endocrinos, neurologicos, vasculares y psicolégicos. Murray y col. realizaron un estudio en 28
hombres diabéticos con disfuncién eréctil a los que se les clasificé en base a tumescencia
peneana nocturna, v a los que se les practicaron determinaciones endocrinas (58). Los
resultados obtenidos sugirieron que la alteracion gonadal primaria puede estar relacionada a la

disfuncion eréctil y pueden mejorar con terapia de sustitucidn androgénica.

Por otro lado, se ha estudiado el flujo sanguineo peneano en hombres diabéticos (59) y se ha

encontrando que el 7% tuvieron insuficiencia arterial cavernosa (IAC) desde moderada a
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severa. Los pacientes de mayor edad y los que tenian mas tiempo de evolucion de la diabetes
presentaron la incidencia mas alta de esta insuficiencia; también se encontrd que no hay
diferencias significativas en la IAC entre la DM | y la DM 2, concluyendo que la IAC esta

muy relacionada a la disfuncién eréctil diabética.

El factor neuroldgico en la disfuncion eréctil en el hombre diabético también ha sido estudiado
(60); al respecto se han realizado evaluaciones vasculares y neuroldgicas, encontrandose que

en la diabetes la impotencia puede tener un origen neuropatico sensorial urogenital.

PARAMETROS ENDOCRINOS EN LA DIABETES
Es importante conocer el medio ambiente endocrino en el hombre diabético, que es
fundamental en el funcionamiento del eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas. Sin embargo, como

se observara en los siguientes estudios hay discrepancia en los resultados obtenidos.

En el paciente diabético, las gonadotropinas séricas no muestran un patrén constante, ya que se
han encontrado tanto valores normales de hormona luteinizante (LH) (60) y hormena foliculo
estimulante (FSH) (61-63), como valores aumentados de LH y FSH (64). En pacientes
diabéticos con impotencia orgdnica primaria, se ha observado que los niveles de FSH y LH no

presentan elevacidn significativa (59).

Otros investigadores (65) han encontrado que la concentracion de prolactina (PRL) se
encuentra elevada en pacientes diabgticos con mas tiempo de duracién de la enfermedad. La
testosterona (T} presenta diferente patron si se determina como T total o como T libre. La T
total se ha reportado muy disminuida en pacientes con DM de larga evolucién, mientras que en
aquellos con DM entre 6 y 9 afios de evolucidn, los valores fueron elevados {58). Sin embargo,
la T libre disminuye en todos los pacientes diabéticos (58), independientemente del tiempo de
duracién de la enfermedad. La concentracion baja de T en suero de pacientes diabéticos es uno
de los indicadores de alteracion en el metabolismo de androgenos testiculares. La disminucién
de T en suero o en tejido testicular puede ser debida a un nimero también disminuido de

células de Leydig, como resultado de un efecto deletéreo de la DM. En relacion al grado de
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lesidn, el epitelio seminifero fue reducido a nivel de espermatida y en la pared se encontré
hialinizacién y fibrosis periférica. La alteracién en la funcién de las células de Sertoli seguida
por la alteracion de las células epiteliales germinativas, son consecutivas a una sintesis de T
disminuida en pacientes diabéticos. Considerando la alteracidn en la sintesis de androgenos, la
deficiencia en la sintesis de T explicaria la alteracién en la espermatogénesis, en la secrecién
prostatica y de las glandulas sexuales accesorias en hombres diabéticos, seguidas por una

inadecuada morfolegia, maduracion y motilidad espermética.

CARACTERISTICAS DEL SEMEN

El andlisis de! semen proporciona informacion detallada sobre la concentracion, motilidad, y
morfologia de los espermatozoides y es el pardmetro mds importante para verificar la
fisiologia de las gonadas y gldndulas accesorias. En el caso de los estudios en pacientes
diabéticos, se han encontrado diferencias en los resultados debidos al uso de diferentes
métodos de andlisis, evaluacién de los parametros de forma individual, evolucion y severidad
de la enfermedad, complicaciones y edades de los pacientes. Se han realizado varios estudios
para analizar la calidad del semen en hombres diabéticos (66-69) encontrandose mala calidad
en el eyaculado: morfologia alterada (bajo porcentaje de células normales) (70,71),
disminucion en la motilidad de los espermatozoides hasta de un 50% (66,70), aumento en la
cuenta espermatica por disminucién en el volumen seminal (69,72) y una disminucion en el

volumen seminal hasta del 39% (en pacientes con neuropatia diabética) (73).

INSULINA Y EL TESTICULO

La insulina es la hormona secretada por las células B del pancreas, que tiene entre otras
funciones facilitar el transporte de la glucosa en los tejidos dependientes de insulina. La
insulina estimula la incorporacidén de glucosa por parte de las células musculares y del tejido
adiposo. Si se administra insulina, en aproximadamente 15 min el transporte pasivo de glucosa
pasa al interior de estas células aumentando su concentraciéon de unas 6 a 12 veces, al

disminuir la concentracion de insulina, las condiciones de captacién de glucosa vuelven a

estados basales (74).
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Se ha observado que hay un efecto metabolico directo de la insulina sobre la patogénesis de las
alteraciones testiculares, [o cual fue demostrado en un estudio realizado en ratones diabéticos
no obesos (a un grupo de animales diabéticos no obesos se les traté con insulina, y de acuerdo
al momento de inicic del tratamiento mostraron cambios en la espermatogénesis, desde
presencia anormal de espermatozoides inmaduros hasta la presencia de un minimo de
espermatozoides normales, mientras que los sujetos que no recibieron tratamiento con

insulina, presentaron interrupcion en la espermatogénesis) (75).

El dafio que produce la diabeles en el testiculo humano se desconoce, sin embarge, se ha
sugerido que la insulina mantiene la funcidén de las células de Leydig y de Sertoli (64). En
cultivo de células de Sertoli de rata, la insulina promueve la secrecion de la proteina
transportadora de androgencs y la transferrina (76). Se ha demostrado la presencia de
receptores especificos para insulina en células de Leydig y una disminucidn de estos receptores
en animales diabéticos (78). Estudios en rata han revelado un efecto estimulador de la insulina

sobre la sintesis de T en células testiculares (77).

La accién de la insulina sobre la motilidad del espermatozoide humano y su metabolismo no
ha sido muy estudiada. Las concentraciones de insulina seminal son 2.4 veces mas altas que en
la sangre (67,69,74). No hay diferencias importantes en los niveles de insulina sanguinea y en
plasma seminal entre hombres normospérmicos, oligozoospérmicos (79) y azoospérmicos
{69), por lo tanto la determinacidén de la hormona en este liquido biologico no puede ser
utilizada como marcader de la calidad del semen. No obstante esto ultime, las evidencias
presentadas anteriormente indican que la insulina juega un papel importante en la regulacion

de la fertilidad masculina.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen varios factores que afectan la calidad del semen en hombres diabéticos, entre estos se
encuentran la morfologia alterada, aumento en la concentracién espermitica, baja en el
volumen seminal y disminucion de la motilidad del espermatozoide hasta de un 50%. Todos
estos factores afectan la capacidad fertilizante. En este trabajo nosotros proponemos estudiar el
efecto in vitro de algunas aminas para mejorar la motilidad espermatica en este tipo de

pacientes.

HIPOTESIS
La administracién in vitro de L-arginina ¢ poliaminas a muestras de semen de pacientes

diabéticos con alteraciones en la motilidad espermatica mejorara esta funcién.

OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto in vitro de L-arginina y poliaminas (putrescina,espermidina y espermina)

sobre la motilidad espermatica en los pacientes diabéticos

2. Determinar la actividad de arginasa en las muestras de semen

3. Determinar la concentracidn de arginina en las muestras de semen

4. Determinar las concentraciones de putrescina, espermina y espermidina en las muestras de

semen.
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MATERIAL Y METODOS

Previamente se hizo un estudio estadistico para estimar el tamafio de la muestra con la Prueba
de la t para comparar medias de variables continuas (80), en la que se concluyd que 10

pacientes por grupo eran suficientes para obtener valores estadisticamente significativos.
Se estudiaron muestras de semen de sujetos agrupados de la siguiente forma:

GRUPO 1 10 testigos no diabéticos “normales”, normozoospérmicos, entre 20-32 afios de
edad, voluntarios, que asistian a la ENEP- iztacala.

GRUPOII 10 testigos astenozoospérmicos, no diabéticos, entre 20-32 afios de edad, que
asistian a la consulta de Andrologia (Centro Médice Nacional § XXI, IMSS).

GRUPO Il 13 individuos diabéticos tipo [, entre 20-32 afios de edad, clasificados en base a
estudios clinicos y de laboratorio y que asistian a la consulta de Endocrinologia
del Hospital de Especialidades (Centro Médico la Raza, IMSS) y Hospital de
Especialidades (Centro Médice Nacional S XXI, IMSS). '

Todos estos pacientes firmaron una carta de consentimiento.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusién

Pacientes diabéticos
Pacientes con diagndstico de DM 1 de menos de 10 afios de evolucion, sin importar si estaban
o no controlados metabolicamente
Con o sin hijos
Pacientes astenozoospérmicos
Pacientes que en andlisis previos de semen hubieran presentado una motilidad espermitica

menor del 50% (tipo A+B)



Sin importar si estaban o no controlados metabolicamente
Pacientes sin diagndstico de DM 1 u otra enfermedad
Sin antecedentes de problemas endocrinolégicos
Con o sin hijos
Grupo sanos
Sujetos aparentemente sanos, sin diagnostico de enfermedad
Sin antecedentes de problemas andrologicos
Con buen control metabolico

Con o sin hijos

Criterios de no inclusién

Padecimientos Crénicos: hipertensidn arterial, neoplasias, cirrosis hepdtica, nefropatia,
angiopatia, aleroesclerosis, neuropatia y problemas autoinmunes

Padecimientos Agudos: infecciones {de cualquier tipo), cetoacidosis

Pacientes con ingesta cronica de alcohol

Uso de medicamentos que afectan la motilidad espermatica (Tabla 2.)

Criterios de exclusién

Pacientes a los que se detect6 cualquiera de las enfermedades menciconadas
Azoospermia

Falta de colaboracién

24



Tabla 2. Compuestos quimicos que modifican la motilidad espermaética (62).
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INHIBIDORES
Alcohol
Nicotina y cigarros
Mariguana
Anestésicos:lidocaina, propanolol, lignocaina, procaina.
Antimicrobianos: sulfasalacina, nitrofurantoina
Antineoplésicos: ciclofosfamida, mecloretamina, vinblastina, procarbacina,
prednizona, anisidida
Otros medicamentos:ciproterona, dietiiestilbestrol, fenitoina, cloropromacina, y

ac.aspdrtico y L-ornitina

ESTIMULADORES
Medicamentos antiinfertilidad: citrato de clomifeno, tamoxifen
Otras substancias: metilxantinas:cafeina, pentoxifilina, kalicreina,Vitamina B12,

sulfato de fenelcina (Nardil), arginina

METQDOLOGIA

Con el objeto de conocer si los pacientes que proporcionaron su muestra de semen estaban

controlados metabolicamente, se les indico presentarse a las 7 a.m. en ayunas y se les tomaron

10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante, se separd el suero y se les practicaron los

siguientes estudios:
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GLUCOSA

Se realizd en un equipo automatizado Hitachi 717. El reactivo para glucosa del sistema
Synchron CX se utilizd en su detertninacidon cuantitativa en suero. El equipo determina la
concentracién de glucosa, empleando un electrodo de oxigeno Beckman (82). Se determina el
consumo de oxigeno, que es directamente proporcional a la concentracion de glucosa en la

muestra. Se consideraron como valores normales de 76-170 mg/dl.

UREA

Se realizd en un equipo automatizado Syncron CX-3, mediante el estuche de BUN (nitrégeno
ureico sanguineo) de este sistema. Este estuche de reactivos determina la concentracién de
urea por el método enzimdtico de conductividad cinética (83-84). La hidrolisis de urea a
carbonato de amonio, catalizada por la ureasa, se monitorea ﬁnediantc un electrodo de
conductividad. Se determina el aumento de la conductividad, que es directamente proporcional

a la concentracion de BUN en la muestra. Se consideraron valores de referencia 10-30 mg/dl.

CREATININA

Se realizé en un equipo automatizado Syncron CX-3. El estuche reactivo de creatinina, junto
con los calibradores, se emplearon en la determinacién cuantitativa de creatinina en el suero.
La creatinina en la muestra se determiné por el método cinético de Jaffe (85). Cuando la
muestra se mezcla con el reactivo de picrato alcalino, la creatinina del suero forma un
complejo de color rojo. La formacidn del complejo se monitorea a 520 y 560 nm. La
formacion del complejo obtenido es directamente proporcional a la concentracién de creatinina

en la muestra. Se consideraron valores de referencia de 0.5-1.2 mg/dl.

HEMOGLOBINA GLUCQOSILADA

Es un pardmetro utilizado para evaluar la hiperglucemia del paciente diabélico en las seis
semanas previas a la toma de la muestra de sangre.

Para la determinacion de Ia hemoglobina glucosilada, se realizé una electroforesis en el equipo
Appraise Densitomer System-Beckman, con un estuche Paragon Diatrac HbA lc que permite la
separacidn electroforética de la HbAlc en un gel de agarosa en una solucidén amortiguadora

acida. Se consideraron valores normales de 3-6 %.
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TRIACILGLICEROLES

Se realiz6 en un equipo automatizado Hitachi 717. Se determinaron con el método modificado
por Wahtefeld (86), basado en la hidrélisis enzimética de los triacilglicéridos por la lipasa y la
determinacion enzimatica subsecuente del glicerol formado por medio de las enzimas glicerol-
cinasa, fosfoglicerol-oxidasa y peroxidasa. Se forma un complejo colorido cuya absorbancia se
midié a 620 nm, siendo directamente proporcional a la concentracién de triacilgliceroles en la

muestra. Se consideraron valores normales de 50-200 mg/100 mi,

COLESTEROL TOTAL

Se realizd en un equipo automatizado Hitachi 717. Se cuantificé por el método de Siedel y
Katterman (87,88), que consiste en una reaccion colorimétrica que se fundamenta en la
hidrélisis enzimaética de los ésteres de colesterol por la colesterol esterasa y la oxidacion del
colesterol libre por la colesterol oxidasa. La concentracién de colesterol es directamente

proporcional a la absorbancia que da el complejo a 540 nm. Valores de referencia 50-220
mg/dl.

HDL-COLESTEROL

Se realizé en un equipo automatizado Hitachi 717. Se determiné por el método de Lopez-
Virella (89}, que se fundamenta en la adicion de acido fosfotingstico mas iones magnesio a la
muestra, provocando la precipitacion de los quilomicrones, VLDL y LDL. El sobrenadante de
la centrifugacion contiene las HDL, cuya concentracién de colesterol es determinada

enzimdticamente. Se consideraron valores normales de 35-55 mg/dl.

LDL-COLESTEROL

Se realizo de manera manual.

Se cuantifico el contenido de colesterol de las LDL por medic de la formula de Friedewald

(90,91) que involucra la medicidn de colesterol total, triacilgliceroles y HDL.
LDL=CT-TG/5-HDL

Se consideraron valores normales de [00-190 mg/dl
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DETERMINACIONES HORMONALES

Para conocer el estado fisiologico completo de todos los individuos que participaron en el
estudio, se realizaron determinaciones de FSH, LH, T y PRL, en un equipo automatizado

Immulite, DPC. El método empleado es un andlisis inmunoenzimdtico de

gquimioluminiscencia.

FSH

Se basa en un analisis quimioluminimétrico de dos posiciones (sandwich), usa cantidades
constantes de dos anticuerpos que tienen especificidad para la molécula intacta de FSH. El
primer anticuerpo, es un anticuerpo policlonal anti FSH de oveja, marcado con éster de
acridina (AE). El segundo anticuerpo o fase sélida es un anticuerpo monoclonal de ratén anti
oveja, unido covalentemente a particulas magnéticas.

Existe una relacién directa entre FSH en la muestra v las unidades relativas de luz detectadas
por el aparato. Las concentraciones normales de FSH en hombres de 13-70 afios son de 0.7 a
11 mltU/ml.

LH

Se analizdé por un método quimioluminimétrico de dos posiciones (sandwich). El primer
anticuerpo, €5 un anticuerpo policlonal anti LH de oveja, marcado con éster de acridina (AE).
El segundo anticuerpo o fase sdlida es un anticuerpo monoclonal de ratén anti oveja, enlazado
covalentemente a particulas magnéticas.

Existe una relacidn directa entre la LH en la muestra y las unidades de luz relativas detectadas
por el aparato. Las concentraciones normales de LH en hombres de 20-70 afios son de 1.4-7.7
mUb/ml.

T

E! analisis se realizé por el método quimioluminiscente competitivo. La T en las muestras del
paciente compite con la T marcada con el éster de acridina (AE) para unirse con el anticuerpo
policlonal anti T de conejo sobre la fase solida. El anticuerpo policlonal de conejo anti T esta

unido al anticuerpo monoclonal de ratén anti conejo, el cual estd acoplado a particulas



29

magnéticas (fase solida). Este analisis requiere del uso previo de un agente liberador de T, para
liberar la T unida a las proteinas enddgenas en la muestra.

Hay una relacién inversa entre la cantidad de T presente en la muestra del paciente y la
cantidad de unidades luz relativas detectada por el aparato. Las concentraciones normales de T

en hombres son de 3-10 ng/ml.

PRL

El andlisis de PRL se realizé por método quimioluminimétrico de dos posiciones (sandwich).
El primer anticuerpo, es un anticuerpo policlonal anti prolzctina de oveja, marcado con éster
de acridina (AE). El segundo anticuerpo, que es un anticuerpo monoclonal de raton anti oveja
esta unido covalentemente a particulas magnéticas.

Existe una relacion directa entre la PRL en la muestra y las unidades de luz relativas. Las

concentraciones normales de PRL en hombres son de 1-20 ng/mi.

A todos los pacientes se les pidid que proporcionaran dos muestra de semen en frascos
estériles para su andlisis, notificindoles que deberian tener un periodo de abstinencia sexual de

3-5 dias previamente a la obtencion de cada una de las muestras.

ANALISIS DE SEMEN

Los siguentes estudios se realizaron en base al Manual de la Organizacién Mundiat de la Salud
{OMS) (92).

CULTIVO DE SEMEN
Las muestras de semen que se cultivaron se colectaron con precauciones especificas para evitar

su contaminacion, posteriormente éstas se enviaron al laboratorio de Microbiologia, del HE-

CMN SXXL

Una vez que se reportaban las muestras de semen negativas a cualquier microorganismo, se
citaba por segunda ocasion a los pacientes y se les pedia dar una segunda muestra de semen

para su andlisis seminolégico.
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ASPECTO
La muestra de semen se evalud primero con una inspeccion simple a temperatura ambiente. La
muestra normal presenta un aspecto opalescente gris, es homogénea y se licta entre los 30 y 60

min a temperatura ambiente.

VOLUMEN
El eyaculado se pasd con una pipeta Pasteur a un tubo graduado para medir el volumen de éste.

Valor de referencia > 2 mi.

CONSISTENCIA .

Se analizd tomando 1a muestra con una pipeta Pasteur con un diametro interno de 0.8 mm y se
observo la longitud del filamento. Las muestras normales salen de la pipeta en forma de gotas,
en lanto que en los casos de consistencia anormal el liquido seminal tiene una consistencia

filamentosa, en ocasiones de mas de 2 cm de longitud.

pH

Se extendi6 con uniformidad una gota de semen sobre el papel sensible al pH {(pH 6.4 2 8). A
los 30 segundos el color de la zona impregnada fue uniforme y se le compar6 con la tira de
catibracién para lectura de pH.

El pH se midid antes de que transcurriera una hora de la eyaculacion y el valor normal de este

pardmetro s de 8.

VIABILIDAD

Se utilizé una tincidn supravital, la cudl tiene el principio de que los espermatozoides muertos,
cuyas membranas estdn dafiadas, permitirdn el paso del colorante.

Para ello se realizd una mezcla del semen con algiin colorante vital como eosina Y al 0.5% en
solucion salina, se determind el porcentaje de espermatozoides vivos o muertos.

Valor de referencia: 2 75% de espermatozoides vivos ( incoloros).



MOTILIDAD

En un portaobjetos se colocaron 10 pl de semen, se cubrit con un portaobjetos y se contaron
100 espermatozoides en 4-6 campos y se clasificaron en grupos de motilidad. Las categorias
que se emplearon para clasificar la motilidad de los espermatozoides se designaron A, B, C, D
y se definieron de la siguiente manera:

A si el espermatozoide tiene una motilidad progresiva rapida y lineal.

B si tiene un movimiento progresivo lento.

C si tiene una motilidad no progresiva (in situ)

D sicl espermatozoide es inmovil

Valores de referencia:

250% de espermatozoides con progresion lineal (A+B)

225% de espermatozoides con progresion lineal rdpida (A)

Cuando estos valores estdn disminuidos se le denomina astenozoospermia, la cudl puede
clasificarse en:

Astenozoospermia leve: 40-50% de espermatozoides con motilidad progresiva
Astenozoospermia moderada: 20-40% de espermatozoides con motilidad progresiva

Astenozoospermia severa: menos del 20% de espermatozoides con motilidad progresiva

CONCENTRACION

La concentracidn de espermatozoides se delerminé con el método del hemocitémetro (cdmara
de Neubauer). Se prepard una dilucion 1:20 [50ul de semen + 950ui de diluyente (50g de
NaHCO;, 10 mi de formalina al 35% v/v y agua destilada en cantidad suficiente para obtener
un volumen final de 1000 ml )].

E! hemocitdmetro se cubrié con el cubreobjetos, la muestra diluida se mezcld muy bien y
luego se colocé una gota por capilaridad. Se dejé reposar unos 5 minutos, en camara himeda,
y se contaron los espermatozoides en microscopio optico con objetivo 40x.

El procedimiento para contar los espermatozoides en la cdmara del hemocitémetro fue el
siguiente: el cuadrado central de la rejilla del hemocitémetro de Neubauer contiene 25

cuadrados grandes, cada uno de los cuales contiene 16 cuadrados mas pequefios; para las
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muestras que contenian menos de 10 espermatozoides por cuadrado se contd toda la rejilla, es
decir 25 cuadrados. Pero si tenian mas de 10 espermatozoides, se contaron los 4 cuadros
extremos de los 25 cuadros y el cuadro central. EI nimero de espermatozoides contados se
divide entre el factor de correccion de acuerdo a la dilucion realizada y al numero de cuadros
contados.

Factores de correccion para el hemocitémetro:

Dilucién Nimero de cuadros contados
(semen+diluyente) 25 10 5
1+9 10 4 2
1+19 5 2 1
1+49 2 0.8 0.4

Valores de referencia:

220 x 10° esp/ml

La disminucion de esta cuenta se denomina oligozoospermia, la cudl se clasifica en:
Oligozoospermia leve 10-20 x 10 ® esp/ml

Oligozoospermia moderada  5-10x 10 ¢ esp/ml

Oligozoospermia severa < 5 x10%esp/miy

Azoospermia si no hay espermatozoides en el eyaculado

MORFOLOGIA ESPERMATICA

Se valoré la normalidad estructural de los espermatozoides considerando sus elementos
visibles como son la cabeza, la pieza media y la cola; para ello se realizé un frotis por
extension y se tifi6 con la ticion de Papanicolau. Con esta tineidn el acrosoma se tifie de azul
claro y de azut obscuro la regidn post-acrosomal. La pieza media puede tefiirse de rojo palido y
la cola se tifie de azul. Las gotas citoplasmdticas, usualmente ubicadas detras de la cabeza en la

pieza media se tifien de verde.
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La valoracion se llevo a cabo al contar 100 espermatozoides, clasificandolos de acuerdo a los
criterios estrictos de Kruger (93} que son los siguientes:

Una cabeza normal debe ser ovalada con una longitud entre 4-5.3 um y un ancho de 2.5-
3.5um.

La region acrosomal debe de estar bien definida y ocupar entre el 40-70% del érea total de la
cabeza

No tener defecto en cuello, pieza media y cola

Todos aquellos espermatozoides con defectos minimos son considerados anormales

Todas tas formas dudosas se consideran anormales

Se deben tomar en cuenta las siguientes categorias de defectos:

Defectos de tamafio/forma de la cabeza: puede ser grande, pequefia, acintada, piriforme,
amorfa, con vacuolas mayores del 20% de drea ocupada y toda combinacién entre éstos.
Defectos del cuello y pieza media: ausencia de cola, cola mal insertada o doblada, pieza media
distendida, irregular o doblada, pieza media anormalmente fina y toda combinacion entre
éstos.

Defectos de cola: corta, rota, irregular y toda combinacion entre éstos

Las gotas citoplasmdticas mayores que un tercio de la superficie de la cabeza normal

Valor de referencia segin los criterios estrictos de Kruger: Normal = 14% de espermatozoides
con formas normales

Un nimero menor de espermatozoides con formas normales ya sea por criterios estrictos de

Kruger o por criterios de la OMS es denominado teratozoospermia.

VALORACION DE MOTILIDAD ESPERMATICA DESPUES DE LA ADICION DE
L-ARGININA Y POLIAMINAS.

Se centrifugd la muestra de semen a 1500 rpm por |5 min, se tomo el plasma seminal para
determinar la concentracién de proteinas, la actividad de arginasa, la concentracion de arginina
y poliaminas.

Los espermatozoides se resuspendieron en 1 ml de medio* (RPMI 1640, suero de cordén

umbilical y 10% de solucion de Earle), este ml se dividid en 4 tubos: uno que contenia 750 pl
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de medio* con arginina 0.004M (48), otro que contenia 750 pl de medio* con putrescina 0.1
mM (101), otro con 750 pi de medio* con espermidina 0.1mM (101) ¥ otro con 750 ul de
medio* con espermina 0.1 mM (101). Estos tubos se incubaron por 45 min, a 37°C en un
angulo de 45°. Después de este liempo se separd el sobrenadante donde se encontraron los

espermatozoides moviles y se valoré la motilidad como ya se mencioné.

ACTIVIDAD DE ARGINASA

Método de Kung (94)

Después de la licuefaccion el plasma seminal se centrifugé a alta velocidad (10 000g ) a 0°C
por 15 min. para obtener plasma completamente libre de células, las cuales podrian interferir

con e} procedimiento experimental.

L-arginina i omitina + urea [se cuantifica colorimétricamente
Arginasay

Reactivos: 1. Diacetil menoxima 415.5 mg/100 ml
2. Tiosemicarbazida 5.0 mg
3. Reactivo colorido: 350 pl del reactivo | con 5 mg del
reactivo 2, aforando todo a 25 ml con agua destilada
4, Cloruro férrico 0.12 M en H3P04 56.7%
5. H;50,20%
6. Reactivo acido: 25l del reactivo 4 con 25 ml del
reactivo 5
7. Solucion estandar de urea 0.0150 mg/m]
8. Solucion amortiguadora (MnCl; 0.002 M en Tris-HCl 40 mM y
solucion salina 0.9% a pH 7.5)
9. Preparacién de 5 ml de arginina 0.4 M
10. Preparacion de 5 ml de glicina 0.15 M
Se tomd SO pl del plasma seminal y se agregd 450 pl de amortiguador 8. Se incubd a 55°C

durante 1h ¥ se tomd del sobrenadante una alicucta de 400 pl y se le agregd 100 pl de una
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solucidn de arginina 0.4 M + glicina 0.15M. Se incub6 a 37°C por 15 min. e inmediatamente
se puso en baiio de agua hirviende 7 min.

Se tomaron alicuotas de 300 pl y se aford a 1000 pl con agua; se adiciond 1ml del reactivo
colorido y 2000 pt de! reactivo dcido. Posteriormente se mezclaron y se cerraron los tubos,
para calentarlos a 92°C durante 20 min. y se dejaron enfriar para después leer la absorbancia a
530 nm. La actividad de arginasa se reporta como g de urea/pg de proteina/min. Las proteinas

totales fueron determinadas de acuerdo a Lowry y col. (95).

DETERMINACION DE ARGININA

Se usaron los mismos reactivos que para la determinacién de arginasa, adicionando una
cantidad conocida de arginasa, y no se adiciona arginina.

Del plasma seminal previamente centrifugado se tomaron 50 pl y se adicionaron 400 ul de
amortiguador, y 50 pl de arginasa (2 mg/ml), se incubd a 55°C durante 1 hr, se tomé una
alicuota de 400 pl del sobrenadante y se adiciond 50 pl de glicina 0.15M. Se incubd a 37°C por
15 min. e inmediatamente se colocé en bafio de agua hirviendo por 7 min. A partir de aqui se
siguieron los mismos pasos que para la actividad de arginasa.

Se tomaron alicuotas de 300 pl y se aford hasta 1000 i del reactivo colorido y 2000 pl del
reactivo dcido. Posteriormente se mezclé y se cerraron los tubos calentandolos a 92°C durante

20 min. y se dejé enfriar para leer la absorbancia a 530 nm. La concentracion de arginina se

reporté en nmel/ml,

CUANTIFICACION DE POLIAMINAS

Se cuantificaron por el método de Koski y col. (98).

Este método esta basado en la derivacién de las poliaminas con el cloruro de dabsilo {DABS-
Cl: dimetilamino bencensulfonilo) para su posterior andlisis y cuantificacion en el
cromatografo de liquidos de alta resolucién (HPLC), siendo su deteccion en la region visible.
El DABS-CI fue recristalizado en acetona, después se prepard a una concentracion de 1.3

mg/ml (4 mM) . El estandar de poliaminas fue disuelto en agua para dar una concentracion de
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0.51 mM, y 4pl de esta solucidn fueron adicionados a 40l del reactivo de dabsilacion y 20 pul
de buffer bicarbonato de sodio 0.1 M pH 9. La mezcla se incub a 70°C por 10 min. y luego se
diluyé a 1000p! con etanol 75% (w/v). Finalmente se centrifugé a 8000g por 4 min, a 8°C, se
filtré con membranas de 0.22pm. Del filtrado se tomaron 50ul y se inyectaron al cromatdgrafo

para su andlisis y cuantificacién.

El sistema de cromatografia consistié de un equipo HPLC Beckman, con un detector 168 para
operar a 436 nm, bomba 126, una columna de fase reversa ultrasphere C-18 DABS, de 25 cm
de longitud y didmetro interno de 4.6 mm. La separacién analitica de DABS-poliaminas fue
realizada por elucion con un gradiente linea! de buffer acetato de sodio 30%, pH 4.13 /60% de
acetonitrilo a 100% acetonitrilo en 20 min, y la elucién se continud con 100% de acetonitrilo
por 5 min. La velocidad de flujo fue de 1.0 ml/min. Las poliaminas se cuantificaron en base a

la altura del pico.

ANALISIS DE DATOS

Se realizé un andlisis descriptive univariado por grupo y por variable.

Para saber si los datos presentaban una distribucion normal se realizé la prueba de normalidad
de Anderson-Darling, con la que se concluy6é que los datos no presentaren una distribucién
normal. Se hizo una comparacién de dos grupos Iy II, I y IIl con la If de Mann Whitney, para
todas las variables analizadas. Para la variable de la motilidad tipo A de espermatozoides
incubados con poliaminas y L-arginina también se realizo la comparacion entre el grupo 11 y el

grupo Il con la U de Mann Whitney.
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RESULTADOS
A todas las muestras de semen se les realizé espermocultivo, el cual resultd negativo.

La Tabla 3 muestra los valores de la quimica sanguinea (Figuras 1 y 2), el perfil de lipidos
(Figuras 3 y 4) y la hemoglobina glucosilada (Figuras 5) de los tres grupes de sujetos
estudiados, y se presenta el promedio y la desviacion estindar de cada grupo. No hubo
significancia estadistica entre el grupo control y el grupo astenozoospérmico con respecto de
estos parametros, sin embargo en el grupo de diabéticos la glucosa y la hemoglobina
glucosilada tuviecron diferencias estadisticamente significativas (p=0.030 y p=0.030,
respectivamente). La Tabla 3 muestra ademas los resultados de las lipoproteinas de alta y baja
densidad, las cuales se determinarcn sélo en 4 controles. La concentracion de colestero! total
fue normal, y por lo tanto es de esperarse que las lipoproteinas se encuentren también

normates.

En la Tabla 4 se presenta el resultado del andlisis hormonal de cada individuo asi como el
promedio y desviacion estandar de cada grupo. Como se observa, los valores de testosterona
en los tres grupos no muestran diferencias significativas. En el grupo [ el paciente ZJL tuvo un
valor bajo de FSH, mientras que el control CF presentd aumento de LH y ligera
hiperprolactinemia. En el grupo 11, el paciente GGG presentd elevadas las gonadotropinas. En

el grupo Il el paciente OLG presentd baja de FSH y el paciente ESG tuvo elevada la LH.

La Tabia 5 muestra los promedios y las desviaciones estandar de las concentraciones de
proteinas (Figura 6), actividad de arginasa (Figura 7) y las concentraciones de L-arginina
(Figura 8). En los pacientes diabéticos tipo 1, se observd un aumento importante de la
concentracion de proteinas (p=0.021}) y una tendencia a disminuir en la actividad de arginasa

(p=0.056). Mientras que en las concentraciones de L-arginina no hubo diferencias

significativas.
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Tabla 3. Determinaciones de glucosa, urea, creatinina, triglicéridos, hemoglobina glucosilada
(HbAlc), colesterol, HDL y LDL, en suero de hombres sanos, astenozoospérmicos y
diabéticos insulino dependientes,

GRUPO NOMBRE EDAD GLUCOSA  UREA CREATININA TRIGLICERIDOS HbAl COLESTEROQL HDL iDL
V.R* 76-110 10-50mgrdl  0.5-12mpgidl  50-200mp/dl 3-6% 50-220 35-55mgrdl  100-190
mg/dl me/dl mg/dl

HCM 20 94 28 l 62 4.7 134 ND ND
TGF 24 91 33 1.2 147 49 188 ND ND
GGD 20 94 38 1 226 4.9 143 ND ND
RTR 27 86 29 I 133 5 195 ND ND

I JE 21 82 24 . 80 6.8 194 52 126
ZIL 21 97 35 .1 63 5.1 125 ND ND
CF 28 87 32 1.1 97 44 211 52 140
SAA 28 92 21 0.9 302 54 196 ND ND
BJ 26 102 25 09 58 4.5 127 29 86
SEJA 32 82 29 1.2 185 54 195 39 119
X 25 91 294 1.1 135.3 5.1 171 43 117.8
D.E. 3.9 6.2 5 0.1 77.3 0.68 33.99 11.2 22.89
GGG 26 73 45 1.3 83 5.7 174 44 113
CV) 32 91 28 08 385 5.5 306 27 202
MCA 29 96 32 1.1 129 5.3 272 51 195
JRA ND ND ND ND ND ND ND ND WD

I VBA ND ND ND ND ND ND ND ND ND
SO 29 89 26 1.0 167 6.9 263 51 184
RJ 30 84 27 1.0 263 76 203 27 123
[ 29 85 34 0.9 164 4.1 163 36 942
RFIT ND ND ND ND ND ND ND ND ND
CF 29 91 32 0.9 293 54 172 ND ND
x 29.14 87 32 1 212 578 2226 393 152
D.E. 1.64 6.82 6.82 0.15 106 1.14 58.2 11.04 47.07
MZJ 20 181 25 0.8 69 13.7 135 56 65
TOE 22 154 30 1 66 9.9 180 3% 135
YHJ I8 210 44 1.0 269 [6.1 251 ND ND
ESG 18 58 34 1.0 81 102 128 42 70
DLC 20 81 32 0.8 119 16.1 153 50 79
MOG 23 68 36 1.0 90 8.8 162 40 100

111 OLG 27 109 33 1.2 107 102 193 ND ND
SVA 20 233 30 1.0 223 11.4 233 39 149
HRA 28 391 42 1.0 128 13.0 244 87 131
VRC 23 121 33 09 114 160 187 58 106
BRV 19 177 27 0.8 140 17.7 164 58 78
ORD 28 154 31 1.0 186 12.6 305 61 207
LAQO 24 145 25 0.9 394 9.9 203 28 96
o 2231 160.15 32.46 0.95 152.77 127 19523 50.73 110.55
D.E. 3.59 87.3 5.74 0.11 94.38 296 51.1 15.93 4233

Los valores represenian ¢l promedio +/- DE. *VR valores de referencia. ND. No determinado
GRUPOS: [ Sanos, I Astenozoospérmicos, 11 Diabéticos insulino dependientes.
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Tabla 4. Determinaciones de testosterena, hormona foliculo estimulante, hormona luteinizante
y prolactina en suero de sujetos sanos, astenozoospérmicos y diabéticos tipo 1.

GRUPO NOMBRE TESTOSTERONA HORMONA HORMONA PROLACTINA
VR* 310 ng/ml FOLICULO LUTEINIZANTE 1.4-2.7  1.20 ng/ml
ESTIMULANTE 0.7- mUEml
1 lmUlml

HCM 10 4 7 13
TGF 36 2 3 13
GGD 38 0.92 <3 9
RTR 3.6 3 .9 6

[ IE 77 22 3 8
ZIL 5.7 0.56 1.47 15
CF 7.5 1.1 12 2%
SAA 2.6 11 <3 b
BJ 7.7 7 8 14
SEJA 6.1 23 8 8
T () 58 (10) 24 50 (D) 13.1 (9)
DE 2.4 1.92 2.8 6.7
GGG 54 26 25 8
cvi 32 6 3 10
MCA 35 5 7 7
IRA ND ND ND ND

I VBA ND ND ND ND
S0 48 2.3 7 16
RJ 48 14 3 20
Cs 3.4 24 <3 10
RFIT ND ND ND ND
CF 4.6 1.3 <3 9
X () a2 (D 3.1 (6) 5 (@) 12 (6
DS 0.86 1.96 23 4.9
MZJ 53 29 5 7
TOE 54 29 8 19
YH} 8.7 1 4 6
ESG 3.5 6 13 9
DLC 56 38 <3 14
MOG 58 25 4 8

I OLG 8.5 0.4 5 7

SVA 6.1 4 6 7
HRA 32 5 5 4
VRC 38 2.1 3 8
BRV 3.7 6 7 6
ORD 43 4 1 6
LAO 42 4 7 6
X (n) 52 (13) 168 (11) 5 (2) 73 (12)
DE 1.76 1.51 2 2.46

Los valores representan el promedio +/-~ DE. En paréntesis se indica nimero de muesiras estudiadas.
*VR. valores de referencia en hombres. ND.No determinade. GRUPOS: I Sanos, I Astenozoospérmicos, [l
Diabéticos insulino dependientes.
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Tabla 5. Concentracion de proteinas, actividad de arginasa y contenido de L-arginina en
lasma seminal de sujetos sanos, astenozoospérmicos y diabéticos insulino dependientes.

GRUPO PROTEINA ACTIVIDAD DE L-ARGININA
mg/ml ARGINASA nmol/ml
nmo! urea/mg de
proteina/min
1 (10) 58.99 +/-9.96 329 +-14 36.49 +/- 14.99
11 (10) 73.24 +/-20.73 2.29 +/-0.62 34.45 +/- 45
(p=0.104) (p=0.131) (p=0.650)
112) 7333 +/- 1615 2.16 +/-0.4 32,19 +/-9.12
(p=0.021)* {(p=0.056) (p=0.468)

Los datos representan el promedio+/- D.E. En paréntesis se indica n(imero de muestras estudiadas GRUPQ : | sanos, If asienczoospérmicos,
1il diabéticos insulino dependientes .* significancia estadistica comparando con el control

En las Figuras 9,10,11 se muestran cromatogramas de tres controles dabsilados de las tres
poliaminas que se estudiaron obtenidos por HPLC. Se pueden observar con claridad los
tiempos de retencion (TR) para cada una de ellas: putrescina TR= 14.11 min, espermidina TR=
19.97 min. y espermina TR=21.01 min, se observan algunas impurezas en cada cromatograma
que corresponden a los esténdares, asi como al cloruro de dabsilo pero no interfieren con la

valoracion de estas aminas.

En la Tabla 6 se comparan las concentraciones de poliaminas expresadas en mmol/L de los 3
grupos estudiados. La putrescina, y la espermidina fueron detectadas como compuestos
dabsilados, sin embargo, los valores de espermina son bajos con respecto a Ias concentraciones
normales. En estas determinaciones se observé que las concentraciones de putrescina (Figura
12) y la espermidina (Figura 13) son menores en el grupo de pacientes diabéticos {(p=0.003 y
p=0.004, respectivamente). En el grupo de pacientes astenozoospérmicos también se
encontraron diferencias estad{sticamente significativas en los valores de espermidina
{p=0.009). En la Figura 14 se grafica el promedio y la desviacién estandar de las
concentraciones de espermina, no hay diferencias estadisticamente significativas entre los tres

grupos estudiados.
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Fig 7. Las barras representan los valores del promedio y desviacién estandar de la actividad de

arginasa de los tres grupos: sanos (I), astenozoospérmicos (IT) y diabéticos tipo I {III).
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Tabla 6. Concentraciones de putrescina, espermidina y espermina en plama seminal humano.

GRUPO PUTRESCINA ESPERMIDINA ESPERMINA
mmol/L mmol/L mmol/L
[ )] 0.044 +/- 0.029 0.143 +/- 0.048 0.266 +/- 0.072
i (9 0.011 +/-0.033 0.097 +/-0.018 0.253 +/- 0.095
(p=0.112) (p=0.009) * {p=0.757)
I {11) 0.18 +/-0.007 0.73 +-0.04 0.252 +/-0.115
{p=0.003) * (p=0.004) * (p=0.569)

Los datos representan ¢f promedio +/- D.E. En paréntesis se indica nomero de muestras estodiadas GRUPO : [ sanos, Il astenozoospérmicas,
LI§ diabéticos insulino dependicntes .* significancia estadisti¢a comparande con el cantral.
En la Tabla 7 se reportan los resultados del andlisis de semen de los tres grupos: I sanos, I
astenozoospérmicos, III diabéticos tipo 1. Se observa que tres pardmetros estan alterados: la
motilidad, la viabilidad y la morfologia en los grupos I y III, mientras los otros pardmetros se
encuentran normaies. En la motilidad, el grupo de pacientes astenozoospérmicos present6 una
astenozoospermia moderada (p= 0.005) mientras que en el grupo de diabéticos el 5% también
presents esta alteracion; en este grupo el paciente VRC no presenté motilidad y tuvo un 17%
de viabilidad con un pH 6 y con aspecto anormal. En la Fig 15 se presenta el promedio y
desviacidn estandar del % de motilidad A+B, tanto para el grupo astenozoospérmico como
para el diabético; hubo diferencias significativas (p< 0.001 y p=0.001, respectivamente). En la
Fig 16 se presenta cl porcentaje de viabilidad en el que sélo el grupo diabético presentd

“diferencia significatica con respecto al sano (p=0.020). En la Fig 17 esti graficado el
porcentaje promedio de la morfologia de los tres grupos estudiados; hubo diferencias
significativas en el grupo astenozoospémico y el diabético (p= 0.001 y p= 0.009,

respectivamente) con relacion al grupo sano.

La Tabla 8 muestra los resultados de la motilidad basal de los espermatozoides de los grupos
estudiados, la motilidad A+B de espermatozoides incubados con putrescina, espermidina,
espermina y L-arginina de cada grupo asi como la media y desviacién estindar, observandose
para estas moléculas un efecto positivo en la movilidad. En las Figuras 18, 19 y 20 se graficé
el porcentaje de motilidad tipo A de espermatozoides al adicionarse putrescina, espermidina,
espermina ¢ L-arginina en los individuos sanos, astenozoospérmicos y diabéticos tipol. En el
caso de la motilidad A basal los controles sanos presentaron diferencias significativas, con

respecto a los grupos I y IIi. Al adicionarse la putrescina, espermina, espermidina y L-arginina
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Fig 12. Las barras representan los valores del promedio y desviacién estindar de las

concentraciones de putrescina de los tres grupos: sanos(I), astenozoospérmicos (II) y diabéticos
tipo I (1I1).
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Fig 13. Las barras representan los valores del promedio y desviacién estindar de las

concentraciones de espermidina de los trés grupos: sanos(1), astenozoospérmicos (£) y diabéticos
tipo 1 (119).
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Fig 14. Las barras representan los valores del promedio y desviacién estindar de las
concentraciones de espermina de los tres grupos: sanos(f), astenozoospérmicos (1I) y diabéticos
tipo [ (TH).



Tabla 7 . Resultados del analisis de semen de hombres sanos, astenozoospérmicos y diabéticos insulino dependientes.

ESPERMATOBIOSCOPIA

PARAMETROS xgll-g!RAELSES SANOS xt/-D.E. ASTENOZOOSPERMICOS x+/-D.E. DIABETICOS TIPO1 x+/-D.E,
WHO 1992 (73)
EDAD 20 24 2027 21 24.7+/-4.1}26 32 29 26 36 29.5+/-1.7 |0 2218182023 22.2+/-3.6
2128282632 29 3029 29 29 2719 28 23 19 28 24
VOLUMEN >2 0 4122252020 [29+.13 (252105387540 2.86+/-1,7 |40 L632341327 2.3+/-0.98
' 5927301528 21492313 20 25251905 111825
CONCENTRACION 220)(106 106 121 94 125125 [ ]25+/-5(0 [ 162 33 221 43 25 104.7+/-73 |80 208 91 149 240 184 | )36+/-61
101 175 24387 73 214 99 104 45 101 132 138 113 136
ASPECTO* 1 11 1 1 L1zel t1tan
L2 1 11 trret 1112111
LICUEFACCION * 1 11 i 1 [ 11l 11
111 1 I [ A I
VISCOSIDAD * 1 I B - (A (!
11 1 Lt 1L 11l 112
pH 8 38 8 8 8 8 80 2388 % 8.0 288 g8 2 7.9+/-0.58
2 8 8 B 8 883858 8 BE88 63388
VIABILIDAD >75% 77 78 81 8373 79.84/-3.3]76 79 84 86 53 76.4+/-8.4 |70 748869 82 76 70.64/-17
77 82 86 788l 78 76 75 80 77 70 68 72 17 74 84 T4
M 9 19 63 67 63 60 TH-74]34 4017 4228 3936 72 4429 12 -
OVILIDAD (%) ATB250% 53 72 80 63 68 64.14/-7.4 17 28 35 30 29 3084 34 1434 0 26 49 36 379416
MORFOLOGIA CRITERIOS 326 40 7735 4174718 [33 94 2 W0 15.1+/-11.2 |} 32 24 20 9 42 22,8+/-14
ESTRICTOS DE 75 51 58 17 34 6 233211 1t 221317241326 53
KRUGER (74)
z14%

* |, Normal 2. Anormsl,

s
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Fig 15. Las barras representan los valores del promedio y desviacién estindar del porcentaje de
motilidad A + B de los tres grupos: sanos (I), astenozoospérmi.os (1I) y diabéticos tipo 1 (111).

VIABILIDAD
(BASAL)
75,04 . T
% 50,0+
E lesll lvs Rt
p = 0324 p = 0.020
250+
00 u Y T
SANOS DLABETICOS TIPO 1
ASTENOIOOSPERMICOS

Fig 16. Las barras representan los valores del promedio y desviaciin estindar del porcentaje de
viabilidad basal de los tres grupos: sanos(l), astenozoospérmicos (E) y diabéticos tipo [ ([II).
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Fig 17. Las barras representan los valores del promedio y desviacidn estindar del porcentaje de
mofologia basal de los tres grupos: sanaos (I), astenozoospérmicos ([1) y diabéticos tipo 1 (111).
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Tabla 8. Motilidad de espermatozoides incubados con putrescina, espermiding, espermina y L-arginina en los 3 os de individuos estudiados
[ % MOTILIDAD DE ESPERMATOZOIDES INCUBADOS CON POLIAMINAS Y L-ARGININA ]
. e T e e

GRUPO IDENTIFICACION EDAD (ANOS) EVOLUCIO MOTILIDAD MOTILIDAD MOTILIDAD MOTILIDAD MOTILIDAD
N DMl A+B+C+D A+B A+B A+B A+B
(ANO,MES) BASAL PUTRESCINA ESPERMIDINA ESPERMINA _L-ARGININA
HCM 0 1+58+5436 84+16 92+8 6G4+36 69+31
TGF 24 0+63+12+28 25478 NR 0+100 9491
GGD 20 16+51+5+78 98+2 96+4 95+8 9149
RTR 27 47+13+2+38 67433 85415 T2428 95+5
1 IE 2l 2543446435 51+49 31+69 66434 2149
ZIL 21 0+53+11+36 29+71 14+86 54+46 83+15
CF 23 0+72+5423 0+100 78422 87+13 75429
SAA 28 147946414 62+38 9446 99+1 95+5
BJ 26 0+65+11+36 59+41 72+28 43+55 69+31
SEJA n 2+63+10+23 63435 90+10 16+84 68+32
GGG 26 0+34+7+59 9+91 44+36 63+37 71+29
cv] k¥ 3+37+05+443 B2+18 84+]6 67433 69+31
MCA 29 0+17+1B+63 NR NR NR NR
JRA 6 1+41+48+50 57+4) 18482 14485 T6+24
k VBA 32 0+28+11+61 8+92 29+71 16484 13+47
50 29 0+17+31432 18482 NR 75428 80+20
. 30 0+28+29+43 3495 NR 5495 24+75
Ccs 29 0+35+18+47 67433 80+20 56+44 89+11
RFJT 0+30+16+54 75+23 70+30 70430 T79+21
CF 2% 0+29417+34 NR NR NR NR
MZJ 20 la 0+39+94+52 12+88 8+92 15+83 35+65
TOE 22 Ta 0+36+20+44 35+63 7493 23477 73+28
YHJ 18 108 0+72+7421 86+14 OB+2 86+14 B3+18
ESG 18 la6m 0+44+25+31 NR 60+40 34+46 70430
DLC 20 92 0+29+12+39 28+72 85+15 77413 58+42
MOG n 8a 0+25431+44 72428 40+60 96+4) S4-+46
m OLG 17 10 0+34+14+52 28+72 82+18 63+37 T3+27
SvVaA 20 Fa Q+14+433+51 0+100 50+50 30+3¢ 30+30
HRA 3 1a G+34+18+48 G+100 84+16 17+73 83+17
VRC 2 2 0+0+16+84 NR NR NR NR
BRV 19 I 0+26+37437 1499 2+98 ¢+100 19+81
ORD 28 6a 0+49+8443 65+25 98+12 9446 93+7
LAO 24 4m 6+30+11+33 57+43 75+35 28472 98+2

GRUPO: | Sanos, [ Astenozoospémnicos, I Diebéticos insulino dependientes. NR no hubo reaccién.

e
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Fig 18.- Cada grupo corresponde a una muestra de espermatozoides de
sujetos sanos, en el que se midié la motilidad tipo A, al
adicionar putrescina, espermidina, espermina o L-arginina (n=10),
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Fig 19.- Cada grupo corresponde a una muestra de espermatozoides astenozoos-
pérmicos, en el que se midié la motilidad tipo A, al adicionarse
putrescina, espermidina, espermina o L-arginina (n=10).
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adicionarse putrescina, espermidina, espermina o L-arginina (n=13).
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hubo un incremento favorable en los tres grupos. Desafortunadamente no fue posible comparar
estos resultados con los de un grupo coatrol en el que se hubiese evaluado el efecto del medio

de incubacion sobre la motilidad tipo A de los espermatozoides.

En la Tabla 9 se indica el porcentaje promedio de {a motilidad tipo A (Figura 21} en presencia
de poliaminas o L-arginina en orden descendente. Las moléculas que mas favorecieron el
aumento de la motilidad espermatica tipo A fueron la L-arginina, seguida por la espermidina y

la espermina y en menor medida la putrescina

El analisis estadistico realizado en los resultados obtenidos en la motilidad tipo A cuando se
adiciond la L-arginina ylo poliaminas a espermatozoides de individuos sanos,
astenozoospérmicos y de pacientes diabéticos tipo 1, indicé que no hay diferencias
significativas entre los grupos de sujetos sanos y los pacientes astenozoospérmicos, ni entre los
sujetos sanos y los diabéticos tipo 1. Un hallazgo importante fue el resultado que se obtuvo
cuando al adicionar la L-Arginina y/o poliaminas al medio enriquecido provocé un aumento ( |
X = 65%, Il x = 52%, III x = 50%) en la motiliada tipo A en espermatozoides a los que
previamente se les retir6 el plasma seminal, en el cual su motilidad tipo A fue baja (I x = 9%,

Il x = 0.4%, III = 0.46%).

Tabla 9 .- Eficacia de la L-Arginina y de las poliaminas sobre la induccion de la motilidad
espermadtica tipo A .

%X MOTILIDAD TIPO A

SANOS ASTENOZOOSPERMICOS DIABETICOS TIPO 1

L-Arg  74.3% L-Arg 67.62% L-Arg  59.64%

Spd  72.44% Spd  54.17% - Spd  53.25%

Spm  59.8% Spm  45.75% Spm  46.9%

Pu 54.0% * Pu  40.12% Pu  4033%*
{p=0.0376) (p=0.016)

L-Arg.- L-arginina, Spd.- espermidina, Spm.~cspermina, Pu.-putrescina.Los valores expresan el porcentaje medio de ta motitidad upo A.
*Huba significancia esladistica al comparar cort la L-arginina.
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DISCUSION

En Meéxico la diabetes mellitus constituye uno de los problemas mas importantes de salud
publica con caracteristicas de epidemia. Se registran anualmente mas de 180 mil casos nuevos
y la DM 1 es causa de alrededor de 36 mil defunciones. En México la DM 1 constituye
alrededor del | a 2% de todos los casos de diabetes y suele diagnosticarse en la infancia o la
adolescencia (54). En este trabajo se entrevistaron a 25 pacientes, sin embargo al considerar
los criterios de inclusion: edad, tiempo de evolucién, falla eyaculatoria, la poblacidn se redujo
a |3 pacientes.

Analizando la quimica sanguinea y el perfil de lipidos, el 69% de los pacientes con DM 1
presentaron niveles de glucosa por arriba de 126 mg/dl. La medicién de la HbAlc es un
marcador confiable que nos permite analizar el control metabdlico hasta en los dos meses
previos al estudio. Los valores obtenidos en este pardmetro cstuvieron por arriba del 8%, a
pesar de que asistian a la consulta cada mes. El 70% present6 concentraciones de colesterol y
triglicéridos normales. En ¢l 30% restante se observd buena correlacton entre los niveles de

lipidos altos y de mas de 200 mg/dl de glucosa.

Los niveles hormonales en los pacientes con DM 1 fueron normales como otros investigadores
reportan (38,61,69), sin embargo, de los cuatro pacientes con glucosa normal sélo dos de ellos
presentaron ligera alteracién en los niveles de LH y FSH. Con estos resultados esta claro que
no se encontré una correlacion en los cambios entre la concentracién de glucosa, HbAlc,

triglicéridos, colesterol y niveles hormonales.

Se observo que el estado de hiperglucemia no alterd el volumen de semen y la concentracion
espermdtica, como ha sido reportado por otros autores (64,66,72,73,79) pero si encontramos
cambios en su viabilidad, motilidad y morfologia lo que concuerda con reportes previos
(66,70,71).
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No se observo correlacion alguna entre motilidad vs evolucion de la diabetes, ni entre
motilidad y HbA1c, asi como tampoco entre matilidad y concentracion de testosterona. Estos
mismos resultados han sido encontrados en reportes de otros autores (99).

Cuatro pacientes con DM 1 presentaron teratozoospermia que sugiete un defecto en la
espermatogénesis (100} y dos de ellos con hipospermia posiblemente debida a disminucién en
la actividad de glandulas accesorias. Todos ellos presentaron elevada la HbAle y el tiempo de
evolucién fue variable (1, 3, 9 afios, respectivamente), por 1o que las anormalidades cn su
funcién testicular pueden ser atribuibles al importante papel de ia insulina en el mantenimiento
de la funcidn de las células de Leydig y de Sertoli, implicadas ambas directa e indirectamente
en la regulacién del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas. Aunque la testosterona circulante con
frecuencia es normal en pacientes con DM 1 bajo control metabdlico, las concentraciones de T
son bajas en hombres diabéticos con inestabilidad metabdlica, en pacientes con diagndstico

reciente o javenes a los que se retira la insulina.

Las concentraciones de proteinas en plasma semina! en hombres normales han sido reportadas
de 21-66 mg/ml (96) y 35-55 mg/ml (97). En este estudio se encontraron concentraciones de
49-69 mg/ml; al ser comparados estos valores con el grupo de pacientes astenozoospérmicos
no se encontré diferencias significativas, pero cste valor resultd menor comparado con el

grupo de pacientes diabéticos (p=0.021),

La arginasa ademas de su participacién en el ciclo de la urea en el higado, se asocia con la
biosintesis de poliaminas en tejidos extrahepaticos (99) donde facilita la disponibilidad de
omitina. Si la actividad de arginasa esta disminuida en los pacientes con DM 1 y Ja
concentracion de arginina es normal es probable que no haya una adecuada produccién de
poliaminas y por lo tanto se espera que la concentracién de poliaminas sea baja. En el caso de
los pacientes astenozoospérmicos la actividad de la arginasa fue normal, lo que concuerda con
la presencia de una concentracién normal de putrescina, mientras que la concentracion de
cspermidina fue baja. Esto puede ser explicado en funcién de que cada poliamina es

metabolizada de manera diferente.
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Para la cuantificacién de poliaminas se usd el método de Koski y col. (98) con el cudl la
putrescina y la espermidina fueron identificadas a concentraciones de 0.015-0.073 y 0.095-
0.191 mmol/], respectivamente. Las concentraciones obtenidas para putrescina y espermidina
fueron similares a los reportados en la literatura (101,102). Para la espermina hubo que
aumentar diez veces su concentracitn para establecer bien su tiempo de retencion, asi como su
sensibilidad, sin embargo los resultados no pudieron ser comparados con los de otros

investigadores.

Las poliaminas estin presentes en el semen en concentraciones relativamente altas, y se ha
encontrado que ejercen un efecto positivo sobre ta motilidad de los espermatozoides (32) por
lo que se les ha implicado en su metabolismo. En este estudio, conociendo que los pacientes
diabéticos presentan alteraciones en la motilidad espermatica, se decidié cuantificar las
concentraciones de L-arginina y las poliaminas, encontrandose que los pacientes DM 1
presentaron disminuidas las concentraciones de Pu y Spd, lo que podria explicar la
astenozoospermia presente en el 85% de estos pacientes (2 con astenozoospermia leve, 7 con
astenozoospermia moderada y 2 con astenozoospermia severa). La respuesta in vitro de los
espermatozoides de estos pacientes DM 1 a la L-arginina y/o poliaminas no tuvo diferencias
significativas al comparar con el grupo de individuos sanos, sin embargo pedemos decir que
fue buena en todos, con excepcitn de un paciente con astenozoospermia severa el en que no
hubo respuesta con ninguna PA, esto posiblemente sea debido a que presentd una baja
viabilidad (17%).

En el caso de los pacientes astenozoospérmicos la espermidina también se encontrd
disminuida por lo que se puede decir que en ambos grupos su concentracion fue baja y que
ésto pedria explicar su motilidad disminuida, afectando asi la respuesta metabdlica del

espermatozoide.

Con los resultados obtenidos se puede sefialar que el efecto in vitro de la L-arginina y las
poliaminas sobre la motilidad espermatica en pacientes astenozoospérmicos (idiopaticos o con
DM 1) fue bueno y que por ser compuestos biologicos que se encuentran en concentraciones

bajas en el Aparato genital femenino (45) podrian ser una opcién para procedimientos en
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Reproduccion Asistida ya que ademds tendrian la ventaja de no ser toxicos en el Aparato

reproductor femenino.

CONCLUSIONES

1. En los pacientes con DM 1| hubo un porcentaje alto de espermatozoides inmdéviles,
espermatozoides no viables y espermatozoides con morfologia alterada.

2. El plasma seminal de los pacientes diabéticos tipo 1, las concentraciones de proteinas se
encontraron elevadas, la concentracién de la L-arginina fue normal y la actividad de
arginasa estuvo disminuida, comparadas con los sujetos sanos, lo que puede explicar la
presencia de bajas concentraciones de Pu y Spd y que ésto también se refleje en la
astenozoospérmia observada.

3. La adicién de la L-arginina y/o las poliaminas a las muestras de semen de los tres grupos
estudiados produjo un efecto estimulante de la motilidad en el éspermatozoide.

4, En las condiciones de este estudio el efecto in vitro de las sustancias estudiadas fue positivo
para las células espermaticas de los tres grupos estudiados.

5. Es conveniente la realizacion de otros estudios relacionades con Reproduccién Asistida de

tal manera que €sto pueda tener aplicacion clinica.
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