-
\I
!

UNIWERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXI(iUW

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
"ZARAGOZA"

! CRARAT OB Rz

o Wy At
P ~ e e -~

PRESENCIA Y CARACTERIZACION PARCIAL

DE PROTEOALUCANOS EN PLASMA SEMINAL

OBTENIDO DE SUJETOS FERTILES Y CON -
PROBLEMAS DE FERTILIDAD.




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Io’

IIQ".
l.-
-
de-

:4.'-

Som

: : "6‘0"".

CONTENIDO

INTRODUCCION. s v erecosvovovsrnseess
GENERALIDADES..........-.........
Composicidn bioquimica del semen
hUMBNO e cnssevosssrssacsesescanss
Bioquimica del plasma seminel y -
su participacién en lag carscte-
rioticas del espsrmatozoide.essss
Nomenclatura de proteoglucancs...

w

6

Biosintesin y distribucibn de pro-

tﬁoglucaﬂovﬂo.oo-o-ouoa--aa.---o.c

10

Agregacifn de protsoglucanos..... 12

Hétodos de]ext:acéi6n,dakprotaon‘

riglueanoufeﬁ'cértiiago..;.........

::_:;:OBJETIvOSOODQQO-.C'Q.‘.‘QQ...‘..‘

mom ‘__GIAI.QCOC“.......OOI.O..

14
" 3101ogia de proteoglucanosssesses 17
20
v_zzf S




v.“ RESULTANS-...-.........-....-... 39
‘ VI.~ 'DISOUSION .Y CONCLUSIONES:seovsees 52
VII.- BIBLIOGRAFIA.‘Q..uo.»eonn:cne.o'n 57 .







I.- INTRODUCCION.

La infertilided es la incapacidad procreativa tanto en el
hombre como en le mujer, sun cuando en la mujer es posible
una coucepcidn pero no puede lleverse & término el embars-
£o. la incapacidad procreativa en sl hombre se conoce como
infertilidad masculina y las principales causas de esta in-
fertilidad son:

a) Una impotencia genersndi (incapecidad de fecundar) sobre
la base de un trastornmo de la espermatogénesis (azoospermis,
oligoepernia, astenompermia, teratospermia, sfndrome de Kli~
nefeltor), de una concepciln antifisiol&giba dol sspormn o

" de un trastorno del mecaniasmo de evecuacidn,

. b) Uﬁa impotencis coendi determineda por una dimminucién o
falte de 1libido, por fallo de ereceidn, por ayaculaeidn pra~“‘
¢oz 0 por una incapanidad para la introduccidn deld pene, de

';”,orlgen paiquico (niedo al fracaso).

c)vUna formacién de ant1cuerpos autoinmunea contra el propiu‘

esperma.  Y : ~ S
‘Puade°af1rmarsa que del 10 al 15% da los mntrimonioa no tio-ﬁf ‘_
nen 1305 ein proponéraelo. Sobre la fracuencia y ﬂiﬂtribuw-'

6n”da‘1aa oausae, aolo pueden darse valorea gromadio, puss—PV“’
que 1aa estadiatieaa difieren razonablemente 1as unaa de‘;

Del 35 alr40% da 1oa matrimonioa eaterilea deban ser atrib&i—f
una faeultad procreativa alterada del hombre. En cerceig;?



del 50% existe un trastorno de la capacidad de concepcidn de
la mujer. El 10-15% restante se carga en 1la cuenta de facto-
res cusales no dilucidables.

En la gran mayorfa de los matrimoniocs afectamdos son las mu~
Jeres las que consultan al médico s csusa de su deseo de te-
"ner hijos. Lia frecuencia de la infertilidad masculina obliga
a incluir al hombre en la aclaracidn snemndeica y disgndésti- -

ca de su incapacidad procreativa (1).







II.~ GENERALIDADES.

1.~ Composicién bioquimica del semen humano. El semen humano

estd constitufdo por dos fases:t una 1{fquida llamada plasma
seminal y otra celular, compuesta por los eapermatozoides,
los cuales generalmente estén contaminados con cantidades va-
riables de leucocitos, células epiteliales de descamacidn y

granulaciones de origen desconccido, E) semen presenta carac-
teristicas particulares y puede tener variaciones aun tratdn-
dose del mismo individuo. Los espermatozoides son producidos
en el test{culo, mientras que el plasma seminal se forma por
la contribucién de las secreciones de las glédndulas sexuales

accesorias del aperato reproductor magculine (2). Les secre-

‘ciones de estas gldndulems no son vertidas al tracto genital

masculino simulténeamente, sino que lo hacen de una manera

““_Becuencial blen conocida (3).

"jLa formacidn del plasma geminal pe llevs .a cabo de la- siguien—

v,te manera: primero Bon envxadas las secrecionea de las glén~~ "

dulas~de Cprar y de: Littré, cuya cembinacién conetituye un
r en. total de 0 2 ml. Se cree qua eata fluido txene una




enzimas. La secrecidn prostdtice es seguida por los fluidos
del dmpula y del epididimo ricos en espermatozoiles., la ¥l-
tima y mds voluminosa porcidn del flufdo se deriva de las ve-
siculas seminales, E1 flufdo vesicular oprovee 1s mayor parte
del eyaculado con 2 & 2.5 ml de volumen y esgtd caracterizado
por 1a presencia de azlcares reductores, particularmente -
fructosa, y por un alto contenido de prostaglendines (2,4).
2.~ Bioqufmica del plssma seminsl y su participacidn en las

caracter{sticas del espermatozoide. Tradicionalmente se ha

considerado al plasma seminal como un medio natural del trans-
porte de los espermatozoides hacia ol tracto reproductor fe-
menino. E1 plasma seminal es un fluldo con gran capacidad a-
mortiguadora que contiene diversos nutrientes para los esper-
‘métozoides y mantiene la concentracidn de éatos entre 50 y
150 millones de células por mililitro em un volumen promedio
;;de 3 m1 de eyaculado {2,5). :
f,iUsualmente 1a valoracién de la fertilidad maaculina se ha ba-

“3:sado en exémenes de'la fase celular del semen. Solo reciente- R

’  ae han tratado de considerar 128 caracteristicas bioqui«‘“'
micad‘del plasma scminal para valorar la fertilidad en ol va—‘

as seminales. En base a- eatos ostudloa $e




ha logrado establecer que si los patrones de actividad se-~
cretora y de composicidn bioquimice se modifican, esto trae
consigo problemas muy serios de ferdilidad en el hombre (3).
Estos hallazgos muestran clarsmente que la importancia del
plasma seminal no se reduce simplemente a itransportar los
espermetozoides. Se ha demostrado que la composicidn bioqui-
mica del plasma seminél detvermina en gran parie los cambios
de movilidasd, sobrevivencia, metabolismo y composicidn qui-
mica del espermatozoide {6,7,8,9). Tembién gse ha demostrado
que la interaccidn del plasume seminal con el eapermatozoide
promueve una eficiente penstracidn de la célula al moce cer-
vieal (10).

- Los sstudios de la composicién quimica del plasma aeminal
humnsno normal han revelado une gran complejidad, ElL plaama
"seminal contiens varios iones como zinc, ealeio, sodio ete.,

aminoacidos, lipidoa, carbohidratos, lipoproteinas, glico-

proteinas, enzimas gtc., Algunos de estos componontaa normal-

' ente 88 encuentran en congcentraciones muy alevadae en compa»-‘

;°rac16n a 1& encontradaa en otros fluidos corporales.'
TfLas funciones de ios constituyentes nép caracteristzcos del
ffplasma eeminal son -aun desconocidos 8- incluao aa probable
nfquefexlstan otroe componentes de relevaneia bioquimica que -
 e han descubierto ¥ que pudieran tener: imnlxcacionaa dt—f;
tas'o}alguna relac16n ‘con 103 problemas de 1nfartilidad o
. ,;(4,5) Un ejemplo de allo son. las macromoléculas
ﬂel tipo;de glucogrotemnau conocidas como proteOglueanos de :gf




los cuales poco se ccnoce acerca de su funcidn bloldgica.

3.~ Nomenclatura de protecglucanos. Los proteoglucanos son

complejos mixtos constitufdos por cadenas de polisacdridos
unidas a una molécula de proteina mediante enlaces covalen-
tes glicos{dicos espec{ficos, damndo lugar a moléculss com-
plejas de polielectrolitos altamente cargados y de gran pe-
80 molecular (11).
Le poreidn polisecdrida unida & la protefna en un polimero
. recto compuesto de unidades dismacdridas repetitivas en las
que una hexosamina N-acetilada {D-glucomamine ¢ Dgalactoss-
minga), con eéxcepcidén del heparan sulfeto y la heparina donde
la nexosamina también puede encontrarse N-sulfatada, eatd
siempre unida e un dcido hexurénico (D-glucurénico o su 5-
epfmero idurénico o ambos), el cuel se encuentra desplazado

por la galactosa en el keratédn sulfato. En lap unidades di-

sacéridas, ekceptuando el dcido hialurdnico, los grupos hexo»,:”

sammnil sstan esterlficados con grupos sulfatos ya sea on po»‘
l\usmcidn 4 & 6, Las uniaades dipacdrides repetitivas ae unen
;por medxo de un enlace ‘hexoaaminidico el grume hexuronidico "
‘dal siguxents disacérido, de tsl maners gue las wnidades de

fcarbohidratcs consisten dn unldaaes hexuronidxcas ¥ haxosami-"
: nidlc_s alternadaa (12), tabla No. 1« , :
) presancia de grupos carboxilo y/o aulfatoa en cada unidad i

dis ‘érida conflare a las cadenas un fuerte carfcter po11a~::f<
nidnico; caréc er que datermlna en gran parte sus propieda—if'




des fisicoquimicas e influye considerablemente en mu inter—
acoidn con otras moléculas (11).

El nombre proteoglucanns viene a remplazar los términos com-
plejo protein-polisacdrido y condomucoprotefna, gue se hebfan
aplicado & varias preparaciones de glucosaminoglucanos y pro-
tefno en formes mel definidas de amociacidn covalente y no
covalente (11). Con la posible excepcidn del dcido hialurd-
nico, que puede obtenerse de la mayoria de los tejidos y flui-
dog en alt&-prpporcidn sin necesidad de protedlisis y en el
cual la existencia de un snlace estable & la proteine os aiin
cuestionable, la evidencia conclusiva es que los glucosami-
noglucanos existen covalentemente ligados & una molécula de
proteina, dendo luger a la introducecidn del término proteo-
glucanos para nombrar a sste femilie de moldcules (11,12),
 tabla No. 2. |

R tipd mds comén de enlace covalente carbohidrntOmprotoina

;‘f'encontrado, es un enlace 0-glicoaidico entre o) hidroxilo do

'g_la sarina Yy 1a xilosa de la unidad triaacérida tipica galac-
ﬂtosilegalactosil—leosa. También Be ha eetableoido por medio"

‘ f»idrdlieia diferenciel que la regidn de enlace tiene la

-sacuencia‘0-serin&~xilosa—galactosaméciﬁo glucurénico. Beta

encia conat;tuye la regién da enlace yreponderante, aun» fj?‘
ue no;la ﬁnica (11 13). o




Tabla No. 1. Composicidn de glucosaminoglucanos.,

Unidad disacdrida repetitiva

Acido hexurdnico

Otros azucares resi-
dugtles, incluidos en
1a regién de enlaoce.

Acido hialurénico
Condroitin 4-sulfato
Condroitin 6-sulfato

Dermatan sulfato

Keratan sulfato

Heparan sulfato

Heparina

Acido

acido D-glucurdnico
Acido D-glucurdnice
Acido D=glucurdnico
Acido Leidurénico o
Acido D~glueurdnico

D-galactosa

L-idurénice o
Acido D-glucurdnico
Acido L-idurénice o

Acido D-glucurdnico

Hexosamina Sulfato
D-glucosaming
D-galactogamina O-gultato

D-galactosamina  O-gulfato

D-galactosaming O-gulfato
D-glucosaming O-gulfato
D-glucosamina O-sulfato
y N-sulfato
D-glucosamina O~-sulfato
y N-sulfato

3
D-xilosa, D-ganlactosa
D-xilosa, D-galactosa
D~xiloga, D-galactosa
D-manosa, D-fucosa,
Acido sidlico,
D-galactosanine

L-xilosa, D-palactos?

D~xilosa, D-galactosa




Tabla No. 2. Nomenclatura de nroteoglucanos y plucosanino-

glucanos.,

Nombre anterior Nombre comin

Protefn-volisacdrido( comple jo) :}

Condomucoprotefna Frotecginesng
Mucopolisacéridos Glucosaminoglucano
Acido hialurénico ' o cambia
'Qondroitin_sulfato A Py | Condroitin 4-sulfato
'androitin‘su;fato C - Condroitin 6~sulfato
‘;Qgpdrpifin suifatérB i‘, _ .barmafan sulfato

i §épgritin_su1féto ‘ 'A;f:fl" “:}

‘Beparin monosulfetc. - - _‘epgran ?Q?fat°~

o cambia

 Kerhtanfﬁu1féto’“..
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4.- Biosintesis y distribucidn de proteoglucamcs. El estudio
de proteoglucancs ha beneficiado el desarrollo en el drea de

biosf{ntesis de glucoproteinas y como podr{fa esperarse, se ha
observado que los ¢erbohidratos de ambas clases de compues~
tos son formedos esencialmente por 1a misme rutz, En su for-
ma simple, la biosfntesis del conjugade carbohidrato-protef-
na ocurre como sigue: la proteins esencial es sintetizads
primero en loa ribosomas de la misma forme como ocurre para
protefnas simples y la adicidn de los grupos carbohidratos,
gque toman lugar en una forma escalonada, monosacdrido por mo-
nosacérido, ocurre por transferencin del grupo glucoe{l apro-
piado de un nucleotido-azdear. Alternativamente, algunos oliw-
goéaeéridos se ensamblan primerc en la miama mexnsre escalo=
nada sobre lipidos poliprencles, y al oligoéacéridc‘aﬁfero
se‘tr&nsfiere a la proteina aaencial para el aiargamiento'de
‘11a eauena (ll), figura No, 1.,

L la mayarfa de los. proteogﬂncanos de tejido conectivo, son

V'f ﬂintetizadoa por la mi sna ruta, que ez la nds directa. pero

‘580 dabe enfatizar que 1a informaci6n aieponible no es sufi-~
ybiente para excluir 1& pamticipacidn de lipidoa intermedioa
ian?eatoa prooeeoe de un eatado u otro (11).

ciale d“loa proteoglucanos. Son. preaumiblemeute caracteri—f

B sabe poco de 1& estructura detallada de las proteinas eaen— ‘uiﬁ
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c¢ién en el nimero y tipo de cadenas de glucosaminoglucanos
adicionados y también variacidn en su longitud y grado de
sulfatacién (11,14),

Los proteoglucancs presentan un amplio patrén de distribu~
cidn en los tejidos de los mamiferos y de los vertebrados
en general (12,15), son moldeulas del espacio extracelular
¥y eon sbundantes donde el espacio extracelular es grande,
Bstos tejidos tienen frocuentemente una funcidn esiructural
tal como constituir cert{lago, nucleos pulposos, cérnes,
piel ¥y en las paredes de los vasos sangufneop. En otros te-
jidos suaves como higamdo, rifion y cerebro los proteoglucanos
también estdn presentes, pero en pequefins cantidades (16).
- Los proteoglucanos son sintetizados intracelularmente {le

"proteina esencisl en los ribesomas y los carbohidratos pa-

e »f'rpce ser que en ¢l complejo de Golgl) y secretados hacis

~el~éapacio extracelular como ocurre con las fibras protef-

M 'caé‘dé colégeno lap cuales forman parte del tejido. coneotivo.,“'

wal proteoglucano intacto tal como’ el cartilago es. una molé-
"cula extremaaamente ‘expandida ¥ en comparacidn con proteinaa,‘
,,glo u1ares como fibrinégeno, globulina y lipoproteinas, eon
mde mucho mayor tamaﬁo (ll 17), figure No. 2,

g; ggcién de proteoglucanoa. Los proteoglucanos han

sfﬁdiados principalmente ‘en cartilago donde so. encuen— 
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Figura No. 2. Dimensiones de proteoglucanos de carti{lago, otras
fibras comunes y proteinas globularas,

1000

2000

3000

4000

5000

€1



14

La adicidn de proteoglucancs y hisluronato es adn més eata-
ble por interaccién con una protefna globular eepecifica co-
nocida como protefns de unidn, la cual unida al proteoglu~
cano en proporcidn estequiomdtrica ¥y 8 un segmento mayor de
la cadena de hialuronato olerran un sistems de tres compo-
nentes en el cual le disocimcidn os inmesureablsmente menor.
Ie protefna globular, a un extremo de 1la proteina esencial,
se combine con un segmento de la cadens de dcido hialurdni-
¢o de cinco unidades disacdridas con N-acetilglucosamina al
‘extremo reductor y deido glucurdnico al extremo no raductor,
mientras que 1os proteoglucancs se mantiensn enlazedos sl
4dcido hislurénico mediante puentes de disulfuro (17), figu-
ra No. 3,
- 64~ Métodos de extracceidn de proteoglucancs snsayados en

carﬁilag . La ma&oria de los estudios relacionadoskcon la
"'~éstrﬁc€ura de proteoglucanos han sido restringidos al cart{-

lago. Existen una gran variadad do técnicaa empleadas para
'.f la’ extracoi&n ¥y alslamiento de proteoglucanoa de cartflago
';que han sido utilizadaa para subfraccionarloa ¥ pcdar deter~

ﬂ;minar 8su- heteroganeidaﬁ y polidisperaidad. Estaa téenicas
ihan aido mejoradas para lograr su extreceién y purmficaoidnv
Lpo"métodos que impidan su pérdida por. diaogiaoi6n o preci-

"itacidn; de eate modo ea posible obtener proteogluoanoa en
stado nativo. , -
1Esta9‘;écnicas de axt“accidn do- proteoglucanos sont extrac—1ﬂf,_”
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cidn disruptiva, disociativae y secuencial.

Disruptiva: aunque los proteoglucancs pueden estimarse has-
ta en un 40% del peso meco del cartilago, no son separados
facilmente del tejido om solucién a baja fuerza iénica, &
menos gque la red de coldgeno mea sometida a disrupcidn me-
cénica por homogenizacidn a alta velocidad. Haste un 50% de
los proteoglucancs pueden ser extrafldos, el vendimiento fi-
nal depende del cartilsgo y 1a extensidn de la disrupeién
realizadsa.

Disogintivar la extraccidn de proteoglucenos de cartilago

nasal de bovipo por soluclones salinas de diferente fuerza

idnica ha sido examinado simtemeticamenie. Se basa en que

las solucioneg de wvarios cloxruroas de metal gon sfectives

en dptimas concentraciones en la extraceidn de uua gren pro-
porcidén de los proteoglucancs sin homogenizacidn,

'” Secuancia1z cuando ge nse une homogenizacidn 1éve'el cary{-

 i§gq n© o8 fragmentado completements y por tanto le extrac-

i;f éi6nidafprotedg;ucanog ee bejs; sumentando la concentracidn

ﬂﬁéfﬁdi'en ol extractor, 88 obbtiens un ma&or reﬁdimiento;. ;
quando al cartilago as axtraido aacuancialmente con eolucio-
tnes salinee, incrementando su concentraeiGn, loa proteagluca~

noa’extra{dos por cada aolucién d:fleren en. tamaﬁo molacular

composioi&n.‘Esto muestra qua los proteogluoanoe no eatén

unidosyde‘ia miama manera al - tejido ¥y proporciona un método 7
de fraccionamiento de proteoglucanos durante 8w extraccioﬁ(ll)f



1

7.~ Biologia de proteoglucanos. La informacién acerce de la
funcién biolégica de los glucosaminoglucanocs y de sus com-

plejos protelcos, es decir proteoglucanos, em pobre (12).
Dado el cardcter polianidnico de los proteoglucencs estos
biopolimeros interaccionan con diferentes moléculams tales
como iones inorgénicos, alquilsmines, alcaloiden, aminas
biogénices y protefnes (11).
En e) campo de la biologfa de 18 reproduccién los proteogiu-
canos parecen jugar un papel importente en el procesc de
fertiligacidn. As{ lo demuestra 1a secrecién de estos com-
puestos por las cdlulag de la granuloge dai folioulo, de
‘donde pasan a formar parte del liquido folicular y posterior-

","menta. ‘de le secrscidn ‘tubaria que estard presente al 1le-
_varse a cabo la fertilizacidn (18,19).

Recientemente 1oe proteoglucancs tambidn han sido enoon-!:i‘a-

 'doa en el 1iqu1do folicular de bovimos y del humano’ {20}, ¥
,aa‘ha demoetrado que tianen un efecto muy importante, aumenu‘

*tando la reaccién acroaomal en espermatozoidea de - estos WEw
miferos (21) También 8e ha comprobado que 1a produecidn in

at: ﬁo'actividades importantes de UD?—galactoaa, gluco-ﬁ'
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prote{na-galactosil transferasa y de GDP-fucose, glucopro-
teine fucosil transferasa, encontrandose la mayor actividad
de estas enzimas principalmente en aparato de Golgi, retfcu-
lo endopldsmico liso y membrana plasmdtice (23,24). Se hm
demostrado recientemonte la actividad de sialiltransferasas
microsomales y de membrana plasmdtice, asf{ como su distribu-
¢idn regional en el epidf{dimo de rata (25,26),

Se sabe que en los sspermatozoides ocurren cambios bioquimi-
cos y fisioldgicos muy importantes: maduracidn y capscita-
cidn que son esenciales para que se lleve a csbo la fertili-
zacidn, oomo consecuencia de la interaccidn de los diferen-
tes componentes del plasma seminal tanto en el momento como
despuds de la eyaculacién (8). La funcién de los constitu~-
‘yentes mds caracterf{sticos del plasme seminal aun es desco-
nbcidére inclugo es probable gque existan otros componentes
de relevahcia-bioquimica que'no s8e hayan descublerto y que
B budiqran tener implicaciones directes o alguna relacién con
* los problemes de infertilidad masculine. De ah{ 1 importan-

::cia del conocimiento de 105 diferentea componentea del plas~

rados recientemente para valorar la fartilidad en el varén.
Ea'probable que entre los compueatoe responsables de los
cambios experimentadoa en’ los espermatozoides al contacto.
' ,91 plaama aem;nal, 86 encuentreu estructuras del tzpo

'ﬁma eeminal de. los cnalee algunoa de ellos hen sido conaide_’ RN

de os proteoglucanos y/o glucoaaminoglucanos 1ibras'-ee PRI
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por elle que resulite importante investiger sobre le posible

pressncia de estos compuestos tanto en el plasma seminsl de

sujetos normospérmicos como patoldgicos.
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III.~ OBJETIVOS,

- Investigar la presencia de proteoglucanos en ¢l plesma

seminal de sujetos normospérmicos.

vr“- Bstudiar 1a presancie de proteoglucanos en el plazma ge— ’
’: ,mina1 de paeientea con probleman de aetenozooepermia; a- ‘:H‘

‘.zooapermia y oligozoospermia; para establecer ui existen

”fdiferencias en las cantidades y composici6n de’ eatoa cum-'f

‘i j;pueetos en comparacién & los encontrados en el plasma se«'7¢
' "“e sujetoa normospérmicoe, diferancias que pudieran',;







21

IV.- METODOLOGIA.
1.~ Obtencidn de muestras biolégicas. Para la realizacién

del presente irabasjo, se utiligaron muestras de semen re-
cién eysculsdo por masturbacidn de sujetos normzles y fér-
tiles, y de pacientes que acuden 8l Hospital de Ginscologlm
¥y Obstetricie del Centro Médico Nacional del Instituto Me-
,iicano del Seguro Social por tenar problemas de fertilidad.
En’todos los casos el tiempo de abstinencia sexual previo
~+ a la obtencidén de les muestras fué de 3 a 5 dfas,
2.~ Clasificacidn y manigulacién de las muestras de semen
: 3huménd.‘Loa eriterios utilizados para la clasificacién de

"laa muestras de semen humano (27), fueron los siguientess ‘
*:Normozooapermia: entre 50 y 150 millones de eapermatozoides
L » ~ por mililitro y wovilidad mayor del 60%.
'Oligpzooaparmia: menoa ae 20 millonea de espermatozoidee
e _por mililitro.

"Aetenozoosparmiax enfre 50 y 150 millones de esparmatozorn :
. des. por mililitro ¥ movilidad menor del
P .‘_f",507‘¢.‘ : , ‘

er spormias cero eapermatozoidee. , ,
muuatr&a’se"éntuvieron 2 temperatura ambiente duraute ;»ﬁ7
in para: parmitirk au 1iouefacc16n e inme&iatamente dee—

doler nflaa'asparmatobioscOpina correapondienxes

lasi: cacidn, eatimando 103 aiguzenxea par&metraai‘*:’

faccidn' volumen, PH, grado de: contaminacidn,;ii?
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celular, porcentaje de movilidad y cantidsd de sepermatozoi-
des.
El grado de contaminacién celular se valoré observando en un
microscopio 8ptice Zeies y contando el ndimero de células di-
ferentes a espermatozoides (leucocitos o células epiteliales
‘de descamscifn), las muestras que presentaron mds de siete
célnlas diferentes de espermatozoides fusron descariadas de--
bido a que podrian estar contaminedas por alguns infeceidn.
Ia movilided de los eapermatozoides fué valorada por simple
apreciacién personal en el campo de observacién de 500 au-
méntos y se aceptaron como muestras normeles aguellas que tu-
vieron como minimo 60% de movilided progresiva.
La centidad de espermatozoides se determin utilizando sl mé-
. todo del hematocitémetro (28). Este método conaidte en aspi-
rf;;raf,9con une micropipets para glébuloa blancos, la suﬁpen—
isién celulax de volumen conecido ‘hasta el aforo de 0.5 e in-

1fmediatamente despuéu aapirar haste. el aforo de 1.1 la solu—
16n:fijadora que . contiene formaldehido al.léy citrato de
odio”al‘2 9%, agitar vigorogamente la pipeta para homoganl—.

rrlafsusnencmén y deﬂechar 1as trea primerau gotus anteﬂ

r_la suspensidn de eapermatozoidas en la’ cémara ael-: '

it6m'tro. Aplicada 1a musstra en el hematocztémetro,r
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metro en un microscopio Sptico de contraste de fases y se
procede a contar los espermaitozoides que se encuentran en
los cuadros extremos y en el central de la cuadricula. El
ndmero de células de cada cuadro se sumg, sl resuliado se
multiplica por 20, factor de 1la dilucidn empleada, y final-
mente por 50000, factor de multiplicacién correspondiente

a los cuadros considerados, obteniendose de este manera el
némero de egpermatozoides expresado en millones poyr milili-~
tro de la suspensidn celular original.

3.- Obtencidn de los proteoglucanos del plesma seminal huma-

no norme) y patoldgico. Inmediatamente despuds de haber rea-

lizado le clasificacién de las muestras, el plesma seminal

se separé de los espermatozoidea por centrifugacién durante
flskmin 8 3500 rpm, en una centrffuga Sorval GLC-1l y se guar—

dé en congelaciGn hasta que se reunid un volumen adeouado
7‘de aproximadamente % ml por cada categorie astudiada' dicho

fplasma seminal ‘8e obtuvo del aemen de dletintoa sujetoa que,

:_acuerdo a los métodos de clasificacidn de 1as mueatraa
(27), pertenceian 8 1& miama cateaoria. De asta forma se tra—

3aron, “por’ cada: categoria, cuatro muestraa de: 5 ul de plus—
mihal cofstixuyendose cada una de ellaa de tres eyacup L

j to finfértiles en los’ casos de patologia ¥ de
ados de jetos dormalea on-los casos de nmormos-
‘*minal § 1) e a-“"“
fl e acatona fria agitando vigordsamen efen vor

aso0: a 1oa 5 ml de plasma‘
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tex para precipitar y extrer los proteoglucanocs mantenien-
do dicha precipitacidn durante 15 horas a -20°C (29), el
precipitedo obtenido fue recuperado por centrifugacidn du-
rante 15 min a 3000 rpm, en ung centrifuge clinica interna-
cional, la acetona se decantd y el precipitado se dipolvid
en agua destilads (2.C ml de agus por ml de plasma semi-
nal) para liofilizarlo posteriormente (30).

4.~ Separacidn de los proteoglucancs por filtracidnm en gco~

“lumna. Para llevar a cabo la separacidén de los proteogluca—
nos por filtracidn, se utilizd une columna de sefacril S-200
con dimensiones de 75.0 x 2.0 em, equilibrade con bicarbo-
‘nato de amonio 0.1 M pH=7.6 2 7.8 y una velocidad de flujo
de 1 gota/10 smegundos, colectandose fyacclionss de 2.5 mi,
Se determiné el volumen vacio a la columna {3 veces) con 5
mg de azul dextran (PMaleo ) aisuelto en 3 ml-de bicarbo-
: tﬁito'de amonio pH=7.6-7.8 colectandose las fracciones de 2 5
“ffml a las ‘cusles se 1aa detarminé la absorbancia con un es-
fpectrofotdmetro de doble ‘haz Cary Varian 118 a wae longitud
de* ndarde 550 nm (29). figura No. 4, ‘
Se omaron 5 mg de cada liofilmzado y se dxsolvieron, par

eeparado, en 1 ml de ague destilad& para determinar la cen- o
idad total de proteina madianta ol - métodc fotocolorimétri—

rr épcmdiente (31) ¥ por interpolaci6n mediante la cur-"u.fj:,“_‘
i pe tiva (gréfica No. 1), poatericrmente se seal

‘.otwuglucanoa por filtreoi&n utillzando, dg ca«;j



FIGURA No, 4

CONDIGIONES D3 Li GULUMNA
SEPACRIL §-200 ALTURA 15.0 X 2.0 cm
AZUL DEXTRAN 2%10° (5 o/ 3 al)
NUAHOO3 0.1 N pHe7.6-7,8
VOLUMEN/FRACCION 2,5 m) /5.8 min,
Y0=112.5 ml.

s
(311
" Abs. 350 nm

,‘ :IG ' )

750 30 40 50 60 70 80 90 100 70 10

" BUNERG D FAGCIONES
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da uno de los liofilizados obtenidos, cantidades equivalen-
tes a 80 mg de prote{na total las cuales fueron disueltas
en bicarbonato de amonio 0.1 M pH=7.6~7.8 (de tal manera
que en 5.0 ml de bicarbonato quedd disuelto el liofilizado
correspondiente a 1.0 ml de plasma seminal), teniendo cui-
dado de solubilizar completamente el material; inmediatamen-
te ‘se contrifugd a 4500 rpm, en una centrifuga Sorval GLC-1,
durante 1% min para su clarificacidn y el sobrenadante ae
aplicd a la columna de sefacril S~200 previamente equilbra-
da con &1 bicarbonato de amonio 0.1 ¥ pH=7.6~7.8. Utilizanw-
. do como eluyenfe 1s misme solucidn de bicarbonato, ge colec—
toron fracciones de 2.5 ml a una veloeidad de flujo de una
- gota cada 10 segundos en un colector de fracciones IKB Ul-
trorac 7000 (30). A'las fracclones obtenidas por filtracidn
en columsa, inmediatamente se les determing ol contenido de
vproteina, mediante luz ultravioleta a wa 1ong1tud de onda

de 280 nm ¥ dcidos urdnicos mediante el nétodo fotocolorimé-
"‘trica correnpondzents (32), come eriterio pare detarminar la
Tl‘preeencia de proteoglucanoa (30). También ge determxnﬁ el '7
”'qontenido de écido aiélico en las fracciones mediante el né- -

todovfotocolorimétrico correapondiente (34) Las lecturaa Qe

absorbanoia fueron graficadaa contra el némero de fraccioaeefﬂ

para conoce’ la: dlstrlbucidn de loa proteoglucanoa en al per—

£il er atogréfico‘lpor‘lo tanto. eaae fracclones sa junta»

umen total an cada pico a loa cuales
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86 1les determind nuevamente la cantidad de protefna, 4cidos
urdnicos y &cido sidlico ademas de sulfatos y hexosaminas
utilizando loa procedimientos fotocolorimétricos correspon-
dientes (3%,32,33,34,35) que se describen a continuacidn;
Protefnas,
Reactivos:
~albdmine de bovino Sigma al 0.05%
-golucidn cupro-alcaline que se prepara mezelando 50 ml de
solucién de carbonatoc de sodic al 2% en hidrdxido de sodio
0.1 N con 1 ml de solucién de sulfato de cobre pentahidra-
tedo al 0.5% en tartrato de sodio y potasio al 1%
-reactivo de Polin, agua, 112 v/v
:—amortiguador de carbonatos:
2;cerbcnato de sodio 0.2 M, 30 ml
_ bicarbonato de sodic 0._ H, 20 ml
_l'tEBt&l dos - solucionas se mezclan y se a*uata el pH a 10 1
7;rfj~M6todo ¥y £ fundamento. Las proteinas se determinsn por el mé—

“',todo de’ Lowry (31), cuyo principio se basa en. que 1as protei—
\*tratadaa con una solucién alcalina de cobre forman un :

mplejo cobre-proteina que reduca el reactivo foafomolibdi— -

o 'osfotdngstico‘(reactivo da Polin) originandose un crom6~
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De una solucidn de alblimina de bovino al 0.05% se tomsn
alicuotas de 0,20,40,60,80 y 100 ml, se colocan en tubos
por seperado y se agregan respectivamente 200, 180,160,140,
120 y 100 ml de amortiguador de carbonatos. Se adiciona a
cada alfcuota 1 ml de solucidn cuproalcalina, se asgiten y
ge deja repogar 10 min 2 tempersiura umbiente. Se sgregan
100 ul de reactivo de Folin y se dejan en reposo 30 min’an
oscuridad, leer la abmorbancia a 750 nm gréfica No, 1.

Acidos urdnicos.

Reactivos:

nglucuronolaotona Merck al 0.005%

~tetraborato de sodio O. 05 ¥ en dcido sulfirico

~carbazol al 0.12%% en otanol : S
: ‘método ¥ fundamento. La determinacidn de doidos urénicos se o
:f] realiza de acuardo al método de Bitter y Huir modificado (32), L
7f;cuyo fundamento consiets en que los dcidos hexurénicos al ser

7tratados con un écido miueral concantrado fbrman un’ producto
rmedio que coneerva el grupo earhoxilo y que al combi-, :
narse conkal carbazol s’ 1ugar al crom&foro corraapondiente s
cuya. 1ntensidad de color ea directanente prOporcional ala

neentracidn de‘éoidoa urdnicoa Y. presenta una longitud de
reidn. nxiua & 530 pm, )
én’pe co"truyd”eatimando 1a penaiente de un :f

. epa_ncionea delfaiguiente procedimientos
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De una solucidn de glucuronolactona al 0,005¢ se toman alf-
cuotas de 0,100,200,300,400 y 500 a1, se colocan en tubos
por separado y se agregan respectivamente 500,400, 300,200,
100 y O ul de sgua. Se adiciona a cada alf{cuota 100 ml de
carbazol y se colocan en hielo durante 5 min, Se agregan 2.5
nl de dcido sulfdirico y se colocan en bafio maria durante 20
min a 92°C. Leer la absorbarcia a 530 nm, grdfica No. 2.

Sulfatos.

Reactivoa.

-sulfato de sodio Sigma al 0. 0147%

'-écido clorhidrico, dcido nitrico, sgua, 1:112, v/v/v
 -amortiguaaor de cloruro de bario:

wécido acético 2 4, 10 ml; cloruro de bario 0.00% M, 2 mly
B bicarbonato de sodio 0.02 M 8 ml.

Estas tros soluciones se mezclan y ae aforen a 100 ml con
etanol.

[‘: —aoluei6n de rodizonato de sodio: a ung solucidn de rodizona-""‘

‘to de sodio al 0.025% sge aﬁaden 50 mg de L~écido aacérblco,
agit: do hasta una completa aolubilizacidn que se- afora a 50

:‘ae,raéliza mediante una hidréliala écida da los comn'f'f”
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puestos & 1109C durante 15 horas para obtener el sulfato i-
norgédnico, y rodizonato de sodio el cusl forma con el ion
bario un compuesto colorido cuya longitud de onda de absor-
cién mdxime se presenta a 520 nm; este compuentc en presen-
cia de sulfato inorgdnico dem lugar s 1a formecidn de sulfe-
to ds barie, disminuyendo la intensidad del color del oom=
puesto coloride, por 1o que la disminucidn de la coloracidn
sers inversamente proporeional a la concentracidén de sulfato,
La curva patrin se construys sstimendo la pendiente de un
pfomedio de 12 repeticiones del siguiente procedimiento:

De una solucidn de sulfato de godio al 0,0147% se %oman alf-
-cuotas de 0,20,40,60,80 y 100 ml, ee colocan en tubos por

v;y‘aeparadofy pe agrega a ‘cada alﬁcuota 500 pt ds HOl.HHO3.H20,'
" me hidrolizan a 110°C. durante 15 horas y @e ovaporan a ae-

“'ﬂ:quedad con Ng,A cada alfcuota hidrolizaeda y evaporada 88 1e

- ffagregan Soo)ul de agua, 2 ml de etanol, 1 ml de oloruro de

' b8r1o, l 5 ml de rodizonato y ge dejan reposar 10 min en
,”curidad. Laer abaorbancia a 520 nm, gréfica No. 3.
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~dcido tiobarbitdrico al 0.6% en sulfato de sodio 0.5 M
-ciclohexanona.
Kétodo y fundamento. La determinscidn de deido sidlieco se

efectua utilizando el método de Warren {34), el cual se ba—
B2 en le oxidecidén del dcido neuraminico por medio de perio-
dato, oxidacidén que resulta en la formacién del dcido for-
milpirmivico que se acopla al deido tiobarbitdrico, forman-
do un croméforo cuya intensidad de color es direciamente
proporcional al conteanide de &cido neuraminico y cuya lon-
gitud de onda de absorcidn méxima se preseata a %50 nm .
-la curva patrén se construys estimando 1lm pondiente de un

promedio de 12 repsticiones del siguiente procedimientos
‘De una solucidén de 4cido N-acetil neuramfnico al 0.03% se
~ tomen alfeuotas de 0,10,20,30,40 y 50 ml, se colocen en tu-
B knbbe‘por sepsrado y se agregan respectivamente 50,40, 30‘20,
'tfﬂlo yonml e agua. las alicuotaa son tratadas con 100 ul de
}}32304 e hidrolizadas & 80 C durante 1 hors, sgregar 50 ml
: “’104' dajar en rapeso 20- min a temperatura ambiante,’igg .
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Reactivoa:

-golucidn 10 mM de N-acetil D-glucosamina Merck

~-dcido clorhfdrico a una concentracidn final el el sistenae
de 0.5 ¥

-nitrito de sodio al 2.5%

-gulfamato de amonio al 12.5%

~hidrocloruro de 3-metil-2-benzotiazolinons hidrazona al
0.25%

-cloruro férrico enhidro al 0.5%.

Hétodo y fundamento. La determinecifn de hexosamines se rea- T

- 1ize utilizando el método de Smith y Gilkerson (35), el cual
se base en la determinecidn del croméforo formsdo por inter-
accién del hidroclorﬁro ds 3om6t11—2»benzotiazolinohnbhidrae

zona y 1as anhidrohexosas producidad‘por la deéaminaciéh de.

‘1as hexosaminae en . condiciones de acidez mcderada. Lé‘iﬁten- ;
“f;aidad dal color del croméfoxo 88 directamente proparcional a, ,{
‘;1a cantxdad de anhidrohexosas formadas. y tiene una 1ongitud_ e

: onda de absoroidn méxima de 650 nm. :
‘va patrdn 36 conatruyd astlmanﬂo la pendxente de un
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posar a temporatura ambiente 15 min; adicionar 200 ul de
NH4501NHp y dejar reposar 15 min a temperatura ambiente,
posteriormente agregar 200 ml ds MBTH y colocar en hafio ma-
ria durante 30 min a 37°C, agregar 200 p1 de FeCly y colo-
car en bafio maris durente 5 min a 37°C. Leer absorbancia a

650 nm, grdfica No. 5.

Las cantidedes de los proteoglucancs y las correspondientes
a los diferentes componentes de éstos compuestos obtenidoé.
fdel piasma seminal de phcientes, serdn comparsdas con las
obtenidas de sujetos normeles y mediante un andlisis de la
'prueba de "t de student's no apareada, ge de+erminaré ia

: signii‘wancia estadi’bta.ca de las diferoncizs que ge abten-

fﬂgan en 108 distintos grupos estudiados,
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GRAPICA No. 1
CURVA PATRON DE PROTEINAD

“Abs 750 nm. HETODO DE LOWRY
0.6

0.5
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GRAFICA No. 2
CURVA PATRON DE ACIDOS URONICOS
Abs. 530 nm. MELODO DE BITTER Y MUIR
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GRAFICA No. 3
CURVA PATRCN DE SULFATCS

~ Abs. 520 nm. METODO DE TERHO Y HARTYALA
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GRAFICA No. 4
CURVA PATROS DE ACIDO SIALICO
Abs. 550 nm @ETODO DE WARREN
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GRAFICA Uo. 5
CURVA PATRUON DB rZ{0SAMIKAS

- Abs. .
s. 650 nm WIPODO DI SMITH ¥ GILKGRSON

1.0

0.9
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V.~ RESULTADOS

El volumen vacio de la columna de sefacril S-200 con laam
caractoristicas experimentales ya descritas, fue de 112.5
ml (figura 4), La distribucidn de proteinas definid el per-
fil de filtracidn que se muesira en la figura %, el cual se
obtuvo determinendo inmediatemente los valores de absorban-
cia registrados a una longitud de onda de 280 nm de cada u~-
ne de lss fracciones colectadas, La distribucidn de 4cidos
urénicos y dcido sidlico en el perfil de filtracidn crome-
togréfica de cada une de las f{racciones colectadas s¢ mues-
tra en las figuras 6 y 7 respectivamente, Estos valores fue-
ron graficados junto con el perfil de filitracidn de protef-
‘nas con el objeto de determinar la distribucidn de los pro-

teoglucanos en cada uno de los cesos estudiados tomando co-

" mo base la presencia de 4cido urdnico (figuras 8 s 1a 11).

Todas las fracciones ‘que dieron reaccidn positiva al deido

‘u,ﬂ]nrdhico, gluyeron en tres regiones (A,B y C) diferentea en

:lflqé perfiles de filtracién. Loe casos delnormdzoospermia7y

bligbzéospermia pe caracterizaron por presentar en su per-
fil_de filtraclén, solamente las vegiones A y C (figuraa 8
¥ '), en camoio los. paclentes con astenozoospermla ¥ azoos=

perﬁla presentaron las tres reglones de elucidn del écmdo

uanmco (figuras 10 y 11 respactivamente) Laa fraccionee

que defiuieron las tres regiones de elucién, e juntaron .

6 res volumenes d1stintoa a8 105 cuales se les’ de—
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terminé la cantidad de: proteinas, dcidos urdénicos, sulfa-
tos, #dcido siflico y hexossminas. Los resultados de estas
determinaciones se muestran en lag tablas de la 3 a la 7y
los valores totales de cada uno de loé ccmuonentes de lose

proteoglucanos de cada uno de los grupos de paclentes estu-

diados, se muestran en 18 tabls 8.




0.3

02

Coat

Abs, 280 mm.

DESTHEYBUC 0K

F1GUKA No. %

Ll PHOTELYAS BN LAS PRAC-

CILONES OBYENIDAS DE LA FILTHAGLON CHO-

BATOURARLGA,
BORHOSPERATGO e
OLIGOBYERNI00 050000
ASTENOBPERYIGCO

ARQOEPIGATOO

oy

n
PR

: 10 g

50 60 G0 80 90 100 70

*“NUMERU DE PRACCIONES

120



F16URA Ho. 0
DISTRIBUICION DY aClud URCHICH BN LAS WYHAC-

E CIONES OBLESIDAS "+ LA WILTKACION CROZATO-
O 6 = GRAFICA.
g NORKOSF Elua1CO
2 OLIGUSPER%ICO ©00000
0.5 ASPEHOSPUREICO wnrevvr-s
: AGOUSPEHILGO  —— = -

04

[
o~
A
0-3‘ ! o \\
fi 0% \
l D
;0. %0
-8y,
02 Oy

: o « 0\

Lo LR Y
: ; 0

EREENE . O\

e . 03

S0 LT N

. RS
P N
+ oo\
Na08ssp0a000000°3 - '.ééb
hd .

50 70 B9 90 00 10 120

NUMBKO DE FiACCIONES




06
0.5
04

03

0

o

550 na.

Aps,

FIGUHA Ho, 7
DISTRIBUCION DE ACIDO SIALICO EN LAS FrRAC-
CIONES OHUENIDAS Db LA PILTWACION CROVATO~
NRAYICA.
RORMUSPLERMICO
OLIGUSPERVICU 000000
ASTENOSPERAICU <
AZCOSPERAICO - =

ERALI RPN
- bp”
doc00 000 83THRE

20 30 40 50 60 70 80 90 100 10

NUMERO DE FHACCICNES



056
05
04
03
02

0.1

Josnrtancisz

¥

PRHFIL G FIL0ALCION CROVATOFRAFICA
NerRSOAL o By 100

135 BT

URONICY

51ak1C0

l1Gtika No. &

10

KR AR

60 70

D FIACCICHES

50



0.6

05

04
o

f‘oz

Absorbancise

xcj'1:i_.,r~,

FIGURA No. 9
PERFIL DE PILTRACIUN CROMATOGRAFRICA
OL1GO2005PERIICO
PROTEINA
URONICC  eevv -
SIALICO —~————

- SO e
\..._:_nt'

« 0t

P

sf S e e g e S e g g .
{e e oo

.y

0 30 40 50 60 70

NUMERC DE FUACCIORES

80

90



FIGURA Ho. 10
PEHIIL DE PLLURACION CROUASCGRAFICA
ASTENOLOOSFERIICU

0.6

PHROTEINA
URONICO v oo s o v

SIALICO ~ et -
0.5 1

Absorhancia

04
0.3

o2

0 20 30 40 50 60 70 80 G0 100 110 120

NUMERC DE FUACCICNES




FIGURA No. 11
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CI‘:PODIVIUH CIL¥ACs DE 10Y DIFZH L 06 48
PRULBOGLUCANDS QRIENIDUS POA
FILTHACICN o HOMERTY

Tablae No. 3. PROTETI N A

?ROTEOGLUCANOS

DIFERENTES CASOS A B ¢
E3TUDLADOS
NORMOZOOSPERHICO 11.13 12,71
*1.22 - 0.7
0LIGOZOOSEERHICO 7.23% 18.81
+0.86 +5,70
ASTENOZQ0SPERIICO 4,97 % 13.46 13.29
A +1.02° +0.78 +1,25
= AZOOS?ERMICO 9,20 % 11.66 5,55 %
S +0.53 +1.06 +0.97
;Tabla No. 4. : URONIGCO
N0R1OAOOSPV mxco © 0,38 0,34,
: , 0.03 £0.07

oLIGOiOOSPéamICO
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FRUISCGLUCANGS CRTENIDOS POR
FILTRACION Zi¥ COLUSNA.

Tabla No., 5.

DIFEAENTES CASOS
ESTUDIADCS
NORYOZCUSPERYICO

* OLIGCZOOSPERMICO
" ASTENOZGOSPERMICO
_ AZOOSPERKICO

Zebla No, 6.

NORGZG;{(}GS‘;?ER:&IQQ S )

SULFATOS

PRCTEOGLUCANOS

A B c
0.34 0.27
+0.04 10.03
0.22 % 0440
+0.08 40,02
0.17 % 0435 0445 %
+0,02 +0,01 . +0.01 "
0.089% 0.15 0419 %
£0,02 +0,02 +0.03
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FlLEuaCIOR ul CCLU iha.
Tabla No. 7. HEXOS ANMINAS

PROTEOGL:ITC ANOQS

DIFERENIES CASOS A B c
85 PUDIADOS

NORHOZOOSPERAICO 1,57 1.00
‘ 40,11 +0,13

. OLIGCZCOSPERYWICO 1.72 , 1.46%
e +0.56 +0.13

ASTENOZOOSFERMICO 1.55 0,74 1.83%
+#0.07 - 40.15 +0.06

_ AZUOSPERNICC 1.27 % 0.97 1.00
e ‘ +0,05 40,14 . 0,18

"Las cantldadcs exnreqan ngpql de plasﬂa seninal 'y re- .
presentan valores promedio + la desv1a016n esténdar ’
;;de cuatro determinaciones.
PA.O 05 con respecto al- nornal.
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CANTIDADES TOTALES DE CADA UNO DE LOS COMPONENTES

Tabla No. 8

COMPONENTES
CUANTIADOS

PROTEINAS
ACIIO
URONICO
SULPATOS

©ACTDO
" SIALICO

 HEXOSAMINAS

DE LOS PROTEOGLUCANOS OBTENIDOS POR

FILTRACION CROMATOGRAFICA.

NORMQZOOS
PERMICO

23,83

ha

*

1+

i+

2.56
.

1.39
0.72

0.10

0,60
0.07

1.86

0.24

0.2%

20058
£ 2100

GRUPOS  ESTUDIADOS

0LIGOZ00S
PERMICO

26,04
+ 6.56

0,97 %
0.14

EES

0.63
0,26

I+

1.00 %
0.08

I+

ASTENOZO0S
PERMICO

.72 3%
+ 3.06

1.24 ¥
+ 0, 26

0.96 ¥
0.04

I+

0.98 %
+ 0,22

4,01 % -
+ 0.15

39.76-;#

SN LR

'1,26

AZ00S
PERMICO

i+

134

+
o
‘.

»
23




41
o

o)

T
St

)
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VI.~ DISCUSION Y CONCLUSIONES,

Anelizando los patrones de filtracién cromatogrdfica de las
proteinas de las diferentes cleses de plasma seminal estu-
diadas se observa gue fueron muy gemejantes y se carscteri-
zaron por la elucidn de seis diferentes tipos de proteinas
{picos 1,2,3,4,5,6 figura 5), Sin embargo se observd wng
tendencia a la disminucidén de la proteina del pico 1 en las
tres patologims respecto al normozonspérmico, e©sta tenden-
cin fue mayor en los casos de asitenozoospermiaj aunque en
este miemo caeso hubo un aumento muy notable de ls proteins
del pico 6 (figura 5).

La distribucidén de dcido urdnico se muestra en la figura 6
y tomando como criterio le presencia de dcido urdnico para
determinar la presencia de proteoglucanos (30), se encontra-
ron tres dategorias o tipos de proteoglucancs (A,B y C) de
'mayor 8 menoy peso molecular, Las categorfas A y C se encon-
trafbprsolamente en normozoospéraicos y oligozoospdrmicos

'figufasla ¥ 9 mientras que el plasma seminal de pacientes

foon astenozoospermla Yy azoospermia presento las tres cate—
,fgoriaa A,B y c flguras 10y 11 respsctivamente.

?ue muy interesante obaarvar que el écldo aiélico se encon~'7»“"
' rd fundamentalmente en. el pico 1 del parfil de flltracidn ‘

‘de'proteinaa (figuraa 7 a la 11), siendo mucho mﬁa abundan~M

‘ 1‘casoude normozoospermia en comparaulén con 108 ca-

808 de patologia (flgura 7) ‘
L determinacién cuantitativa de 1os diferentea componenteal""
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de los proteoglucanocs mosird que las concentraciones de pro-
tefna,sulfato y dcido aiflico fueron mayores en los vroteo-
glucanos del tivo A en los normozoospérmicos en relacidn =
los patolégicos {(tablms 3,5 y 6 respectivamente).
Analizando los valoreg totales de cada uno de los componens
tes de los proteoglucancs de los diferentes grupos de pacien-
tes estudiados tabla 8, se observa claramente gue en general
los grupcs de pacientes astenowoospérmicos y azoospérmicos
presentaron diferencias estadi{sticamente mignificativas res-
vecto & los normozoospérmicos, en este sentido fue muy imporx-
tante observar que los dcidos urdnicos y el deido aidlico
tuvieron un comportamiento inverso en sus cantidades tota-
les, es decir, que mientras que 81 dcido urdnico siempre fue
menor en los normozoospérmicos el deido siflico siempre fue

| mayor. En consecuencia lae relaciones de urdnico/siflico

. fueron marcadamente diferentes en el plasma seminal de vacien-
tes en relacifn 8 los sujetos normozooapérmicos tabla 8. Es-

. te hallazgo en el presente estudio permite proponer la valo~

vlrac16n dn asta relacién urénico/slélico como una prueba de-
f"valor clirlco muy. pract1ca para determinar nroblemaa de fer-.
Vtilldad en rl var&n tomando en consiaeracién que invariable-
'mente todas las patologiae eatudladas tuviaron concentraczo~- S

nee. ayores da écido urdnxco ¥ manores de dcido sxélico ‘en~

adisticamente signiflcativas (PALQ 05) con raspecto a 105 ;,  .
ormalea' (tabla 8) , o
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Actualmente se esta experimentando para wvalorsr nds esta
proposicidén en relacidn a la presencia de decido siflico fun-—
damentaelmente en los proteoglucanoce del tipo A. Eg bien co~
nocido que loas carbohidratos presentes en plesme seminal de
mam{feros se encuentran unidos principalmente a proteinas
(36,37), en este sentido resulta necesario considerar la po-
s8ibilidad de que alguna sialoglucoproteina se encuenire en
agociacidn, tal vez por interacciones de tipo electrosidtico,
con proteoglucanos lo cusl explicaria le centidad de deido
sidlico detectAdo fundamentalmente en los proteoglucanos del
tipo A,
Debido & la presencia de dcido urénico en este mismo pico
‘permite proponer 1a posibilided de la presencia de proteoglu-
canos eontehiendo glucosaminogluwoanos del tipo del Keratan
sulfato ya que es el Ynico mucopolisacdrido que contiade‘d—v
cido siflico (11). Este plenteamiento se aclarard cuando se
‘tengan los raeultadoa de cromatcgrafia en. columna dol matee
o rial responsabla de proteoglucanos del tipo A con el obje-
: 3‘;to de ‘eeparar 1a slaloglucoproteina de los protaoglucenoe
O -
AL nomater a hidr&liaie enzimética con papaina a los proteo~

glucanos de plasma seminal ﬂe aujetns normales ¥y de oligo ¥

observé.una mayar concentraoién de’ éatoa m aujetos normalaa‘r
comparacién a los patolégicos 53 mg/lOO ml y 1T mg/lOO ml

astenozooapérmicos para extraer los- glucoeaminoglucanos, e
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respectivamente (29). El significado biolbgico de estas di-
ferencias pudiera ser una mayor estabilidad de la membrana
de los espermatozoides de sujetos normales en comparzcidn
con los oligozoospérmicos en los cuales se ha demostrado una
mayor actividad glicolftica como consecuencia de mayor per-
meabilidad de la membrana en comparscién con la glicdlisis
de espermatozoides de sujetos normozoospérmicos (38), este
hecho se apoya en lo que reclentemente se ha descrito en
cuanto a las pruebas in vitro de reaccién acrosomal en es—
permatozoides de bovino, la cual no sucede en presencia de
plasma seminal, debido & la presencia de cantidades impor-
tantes de glucosaminoglucenos en ol plasma seminal de dstos
maniferos (39). Estos resultados apoyan la idea de que el
plasme seminal ademés de funcionar como el medio natural
de transgorte de los espermatozoides, por sus caracterfisti-

¥ cas bioquimicas y fisicoquimicas; juega un papel determinan-

T eh la movilidad ¥y sobrevivencia de 1os espermatozoides
(6,7, 8 »10). ;

‘;En el presente eatudio Be demostrd la preaenc1a de proteo- K

: glucanoa en el plasma seminal humano obtenido de euaetoe
ormalaa y de. pacientea con problemas de fertilidad demosu,
ados clinicamente. Una’ pruaba de ello fue la reacei6n po-

_ dn de 103 proteoglucanoe entra los casos - do patolo-;

“va al 5cido urdnico de algunas fraccionea de la croma- ;‘..27
iai(BO). encontran&oae diferencias en cuanto ala d1a~;1;;ﬁ
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glas estudiadas con raspecto al normozoospérmico.

Los resultados obtenidos en esta fame iniciel del estudio,
son una evidencis méds para afirmar que las modificaciones
de las caracteristicas bioquimicas y fisicoauimicas del
plasma seminal son un reflejo de la potencialidad fertili-
zente del varén y que los proteoglucanos pregsentes en el
‘plasma seminal, en las cantidades y variaciones en su compo-
sicidn de alguna manera, 8l menos parcizlmente, estén par-
ticipando en las caracterfsticas de fertilidad de los casos
eatudiados.

8in embargo, el gredo de avance del presente estudio aun

no permite establecer ninguna explicecidn definitiva que

g piecise las causas que determinaron laa variacionee cuanti-.
':_;af1Vas y cualitativas entre los proteoglucanos del plasma

'f‘ééminal humaho,normal ¥ las de las patologfas estudiadas,
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