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La movilidad flagelar es generada por el deslizamiento
de los microtilbulos dentro del axonema, inducido por 1la
actividad de ATPasa asociada con los brazos de dineina,
localizados en los dobletes externos de los microtiibulos. Un
complejo sistema mecano-electroquimico es responsable de
este deslizamiento y de su conversidn en la propagacidn de
la onda flagelar (Tash y Means, 1983).

En este proceso, el aporte de ATP para mantener la
movilidad flagelar y el transporte idnico proviene del
metabolismo de numerosos sustratos exdgenos y endbgenos por
el espermatozoide. En el inicio de la activacidn y durante
la capacitacidn, se ha observado un aumento en el consumo de
oxigeno debido a la fosforilacidn oxidativa de sustancias
tales como lactato, piruvato, Aacidos grasos voldtiles e
intermediarios del ciclo del acido citrico, asi come un
incremento en la actividad glicolitica y un cambio en la
utilizacidn preferencial de glucosa, tanto por la via de
Embden-Meyerhoff como a través del ciclo de las pentosas
(Hicks y col., 1972).

El calcio y el monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
han recibido considerable atencidn como posibles moduladores
de este procesoc (Tash y Means, 1983}. Se ha demostrado que
el AMPc en las células eucariontes induce fosforilacidn de
proteinas, via activacidén de una proteina cinasa (Rossen y
col., 1975). Esta proteina cinasa dependiente de AMPc se ha
identificado en la base y pieza media del (flagelo del
espermatozoide en estrecha relacién can proteinas
susceptibles de ser fosforiladas (tubulina y dineina), lo
que ha permitido sugerir la participacidn de la
fosforilacién de proteinas en la regulacidn de la
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propaéacién de la onda flagelar del espermatozoide (Tash y
Means, 1983).

En el espermatozoide, la movilidad flagelar es un
proceso dependiente de calcio; se ha demostrado que el
calcio regula el metabolismo de AMPc y tiene efectos
directos sobre 1la movilidad espermdtica, debido a que
mientras el AMPc estimula la fosforilacidn de proteinas

Gl intracelular interfiere

especificas, el incremento de Ca
con este proceso (Garbers y Kopf, 1980). Por tal motivo, se
ha sugerido qgue la requlacidn de la movilidad flagelar del
espermatozoide mediada por AMPc y calcio involucra procesos
de fosforilacidn y desfosforilacidn de proteinas del axonema

(Tash y Means, 1983; Garbers y Kopf, 1980).

Por otra parte, se ha establecido que la calmodulina
estd involucrada en el metabolismo de los nucledtidos
ciclicos y en la regulacién intracelular de 1las
concentraciones de calcio en la célula espermatica (Garbers
y Kopf, 1980), regulando la actividad ATPasa de la dineina o
la actividad de la cinasa de la cadena ligera de la miosina
{rash y Means, 1983); ademds existen evidencias que una
deficiencia en las concentraciones de calmodulina en 1la
célula espermidtica se encuentra asociada con un decremento
en la movilidad flagelar (Reyes y col., 1987).

Estos eventos en el espermatozoide de mamifero estan
modulados por la composicién idnica de los diferentes
microambientes a través de los cuales esta célula es
transportada (Yanagimachi y Usui, 1974; Reyes y col., 1987).



1.2 Capacitacidn

En este evento, la membrana plasmatica del
espermatozoide de mamifero presenta cambios estructurales y
bioquimicos, que incluyen la liberacién y/o modificacién de
la distribucidn de moléculas estabilizantes incorporadas en
el exterior o interior de la membrana durante la maduracidn
del espermatozoide en el epididimo y su exposicidén a las
secreciones de las gléndulas accesorias masculinas en la
eyaculacidn (Tesarik, 1986).

Una de las primeras etapas en este evento es la
liberacién de proteinas estabilizantes provenientes del
plasma seminal y epididimario de la superficie de la
membrana plasmdtica del espermatozoide (Oliphant y Brackett,
1973).

Posteriormente a las observaciones de Chang y Austin
(1951) con respecto a que los espermatozoides de conejo y
rata debian permanecer en el tracto genital femenino durante
cierto tiempo para adquirir la capacidad de fertilizar al
dvulo, se describid la presencia de un componente del plasma
seminal que inhibe la capacitacidn, ocasionando que los
espermatozoides capacitados sean incapaces de fertilizar
(Chang, 1957).

Se han identificado varias glicoproteinas de diferente
péso molecular con actividad descapacitante, en fluidos
obtenidos en todos los niveles del tracto genital masculino;
tibulos seminiferos, epididimo y fluido seminal de la
mayoria de las especies de mamiferos estudiados (Bedford,
1970; Davis, 1971; Reyes y col., 1975).



Los espermatozoides descapacitados pueden readquirir su
habilidad fertilizante si se incuban nuevamente en
condiciones de capacitacién tanto in vivo como in vitro (Re

yes y col., 1975). El factor descapacitante actia en la
superficie del espermatozoide bloqueando ciertos sitios o
procesos en el desarrollo de la capacitacidén y reaccidn
acrosomal, tales como receptores especificos (Rosado y col.,
1975), grupos funcionales (Reyes y col., 1975}, canales de
transporte de iones y actividades enzimdticas (Yanagimachi y
Usui, 1974).

Los sulfatos esteroides son compuestos especificos de
la membrana plasmdtica del espermatozoide que se
caracterizan por su capacidad de estabilizar la estructura
membranal 3% han sido propuestos como factores
descapacitantes gue reguieren ser eliminados de la
superficie del espermatozoide durante el proceso de
capacitacidn (Bleau y col., 1975). Por otra parte, se ha
observado la existencia de una alta actividad de esteroide-
sulfatasa en las células del clmulus y en la trompa de
Falopio durante la ovulacidn, sugiriendo que esta actividad
enzimdtica participa de manera importante en la capacitacién
(Langlais y Roberts, 1985).

Con la aplicacidén de técnicas en microscopia
electrdnica y criofractura, asi como la utilizacién de
sistemas de capacitacidn in vitro, se ha observado que la
membrana plasmatica presenta una considerable heterogeneidad
regional en su estructura, reflejada por el tamafo,
rearreglo y distribucién de particulas intramembranales en
relacioén con las diversas estructuras de la célula
espermdtica (Koehler y Gaddum Rosse, 1975},



Estos cambios membranales intrinsecos se llevan a cabo
por. una liberacidn y/o modificacidén en la distribucidon de
gliqoproteinas de la membrana plasmitica y como consecuencia
un cambio en el rearreglo de particulas intramembranales en
la cabeza del espermatozoide humano, principalmente en la
regién acrosomal (Tesarik, 1985). El agrupamiento de
particulas intramembranales indica una movilidad regicnal
y/o diferencial facilitada de las proteinas integrales en la
bicapa lipidica de la membrana plasmatica, ocasionadndose
cambios en la permeabilidad y fluidez membranal (Reyes y
col., 1980).

La estabilidad membranal depende también de la
conformacién espacial de las proteinas intrinsecas. El
espectro infrarojo de membranas acrosomales aisladas de
espermatozoides eyaculados humanos muestra una elevada
proporcidn de proteinas constitutivas en una conformacidn
mds estable (conformacién B antiparalela). La incubacidn de
membranas acrosomales con AMPc y/o con liquido folicular
humano modifica la conformacidén de las proteinas membranales
a conformaciones menos estables, hélice alfa y/o
enrollamiento al azar {Delgado y col., 1976; Rosado, 1988).

Se ha reconocido la importancia del colesterol y de los
fosfolipidos como constituyentes estructurales de las
membranas celulares. Tanto el colesterol, como los fosfoli=-
pidos pueden ser intercambiados libremente entre la membrana
plasmatica y su microambiente., Numerosos investigadores han
sefialado la importancia de la relacidn entre la fluidez de
la bicapa lipidica con las funciones membranales enzimiticas
y de transporte (Reyes y col., 1980; Ehrenwald y col., 1988)

La fluidez y permeabilidad de la membrana plasmatica



dependen parcialmente de la composicidn lipidica,
fundamentalmente de la relacidn molar colesterol/fosfolipi-
dos, Se ha demostrado que la incubacién en medio
capacitante disminuye la cantidad de colesterol presente en
la estructura membranal del espermatozoide humano, particu-
larmente en la cabeza, con lo que disminuye la relacidn
molar colesterol/fosfolipidos, provocando una desestabiliza-
cidn de la estructura protéica de la membrana plasmitica, lo
que induce cambios en la permeabilidad a iones, en la
fluidez y movilidad intramembranal de lipidos y proteinas,
condiciones indispensables para la fusidn de la membrana

plasmatica en la reaccidn acrosomal (Rosado y col., 1988).

1.3 Reaccidn acrosomal

La reaccidn acrosomal es un evento modificado de la
exocitosis que es esencial para la fertilizacidn {Meizel,
1984) y que involucra la fusidén progresiva de la membrana
plasmitica y la membrana acrosomal externa de la cabeza del
espermatozoide, dando como resultado la secrecidn y/o
liberaci6n de las enzimas presentes en el acrosoma, la
penetracidn de la envoltura glicoprot&ica circundante al
ovocito (zona pelucida) y 1la generacidn de un segmento
ecuatorial fusogénico capaz de iniciar la fusidén con el
ovocito.

En general, es probable que la reaccién acrosomal en
los espermatozoides con capacidad fertilizante se inicie in
vivo en la superficie o en el interior del ¢imulus cophorus

y se complete en la superficie de 1la zona pellucida
(Bedford, 1983; Yanagimachi, 1984).

Investigaciones recientes con espermatozoides de



hamster (Cherr y col., 1986) y ratdén (Bleil y Wassarman,
1983) capacitados in vitre, indican que la reaccidn
acrosomal es inducida por un componente de la zora pelucida,
que en el ratdn ha sido identificado como una glicoproteina
sulfatada o 2P3.

Los espermatozoides humanos también realizan reaccidn
acrosomal cuando se unen a la superficie de la zona pelucida
{Cross y col., 1988). Sin embargo, diferentes estudios en
hamster y humano indican que existe una gran variedad de
moléculas que estimulan o aceleran la reaccidn acrosomal en
espermatozoides capacitados (Meizel, 1984). Muchas de estas
moléculas estdn presentes en el fluido del oviducto (Reyes y
col., 1984), la matriz del cimulus (Siiteri y col., 1988) y
la zona pelucida (O'rand y Fisher, 1987), 1los tres
principales sitios propuestos para la iniciacidén de este
evento. Estas moléculas incluyen: albimina sérica, enzimas
hidroliticas, glicosaminglicanos, aminas biogénicas,
productos del metabolismo de prostaglandinas, esteroides,
beta aminodcidos (taurina e hipotaurina) y componentes de la
zona pelucida (Meizel, 1984),

El acrosoma de los espermatozoides de mamifero ha sido
comparado con un lisosoma o con un granulo secretor debido a
suv origen, estructura y expresidén de su funcidén celular.
Estos organelos tienen en comin la exocitosis, con
caracteristicas particulares en cada una de las estirpes
celulares (Meizel, 1978).

Actualmente, existen evidencias experimentales de que
este proceso de secrecidn estd requlado tanto por
nucledtidos cicilicos enddgenos y exdgenos, asi como por
hormonas esteroides, calcio y calmodulina, contribuyendo en



este evento el ensamble y desensamble de microtiibulos y
microfilamentos (Reyes y Chavarria, 1985). El AMPc exdgeno
parece ejercer su efecto al unirse a receptores membranales
en la regidn apical de la cabeza, los que estadn asociados
con la activacidén de proteinas cinasas, fosforilando
componentes de esta entidad, lo que a su vez se traduce en
cambios en el transporte de iones y sustratos {(Hyne vy
Garbers, 1979).

Se ha demostrado que las hormonas esteroides poseen
receptores en la membrana celular del espermatozoide y que
esta interaccién induce cambios en las propiedades
biofisicoquimicas y en las funcjones membranales (Hernindez-
pPérez y col., 1979), Durante las Gltimas etapas de 1la
capacitacidn, la interaccidn especifica de progesterona y
l7-beta-estradiol con las membranas acrosomales modula la
relacidn GMPc/AMPc intraacrosomal necesaria para que se
lleve a cabo la reaccidn acrosomal (Reyes y col.,, 1989). La
actividad de adenilil ciclasa en el acrosoma podria estar
modulada también a través del complejo calcio-calmodulina,
como sucede en otras estirpes celulares (Means y col.,
1982), presentando la calmodulina una funcidn moduladora en
este proceso, ya que est3d presente en la reqgidn acrosomal y
se ha demostrado que regula la actividad de enzimas
involucradas en este evento (Reyes y col., 1987). Por otra
parte, tante el complejo calcio-calmodulina como 1los
nucledtidos ciclicos participan conjuntamente en la
regulacién de la polimerizacidn de la tubulina y la actina
en las c@lulas espermdticas (Reyes y Chavarria, 1985). Estas
proteinas parecen regular diferentes funciones en esta
entidad como la contraccidn (Meizel, 1978), el acercamiento
de las membranas para su fusidn (Yanagimachi, 1981), 1la

fijacion y transporte de las enzimas hidroliticas contenidas
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en el acrosoma (Meizel, 1974) o la movilidad de componentes
membranales, comc los receptores (Yanagimachi, 1981).

Sse ha determinado que el acrosoma de espermatozoides de
mamifero posee miltiples sistemas enzimiticos, tales como
enzimas hidroliticas (principalmente hialuronidasa y
acrosina), fosfolipasa A2, ATPasas dependientes de magnesio,
sodio, potasio y calcio. Estos sistemas enzimdticos parecen
estar involucrados en la regulacidn de diversas expresiones
de la funcidn celular (Meizel, 1984}.

La hialuronidasa se localiza en las porciones
anteriores y periféricas del acrosoma de diferentes especies
de mamiferos, y facilita el transporte del espermatozoide
mediante la hidrdlisis del material constituyente de la

matriz del cimulus oophorus y sustancias mucoprotéticas,

como las presentes en el moco cervical (Cummins vy
Yanagimachi, 1986).

Ademas de la hialuronidasa, el acrosoma contiene varias
proteasas; la mejor caracterizada es la acrosina, proteasa
con actividad tripsinica que hidroliza el material acelular
de la zona pelucida y permite el contacto del espermatozoide
con la membrana vitelina (Garner y col., 1975). Se ha
sugerido que la acrosina no es liberada durante el proceso
de interaccién espermatozoide-zona pelucida, sino que
permanece unida a la membrana acrosomal interna (Brown y
col., 1976). E1l mecanismo de accidn in_vivo se desconoce,
pero se sugiere que esta enzima puede unirse a un receptor
sensible a la tripsina en la zona pelucida, a través del
cual el espermatozoide es guiado en la penetracidn de esta
capa acelular (Meizel, 1978).
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Por otra parte, por medio de inhibidores especificos se
ha sugerido que la acrosina presente en el acrosoma, al
activarse hidroliza a las proteinas de la membrana acrosomal
externa facilitando su fusidén con la membrana plasmdtica. El
mecanismo por el cual la acrosina puede participar en estos
eventos membranales, es por activacion de una fosfolipasa
y/o la hidrdlisis de proteinas constitutivas de la membrana

acrosomal externa y/o la membrana plasmatica (Meizel, 1984}).

Inhibidores especificos de la fosfolipasa A2, asi como
los productos de su actividad hidrolitica en los
fosfolipidos membranales (lisofosfolipidos y Acidos grasos
libres), inhiben también la reaccidén acrosomal en
condiciones in_ vitro, por lo que, se ha sugerido que la
fosfolipasa y los productocs de su actividad estén
involucrados en los eventos de fusidn membranal,
desestabilizando la membrana plasmidtica. Sin embargo, la
localizacidn y el mecanismo de accidn de estas moléculas no
han sido definidos (Thakkar y col., 1984).

La enzima ATPasa dependiente de magnesio, ha sido
localizada en las membranas acrosomales de diferentes
especies de mamiferos; la inhibicidn de esta ATPasa ({sin
afectar las ATPasas mitocondriales), induce reaccidn
acrosomal en espermatozoides de hamster en condiciones
capacitantes (Meizel, 1984). Esta enzima estd asociada a una
bomba de protones, regqulando de esta manera ol pH
intracrosomal por un aumento en la permeabilidad H’y ¥ o
mediante un cambio en la permeabilidad a calcio (Irvine vy
Aitken, 1986).

Posteriormente a la acidificacidn inicial del ambiente
intracelular durante la capacitacidén, la concentracidn
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intracelular de calcio aumenta en el espermatozoide por la
difusidn de calcio extracelular hacia el interior de la
célula. Este aumento en la concentracidn de calcio inhibe la
actividad de lz ATPasa dependiente de sodio y potasio, lo
que aumenta la concentracidn intracelular de sodio y provoca
la salida de ibnes hidrdgeno por un intercambio fisioldgico

Na*/Hf; @sto resulta en un aumento del pH intraacrosomal, lo
-que provocard la iniciacidn de la secuencia de eventos gque
terminan en la produccidén de la reaccidn acrosomal (Reyes y
col,, sometido a publicacidn}.

1.4 Interaccidn de gametas

La habilidad del espermatozoide humano para atravesar
la zona pelucida depende de una secuencia compleja de
interacciones asociada con: 1) la unidn del espermatozoide a
la capa rica en carbohidratos en la superficie externa de la
zona; 2) la induccién de la reaccidn acrosomal y 3) la
penetracidn fisica de la matriz de la zona. Estos eventos se
encuentran dirigidos por macromoléculas especificas, tales
como receptores superficiales o actividades enzimdticas
(Tesarik, 1986).

La unidn inicial del espermatozoide a la superficie de
la zona pelucida involucra un alto grado de especificidad
celular y de especie, ya gue la zona pelucida contiene un
receptor esgpecifico de especie que modula la unién del

espermatozoide a la superficie de la zona (Bedford, 19&3).

Diferentes estudios wutilizando al ratdn como modelo
experimental, sugieren gue en la superficie del
espermatozoide hay al menos dos sitios de reconocimiento a la
zona pelucida; un sitio con actividad de galactosiltransfera
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sa y un sitio sensible al inhibidor de tripsina (Bleil vy
Wassarman, 1983). El concepto de una glicoéiltransferasa en
la superficie de la membrana plasmatica del espermatozoide
gue une residuos de carbohidratos localizados en la
superficie externa de la zona pelucida, define a esta unidn
como una interaccién de tipo enzima-sustrato (Macek y col.,
1988). En este reconocimiento celular mediado por
carbohidratos, los eventos de interaccidon espermatozoide-
zona pelucida parecen depender de los cambios peroxidativos
en la membrana plasmidtica asociados con la generacidn de
especies oxidoreactivas, las cuales pueden ser estimuladas
significativamente por el incremento intracelular de calcio,
Esta peroxidacidn potencializa un incremento en la actividad
de la fosfolipasa A2 y tiene como consecuencia una desesta-
bilizacidén membranal y la induccidn de la reaccidn acrosomal
{aitken, 1988).

Una vez gue el espermatozoide ha realizado la reaccién
acrosomal en la superficie de la zona pelucida, la prdxima
etapa en la interaccidn espermatozoide-ovocito involucra la
penetracién fisica de 1la zona por medio del mowvimiento
mecdnico generado por la propagacidn flagelar y la actividad
enzimdtica de la acrosina. En roedores y primates
subhumancs, la penetracidn de 1los espermatozoides esta
asociada con un cambio en las caracteristicas del movimiento
del espermatozoide, de un movimiento lineal progresivo a un
movimiento no progresivo y errdtico, caracterizado por una
propagacidn de la onda flagelar de amplitud alta vy
asimétrica. Este tipo de movilidad ha sido denominada
hiperactivacidon (Yanagimachi, 1981j. En poblaciones de
espermatozoides de hasmter capacitados, cerca del 60% de la
poblacion exhibe hiperactivacién (White y Aitken, 1989). En
contraste, en los espermatozoides humanos en condiciones
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capacitantes, no parece existir ningdn cambio significativo"
en las caracteristicas del movimiento excepto en»‘i§:
velocidad promedio de las células f{Aitken, 1982}, peroes’
probable que este tipo de movimiento lo presente
selectivamente una proporcidn pequefia de la poblacidn
espermidtica (Robertson y col., 1988).

Se ha propuesto que la acrosina se encuentra unida a la
membrana acrosomal interna (Meizel, 1884). Estudios de la
interaccidn de gametas in vitro mediante microscopia
electronica, han demostrado que el espermatozoide de hamster
realiza un canal a través de la zona, atravesando la zona
pelucida oblicuamente o radialmente (Katz y col., 1986}.

Posteriormente que la zona pelucida ha sido penetrada,
los siguientes pasos en la fertilizacidn involucran 1la
fusidén de un espermatozoide con reaccidén acrosomal con la
membrana vitelina del ovocito y la conversidén del nicleo
espermidtico en el pronicleo masculino dentro del citoplasma
del ovocito {sathananthan y col., 1986a). En la
fertilizacidén humana estos eventos finales son menos
accesibles a una investigacidn directa debido a la
selectividad de estos procesos, la baja disponibilidad de
ovocitos humanos y por aspectos éticos en la investigacién
biomédica.

La fusién de las gametas se inicia por el
reconocimiento entre la membrana plasmitica de la regidn del
_segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide y la
membrana vitelina (Bedford, 1%79). Se ha sugerido que este
reconocimiento involucra una interaccién mediada por
residuos de carbohidratos y altamente dependiente de los
cambios de estabilidad membranal (Dravland y Mortimer,
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1988). El calcio participa de manera impertante en el
proceso de fusidn como activador de la fosfolipasa A2 y/o a
traves de la calmodulina, regulando la actividad del
citoesqueleto del espermatozoide (Aitken, 1988).

Los eventos de fusidon espermatozoide-ovocito se han
estudiado con microscoplia electrdnica en sistemas de
fertilizacién hombloga (Sathananthan, 1986b} o heterdloga
{Talbot y Chacén, 1982} en condiciones in_ vitro. En los
espermatozoides de mamifero existen diferencias de opinidn
acerca de la localizacién de la zona fusogénica de la cabeza
del espermatozoide; se ha postulado que la membrana de la
regidn postacrosomal, el segmento ecuatorial de la cabeza o
ambas son capaces de fusionarse con la membrana vitelina del
ovocito durante la fusidn de gametas {Yanagimachi, 198l1), La
fusidn ocurre extendiéndose desde el vestigio ecuatorial a
la regidn postacrosomal de la cabeza del espermatozoide. Una
vez que la fusidn ha ocurrido, la regién anterior de la
cabeza del espermatozcide (limitada por la membrana
acrosomal interna) es incorporada por extensiones de
citoplasma cortical del ovocite en un proceso parecido a la
fagoeitosis (Talbot y Chacdn, 1982), Simultineamente, los
gridnulos corticales liberan su contenido en el citoplasma
del ovocito (factores citoplasmdticos) e inducen cambios en
la membrana nuclear del espermatozoide provocando una
desestabilizacidn y vesiculacién de la membrana, eventos que
preceden a la descondensacidn de la cromatina {Sathananthan,
1986b}.

La habilidad de 1los ovocitos de mamifero para
descondensar un niicleo espermdtico y transformarlo en
pronicleo depende en parte de su etapa de desarrollo
(Sathananthan y Trounson, 1985}, Durante el proceso de
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descondensacidn las protaminas nucleares del espermatozoide
son reemplazadas por las histonas (Rodman y cel., 1981} y
en condiciones in vitro estd asociada a la accidn de agentes
reductores disulfuro o con agentes reductores en combinacidn
con detergentes, proteasas y sales (Zirkin, 1985). Sin
embargo, la reduccidén de uniones disulfuro nucleares no es
suficiente para estimular la descondensacién nuclear, lo que
indica que la descondensacidn inducida por el rompimiento in
vitro de uniones sulfhidrile involucra una degradacidn
enzimdtica de proteinas nucleares o bien mecanismos no
enzimaticeos dependientes aparentemente de cambios

eléctricos de la membrana nuclear (Tesarik, 1986).

Se ha demostrado gue la descondensacidn nuclear del
espermatozoide in vitro en presencia de detergentes neutros
o bajas concentraciones de sales se inicia enp la regidn
postacrosomal, como sucede durante la fertilizacién in vivo,
a través de un proceso enzimitico que involucra la
degradacidén de proteinas nucleares en el espermatozoide.

Se ha sugerido gque la actividad proteolitica que
participa en la descondensacidn, es producida a partir de la
cromatina in_ situ, en el acrosoma o la fuente de la
actividad reductora de puentes disulfuro, depende de
factores citoplasmaticos del ovocito (Zirkin, 1985}).
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1.5 Infertilidad Masculina

La fertilidad masculina depende de la calidad del semen
eyaculado, por lo que la evaluacidén de este potencial se ha
basado tradicionalmente en el analisis convencional del
semen, el cual proporciona informacidéon acerca de la
apariencia fisica y volumen de la muestra, asi como 1la
concentracidn espermitica, movilidad, morfologia y otras
caracteristicas seminales. Se han establecido criterios
estandarizados para definir las caracteristicas de una
muestra de semen normal {(WHO, 1987). Sin embargo, 1los
resultados de estos andlisis tienen una baja correlacién con
la capacidad funcional de una muestra dada para fertilizar
el ovocite humano in vivo o in vitro, excepto en individuos
que presentan azoospermia o necrozoospermia (Aitken, 1985h).

La concentracién espermdtica en el eyaculado fue el
primer pardmetro utilizade en la valoracidn clinica como
indicador de 1la fertilidad masculina. Se ha reportade que
aproximadamente el 40% de los pacientes infértiles presentan
una concentracidn egpermatica menor de 10-20 x 106/ml
(Zukerman y col., 1977). Sin embargo, en aproximadamente el
10% de hombres con fertilidad comprobada la concentracidn
espermatica se encuentra en rangos menores de 10 x loﬁ/ml,
(Davis, 1976): en contraste, concentraciones espermiticas
mayores a 100 x 106/ml gse presentan en cerca del 25% de la
poblacidn de pacientes infértiles (Smith, 1977),

Por otra parte, se ha identificado a la oligozoospermia
como un estado patoldgico en el cual el nimero de
espermatozoides/ml de semen es menor a 20 millones (WHO,
1987). La etiologia de esta entidad nosoldgica es diversa y

en la mayoria de los casos no es posible establecer un



diagndstico. especifico,  por- lo .que “se ~con§idera;.como
. idiopatica (Comhaire y col., 1987). ‘

Por otro lado, la movilidad espermdticd es una
caracteristica del semen que tiene una importancia critica
en la definicidédn de 1la fertilidad, debido a gue 1la
propagacién de la onda flagelar del espermatozoide es una
expresidn fundamental de la vitalidad de la célula. EIl
espermatozoide utiliza su movimiento flagelar durante el
proceso de transporte a través del tracto genital femenino
(Mortimer y Templeton, 1982}, particularmente a nivel del
endocérvix (Aitken, 1982), hacia el sitio de la fertiliza-
cidén y en la penetracidn de las capas circundantes del
ovocito (Bedford, 1983).

Se ha establecido que la astenczoospermia es un estado
patoldgico cuya incidencia es aproximadamente del 12% en la
poblacidén infértil (Comhaire y col., 1987). Esta entidad
nosoldgica estd caracterizada por la presencia de una
movilidad menor al 40% en el eyaculado (WHO, 1987). La
etiologia de esta disfuncidn.en la movilidad espermitica se
debe a defectos ultraestructurales del flagelo, alteraciones
bioquimicas, factores inmunol&gicos e infecciosos
(Steinberger, 1978).

Ademds del ndmero de espermatozoides y de la proporcidn
de cé&lulas con movilidad unidireccional, las alteraciones en
la morfologia de 1los espermatozoides también se han
relacionado con el potencial de fertilidad en el vardm,
debido a que estas alteraciones estdn asociadas con
anormalidades en la funcifn reproductiva (Rusell y Rogers,
1987). En el eyaculado de pacientes infértiles existe una
proporcidn elevada de formas anormales, que a menudo van
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asociadas a  una gran cantidad de <c¢&lulas germinales

exfoliadas, células del tracto genital y detritus celulares.

Se ha reportado que cerca del 6% de la poblacidn
infértil presenta teratozoospermia, un estado patoldgico
caracterizado por la presencia de menos de 30-40% de
espermatozoides con morfologia normal en el eyaculado
(Kruger, 1988). Ademids una baja proporcidén de cé&lulas con
morfolegia normal se encuentra asociada aproximadamente con
el 50% de los diferentes estados etioldgicos de infertilidad
(Comhaire, 1987).

Por tal motivo, debido a la heterogeneidad morfoldgica
y funcional que presenta el semen humano, aln es difiecil
definir y establecer los pardmetros de normatidad del gameto
masculino.

La evaluacidn del semen por los métodos clinicos
tradicionales proporciona una descripcidén cualitativa vy
subjetiva del potencial de fertilidad masculina. Como una
alternativa a la valoracidén de la capacidad funcional del
gameto masculinc para fertilizar al ovocito homdlogo,
recientemente se han introducido varios ensayos con el
propdsito de evaluar la funcibn espermidtica de una manera
més objetiva y cuantitativa (Blasco, 1984).

En 1976, Yanagimachi introdujo un bioensayo que ha sido
ampliamente wutilizado para valorar la funcionalidad del
espermatozoide humano, estableciendo gque el ovocito de
hamster (Mesocricetus auratus) cuando se libera de la zona

pelucida es capaz de incorporar espermatozoides heterdlogos
incluyendo el del humano. La utilidad de este bioensayo
depende del hecho que sb8lc los espermatozoides con reaccidn
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acrosomal pueden fijarse y fusionarse con‘ la membrana
plasmédtica del ovocito durante 1la penetraciéﬁ, como
consecuencia de una falta de especificidad de especie a
nivel de la membrana plasmiatica del ovocito de hamster
(Yanagimachi, 1976).

Esta prueba evalda solamente ciertas funciones
espermiticas como son: La habilidad del espermatozoide para
realizar capacitacidn-reaccidn acrosomal, la fusién y la
formacion del pronicleo masculino (y posiblemente su
participacidn en la primera divisién celular).

Varios investigadores han aplicade el bioensayc del
ovocito de hamster en el diagndstico de infertilidad
masculina (Yanagimachi, 1984); sin embargo, los protocolos
experimentales asociados con la aplicacidn diagnéstica del
bicensayo no estidn estandarizados a pesar del esfuerzo de
varios investigadores (WHO, 1986). No obstante, los datos de
diferentes laboratorios pueden ser comparados si se manejan
los resultados en porcentajes de penetracion. De estas
investigaciones se establece: 1) que los espermatozoides de
hombres con fertilidad comprobada penetran mds del 10~
15% de los ovocitos y 2) los espermatozoides de hombres
clinicamente infértiles penetran con porcentajes
significativamente mias bajos del 10% {Yanagimachi, 1984). Es
claro que aunque los espermatozoides de hombres fértiles son
capaces de penetrar los ovocitos de hamster, su habilidad
varia grandemente de un individuo a otro (Yanagimachi,
1984).

Por otra parte, esta prueba no puede evaluar otras
funciones espermaticas importantes tales como: la
penetracién en el moco cervical, la sobrevivencia en el
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ascenso en el tracto genital femenino y la penetracidén de
las capas circundantes del ovocito, esenciales para 1la
fertilizacidn in_vitro. Basados en ésto, varios investigado-
res han tratado de desarrollar métodos que pueden analizar
las caracteristicas del movimiento y el estatus metabdlico
de la célula espermdtica de manera mis precisa.

Se han desarrollado diferentes técnicas para el
andlisis automatizado de la movilidad espermatica, que van
desde el uso de videocdmaras hasta la aplicacidn de
programas de computacidn gque permiten evaluar im3genes
directas obtenidas del microscopio {Knuth, 1987), lo cual
ademis de complicado es costoso.

Un método preciso y menos complicado es el método
fotogrdfico de exposicidén miltiple desarrollado por Makler
(1978}, el cual incluye el uso de un microscopic de
contraste de fases convencional con una cimara fotogrdfica
adaptada, en el que se coloca un estroboscopio con 6 o mas
ranuras entre la fuente de luz y el condensador. De esta
manera las impresiones fotogrdficas registran la posicidn
secuencial del espermatozoide durante su movimiento, la
presencia de espermatozoides con diferentes tipos de
movilidad, asi como una clara distincidn entre
espermatozoides mdviles (secuencia de imdgenes) e inmdviles
(sobre exposicion luminosa). El tiempo de exposicidn para
las impresiones fotograficas es de un segundo, de tal manera
gue es posible evaluar no sdlo la distancia recorrida sino
también la velocidad de los espermatozoides (u/s).

Para valorar la capacitacion in vitro de la poblacion
espermitica se ha utilizado la evaluacidn cuantitativa de la
reaccidn acrosomal. En el espermatozoide humano el acrosoma



22.

es5 una estructura dificil de visuwalizar directamente; sin
embargo, existen té&cnicas de tincidn especificas para este
propdsito por ejemplo, Talbot y Chacdn (198l) introdujercn
un método de triple tincién para la evaluacién de la
reaccidn acrosomal normal. La ventaja principal de esta
técnica es que diferencia entre reacciones acrosomales
fisiolégicas y reacciones anormales asociadas con
espermatozoides en degeneracidn o muertos.

Actualmente se ha introducido también el wuso de
anticuetpos monoclonales comoe marcadores de la capacitacién
y/o reaccidn acrosomal de los espermatozoides humanos, de
tal manera dque el empleo de esta metodologia no sdle
proporciona un método para detectar la reaccidn acrosomal,
sino también para la cuantificacidén especifica de los
cambios en la superficie espermidtica (Wolf y col., 1985).

Otros bioensayos utilizados para la evaluacidén de la
funcionalidad del gameto masculino incluyen la penetracidn
espermatica in vivo del moco cervical (prueba postcoital o
Sims-Huhner); la prueba in vitro de la penetracidn en tubo
capilar (con moco cervical bovino o humano de la mitad del
ciclo menstrual), evaluando de esta manera la capacidad de
los espermatozoides para atravesar el moco cervical (WHO,
1987). La unidn del espermatozoide humano a la zona pelucida
es un evento critico en la interaccidn de gametas;
diferentes bicensayos han sido empleados para la evaluacidn
de la unidén y la penetracidn de la zona pelucida, como son
los sistemas de interaccidn de espermatozoides con ovocitos
humanos colectados de cadidveres o de ovarios removidos
quirfirgicamente por razones ginecoldgicas y recientemente el
empleo de hemizonas pelucidas obtenidas de ovocitos no
fertilizados en los programas de fertilizacidn in vitro, que
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nos permiten valorar cuwantitativamente el potencial de
penetracidn en la zona pelucida, teniendo un mejor contreol
de 1la variabilidad entre los fragmentos de las zonas
pelucidas utilizadas {Burkman y col., 1988).

Los aspectos antes sefialados, indican que la
investigacién de los procesos relacionados con 1la
propagacién de la onda flagelar del espermatozoide, con la
capacitacidan-reaccidn acrosomal, la capacidad funcional del
gameto masculino para fertilizar al ovocito, asi como el
estudio de las alteraciones en la funcidén espermitica de
individuos con problemas de infertilidad, permite
caracterizar los diferentes mecanismos de control
involucrados en la interaccidn espermatozoide-ovocito
durante la fertilizacién y plantear perspectivas, no sdlo
para conocer la naturaleza precisa de la eticlogia que
contribuye a la pérdida del potencial fertilizante del
gameto masculino en los diferentes caseos de infertilidad
humana y adoptar la terapia adecuada, sino tambi&n para
regular la fertilidad masculina a través de interferir
especificamente en los mecanismos bioquimicos responsables
de la funcidn del espermatozoide en este proceso.

Por lo antes expresado, decidimos estudiar
comparativamente la integridad estructural y funcional de
los espermatozoides de individuos oligoastenoteratozoospér-
micos infértiles de etiologia idiopitica y la de los
espermatozoides de individuos euspérmicos fértiles, con la
finalidad de establecer las diferencias en la movilidad,
capacitacidn-reaccidn acrosomal y la capacidad fertilizante
del gameto masculine, mediante la wvaloracidn de las
caracteristicas de la movilidad espermatica utilizando la
técnica fotografica de exposicidon miltiple (Makler, 1978);
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la evaluacidn de la capacidad de respuesta de los
espermatozoides a la capacitacidn in vitro empleando la
técnica de triple tincidn para identificar la reaccidn
acrosomal (Talbot y Chacdn, 198l}) y la valoracidén de la
capacidad fertilizante de los espermatozoides humanos
utilizando el bioensayo de interaccién con ovocitos de
hamster libres de la zona pelucida (Yanagimachi, 1976).



II. HIPOTESIS

Con la premisa de que la fertilidad
e infertilidad en el vardn dependen de
la integridad estructural y funcional
del gameto masculino y de su capacidad
para interactuar con el ovocito homélogo
tanto in vivo como in vitro, se propone

que la disminucidn en la capacidad
fertilizante de los espermatozoides
eyaculados de individuos oligoastenotera
tozoospérmicos infértiles de etiologia
idiopatica, estd asoclada con
alteraciones en la estructura y la
funcidn de estas células.

.25,
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III. OBJETIVOS

Determinar las caracteristicas estructurales Y
funcionales de los espermatozoides de individuos euspérmicos
fértiles e individuos oligoastenoteratozoospérmicos infér-
tiles de etiologia idiopadtica mediante:

1) La valoracidén de los parametros convencionales en
muestras de semen.

2} La determinacidn cuantitativa de las caracteristicas
de la movilidad espermatica.

3) El andlisis de la capacidad de respuesta de 1los
espermatozoides a la induccidén del proceso de
capacitacidn-reaccidn acrosomal in vitro.

4) La valoracidn de la capacidad fertilizante del gameto
masculino de los individuos de ambos grupos de
estudio, mediante el andlisis de la penetracidn de los
espermatozoides en sistemas de interaccidn _in_vitro
con ovocitos de hamster libres de la zona pelucida.
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Iv. MATERIAL ¥ METODOS

IV.l Material bioldgico:

El estudio se desarrolld en base a la valoracidn
cuantitativa y funcional de nmuestras de semen de 21
individuos gque asistieron a la consulta de Andrologia en el
Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 "Dr. Luis
Castelazo Ayala", Instituto Mexicano del Seguro Social o a
la consulta de Planificacidn Pamiliar del Hospital General
de zona No. 8 y que fueron clasificados en hase a su
historia clinica, examen fisico (incluyendo volumen
testicular) y el andlisis de 2 o mids muestras de semen, en
dos grupos:

‘ Grupo A: 11 individuos sanos, euspérmicos y fértiles.
Grupo B: 10 pacientes infértiles con un diagndstico de
cligoastenoteratozoospermia de etiologia
idiopatica (WHO, 1987).

Los criterios utilizados en el diagndstico de los
pacientes oligoastenoteratozoospérmicos fueron: la
presencia de menos de 20 x 106 espermatozoides/ml de semen,
mencs del 50% de espermatozoides con movilidad progresiva y
mencs del 40% de espermatozoides con morfologia normal en
el eyaculado; un registro de infertilidad de por lo menos
un afio antes del inicio del estudio; sus compafieras no
presentaban signos de endometriosis, patologia tubal, sin
historia de infeccidén pélvica y tenian ciclos menstruales
requlares y/u ovulacidn normal.

IV.2 Donacién de muestras:

Ambos grupos de pacientes participaron voluntariamen-
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te después de proporcionarles un detallado informe del
estudio; cada individuo dond 4 + 1 muestras en un periodo
de 4 meses, cada muestra fue obtenida por masturbacidn
después de 3 dias de abstinencia sexual y el eyaculado fue
depositado dentro de recipientes de plistico, estériles, de
boca ancha.

Las muestras se dejaron 30 minutos a temperatura
ambiente con la finalidad de que completaran su
licuefaccién y fueron analizadas en un intervalo no mayor
de 2 horas después de su produccidn.

Iv.3 Desarrollo experimental:

La primera fase en la valoracidén de cada una de las
muestras biolSgicas involucrd el andlisis convencional de
los parametros de calidad del semen humano (espermatobios-
copla), utilizando los criterios propuestos por la Organi-
zacidn Mundial de la Salud para el examen del semen humano,
describiendo la apariencia fisica y volumen de la muestra,
asi come el nimero, morfologia y movilidad espermitica
(oMs, 1987).

- Evaluacién de la espermatobioscopia y movilidad

objetiva.
a) Volumen:

El volumen total del eyaculado de cada una de
las muestras de semen fue medido inmediatamente después de
completarse la licuefaccidn, en tubos graduados de centri-
fuga.
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b)  viabilidad:

Para la evaluacidn de la viabilidad se utilizd
©la técnica de exclusidn de colorantes vitales.

Con una micropipeta se colocd una alicuota de 500 ul
de la suspensidén de semen en un tubo de vidrio (13 x 100),
al cual se le adicionaron 500 ul de solucidn de azul de
tripano al 2% en solucidn amortiguadora de Biggers, Whitten
y Whittingham (1971) con albumina y libre de calcio a un pH
de 7.4 (BWW). Esta suspensidbn fue incubada durante 15
minutos a 372 C; al término de este periodo de incubacidn
se transfiri® una alicuota de 5 ul a un sistema porta-
cubre-objetos y se evalud el porcentaje de c@lulas viables
en un microscopio de contraste de fases (Carl Zeiss)

c) Densidad espermatica:

La concentracién de espermatozoides por
mililitro de eyaculado fue determinada mediante el uso de
un hematocitdmetro. Con una pipeta serolbgica se realizd
una dilucidén 1:20 de la suspensidn de semen, tomando una
alicuota de 50 ul de semen y aforando con 950 ul de
solucidn para contar (formol 1% en citrato de sodic 2.9%);
la muestra diluida fue mezclada con un agitador de pipetas
durante 135 segundos (45 seg x 3 veces) y una gota fue
transferida a una camara de Neubauer. La c@mara de Neubauer
se colocd en un sistema himedo durante 5 minutos
permitiendo la sedimentacidn de las c&lulas y se determind
la concentracién de espermatozolides en un microscopio de
contraste de fases con el objetivo 40 X.
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d) Determinacidn_objetiva de las caracteristicas de
movilidad espermdtica: '

Las caracteristicas del movimiento de los espermato-
zoides de cada una de las muestras bioldgicas, fueron
determinadas inmediatamente  después de ocurrida la
licuefaccidn mediante la técnica fotogridfica de exposicidn
miltiple propuesta por Makler (1978).

Alicuotas de 5 ul de semen sin diluir se colocaron en
un sistema porta-cubreobjetos previamente equilibrado a una
temperatura de 202 C; este sistema se colocd en un
microscopio de contraste de fases equipado con una cémara
fotografica (Carl Zeiss) y se observaron varios campos al

azar.

Se obtuvieron 5 impresiones fotogrdficas en sucesidn
por cada muestra, O su equivalente para contar un minimo de
400 células, utilizando una pelicula blanco y negro Kodak
Plus-X que se expuso durante un segundo a 6 pulsos de luz
que partieron de un estroboscopio de 6 ranuras colocado
entre la fuente de luz y el condensador del microscopio.

En las impresiones fotogrdficas se analizaron los
diferentes parametros de movilidad de cada una de las
muestras bioldgicas: niimero y porcentaje de espermatozoides
con o sin movilidad flagelar; 1longitud y patrén de
desplazamjento de cada espermatozoide; la velocidad promedic
de los espermatozoides, calculada a partir de la suma
total de la distancia recorrida por la poblacidn espermitica
mévil entre el nimero de espermatozoides movi-
les: V = T/N x S/(P-1) donde V = velocidad promedio en
u/seqg; T = distancia total de la poblacién espermitica
movil calculada en micras mediante el factor de amplifica-
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cidn; N = nimero de espermatozoides mdviles; § = nimero de
ranuras en el estroboscopio o frecuencia de pulsos de luz
por segundo y P = niimero de imiAgenes observadas en cada
trayectoria de los espermatozoides; distribucidn de
velocidades e indice de movilidad calculado a partir de la
distancia efectiva recorrida por toda la poblacién mdvil
espermdtica {Micras=u} dividida entre la velocidad
espermidtica promedio expresada en u/s (Makler, 1978).

e) Determinacidn de la morfologqia espermitica y de

la presencia de células inmaduras en el eyaculado

Para el andlisis de la morfologia y presencia de
células inmaduras se utilizd la tincidn de Papanicolaou, que
distingue claramente los componentes celulares basdfilos y
acidbéfilos.

De cada una de las muestras de semen de los grupos en
estudio se tomd una alicuota de 10 ul y se realizd un Erotis
en un portacbjeto; las preparaciones se dejaron secar al
aire y se fijaron en una solucidén de alcohol etilico (95%) y
éter etilico en partes iguales, durante 15 minutos por lo
menos, tifiéndose posteriormente de acuerdo «con el
procedimiento propuesto por la Organizacifn Mundial de 1la
Salud (19%87).

Los frotis fueron colocados en una caja de Coplin y
fueron tefiidos seglin el siguiente esquema:

1} Etanol al 80% durante 10 segundos,
2) Etanol al 70% durante 10 segundos.
3) Etanol al 50% durante 10 segundos.

4) Agua destilada durante 10 segundos.
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5} Hematoxilina de Harris durante 3 minutos.
6) Agua corriente durante 5 minutos.

7) Etancl-acido durante 2 segundos.

8) Agua corriente durante 5 minutos.

9) Solucidn de Scott durante 4 minutos.

10} Agua destilada durante un segundo.

11) Btancl al 50%, 70%, 80%, 95% durante 10 segundos cada
uno.

12) Anaranjado G-6 durante 2 minutos.

13) . Etanol al 95% durante 10 segundos (dos veces}.

14) Colorante EA-S50 durante 5 minutos.
15) Etanol al 95% durante 5 seqgundos (3 veces),
16) Btanol al 99% durante 2 minutos.

17) Xilol (durante 3 minutos).

Una vez tefiidos, los frotis fueron analizados en un
microscopio de contraste de fases con el objetivo de 100 X;
las siquientes categorias morfoldgicas fueron evaluadas
seglin los criterios de la OMS (1987); espermatozoides
normales, cabeza oval grande, cabeza oval pequefla, cabeza de
alfiler, cabeza alargada, cabeza piriforme, cabeza
duplicada, cabeza amorfa, cabeza redonda, presencia de gota
citoplasmatica en cabeza y cuello, defecto en la pieza media
y defecto flagelar. Se evaluaron cuando menos 400 células
por frotis.

En estas mismas preparaciones se analizd la presencia
de células inmaduras: espermatogonias, espermatocitos
primarios, espermatocitos secundarios, espermidtides Sab,
espermdtides Scd, espermatozoides maduros e inmaduros. Se
evaluaron cuando menos 400 células por frotis.
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- Capacitacidén-Reaccidén acrosomal

La segunda fase de la valoracidén de las muestras de
semen fue la capacitacién, evaluada por la habilidad del
espermatozoide para completar la reaccidn acrosomal, lo que
refleja el estado metabdlico y fisioldgico de 1los
espermatozoides. Una vez completada 1la licuefaceién vy
valorada la espermatobioscopia, el material bioldgico se
diluyd 1:3 {V/V} con solucidn amortiguadora BWW con albimina
al 3%; las muestras diluidas se centrifugaron dos veces a
1000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga clinica a
temperatura ambiente, con el objeto de concentrar las
células y eliminar el plasma seminal., El precipitado fue
resuspendido con un mililitro de BWW con albimina al 3.5% y
se determind la concentracidn espermdtica con una camara de
Neubauer, ajust@ndose por dilucién, en caso necesario, a 108
espermatozoides/ml.

De esta suspensidén de espermatozoides se tomaron
alicuotas de 100 wul (10 x 106 espermatozoides) que se
colocaron en tubos de poliestireno (13 x 100). El volumen
final de cada tubo se ajustd a un mililitro con BWW, previa
adicidon de caCl,, 2.5 mM concentracién final, y se incubd
durante 22 horas a 372 C, bajo una atmGsfera de 5% de CO2 en
aire, con una inclinacidén de los tubos de aproximadamente
459,

La reaccidn acrosomal inducida se analizd empleando la
técnica histoquimica de triple tincidn, propuesta por Talbot
y Chacdn {(1981):

A cada tubo de los sistemas de capacitacidn se afadid
l:1 {V/V) solucidon de azul de tripano al 2% en BWW y se
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incubd a una temperatura de 372 C durante 15 minutos.

Previa evaluacidn de la viabilidad al microscopio, la
suspensidn de espermatozoides se concentrd centrifugando a
1000 rpm durante 10 segundos en una centrifuga clinica, a
temperatura ambiente y se descartd el sobrenadante. El
precipitado de espermatozoides se lavd dos veces con 1 ml de
solucidén BWW sin albimina y sin calcio, centrifugando a 1000
rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

El precipitado se resuspendié en 500 ul de una
solucién de glutaraldehido al 2% en amortiguador de
cacodilatos 5 mM, pH 7.4 y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Esta solucidén se descartd por
centrifugacién a 1000 rpm durante 10 minutos y el
precipitado se lavé dos veces con amortiguador de
cacodilatos 5 mM, pH 7.4 en una relacidn 1:05 (V/V).

La suspensidén de células fijadas fue resuspendida en
agua destilada, se lavd dos veces por centrifugacidn y se
dejd un veolumen final de 50 ul, procediéndose a }la
realizacidén de frotis por duplicado, los cuales se secaron
al aire.

Los frotis secos fueron colocados en una caja de
Coplin y fueron tefiidos de la siguiente manera:

1} Solucidon de café& de Bismarck al 0.8% durante 5
minutos a 408 C.

2) Agua bidestilada hasta quitar el exceso de colorante.

3) Solucién de rosa de Bengala 0.8%, 40 minutos a 242 C.

4) Agua bidestilada hasta quitar el exceso de colorante.

5) Etanol al 70% durante 1 minuto,
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6) Etanol al 80% durante 1l minuto.

7} Etanol al 90% durante 2 minutos.

8) Etanol al 95% durante 2 minutos. .
9) Etanol al 99% durante 2 minutos.

10) Xilol durante 2 minutos.

Los frotis tefiidos fueron montados con resina y
posteriormente fueron evaluados B00 células por f£frotis de
cada muestra bioldgica, con un microscopio de contraste de
fases utilizando el objetive de 100 X.

- Fertilizacidn heterdloga

La @ltima fase en la valoracién de las muestras
biolégicas fue la evaluacidn de la capacidad fertillizante de
los espermatozoides con el bioensayo de ovocitos de hamster
libres de la zona pelucida, el cual analiza la habilidad de
estas células para penetrar y descondensarse en el
citoplasma de los ovocitos.

El bioensayo se desarrolla en cuatro etapas:

a) Estimulacidén de ovulacién, recoleccidén y preparacién
de ovocitos de hamster.

b) Capacitacién in vitro de los espermatozoides humanos,

c) Interaccidén de gametos.

d) Evaluacidn de la penetracién a través del andlisis

microscépico de la presencia de cromatina sexual.

a) Estimulacidn de ovulacién, recoleccidén y preparacién
de ovocitos.

- Se utilizaron hembras hamster (Mesocricetus auratus)

prepiiberes inmaduras, de 8 a 12 semanas de edad,
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mantenidas bajo un fotoperiodo 12:12.

A apimales seleccionadas al azar se les indujo madura-
cidn folicular y superovulacidn mediante la inyeccidn
intraperitoneal de 30 Ul/animal de Gonadotrofina de
yegua preflada {PMSG, Sigma)}, seguida por la inyeccidn
de 30 UI/animal de Gonadotrofina coridnica humana
{HCG,Sigma) 55-57 horas despu&s de la primera dosis.

Para la recoleccién de los ovocitos, los animales
fueron sacrificados por dislocacidn cervical
déspués de 15-17 horas de la administracidn de HCG.

Los animales fueron fijados en una tabla de cirugia, y
la pared abdomipal de los mismos fue lavada con etanol
al 95% y rasurada, realizandose laparotomia con la
finalidad de exponer el aparato reproductor. Los ovi-
ductos fueron separados y colocados en una caja de
Petri de plastico estéril con solucidn salina fisiold-
gica, a una temperatura de 222 C, con la finalidad de
eliminar la contaminacidn con grasa y sangre.

Se transfirieron los oviductos a un vidrio de reloj}
que contenia solucidn BWW y aceite de silicdén a
temperatura de 372 C, bajo estrictas condiciones de
esterilidad.

Con la ayuda de un microscopio estereoscépico se
liberd de los oviductos la masa del cimulus oophorus
conteniendo a los ovocitos, mediante la puncidn en la
regidén ampular con una aguja del nimero 27.

Las masas del climulus se transfirieron a un sistema de
incubacidn conteniendo 100 ul de BWW con albimina al
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3%, con una cubjerta de aceite de silicdn equilibrado
a una temperatura de 37R C,

se adicionaron 10 ul de una solucidn de hialuronidasa
al 1% y se incubd este sistema a 362 C durante 10
minutos, con el objeto de remover las células del
cimulus.

Los ovocitos, una vez liberados de las células del
climulus, se transfirieron secuencialmente a tres
sistemas con 100 ul de solucidn BWW con albimina al
3%, equilibrades a 372 C, con el objeto de lavar y
eliminar la hialuronidasa utilizada.

Los ovocitos dispersados se colocaron en un sistema de
incubacidén conteniendo 100 ul de BWW sin albimina, con
cubierta de silicdn. Este sistema se incubd en presen-
cia de 10 ul de tripsina pancredtica bovina al 1%
durante 1 minuto, para remover la zona pelucida de los
ovocitos.

Una vez que los ovocitos se encontraron libres de la
zona pelucida, se transfirieron a tres sistemas
secuenciales con 100 ul de solucidn BwW, con el fin de
lavar cuidadosamente estas células antes de colocarlas
en los sistemas de incubacién para su posterior
inseminacidn.

Capacitacidn in vitro de espermatoczoides humanos.

La capacitacidn in vitro de las células espermidticas

se realizd como se describid anteriormente en la valoracion

de la capacitacidn-reaccidn acrosomal.
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c) Interaccidn de Gametas

En cajas de Petri estériles se colocaron alicuotas de
100 ul de BWW, por separado, que se cubrieron con aceite de
8ilicdén; a cada sistema se adicionaron + 30 ovocitos de
hamster libres de la zona pelucida, obtenidos como se

describid en la etapa A.

La inseminacidén fue iniciada por 1la adicidn a cada
sistema de alicuotas de 1 «x 108 espermatozoides mdviles
capacitados y se incubd durante 3 horas a 372 C, bajo una
atmdstera de 5% de €O, en aire; este sistema de interaccién
fue realizado por duplicado para cada muestra, incubando
simultdneamente por separado espermatozoides de individuos
fértiles e infértiles.,

La reaccidn de inseminacién ge £finalizd con 1la
remocidon de los ovocitos de cada sistema, los cuales se
lavaron transfiriéndolos a sistemas secuenciales de BWW, con
el objeto de eliminar los espermatozoides adheridos
débilmente a la superficie de la membrana plasmdtica del
ovocito.

d) Bvaluacién de la penetracién a través del andlisis

microscopico de la presencia de cromatina gexual

Al completar el lavado, los Gvulos se concentraron y
se transfirieron en un volumen de aproximadamente 10 ul a un
portaobjetos, el cual se cubrid con un cubreobjetos en el
que previamente se colocd en cada esquina una pequefia
cantidad de una mezcla de vaselina: parafina (20:1).

El cubreobjetos se colocd sobre el centro de la
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alicuota gque contenia los Ovulos y se oprimié sobre los
puntos de soporte de vaselina: parafina hasta que los dvulos
se comprimieron lo suficiente para poder observar las
cabezas de los espermatozoides que penetraron,
inmediatamente despuds se afiadid una gota de glutaraldehido
al 2% en el extremo del cubreobjetos y la preparacidn se
transfirid a una caja de Coplan que contenia formalina al
10%, durante 10 minutos. Las preparaciones se enjuagaron con
agua destilada y se colocaron en una caja de Coplan gque
contenia etanol al 95% durante 5 minutos. Posteriormente
éstas fueron tefiidas con una solucidén de Lacmoid 0.25% en
dcido acético al 45%.

Las preparaciones se observaron en un microscopio de
contraste de fases y el porcentaje de penetracidén fue
determinado con el objetivo de 100 X.

Los &vulos se¢ consideraron penetrados cuando se
observaron las cabezas de los espermatozoides hinchadas,
independientemente de la presencia de los flagelos
correspondientes dentro del ovoplasma o bien la presencia de
proniicleos.

Los resultados se reportaren como porcentajes de
penetracién e indices de penetracidn y se corrobord con el

anflisis estadistico de Poisson (Aitken, 1984).

IV.4 BAndlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados
experimentales del grupo fértil e infértil fueron analizados

por las pruebas paramétricas t de Student y prueba de ajuste
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de x2, asi como las pruebas no paramétricas de Mann Whitney

y el coeficiente de correlacidn de intervalos de Spearman,
IV.5 Reactivos

Los reactivos que se utilizaron en este estudio fueron
grado quimicamente puro y se obtuvieron de las siguientes
casas comerciales: Sigma Chemical Co., St. Louis; Merck,
Darmstadt.
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v. RESULTADOS

V.1 Andlisis de los pardmetros de calidad del semen

Los resultados obtenidos del andlisis del semen
permitieron determinar que entre el grupo de individuos
euspérmicos fértiles y oligoastenoteratozoospérmicos
infértiles de etiologia idiopatica, existen diferencias
significativas en la mayoria de los pardmetros analizados
(P<0.0001), con excepcidn de la licuefaccidén y nimero de
leucocitos por campo de observacidén. Los datos de los
diferentes pardmetros androldgicos evaluados se muestran en
el cuadro 1 y representan el promedio + la desviacién
estdndar de cada grupo de estudio.

V.2 Determinacién objetiva de las caracteristicas de

movilidad espermitica

El andlisis de la movilidad espermdtica evaluada
mediante la técnica fotogrdfica de exposicidén miltiple
(Makler, 1978) en individuos euspérmicos y oligoastenotera-
tozoospérmicos, demostrd en el grupo de pacientes infértiles
una disminucidén significativa en la proporcidn de
espermatozoides mdviles (P<0.0001), en la velocidad promedio
(P<0.0001) y en el indice de movilidad (P<0,0001), al
comparar los regultados observados con el grupo de
individuos euspérmicos fértiles (Cuadro II), de tal manera
gque no sdlo la poblacidn de espermatozoides mdviles es
significativamente menor en los individuos oligoastenoterato
zoospérmicos, sino que existen también alteraciones
significativas en 1las caracteristicas de la movilidad,
expresadas como velocidad promedio e indice de movilidad.
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La frecuencia y distribucidén de las velocidades derlbs,
espermatozoides del grupo de oligoastenoteratOZOOSpé:ﬁicos y
de euspérmicos fértiles se compararon en la figura 1. En
ambos grupos los espermatozoides mdéviles se desplazaron con
velocidades gque se encuentran en el intervalo de 0-80
micras/segundo. El andlisis estadistico demostrd que 1la
distribucién de estas dos poblaciones fue diferente
(P<G.0001). En el intervalo de 10-30 micras/segundo existe
una proporcidn significativamente mayor de espermatozoides
de individuos infértiles (P<0.005), en tanto que en el
intervalo de 30-60 micras/segqundo la mayor poblacidn de
espermatozoides con estas velocidades corresponde a
individuos euspérmicos (P<0.001).

La evaluacidn objetiva de la movilidad espermitica,
nos permitié determinar ademis los patrones de movilidad
presentes en los espermatczoides de los individuos de ambos
grupos de estudio.

En la discreta proporcidn de esﬁ;rmatozoides méviles
presente en los individuos oligoastenoteratozoospérmicos no
se observaron diferencias significativas en la proporcidén de
los diferentes patrones de movilidad al compararlos con los
patrones de movilidad determinados en los espermatozoides de
individuos euspérmicos (Cuadro III).

V.3 Determipacidn de la morfologia espermatica y presencia

de ceélulas germinales inmaduras

Se analizaron comparativamente los espermatozoides de
individuos euspérmicos fértiles y oligoastenoteratozoospér-
micos infértiles mediante la tincidén de Papanicolaou (WHO,
1987), con la finalidad de determinar las principales
anormalidades morfoldgicas presentes en estas células.
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La frecuencia y distribucidén de 1la proporcidn de
espermatozoides con morfologia normal en ambos grupos se
observa en la figura 2. El anilisis estadistico demostrd
que la distribucidn de estas dos poblaciones es diferente
(P<0.005). La distribucidn del porcentaje de incidencia de
espermatozoides normales en el eyaculado de individuos
infértiles se encuentra entre los intervalos 1~40%; el
intervalor de mayor incidencia en estos individuos es de 10~
20% de normalidad, En contraste, la distribucidn de los
porcentajes de incidencia de los espermatozoides normales
en el eyaculado de individuos fértiles, se ubica entre los
intervalos de 10-60%, teniendo su mids amplia distribucidn
en el intervalo de 20-40%, Se puede observar también que no
existe una diferencia significativa en el intervalo de 20-
30% de normalidad; en este intervalo se encuentra
aproximadamente el 30% de la poblacidén de espermatozoides
normales en ambos grupos de estudio.

De acuerdo c¢on nuestros datos, en el grupo de
individuos euspérmicos fértiles la proporcidn de
espermatozoides con morfologia normal es significativamente
mayor (P<0.000l), comparado con el grupo de pacientes
infértiles. La incidencia de las principales anormalidades
morfoldgicas en ambos grupes de estudio se presenta en el
cuadro IV. En el grupo de pacientes oligoastenoteratozoospér
micos se encontrd una proporcidn significativamente mayor
de espermatozoides con cabeza amorfa (P<0.005), cabeza de
alfiler {P<0.01) y defecto flagelar {P<0.002} en
comparacidn con lo observado en el grupo de individuos
euspérmicos fértiles. En ambos grupos de estudio se puede
cbservar que la principal incidencia de anormalidades
corresponde a defectos en la cabeza del espermatozoide (44%
en el grupo fértil y 48% en el grupo infértil, del total de
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anormalidades), seqguido de defectos en el flagelo, presencia
de gota citoplasmdtica y en menor proporcidn defectos en
pieza media.

Por otra parte, se determind que en el semen de los
pacientes infértiles existe un decremento significativo en
la proporeidn de espermatozoides morfoldgicamente maduros
(P<0.0001) y por lo tanto un incremento en la proporcidn de
células germinales inmaduras (P<0.0001) con respecto al
grupo de individuos euspérmicos (Cuadros V y VI); ninguna
difeérencia significativa se observé al comparar la
concentracién de las diferentes categorias de células
germinales en ambos grupos de estudio (Cuadro V).

V.4 Evaluacidon de la capacitacifn-reaccidn acrosomal in

vitro

La reaccién acrosomal fue evaluada por la té&cnica de
triple tincidn: con este procedimiento la viabilidad de los
espermatozoides fue diferenciada en primer lugar con azul de
tripano, el cual tifid a los espermatozoides muertos, en
tanto que las células vivas excluyeron a este colorante; las
células fueron fijadas y posteriormente tefiidas con café de
Bismarck y rosa de Bengala; el café de Bismarck tifid la
regién postacrosomal de café claro, lo cual permitid obtener
un mejor contraste en esta regién al impedir la tincidn
inespecifica de la misma con el rosa de Bengala, el cual
tifie de color rosa a la regidn acrosomal de espermatozoides
con acrosoma intacto (Talbot y Chacdn, 1981).

Mediante esta técnica se observaron 4 patrones de
tincidn: A) regidn postacrosomal azul con acrosoma rosa
(espermatozoides muertos con acrosoma intacto); B) regidn



45,

postacrosomal . azul con regién' acrosomal sin tincién
(espermatozoides muertos con ausencia de acrosoma
indicativo de reaccidon acrecsomal degeneratival); C) regidn
postacrosomal con tincidn café claro y acrosoma rosa
(espermatozoides vivos sin reaccidn acrosomal); D) regidén
postacrosomal de color café con regidn acrosomal sin
tincidn (espermatozoides vivos con reaccidn acrosomal)
(Figura 3),.

Esta tincibén de los espermatozoides permitid determinar
la existencia de un decremento significativo de 1la
viabilidad de las células en los pacientes oligoastenotera-
tozoospérmicos (P<0.0l), en comparacldn con el porcentaje
de viabilidad espermatica del grupo de individuos
euspérmicos fértiles (Cuadro VII), tanto antes como despuds
de la induccidn del proceso de capacitacién-reaccidén
acrosomal in vitro.

Por otra parte, al comparar la evaluacidén del
porcentaje de incidencia de reaccién acrosomal en el grupo
de individuos euspérmicos «con el grupo de pacientes
infértiles después de la induccién del procesoc de
capacitacidn in vitro {(Cuadro VIII}, se demostrd que existe
un incremento significativamente mayor en el porcentaje de
reaccidn acrosomal en los individuos euspérmicos (P<0.0001)
que el determinado en pacientes oligoastenoteratozoospérmi-
cos. Sin embargo, los datos que representan el porcentaje
de incjidencia de reaccidn acrosomal en individuos
euspérmicos fértiles, indican que solo una pequefia
proporcidn de los espermatozoldes eyaculados
(aproximadamente el 10%) completan la reaccidn acrosomal
después de su incubacidn en condiciones de capacitacidn in
vitro.
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V.5 Valoracidon de la capacidad fertilizante del gameto

masculino mediante el bicensayo con ovocitos de hamster

libres de la zona pelucida

La evaluacidén de las propiedades funcionales de los
espermatozoides capacitados in vitro mediante el bioensayo
con ovocitos de hamster libres de la zona pelucida en ambos
grupos de estudio, indica que existe wuna disminucién
Bigpificativa en el indice de penetracién de los
espermatozoides de individuos infértiles (P<0.00l} en
comparacién con el grupo fértil. El promedio de
espermatozoides que penetraron y descondensaron su
cromatina/ovocito en los individuos euspérmicos fue de 1.53
*+ 0.64, en contraste con el indice de penetracidn en
individuos infértiles que fue de 0.1} + 0.1 (Cuadro IX).

Los resultados indican gque existen también diferencias
significativas (P<0.,001) entre ambos grupos de estudio en
el porcentaje de penetracidn (Porcentaje de ovocitos
penetrados por uno o mas espermatozoides). El porcentaje
promedio de penetracidon en individuos euspérmicos fue de
73.88 + 13.41, con un intervalo de penetracidn 45-90%; en
contraste, el porcentaje de penetracidn en individuos
infértiles fue de 10.49 + B8.30 con un intervalo de
penetracidn de 0-26.6% (Cuadro IX), |utilizando una
concentracidén constante de espermatozoides inseminados (1 x
10% células/ml).

A partir de estos resultados se establece gque los
espermatozoides de los individuos del grupo de pacientes
infértiles penetraron menos del 15% de los ovocitos con los
que fueron inseminados (30 ovocitos/muestra}, a diferencia
de los individuos euspérmicos fértiles que presentaron
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porcentajes de penetracidn mayores al 20%. (figura 4)

El criterio de control de calidad adoptado en este
estudio para determinar el grade de confiabilidad vy
reproducibilidad fue el propuesto por Aitken (1984), gquien
determind que la frecuencia y distribucidn del porcentaje de
prnetracidén de espermatozoides fértiles e infértiles sigue
una distribucién de tipo Poisson, calculada a partir del
indice de penetracién de estas células.

El andlisis estadistico no demostrd alguna diferencia
significativa entre la distribucidn del porcentaje de
penetracidn experimental y la calculada en base al modelo de
Poisson, sefalando que los ovocitos utilizados en cada
experimento presentaron las mismas condiciones de
penetracidn.

V.6 Correlacidn entre la capacidad fertilizante con los

diferentes parametros estructurales y funcionales del

semen humano

Se calcularon los coeficientes de correlacidn entre los
datos obtenidos de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides de individuos oligoastenoteratozoospérmicos
e individuos euspérmicos fértiles <con los diferentes
pardmetros estructurales y funcionales examinados en este
estudio. Los coeficientes de correlacidn de los principales
pardmetros estudiados se presentan en el Cuadro X.

En el grupo de individuos fértiles ninguna correlacidn
significativa fue observada con algin pardmetro del andlisis
convencional del semen, con las caracteristicas de movilidad
espermatica o con las diferentes categorias
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morfoldgicas o de células germinales inmaduras, a
diferencia de 1los resultados del grupo de pacientes
infértiles que exhibieron una correlacidn positiva r = 0.986
(P<0.005) con la velocjdad promedio de los espermatozoides
Yy una correlacién negativa con el porcentaje de
anormalidades presentes en el eyaculado de estos individuos
r =-0942 (P<0.G05},

. El andlisis entre las principales categorias de formas
anormales Yy células inmaduras no presento alguna
correlacidén significativa con la capacidad fertilizante de
los espermatozoides del grupo infértil. Por otro lado, el
grupo de individuos fértiles y vpacientes infértiles
presentaron una correlacién positiva r = 0.834 (P<0.005) y
r = 0.986 (P<0.005) respectivamente entre la capacidad
fertilizante del gameto masculino y la reaccidn acrosomal
inducida por la capacitacién in vitro.



CUADRO L. ANALISIS

CONVENCIONAL DEL SEMEN HUMANO.

PARAMETRO SEMINAL

GRUPO EUSPERMICO

FERTIL {Ns11)

GRUPO OLIBOASTENQOTERATO-

LO0OSPERMICO (N 10}

RANSO RA KGO
PRONEDIO + D3. BN, = WAX. }PRONEON : 0.s MIN, = MAX.
— VOLUMEN 1.97 0.8 090 - 4.00( 30 09 14 -4
= LICUEFACCION COMPLETA - — | COMPLETA - -
~ MOVILIDAD 2-3 - - | o4 - -
PROBRESIVA
— MOVILIDAD 60.5 100 400 - 845] 30.8" 247 00 - 700
ESPERMATICA (%)
~ DENSIDAD ESPERMATICA 159.2 742 337 - 60| 247" 283 001 - 915
{Espermatozcides x 10%mi.)
— CONCENTRACION ESPERMATICA 305.1 1158 680 - 061.3| 73.35Y 792 o.02 - 2840
TOTAL / EYACULADO
— MORFOLOGIA NORMAL (%) 52.1 n5 285 7155|195 187 00 - 138
~~ NUMERO DE 1.7 25 00 101 | 1.67 19 00 - 58
LEUCOCITOS / CAMPO

0.8. DESVIACION ESTANDAR

DE MANN-WHITNEY

MIN. VALOR MINIMO.
® P<0.0000 COMPARANDO CON EL GRUPO EUSPERMICO, UTILIZANDO LA PRUEBA

MAX. VALOR MAXINMO.

A ESCALA DE MOVILIDAD PROGRESIVA: 0-NULA ; 1-ESCASA ;2-BUENA; 3-EXCELENTE.
LOS DATOS REPRESENTAN EL PROMEDIO ¥ DESVIACION ESTANDAR DE 41 y 51 ESPERMATO-
BIOSCOPIAS REALIZADAS AL GRUPO DE INDIVIDUOS FERTILES E INFERTILES RESPECTIVAMENTE.



CUADRO T : DETERMINACION OBJETIVA DE LAS CARACTE-
RISTICAS DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA.

PARAMETRO GRUPO EUSPERM{CO gﬁsgo%%lggsaﬁgﬁmi-
FERTIL
TIL (Ne11) INFERTIL [Nx10)
MOVILIDAD (%) 44.67%9.41 28.18110.93%
VELOCIDAD PROMEDI0 38.14118.1 19.08% 15 0%
{ A /Seg)
INDICE DE MOVILIDAD 12.93%1 8.3 5.21t 536"

LOS VALORES REPRESENTAN EL PROMEDIO 1 DESVIACION ESTANOAR DE
LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS CARACTERISTICAS DELA
MOVILIDAD ESPERMATICA EVALUADA MEDIANTE EL METODO FOTOGRA-
FICO DE EXPOSICION MULTIPLE.

LA DIFERENCIA ESTADISTICA DE LOS DATOS SE OBYUVO MEDIANTE LA
PRUEBA DE MANN - WHITNEY.

»  P<0.0001 COMPARADO CON LOS DATOS DEL GRUPO DE IHODIVIDUOS
EUSPERMICOS



FIGURA 1
VELOCIDAD ESPERMATICA
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LA FISURA REPRESENTA LA FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE VELOCIDADES {4 /ong)
B CIPERMATOZOIDES DK INDIVIDUOS EUSPERMICOS (N:11) ¥ OLIGOASTENOTERATO-
2000PERMICOS (M =10), MEDIANTE LA TECNICA FOTOGRAFICA DE EXPOSICION MUL
TIPLE, LOS VALORES EXPRESADOS EN LA GRAFICA REPRESENTAN EL PROMEDIO DE
LAS DETERMINACIONES REALIZADAS EN CADA GRUPO DE INDIVIDUOS { 4t) DETER-
MINACIONES /INDIVIOUO )., SE ANALIZARON LOS RESULTADOS MEDIANTE LA PRUE
BA DE MANN-WHITNEY,

® P<0.00) X% P<0.008



CUADRO IL: DETERMINACION OBJETIVA DE LOS PATRONES
DE MOVILIDAD ESPERMATICA.

PATRON DE GRUPO EUSPERMICO GRUPO OLIGOASTENOTE -

RATOZOQSPERNM {CO
MOVILIDAD (%) FERTIL (N+11{} INFERTIL (N<10)

N. S,
UNIDIRECCIONAL 4400124 49.81 % 9.0
ERRATICA 33.6013.9 27.38% g """
CIRCULAR 20,68 + 2.8 22.86% 5.2

CADA VALOR REPRESENTA EL PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DEL
ANALISIS CUANTITATIVO OE LOS PATRONES DE MOVILIDAD QUE SE DETER
MINARON POR EL METODO FOTOGRAFICO DE EXPOSICION MULTIPLE,
CADA VALOR SE OBTUVO DE 411 DETERMINACIONES / INDIVIDUO.

EL ANALISIS ESTADISTICO SE REALIZO UTILIZANDO LA PRUEBA DE

t sTuDENT

N.S. NO SIGNIFICATIVO



FIGURA 2

FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE LA PROPORCION
DE ESPERMATOZOIDES CON MORFOLOGIA NORMAL

% DE DISTRIBUCION
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LA GRAFICA REPRESENTA LA FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE
LA PROPORCION DE ESPERMATOZO!DES CON MORFOLOGIA NORMAL
EN MUESTRAS DE SEMEN DE INDIVIDUOS EUSPERMICOS (N=11}
Y OLIGOASTENOTERATOZOOSPERMICOS (N=10j, EN LA ABSCISA
SE REPRESENTA EL PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE INCIDENCIA
DE FORMAS NORMALES,
EL ANALISIS ESTADISTICO SE REALIZO MEDIANTE LA PRUEBA
1 stupenT.

¥ P<0.005



CUADRO IV: ANALISIS MORFOLOGICO DEL ESPERMATO -
ZOIDE HUMANO

CATEQORIA 6RUPO EUSPERMICO GRUPO OLIGOASTENOTE—
MORFOLOGICA (o) zoospaF /o)
ESPERMATOZOIDE NORMAL  31.221 9.3 15.607.0°
DEFECTO EN CABEZA
CABEZA OVAL GRANDE 5.0212.4 6.08t25
CABEZA OVAL PEQUENA 5.2813.4 4.40£3.3
CASEZA DE ALFILER 3.05t1.8 5.54 4,00
CABEZA ALARGADA 6.03t4.6 1.6116.9
CABEZA PIRIFORME 4.8314.3 3.4112.7
CABEZA DUAL 0.92% 1.5 1.5911.3
CABEZA AMORFA 9.10 £ 5.6 13.31£6.2°
CABEZA REDONDA 9.4515.0 5.2 +7.3¢
PRESENCIA DE GOTA CITOPLASMATICA
CABEZA o.s7i11 1.00t0.9
CUELLO 9.7t £ 4.44 12.34+7.4
DEFECTO EN PIEZA MEDIA 2.96% 1.84 351123
DEFECTO FLAGELAR 11425716 19.57tn.3"

CADA VALOR REPRESENTA EL PROMEDIO £ DESVIACION ESTANDAR DEL POR-
CENTAJE DE INCIDENCIA DE ANORMALIDADES PRESENTES EN LOS ESPERMA-
TOLOIDES DE AMBOS GRUPOS. ANALIZANDOSE COMPARATIVAMENTE MEDIANTE
LA TINCION DE PAPANICOLAQU.

LAS DIFERENCIAS SE ANALIZARON MEDIANTE LA PRUEBA DE MANN-WHITNEY,

a: P<0.0001 b:<P 0.002 c: P <0.00% d: P <0, 0l



CUADRO V: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CELULAS GERMI-
NALES INMADURAS EN EL SEMEN HUMANO.

(CELULAS < 108/ mi ) FEAnC e Naoroowchuic
INFERTIL (H210 )
ESPERMATOBONIAS 0.313t0.76 o.1aztoar™®
ESPERMATOCITOS PRIMARIOS 1.023 +1.42 0.321% 0.94"*
ESPERMATOCITOS SECUNDARIOS 1048 1.30 0.88s omi"*
ESPERMATIDES
Sab 2174 £ 2.62 2.292 196"
Scd 1.725 + 1.695 1454+ 15708
ESPERMATOZOIDES INMADUROS, 0.7e8 £ 2.901 v.9s0 2.1 M®
ESPERMATOZOIDES MADUROS 158.640 % 111,67 29,790 + 25.66"

LOS VALORES REPRESENTAN EL PROMEDIO t LA DESVIACION ESTANDAR OE LA CONCENTRACION OE
CELULAS OERMINALES INMADURAS EN EL SEMEN DE DONADORES FERTILES Y PACIENTES INFER-
LES MEDIANTE LA TECNICA DE TINCION DE PAPANICOLAOU. EL ANALISIS ESTADISTICO SE
REALIZO MEDIANTE LA PRUEBA DE MANN- WHITNEY,

®  P<0.0001 CGOMPARADC CON EL BRUPQ EUSPERMICO FERTIL.
NS, NO $|GNIFICATIVD



CUADRO Vi: PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE CELULAS GERMINALES
INMADURAS EN EL SEMEN HUMANO.
CAT‘ECDIIA BRUPO EUSPERMICO GRUPO OLIGOASTENOTE~
%)

FERTIL (Ne 11} RATOZOOSPERMICO
INFERTIL (N£10 )

Ul

ESPERMATOZOIDES MADUROS 95,05 + 66,88 17.03 £ 66.36

CELULAS GERMINALES 494 37 22.96 t 16.2"
IHWADURAS

LOS VALORES REPRESENTAN EL PROMEDIO t DESVIACION ESTANDAR DEL PORCENTAJE DE IN-
CIDENCIA DE ESPERWATOZOIDES MADUROS Y CELULAS GERMINALES INNADURAS PRESENTES
EN EL SEMEN DE LOS INDIVIDUOS DE AMDBOS GRUPOS DE ESTUDIO. LAS DIFERENCIAS ES-
TADISTICAS SE ANALIZARON CON LA PRUEBA DE MANN-WHITNEY,

® P<0.0001 COMPARADO CON EL GRUPO EUSPERMICO.



Figura 3

ESPERMATOZOIDES
MUERTOS VIvos
ROSA

SIN
'mtclou 'rmcmu ‘
AZUL ¥~ CAFE

)

SIN CON SIN CON
REACCION REACCION REACCION REACCION
ACROSOMAL  ACROSOMAL ACROSOMAL  ACROSOMAL

DEGENERATIVA NORMAL

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS CUATRO PATRONES DE TINCION OBTE-
NIDOS MEDIANTE LA TECHICA HISTOQUIMICA DE TRIPLE TINCION PARA ESPER-
MATOZOIDES HUMANOS : (@) ESPERMATOZOIDES MUERTOS CON ACROSOMA INTACTO
{B) ESPERMATOZOIDES MUERTOS SIN ACROSOMA (REACCION ACROSOMAL DEGE-
NERATIVA ); (L) ESPERMATOZOIDES VIVOS CON ACROSOMA INTACTO Y
(‘) ESPERMATOZOIDES VIVOS SIN ACROSOMA {REACCION ACROSOMAL NORMAL),



CUADRO Vil : PORCENTAJE DE VIABILIDAD ESPERMATICA

GRUPO :t:s:mmoo GRUPQ OLIGOASTENOYE ~
11

) RATOZOOSPERM |G O
{ns10)
VIABILIDAD DE ESPERMATOZOIDES 99.50 + 88.7 62.05 t 35.31‘
NO CAPACITADOS (Tiempoz 0]
»
VIABILEDAD DE ESPERMATOZOIDES Si.86 + 6.4 31.67 148

CAPACITADOS (Tlempo 222 hres)

LOS DATOS REPRESENTAN EL PROMEDLO + LA DESVIACION E£STANDAR DEL PORCENTAJE
DE VIABILIDAD DE LOS ESPERMATOZOIOES OE PACIENTES FERTILES E INFERTILES,ANTES
Y DESPUES OE LA INCUBACION EN WEOI0 CAPACITANTE. EL ANALISIS EBTADISTICO
SE REALIZO MEDIANTE LA PRUEBA DE t OE SYUDENT,

® P<0.01 AL COMPARARLO CON EL GRUFQ EUSPERMICO.



CUADRO Vili: PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE REACCION
ACROSOMAL DESPUES DE LA INDUCCION
DEL PROCESO DE CAPACITACION [N VITRO

INCIDENCIA DE REACCION ACROSOMAL
(%)

GRUPO EUSPERMICO 9.45t 2.02
FERTIL {N=11)

SRUPO OLIGOASTENOTERATOZOOSPERMICO 4.37+ 253
iNFERTIL (N=z10)

CADA VALOR REPRESENTA EL PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR
DE 411 DETERMINACIONES/ INDIVIDUO MEDIANTE LA TECNICA WISTO—
QUIMICA OE TRIPLE TINCION.

% P<0.0001 CUANDO SE COMPARA CON EUSPERMICOS FERTILES MWE-
DIANTE EL ANALISIS ESTADISTICO DE MANN-~ WHITNEY,



CUADRO 1X:EVALUACION DE LA CAPACIDAD FERTILIZANTE DEL
GAMETO MASCULINO

SRUPO EUSPERMICO BRUPO OLIGOASTENOTERA~
FERTIL TOZOOSPERWICO
RANGO INFERTIL RANGO

PROMEDIO ¥ DS MIN.-MAX, PROMEDIOE 0S,  MIN.~ MAX,
INDICE DE 1.53+0.64  0.6-26 *011t01  0-033
PENE TRACION
PORCENTAJE DE  T73.88113.41 45-90 * l0.42t 1.1 0-266
PENETRACION
PORCENTAJE DE + - * t -
PENETRACION Ta.49% 148 45-93 w.49te30  o0-281
CALCULADA FOR
EL NODELO OE
POISSON

D.8. DESVIACION ESTANDAR ;  NIN, VALOR MININO;  MAX. VALOR MAXINMO,

LOS DATOS REPRESENTAN LAS CONDICIONES Y EL PROMEDIO DEL PORCENTAJE OE ——
PEMETRACION DE LOS ESPERMATOZOIDES CAPACITADOS IN VITRO (t: 22 HORAS)
INSEMINADOS CON OVOCITOS DE HAMSTER LIBRES DE LA ZONA PELLUCIDA.EL ANALISIS
ESTADISTICO SE REALIZO MEDIANTE LAS PRUEBAS DE T DE STUDENT Y LA PRUEBA OE X2
W P>0.001 COMPARADO CON EL GRUPO EUSPERMICO.



Figure 4a

ESPERMATOZOIDE DESCONDENSADO
CON PRESENCIA DE CROMOSOMAS
2% CUERPG POLAR

OVOPLASMA CON ESPERMATOZOIDES UNI-

GRANULOS 00S A LA SUPERFICIE
CORTICALES DE LA MEMBRANA
OVOLEMA

ESPERMATOZOIDES CON
CABEZA3 HINCHADAS EN
EL CITOPLASMA DEL
ovocCITo

EIPERMATOZOIDE EN
PAGCESD DE DESCONDENSACION

FIGURA 4 a; FOTOMICAOGRAFIA EN CONTRASTE DE FASES DE UN QVOCITO DE
HAMSTER LIBRE DE LA ZONA PELLUCIDA PENETRADO POR ESPERMATOZOIDES
HUMANOS.

FIGURA 4 b;REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA INTERACCION DE ESPERMATOZ0I-
DES - OVOCITO OE HAMSTER LIBRE DE LA ZONA PELLUCIDA.



CUADRO X ;CORREL{\CIONES ENTRE LA CAPACIDAD FERTILIZANTE CON
LOS DIFERENTES PARAMETROS ESTRUCTURALES Y FUNCIO—

NALES DEL SEMEN HUMARO.
GRUPC EUSPERMICE 680 Qr iR d TEHOTERATOR00S-
PARAMETRD FERTIL (W= i1} PERNITG  NFEATIL  (N210)
COEFICIENTE HIVEL DE COEFICIENTE  HIVEL DE
DE IGHIFI- £ StaliF-
CORRELACIOH CAHCIA |  CORRELACION  CANCIA
DENSICAD ESPERMATICA 0.189 N5 HIEE S 5.5
{CELULAS « 105/ mi
CONCENT RACION TOTAL 0.642 N5 0.64% ®.S

(CELULAS ¢ \06,'tn'.cuu;rr:z}
PORCENTAJE DL MOVILIDAD
VELOCIDAD PROMEDIG !

wl/s )

IKDICE DE MOVILEDAD

FORCENTAJE GE ANORMALIDADES "©.016

POECENTASES OF CELULAS
GERMINALES

CONCENTRACION DE
ESPERNATOZOIDES MADUROS
¢ 108/m1

PORCEFNTAJE DE REACCION
ACROSOMAL

0.430
0.563
0.678
0.404

- 0.568 -

0.834 " pe0.00

. 0,986

P=0.005

N.§  NO SIGNIFITATING

05 DATCS AFPRESENTAN 155 CQEFICIENTES DE CORRELACION Y NIVELES DE SIGNIFICANCIA
LHTRE LA CAPACIDAD FUNLIOHAL DEL GAMETO MASCHLIND PARA FERTILIZAR AL OVOLITO
DE HAMSTER LIBRE DE LA ZOWA PELLUCIDA. CON LOS DIFERENTES PARAMETHOS €5 -

TRULTLRALL, v TghCiNAl

CALTwR S W W

UBuL SEMEN HUMANO,

L ANALISES ZATADISTICO PARA (L
FOOLUIGEN UA ot CORRELACION FUE MEDIANTE (D9 INTEPVALOS DE SPEARMAN
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V1. DISCUSION

Se ha sefialado que los espermatozoides estructural y
funcicnalmente integros son capaces de transportarse desde
el fonde del saco vaginal hasta la regidn ampular de la
trompa de Falopio, con la finalidad de fertilizar al ovocito
homdlogo (Aitken, 1982). Esta premisa ha permitido enfatizar
la necesidad de establecer los parametros de normalidad en
el espermatozoide con el objeto de relacionar
cuantitativamente las diferentes expresiones de
funcionalidad del gameto masculino con su capacidad
fertilizante,

En este estudio se examind un grupo de pacientes
infértiles con caracteristicas de oligoastenoteratozoosper=
mia y sus resultados fueron comparados con los determinados
en un grupe de individuos euspérmicos fértiles, con la f£i-
nalidad de establecer las principales alteraciones
funcionales en los espermatozoides de este grupe de
pacientes infértiles,

El primer indicio de la existencia de una alteracidn
en el semen de individuos oligoastenoteratozoospérmicos in-
fértiles, fue observado en la valoracién de los parametros
convencionales del semen, seflalando que existe un decremento
en la densidad, concentracidn total, movilidad y morfologia
espermitica normal, en relacién con los pardmetros
analizados en 1los individuos euspérmicos fértiles (Cuadro
I), lo que sugiere una alteracidn en el proceso de
espermatogénesis {(Dickerman y col., 1988).

Diferentes investigaciones han demostrado que no

exlste una relacidn directa entre las caracteristicas
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fisicas del semen, obtenidas mediante la espermatobioscopia,
con la fertilidad masculina y principalmente en el intervalo
de densidad espermatica entre 5 y 60 x 106 células/ml (Smith
y col., 1977; David, 1979; Chan, 1985; Dickerman, 1988). Por
tal motivo, el andlisis basado principalmente en la
evaluacién microscOpica del semen ha sido wutilizado
exclusivamente en el diagndstico y caracterizacidén del tipo
de infertilidad masculina y en la identificacién de lesiones
severas en la funcidn reproductiva (wHO, 1987).

La movilidad espermdtica es considerada como uno de
los parametros importantes en la evaluacidén del semen humano
debido a que participa de manera fundamental tanto en el
transporte de los espermatozoides hacia el sitio de la
fertilizacidén, como durante este proceso (Bedford, 1983;
Blasco, 1984).

En este estudio, al evaluar cuantitativamente la
movilidad espermdtica en individuos euspérmicos y oligoaste-
noteratozoospérmicos, se observd que la proporcién de
espermatozoides mdviles fue de 45 y 28% respectivamente
(Cuadro II). Estos valores determinados mediante la técnica
fotografica de exposicidn miltiple son menores que los
determinados subjetivamente mediante la espermatobioscopia
en estos mismos individuos, 1lo cuwal c¢oincide con los
estudios reportados por diversos grupos de investigadores
que han utilizado esta técnica fotogrdfica para el andlisis
de la movilidad espermética en individuos fértiles e
infértiles (Makler, 1978; Aitken, 1982, 1985) y permite
seflalar que la evaluacidn subjetiva de la movilidad tiende a
sobreestimar la proporcidn de espermatozoides mdviles en una
muestra de semen.
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El andlisis objetivo de la movilidad espermidtica
permitid determinar .que en el grupo de individuos
oligoastenoteratozoospérmicos existe una disminucidn en el
porcentaje de espermatozoides mdviles, en la velocidad
promedio y consecuentemente en el indice de movilidad
(Cuadre 1III). El grupo de Aitken realizd un detallado
estudio de la movilidad espermitica mediante la téenica
fotogradfica de exposicién miltiple en pacientes con
infertilidad inexplicable (1982b) y pacientes oligozoospér-
micos (1985b) reportando gue en ambos grupos de pacientes
infértiles existe una disminucidn en las caracteristicas de
mavilidad en los espermatozoides de estos individuos.

Estos aspectos permiten seflalar que probablemente las
alteraciones en las caracteristicas de la movilidad
observadas en los espermatorzoides de los individuos
oligoastenoteratozoospérmicos estén implicadas en su
infertilidad. Estos factores reflejan una alteracidn
idiopdtica del proceso de espermatogénesis que podrian estar
asociados con una deficiencia en las wmodificaciones
bicgquimicas gque ocurren en el espermatozoide durante la
maduracidn epididimaria o la existencia de una inadecuada
relacidn funcional entre el gameto masculino con la
composicidn bioguimica del plasma semipnal y/o los diferentes
microambientes del tracto genital femenino (Reyes y col.,
1984, 1987; RKatz y col., 1989; Lindemann y Kanous, 1989).

Por otra parte, el andlisis de los diferentes patrones
de movilidad en ambos grupos de estudio, no presentd alguna
diferencia significativa entre ambas poblaciones de
espermatozoides mdviles. Sin embargo, debido & que 1la
poblacidn de espermatozoides mdviles del grupo de individuos
infértiles estudiados presentd® una velocidad promedio
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discreta (18 u /s), la exposicidn fotogridfica de un segundo
produjo principalmente trazos rectos muy peguefios, por lo
que el andlisis de los mismos no permitidé definir
adecuadamente el patron de movilidad correspondiente. Estos
aspectos permiten sugerir que para estudios posteriores
mediante esta técnica fotografica en entidades
caracterizadas por un decremento en la movilidad de
los espermatozoides, es conveniente aumentar el tiempo de
expasicién fotografica.

La valoracién de la morfologia y presencia de células
germinales en el semen mediante la tincidn de Papanicolaou
con un estricto criterio de clasificacidn, permite sefialar
que los individuos oligoastenoteratozoospérmicos presentan
una disminucidn en la proporcidn de células con morfologia
normal, al compararles con el grupo de individuos fértiles
(l6 y 31%, respectivamente), asi como un incremento en la
concentracién de células germinales en el semen (23%) en
relacidn con los individuos fértiles (5%). Estas
observaciones apoyan los resultados de Aitken (1982b) vy
Rogers (1983), quienes reportaron gue en el semen de
pacientes con infertilidad inexplicable y en el de pacientes
con pardmetros convencionales del semen anormales, existen
altos porcentajes de formas espermaticas anormales al
compararlos con el semen de donadores fértiles. Ademads se ha
observado un decremento en la movilidad, viabilidad vy
presencia de espermatozoides con morfologia normal cuando
existe un aumento en la concentracidn de células germinales
inmaduras (Dickerman y col., 1988).

Shalgai y col. (1985) reportaron gue las principales
anormalidades presentes en los espermatozoides de individuos

euspérmicos fértiles y teratozoospérmicos correspondian a
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cabeza amorfa, sin acrosoma, Ppiriforme y alargada. En
nuestro estudic se determind también que la incidencia
principal de anormalidades morfoldgicas correspondian a las
diferentes categorias de anormalidades en la cabeza de los
espermatozoides (Cuadro IV). Sin embargo, en el grupe de
pacientes infértiles se observd un incremento significativo
en el porcentaje de incidencia de espermatozoides con cabeza
amorfa y pequefla (en la primera categoria se incluyd a los
espermatozoides con acrosoma ausente), lo que permite
sefialar que en los individuos oligoastenoteratozoospérmicos
parece existir una alteracién en la secuencia de los eventos
citolégicoaAinvolucrados en la formacidn de espermatozoides
maduros a partir de las c¢élulas precursoras (espermiogéne-
sis).

La capacitacidn y reaccidn acrosomal son considerados
prerequisitos indispensables para una fertilizacidon normal
en los mamiferos (Tesarik, 1986)}; la reaccidén acrosomal
involucra la fusidn y subsecuente vesiculacidn de la
membrana plasmédtica y la membrana acrosomal externa del
espermatozoide y ocurre después de la capacitacidn in vivo
(Bedford, 1983) o en condiciones in _vitro (Chang, 1984).
Esta secuencia de eventos permite 1la liberacidn de 1las
enzimas presentes en el acrosoma y la interaccidn posterior
de la membrana acrosomal interna con la membrana plasmitica
del ovocito.

En los espermatozoides de los grupos de individuos
oligoastenoteratozoospérmicos e individuos euspérmicos
fértiles, se evalud la reaccidn acrosomal inducida por la
capacitacidén in vitro de estas células, mediante 1la
incubacidén durante 22 horas en medio BWW con 2.5 mM de

calcic. Con el objeto de valorar si la reaccidén acrosomal



representd un cambio patoldgico o fisiolbgico en los
espermatozoides de los individuos de ambos grupos de
estudio, se determind la viabilidad tanto en condiciones
basales como al final de la incubacidn en medioc capacitante,
observindose un decremento significativo en este pardmetro
en los espermatozoides de los individuos
oligoastenoteratozoospérmicos. Ademds, el porcentaje de
incidencia de reaccidn acrosomal en los individuos
infértiles fue significativamente menor que el observado en
los individuos euspérmicos; todo esto permite sugerir que
existe una alteracidn fisiolbgica en las expresiones finales
del proceso de capacitacidn-reaccién acrosomal en estas
células espermiticas.

Por otra parte, se ha demostrado gue la liberacidn de
colesterol en la membrana plasmdtica estd asociada a un
incremento en la fluidez y permeabilidad ibnica, principal=-
mente para el calcio, provocando un aumento en la
concentracién del calcio intracelular requerido para la
induccidn de la reaccidn acrosomal (Ehrenwald y col., 1988).
Sin embargo, se ha reportado que los espermatozoides de los
individuos oligoastenozoospérmicos presentan una
concentracidn de fosfolipidos similar a la de los individuos
normales, peroc una concentracidn signifjcativamente mis alta
de colesterol, dando una relacidn colesterol/fosfolipides
mayor, lo cual da una gran estabilidad a la estructura
membranal (Rosado, 1988). Estos aspectos posiblemente
interfieren en el proceso normal de la capacitacidn-reaccidn
acrosomal y <contribuyen en la infertilidad de estos
pacientes.

Ahora bien, los resultados obtenidos en relacidn a la
reaccidn acrosomal inducida por la capacitacidn in vitro en
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los espermatozoides de individuos euspérmicos, apoyan las
observaciones reportadas por diferentes grupos de
investigacidén de que solamente del 10 al 20% de los
espermatozoides presentes en el eyaculado realizan reaccidn
acrosomal {(Talbot, 1982; Yang, 1988)}.

La capacidad fertilizante de los espermatozoides de
los individuos de ambos grupos de estudio fue valorada
mediante el bioensayo propuesto por Yanagimachi (1976},
determinando la habilidad de los espermatozoides humanos
para penetrar y descondensarse en los ovocitos de hamster
libres de la zona pelucida., 5e ha demostrado que este
bioensayo puede diferenciar entre donadores fértiles vy
pacientes infértiles (Rogers y col., 1979; Aitken, 1982). En
los Gltimos afios se han realizado diferentes investigaciones
para describir el uso clinico de este bioensayo en la
evaluacidn de la infertilidad masculina (Yanagimachi, 1984),
estableciéndose que los espermatozoides de individuos
fértiles se caracterizan por tener una capacidad de
penetracidn en los ovocitos de hamster libres de la zona
pelucida mds alta (»>15%) que el porcentaje de penetracidn de
los espermatozoides de pacientes infértiles (<10-15%}.

El analisis de los resultados de la valoracidn de la
capacidad fertilizante mediante el bioensayo con ovocitos de
hamster, indica 4que los pacientes oligoastenoteratozoospér-
micos presentan 1iIndices bajos de polispermia y porcentajes
de penetracidn menores al 15% (Cuadro IX). Estos resultados
concuerdan con los registrados por el grupo de Rogers (1979)
quien reportd porcentajes de penetracidn menores al 14% en
individuos oligozoospérmicos y teratozoospérmicos, asi como
con los valores determinados por Aitken (1982k) en
individuos con infertilidad inexplicable, con porcentajes
de penetracidn menores al 10%,
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Nuestros resultados de penetracidn de los ovocitos de
hamster fueron validados por el modelo de distribucibén de
Poisson (Aitken y Elton, 1984}, gque describe de una manera
cuantitativa la interaccidén espermatozoide-ovocito durante
la fertilizacidn heterfloga in vitro. La frecuencia vy
distribucidén de las penetraciones por ovocito, asl como la
proporcidn de ovocitos penetrados y el grado de polispermia
en nuestro estudio, presentaron una distribucidn de tipo
poisgson.

Se han realizado diferentes estudios con el obieto de
correlacionar 1los resultados obtenidos en la prueba de
penetracidn de ovocitos de hamster, con la fertilizacidon in
vitro de gametos humanos (Yanagimachi, 1984; Kruger, 1988)
y con la habilidad para predecir la probabilidad de éxito de
embarazo en parejas con problemas de infertilidad masculina
(Shy y col., 1988). Estos estudios indican que la evaluacidn
de la capacidad fertilizante por la prueba de penetracidn de
ovocitos de hamster libres de la zona pelucida tiene un alto
valor predictivo para definir la fertilidad e infertilidad
masculina y la interaccidén espermatozoide-ovocito humano en
la fertilizacidn in vitro. Por lo tanto, las diferencias ob
servadas en la capacidad funcional entre los espermatozoides
de individuos fértiles e infértiles, permiten definir que el
grupc de individuos oligoastenoteratozoospérmicos infértiles
presenta defectos especificos en la induccidn de proceso de
capacitacidn-reaccidn acrosomal como se menciond
anteriormente, o bien en la fusidn con la membrana
plasmatica del ovocito de hamster, responsable de la
capacidad fertilizante del gameto masculino en estos
individuos.

Por otra parte, se determind si la disminucidn en la
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capacidad fertilizante de los espermatozoides de individuos
oligoastenoteratozoospérmicos, se encuentra asociada con
alguna alteraciédn estructural y/o funcional en estas
células. Las diferencias observadas entre los
espermatozoides de individuos euspérmicos en relacidn a la
penetracién de los ovocitos de hamster libres de la zona
pelucida no se encontraron relacionadas con ningln pardmetro
convencional del andlisis del semen. Estos resultados apoyan
las observaciones de diferentes investigadores que
reportaron que no existe correlacidn entre la capacidad
fertilizante y los diferentes pardmetros evaluados por
espermatobioscopia (Zaugner-Guelman, 1981; Aitken, 1985;
Chang, 1985).

En este estudio, la capacidad fertilizante de 1los
espermatozoides del grupo de individuos fértiles tampoco
presentd ninguna correlacidn con las diferentes caracteris-
ticas de movilidad determinadas mediante 1la técnica
fotografica; en contraste, este  parémetro en los
espermatozoides de los individuos infértiles presentd una
correlacidn positiva con la velocidad promedio.

Estas observaciones concuerdan con Jlos resultados
obtenidos por el grupo de Aitken (1982a), quienes
determinaron en un detallado estudio de las caracteristicas
de movilidad evaluadas por la técnica fotogrifica de
exposicién miltiple, que ninguna de ellas correlaciond con
la capacidad fertilizante de 1los espermatozoides de
individuos euspé@rmicos, evaluada &sta mediante el bioensayo
con ovocitos de hamster, excepto con una discreta poblacién
de espermatozoides que presentd una velocidad de 25 um y con
una amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza menor de

10 um. Estos mismos investigadores al valorar la movilidad
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‘de  los espermatozoides de individuos con infertilidad
inexplicable (Aitken y col,, 1985a), reportaron gque existe
correlacién entre las diferentes caracteristicas de
movilidad con la capacidad fertilizante de los
espermatozoides de estos individuos. Sin embargo, aunque la
presencia de alteraciones en la capacidad fertilizante de
los espermatozoides de estos individuos fue correlacionada
con clertas caracteristicas de la movilidad espermatica,
ninguna de estas asociaciones tiene un valor predictivo,
debido a que ambas pruebas evallan diferentes funciones
fisioldgicas de los espermatozoides en el proceso de la
fertilizacidn. Se sabe que el moco cervical representa una
de las barreras bioldgicas que regulan el paso de los
espermatozoides hacia el sitio de fertilizacién, de tal
manera gue la calidad de la movilidad espermdtica es un
factor fundamental para determinar 1la  habilidad del
espermatozoide humano para transportarse hasta la regidn
ampular, asi como en la penetracidén de la zona pelucida
(Urry, 1983). Por tal motivo, 1la combinacidén de la
valoracién de la movilidad y la capacidad fertilizante de
los espermatozoides da una prediccidén mds precisa de la
fertilidad para estos grupos de pacientes. (Aitken, 1985b).

En este estudio se determind que la capacidad
fertilizante de los espermatozoides de individuos oligoaste-
noteratozoospérmicos presenta una correlacidn negativa con
el porcentaje de anormalidades morfoldgicas de los
espermatozoides que principalmente corresponde a defectos en
la cabeza. Observaciones semejantes fueron reportadas por el
grupo de Shalgai (1985) en pacientes que preseataron
teratozoospermia. Por otra parte, el porcentaje de esperma-
tozoides con morfologia normal presentdo una baja correlacidn

con la capacidad fertilizante en los individuos oligoasteno-
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teratozoospérmicos, en contraste, ninguna correlacién con la
morfologia de los espermatozoides fue observada en el grupo
de indivi@uos euspérmicos. Estos resultados apoyan las
observaciones de los grupos de Aitken (1982); Shalgai (1985)
Y Rogers (1983), guienes reportaron gque no existe alguna
correlacidon de la morfologia con la capacidad fertilizante
de los espermatozoides de los individuos con fertilidad
comprobada.

Por otra parte, el andlisis de la morfologia con un
criterio estricto en nuestro grupo de individuos euspérmicos
fértiles, indica que menos del 40% de los espermatozoides de
este grupo son morfoldgicamente normales., Ademds los
resultados obtenidos en el grupo de pacientes infértiles nos
permiten establecer que menos del 15% de espermatozoides con
morfologia normal presentes en el semen, se encuentran
asociados con un decremento en la capacidad fertilizante de
estas células para penetrar los ovocitos de hamster con
valores menores al 10% de penetracidn.

Estas observaciones concuerdan con los resultados
reportados por Krugger Yy col,, (1986, 1988) quienes
establecieron que pacientes con porcentajes menores del 14%
de espermatozoides con morfologia normal en el eyaculado,
tienen alteraciones criticas en la tasa de fertilizacién in
vitro, a diferencla de los pacientes con porcentajes de
morfologia normal mayores al 14%, quienes presentan un
incremento en la probabilidad de éxito en este procedimien-
to.

La valoracidén de la induccidn de la reaccidn acrosomal
en los espermatozoides después de 22 horas de incubacidn en

medio capacitante, permite seflalar que en ambos grupos estu-
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diados existe una correlacidn positiva de este pardmetro con
el porcentaje de penetracién de las células espermaticas en
los ovocites de hamster. Estos resultados apoyan los
reportes que indican gque sdlo los espermatozoides que han
completado la reaccidn acrosomal son capaces de fusionarse
con la membrana plasmatica del ovocito (Yanagimachi, 1984;
Talbot y Chacon, 1982), Sin embargo, la presencia de
espermatozoides con reaccidn acrosomal no es el Gnico factor
funcional en la interaccidn espermatozoide-ovocito, ya que
muestras gue presentan porcentajes de incidencia de reaccidn
acrosomal semejantes, presentan variaciones en los
porcentajes de penetracidén de estas mismas cé&lulas (Yang,
1984).

Estos aspectos nos permiten sugerir el estudio de los
diferentes mecanismos bioquimicos de control involucrados en
la interaccidn espermatozoide-ovocito durante la
fertilizacién, asi como las alteraciones fisioldgicas
expresadas en la morfologia, movilidad, 1la capacitacidn-
reaccidon acrosomal y los eventos que determinan la
penetracidn y la formacidén del pronicleo masculino para su
posterior singamia con el ovocito en individuos infértiles,
para el mejor diagndstico y por lo tanto el uso de la
terapia adecuada para el reestablecimiento de la habilidad
fertilizante de los espermatozoides de estos individuos.
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ViIlI. CONCLUSIONES

El andlisis realizado en este estudio nos permitid
determinar que existe un decremento de la capacidad
funcional en los espermatozoides de individuos oligoasteno-
teratozoospérmicos para fertilizar el ovocito homdélogo o
heterdlogo.

La evaluacidn de los pardmetros convencionales del
semen mediante la espermatobioscopia, nos indica que existe
un decremento en la densidad, concentracidn total, movilidad
y morfologia espermitica en el semen de individuos
infértiles, expresando una alteracién en el proceso de
espermatogénesis.

La determinacidn cuantitativa de la movilidad
espermdtica indica que en los espermatozoides de los
individuos oligoastenoteratozoospérmicos se presentaron
alteraciones significativas en las caracteristicas de
movilidad que podrian estar implicadas en la infertilidad de
los pacientes estudiados. Estas alteraciones en la movilidad
permiten sefialar una posible disfuncidon en el metabolismo
y/o en el intercambio i6nico necesario para el mantenimiento
y activacidn de la movilidad.

En la valoracidén de la morfologia y presencia de
células germinales, se determind que en el semen de
individuos infértiles existe un incremento en el porcentaje
de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas (principal
mente en la cabeza), asl como en la concentracidn de células
germinales inmaduras. Las alteraciones en estos pardmetros
evaluados permiten establecer la existencia de wna
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interferencia en la secuencia de los eventos citolbgicos
involucrados en la formacién de espermatozoides
estructuralmente maduros (espermatogénesis y espermiogéne-
sis) de los individuos oligoastenoteratozoospérmicos infér-
tiles.

Por otra parte, se observd gue los individuos
euspérmicos presentan bajos porcentajes de incidencia de
espermatozoides con morfologia normal como consecuencia de
la existencia de una heterogeneidad morfoldgica en el semen
humano.

La proporcidn de espermatozoides susceptibles a la
induccidbn de la reaccidn acrosomal en sistemas de
capacitacién in__ vitro es discreta en los individuos
euspérmicos. E1l andlisis del estado fisioldgico de los
espermatozoides de los individuos oligoastenoteratozoospér-
micos en el proceso de capacitacidn-reaccidn acrosomal nos
permite sefialar una posible disfuncidén fisioldgica
subcelular y/o molecular que son expresados en el
decremento de la viabilidad y porcentaje de incidencia de
reaccion acrosomal en los espermatozoides de estos
individuos.

La valoracidén de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides de los individuos oligoastenoteratozoospér-
micos, perhite seflalar que existe un decremento en la
capacidad de penetracidn de estas células en los ovocitos
de hamster libres de la zona pellucida.

Finalmente, debido a los resultados obtenidos en este
estudio, se considera que es indispensable que en el
andlisis del semen se incluya la determinacidn cuantitativa
de la movilidad, la reaccidén acrosomal del gameto masculino
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inducida in_vitro, asi como la valoracién de 1la capacidad
fertilizante de estas c¢€lulas mediante sistemas de
interaccidn in_vitro con ovocitos heterdleogos, con 1la
finalidad de establecer tanto el diagndstico, como el
prondstico mids preciso para el vardn infértil,
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