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Resumen

Las células germinales masculinas (espermatogonias) son una linea celular muy importante para
la conservacion de la especie, éstas se forman en las génadas (testiculos), mediante un proceso de
division permanente (mitosis). De esta célula primaria a partir de dos divisiones (meiosis) se
producen cuatro espermdatidas haploides para después dar inicio a la metamorfosis de estas
espermatidas a espermatozoides (espermiogénesis). Uno de los factores relacionados con la
esterilidad del vardn es el aumento del numero de espermatozoides anormales
(teratozoospermia), esta condicién se encuentra relacionado principalmente con alteraciones
cromosdmicas tanto numéricas como estructurales, el analisis de la morfologia espermatica
acompafiado del estudio cromosdmico es importante como un parametro parala evaluacién de
la fertilidad y la herencia de sindromes ligados a dafio en el material genético. Se realizd
espermatobioscopias directas a 100 muestras de donadores voluntarios ( de edad promedio de
la FES Zaragoza) acompainado de un analisis de la morfologia mediante la técnica de Hemacolor,
de los cuales, 15 donantes se les detecté teratozoospermia ya que su porcentaje de
espermatozoides normales (EN) fue menor al 15% (OMS, 1999). A los donantes con
teratozoospermia se les realizd un estudio de aberraciones cromosdmicas a partir de cultivos de
linfocitos de sangre periférica, mediante tincidon con Giemsa y microscopia de luz, se evalud las
aberraciones cromosémicas tanto numéricas como estructurales (tipo cromosémico y
cromatidico) e indice mitético (IM). Se observé que las muestras de los donadores con valores de
morfologia espermatica normal <15% de EN presentan aberraciones cromosémicas estructurales
tanto cromatidicas como cromosdmicas en sus células somaticas (no se registraron aberraciones
numeéricas), con esta informacién se puede proponer que si un hombre joven (18 a 29 afios)
presenta un porcentaje <15% de espermatozoides con morfologia normal, tiene la probabilidad
de tener aberraciones cromosémicas, las cuales podria transmitirlas a su descendencia
corroborando que la morfologia espermatica esta directamente relacionada con la integridad de

su material genético.

Palabras clave: Espermatozoides humanos, teratozoospermia, aberraciones cromosémicas.
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Introduccién

Semen

Es un liquido que contiene en suspensidn a los espermatozoides, estda compuesto principalmente
por 5% de secreciones del epididimo, 30% de secreciones de la prdstata y 65% de secreciones
provenientes de la vesicula seminal. Si se fracciona el liquido seminal obtendriamos una primera
fraccion que contendria las secreciones epididimarias, testiculares y prostaticas, ricas en
espermatozoides; y la segunda fraccién contendria las secreciones de la vesicula seminal. Los
espermatozoides se producen en el testiculo en dos etapas que duran cerca de 60 dias (Poirot et
al., 2005).

El plasma seminal es un medio rico y complejo, sirve a la vez de vehiculo, de medio nutritivo y
protector de los espermatozoides. Estda compuesto de: (i) constituyentes minerales: Na*, K", CI,
Ca**, Mg**, Zn™, (ii) glucidos: glucosa (0,39
mmol/L) y fructosa (de 5,5 a 27,5 mmol/L
fuente de energia para los

Testiculos

espermatozoides) producida a partir de la
glucosa sanguinea, (ll) acidos organicos: q\ —
acido  citrico que  contribuye  al |
mantenimiento de la presion osmoética del

f_‘ Meiosis |
esperma y acido ascdrbico, protector de los
. . . “ Espermatocito
espermatozoides contra los radicales libres, primario

(iv) lipidos (tres veces menos que en el

plasma sanguineo): colesterol y

glicerofosforilcolina, (v) esteroides: Espermatocito
secundano

testosterona y deshidroeplandosterona, (vi)

constituyentes azotados: amino acidos, N\ Meiosisn

carnitina: que tiene un papel importante en

el metabolismo de los espermatozoides ><

bajo la forma de acetilcarnitina, Esperrmdtides (haplides)
Diterenciacidn

espérmidina, espérmina (responsable del
olor del esperma; oxidacion), glutation rxﬂ
(protector de los espermatozoides por su |

poder reductor), (vii) proteinas: albimina

(6.3%), globulina (15.9%), B globulina

(41.1%), y globulina (23.2%), (viii) enzimas

y (ix) prostaglandinas (Poirot, 2005).

Espermaiozoides maduros

Figura 1. Division Mitética y Meiotica de las
espermatogonias (Passarge, 2009).
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Espermatogénesis

La espermatogénesis, es el proceso por el cual se producen los espermatozoides que comprende
una serie de fendmenos complejos y singulares. Comienza poco antes de la pubertad, bajo la
influencia de las concentraciones cada vez mayores gonadotropinas hipofisarias y continda
durante toda la vida (Ross et al., 2008).

Las células germinales masculinas (espermatogonias) se forman en las gdnadas (testiculos),
mediante un proceso de division permanente (mitosis; Figura 1). De esta célula primaria a partir
de dos divisiones (meiosis) se producen cuatro espermatidas haploides que permanecen unidas
mediante puentes citoplasmdticos y que a la vez estan comunicadas con las células de Sertolli, las
cuales estdn encargadas de dar inicio a la metamorfosis de estas espermadtidas a
espermatozoides. (Figura 2: espermiogénesis)(Olivera et al., 2006).
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Figura 2. Espermiogénesis (Olivera et al., 2006).




Etapas de la espermiogénesis

Durante la espermiogénesis se alcanzan a distinguir cuatro etapas principales, durante las cuales
se desarrolla morfoldgicamente el espermatozoide, las etapas son:

Fase de Golgi: Es aquella fase en la que el aparato de Golgi migra cerca del nucleo y desprende
vesiculas para dar paso a la formacion del Acrosoma. Comienza la formacion del flagelo mediante
la migracidon de un par de centriolos del lado opuesto a las vesiculas desprendidas por el
aparato de Golgi (Olivera et al., 2006).

Fase del Capuchdn: La vesicula acrosomal se aplana formando la capucha en si. También se da la
sustitucidn de histonas por protaminas lo que da como resultado una mayor compactacién del
material genético y por consecuencia del nucleo, evitando la transcripcion, la replicacién y
depende de las modificaciones transcripcionales (Olivera et al., 2006). Esta transicién de histonas
a protaminas involucra proteinas nucleares de transicién (Zamudio et al., 2008).

Fase Acrosomal: La espermatide gira de tal forma que el acrosoma queda en direccién de la
membrana basal. Se depositan granulos en el acrosoma, el citoplasma se desplaza hacia la base de
la cabeza y se localiza por debajo de la

., , . . Cuerpo del epididimo
unién nucleo-axonema; las mitocondrias

Cabeza del epididimo

se agrupan alrededor de este Ultimo en .
Conductillos eferentes AL} ‘ Conducto

su parte cercana al nucleo, formando la deferente

pieza media. Uno de los centriolos pasa
a formar la pieza media (Olivera et al.,
2006).

Fase de Maduracién: Se desarrollan las
caracteristicas finales del
espermatozoide, se adquiere la forma
caracteristica del espermatozoide y la
eliminacion  del  citoplasma por
desplazamiento hacia la pieza terminal
de Ia cola originando Ila gota
citoplasmatica. Esta fase termina con la
espermiacion, que es la liberacién del Albugines
espermatozoide a la luz del tubo

seminifero,  posteriormente son

Cola del

Lobulillos del testiculo epididimo

Tabiques testiculares
transportados a los ductos eferentes y Figura 3. Estructura del epididimo (Walsh, 2008).
de ahi al epididimo en cuya cola se

almacenan (Figura 3) (Olivera et al.,




2006).El proceso de maduracidn termina con la espermiacion, o liberacién de los espermatozoides

a la luz del tubo seminifero. En los testiculos, los espermatozoides son inmaéviles o moviles in situ
y no fecundantes (Poirot et al., 2005).

El epididimo estd constituido de tres partes: la cabeza, el cuerpo y la cola (Figura 3). En el
epididimo se efectia al mismo tiempo la reabsorcién y secrecién epididimaria. Sélo aqui los
espermatozoides adquieren su movilidad progresiva y su aptitud para la fecundacion. En el
momento de la eyaculacién, el liquido del epididimo que contiene los espermatozoides es
expulsado por el conducto deferente que acaba en la ampolla deferente, después pasa por los
conductos eyaculadores hasta la uretra prostatica. A esta altura se afiade la secrecidn prostatica
(Poirot et al., 2005).

Durante la eyaculacién los espermatozoides junto con el plasma seminal pasan por la uretray a
través de movimientos peristalticos se libera al tracto genital femenino. Por ultimo la capacitacion
del espermatozoide empieza en su transito por el epididimo, pero el movimiento del flagelo
empieza después de la eyaculacion, todo este proceso es llamado, activacion del esperma. (Olivera
et al., 2006)

Una de las modificaciones que se dan en la espermiogénesis es la formacién del flagelo el cual
tiene una composicién particular (Figura 4).

Flagelo o cola Cabeza

I | ,
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Figura 4. Estructura y componentes del flagelo del espermatozoide, y componentes de la cabeza (Olivera et al., 2006).




Durante el proceso de formacion del flagelo se da la sintesis de dineina, que es una de las
principales proteinas formadoras de éste, ademas estda compuesto por micro-tubulos, moléculas
chaperonas, proteinas fijadoras de calcio y proteinas quinasas/fosfatasas (Olivera et al., 2006).

Para que el espermatozoide fertilice al évulo deben de desencadenarse una serie de reacciones,
gue son conocidas como “reaccidon acrosomal”, las cuales se encargan de la penetracion del
espermatozoide al dvulo y la fusion entre sus membranas.

Reaccion acrosomal

Es la liberacion de enzimas liticas (hialuronidasa) por parte de la vesicula acrosomal del
espermatozoide, en el foliculo ovérico, son capaces de dispersar las células de la corona radiada y
asi permitir que el espermatozoide se abra camino, hasta alcanzar la zona pelucida, que es el
estrato glicoproteico que rodea el ovocito (Ortega, 2012).

El inicio de la reaccion acrosomal esta mediada por la N-acetilglucosamina (Cardona et al., 2005), y
por galactosil transferasa (Percy, 1997). La unidon del espermatozoide a la zona pelucida, induce
la activacidon y el desprendimiento de otra enzima acrosomal (acrosina), que facilita la penetracion
del espermatozoide a través de la zona pelicida, para excavar en ella un canal que le permita
alcanzar la membrana plasmatica, fundirse e incorporar su nucleo (Figura 5) (Langman, 1976
Tomado de: Ruiz, 1988).

Figura 5. Reaccion acrosomal (Langman, 1976; Tomado de: Ruiz, 1988).




Existe un cambio de pH en el ovulo, causado por un flujo de hidrogeniones y un influjo de sodio,

teniendo como consecuencia la despolarizacion de la membrana y permiten la activacion de
canales de calcio de la membrana plasmatica, permitiendo un influjo masivo de iones calcio. Este
alto nivel del calcio intracelular induce la fusién de la membrana acrosomal externa con la
membrana plasmatica circundante vy la liberacidén del contenido del espermatozoide (Percy, 1997).

El proceso de fertilizacién por parte del espermatozoide, depende en gran medida de la
morfologia espermatica, la cual si es aberrante, puede ser causada por daifo en el material
genético de estas células.

Aberraciones Cromosomicas

Son cambios en el cariotipo que afectan el nimero y estructura de los cromosomas. Estos cambios
pueden ser heredados a partir de inversiones y translocaciones cromosémicas balanceadas que
estdn presentes en alguno de los padres; pueden ser de novo producto de una nueva mutacion
ocurrida en las células germinales o en el periodo postcigético, y pueden ser adquiridos en los
casos de leucemia y cancer (Colombo et al.,, 2003). Existen diversos tipos de aberraciones en el
material genético, como son los siguientes:

Alteraciones Numéricas

Son los cambios en el nimero de cromosomas, este tipo de alteraciones son relativamente faciles
de identificar con métodos citogenéticos estandar, y son de dos tipos:

Aneuploidias: corresponden a la pérdida (monosomia) o ganancia (trisomia) de un cromosoma al
par homologo.

Poliploidias: existe una ganancia de un set haploide completo (3n, 4n, etc.).

Las aneuploidias que afecta a todas las células de un organismo generalmente son el resultado de
una no-disyuncién, que se produce por una falla en la separacion de los cromosomas homélogos,
principalmente durante la primera divisién meiotica generdndose gametos con mayor o menor
numero cromosémico. Si la no-disyuncién ocurre durante la mitosis, se generan células somaticas
hijas trismicas y monosdmicas; el grado del mosaicismo resultante dependera del tiempo de la
embriogénesis en donde ocurrié la no-disyuncidn y la sobrevida de las células con aberracidn
(Colombo et al.,, 2003). A diferencia de las aneuploidias, las poliploidias tiene un numero
cromosémico que es un multiplo exacto del set haploide gendmico, por sobre el diploide (2n). Los
posibles estados poliploides son triploides (3n), tetraploides (4n) pentaploides (5n), etc.;
generalmente las Poliploidias son muy poco frecuentes y letales antes del nacimiento (Colombo et
al., 2003).




Aberraciones Estructurales

En general las aberraciones estructurales se producen por grandes mutaciones gendmicas o por
deleciones cromosémicas que se presentan errdneamente. Existen evidencias que indican que las
deleciones cromosédmicas no se producen al azar. Existen dos grandes tipos de aberraciones
cromosdmicas estructurales: Aberraciones de tipo cromosémico y Aberraciones de tipo
cromatidico (Figura 6; Evans, 1984).

Tipo
Subcroma
tidico

Tipo Cromosémico Tipo Cromatidico
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Desarrollo

Figura 6. Relacion entre el tipo de aberracion y el estadio en el ciclo célular (Evans, 1984; Modificada).

Aberraciones de tipo cromosomico: delecién terminal, delecién intersticial, anillos acéntricos,
anillos céntricos, inversiones, translocaciones reciprocas y cromosoma.

Aberraciones de tipo cromatidico: gap cromatidico e isocromatidico, deleciéon intersticial de
cromatida, anillos cromatidicos acéntricos y céntricos, aberraciones de isocromatidicas,
intercambio simétrico e intercambio asimétrico (Figura 7; Evans, 1984).
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Figura 7. Aberraciones de tipo cromosémico (Evans, 1984; Modificada).

Alteraciones genéticas y epigenéticas en la espermiogénesis

La espermatogénesis es un proceso altamente regulado, que esta controlado por mecanismos
epigenéticos y si existe alguna perturbacién en el material genético de los espermatozoides, puede
resultar en infertilidad masculina. Algunos de los eventos que forman parte de la
espermatogénesis pueden ser afectados por estas perturbaciones en la epigenética e integridad
del material genético que estan involucrados en la formacién del espermatozoide, los cuales son:
condensacidon de los cromosomas, enzimas acrosomales no funcionales, microdeleciones vy
empaquetamiento del DNA dentro del nucleo del espermatide. Este ultimo evento, tiene gran
impacto en la formacién de la cabeza del espermatozoide y si existe un mal empaquetamiento
puede producir globozoospermia (Zamudio et al., 2008).

Otra de las anormalidades epigenéticas que pueden afectar considerablemente el proceso de
fecundacion esta en el acrosoma, ya que este puede presentar malformaciones incluyendo
anormalidades a nivel fisioldgico, afectando la funcionalidad de las enzimas como son las
hialuronidasa, acrosin, pro-acrosin, fosfatasa, aril sulfatasa, colagenasa, fosfolipasa C, beta
galactosidasa, N- acetilglucosamina y galactosil transferasa. El dafio del DNA es factor importante
en la linea célular germinal ya que juega un papel importante en la espermiogenesis, se ha
reportado que la eficacia de la protaminacion de la cromatina en el espermatozoide estd
altamente correlacionada con el dafio genético, teniendo como resultado una morfologia
espermatica aberrante (Aitken et al., 2011). Las anormalidades también pueden presentarse en




los proteosomas (Ortega, 2012). Los proteosomas participan en la funcidon reguladora de la

activacion de las enzimas encargadas de la penetracidn del espermatozoide al évulo. Los
estratos para la degradacién proteosomal estan presentes en las capas del acrosoma en forma de
proteinas ubiquitinadas receptoras de esperma. Alguna alteracién en la funcionalidad
proteosomal del espermatozoide interfiere en el proceso de fertilizacién. Los proteosomas
acrosomales espermaticos estan localizados extracelularmente (Yang et al., 2006; Sutovsky,
2010).

Las alteraciones en las ubiquitinas reguladoras de enzimas involucradas en la funcionalidad de los
proteosomas resultan en una morfologia espermatica anormal, tal es el caso de la perdida del gen
gue codifica para la ubiquitina de tipo E2 que forma un conjugado con la enzima HR6B para su
activacion, si este conjugado no esta presente trae como consecuencia una elongacién aberrante
del espermatozoide (Sutovsky, 2010).

Fertilidad Masculina

Es la capacidad, por parte del varén, de lograr un embrazo clinico antes de 12 meses o mds de
relaciones sexuales no protegidas. En el caso de la infertilidad este hecho no se logra, una de las
causas es debido a una baja calidad seminal que puede ser causada por problemas fisicos,
hormonales, por el estilo de vida o factores ambientales. Alrededor de un tercio de las veces, la
infertilidad es un problema por parte del hombre (Organizacién Mundial de la Salud).

Tomando en cuenta esto, se sabe que los hombres que tienen problemas de fertilidad pueden
tener anormalidades genéticas en su cariotipo que son potencialmente transmisibles, que
incluyen desdérdenes cromosdmicos numéricos y estructurales. En la evaluacidn de la infertilidad
la identificacién de alteraciones cromosdmicas puede arrojar a la luz informacidn sobre estos
mecanismos que afecten a la fertilidad (Angudio et al., 2008).

Hombres con esterilidad y con variedades de sub-fertilidad muestran anormalidades
morfolégicas en los espermatozoides y genéticas en los cromosomas (Zamudio et al., 2008). Ya
que todo el proceso espermatogénico y espermiogénico esta regulado mediante la epigenética,
alguna alteracidon en estos procesos y en la integridad del material genético puede ser producido
por cambios heredables mitéticos y meidticos produciendo un fenotipo celular aberrante
(Zamudio et al., 2008).

La importancia de la morfologia del espermatozoide para estimar la calidad espermatica esta
reconocida desde los primeros trabajos que realizaron Macleod y Gold en 1951(Tomado de:
Maroto, 2012). Este tipo de evaluacion espermdtica estd incluida dentro del espermiograma
convencional, siendo una de las pruebas mas importantes (Maroto, 2012). La evaluacion del
numero de espermatozoides anormales se realiza mediante los protocolos establecidos por la
OMS, 2010.




El valor minimo de espermatozoides normales ha ido a la baja desde 1992 ya que el limite
minimo de espermatozoides normales era del 230% de EN (OMS, 1992) y para el afio de 1999 fue
de >15% de EN (OMS, 1999) teniendo como valor actual, 24% de EN (OMS, 2010). las
anormalidades en los espermatozoides pueden ser relativamente altas, ya que estas se pueden
presentar en las distintas estructuras del espermatozoide, pueden ser en cabeza, flageloy enla
media. Para que a un paciente se le considere normal, el porcentaje de los
ser 24%, de lo contrario se le considerara

pieza
espermatozoides normales (EN) debe de
teratozoospermico (aumento en el nimero de espermatozoides anormales) y se infiere que tiene

problemas de fertilidad (Organizacién Mundial de la Salud, 2010).

Caracteristicas de espermatozoides normales
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Figura 8. Morfologia de un espermatozoide normal, A: tincidn con nigrosina y B: esquema de los
componentes de un espermatozoide (OMS, 2010).
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Alteraciones morfologicas en el espermatozoide:

Cabeza: Puede presentar cabeza grande, pequeia, pequefia elongada, periforme, amorfa
vacuolada, doble elongado o periforme, o cualquiera combinacidon entre estas opciones. La
mayoria de las deformaciones en la cabeza es por un mal desarrollo en el acrosoma vy la
globozoospermia (Figura 9).

Elongada Piriforme Amorfa Vacuolada Zona

acrosomal
AN

pequefia
Sin Cabeza

N
acrosoma  pequefia ? ?

Figura 9. Anormalidades morfoldgicas del espermatozoide que se pueden presentar en cabeza
(OMS, 2010).

Flagelo Sin flagelo Enrollado
Corto

Flagelo: Puede presentar mas de un flagelo, ser corto,
en forma de horquilla, quebrado, enrollado, irregular, o
inclusive con algunas gotas citoplasmaticas terminales
(Figura 10).

Figura 10. Anormalidades morfolégicas en el
espermatozoide que se puede presentar en flagelo
Pieza media Asimétrica Engrosada Sinpieza Conresiduos (OMS 2010).
doblada citoplasmaticos

Pieza Media: Puede estar doblado,
formas irregulares, quebrada, delgada,
ausencia de vainas mitocondriales, muy
"ol gruesa, con presencia de gotas
citoplasmaticas (Figura 11).

Figura 11. Anormalidades morfolégicas en el
espermatozoide que se pueden presentar en pieza media
(OMS, 2010).
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Justificacion

Uno de los problemas de fertilidad dependientes del factor masculino estda relacionado con el

aumento del nimero de espermatozoides anormales (teratozoospérmia), esta condicién se
encuentra relacionada, principalmente, con alteraciones cromosémicas tanto numéricas como
estructurales transmisibles a la descendencia, por lo que el anélisis de la morfologia espermatica
acompafiado del estudio cromosémico es importante como un parametro parala evaluacién de
la fertilidad y la herencia de sindromes ligados a dafio en el material genético. Sin embargo, en los
ultimos afos el porcentaje de espermatozoides normales (morfologia espermadtica) tiende a la
baja, teniendo como parametro 30% de espermatozoides normales (EN) como minimo, en el afio
de 1992 para considerarse normal, en el afio de 1999 el valor decayd a 15% de ENy para el 2010
el valor se encuentra en 4% de EN, todos publicados por La Organizacion Mundial de la Salud,
este Ultimo valor de EN es muy bajo y debe considerarse como valor inferior para la
morfologia espermdtica ya que a valores de morfologia espermdtica mayores a 4% podria
encontrarse anormalidades cromosdmicas considerables.

Hipétesis
Si la morfologia del espermatozoide esta relacionada con las aberraciones cromosdémicas (AC),

entonces los individuos con teratozoospermia presentan mayor frecuencia de aberraciones
cromosomicas en células somaticas.

Objetivo General

Analizar 100 muestras seminales de donantes de la FES Zaragoza realizando una
espermatobioscopia segun el protocolo de la OMS 1999 y del 2010 como limite inferior de
referencia para evaluar la calidad seminal y correlacionarla con el estado cromosémico de los
individuos teratozoospermicos.

Objetivos Particulares

e Evaluacion de la calidad seminal mediante espermatobioscopia directa.

e Establecer la condicion de teratozoospermia mediante el analisis de la morfologia
espermatica.

e Analizar los resultados obtenidos en este estudio al referirlos a valores estandares de
calidad seminal propuestos por la OMS en 1999 y 2010.

e Analizar el dafio cromosémico de varones teratozoospérmicos mediante cariotipo de
células linfociticas.
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Metodologia

a) Calidad seminal: Espermatobioscopia

De 100 varones de la FES Zaragoza se obtuvo por masturbacion muestras de semen que fueron
etiquetadas y procesadas mediante el protocolo establecido por la OMS 1999. Para cada
muestra se realizaron 2 conteos de 200 espermatozoides, de cada pardmetro: progresion
espermatica (donde se evaltan rapidos, lentos, in-situ y sin movimientos), viabilidad espermatica
(vivos y muertos), densidad espermatica (cantidad de espermatozoides por mililitro) y la
morfologia espermatica asi como también los pardmetros fisicos como volumen, pH, color, y
viscosidad.

b) Andlisis de la morfologia espermatica

La morfologia espermatica es un factor muy importante en el analisis de la salud genética del
producto ya que si la integridad del material genético presenta dafio puede transmitirla a su
descendencia. Este pardmetro se basa en la apariencia de los espermatozoides de una muestra
obtenida por masturbacién. Los analisis se basan en la revisidn de cada una de las estructuras de
un espermatozoide (cabeza, flagelo y pieza media), las cuales pueden presentar alguna
alteracién en la forma, lo que afecta en la capacidad de fertilizacion, por lo que su analisis es muy
importante en el examen de fertilidad. Para la observacion de cada una de las estructuras de los
espermatozoides se necesito tefiirlos mediante la técnica de Hemacolor.

c) Técnica de Hemacolor

Por cada donante se realizaron dos frotis con 10 Pl de muestra seminal tratando esparcir la
muestra uniformemente y puestas a secar al aire. Los frotis se hidrataron con bafos en etanol al
100%, 90%, 70% durante un minuto por cada uno, posteriormente los frotis fueron colocados en
agua corriente durante 5 minutos y en agua destilada por 1 minuto. La coloracién de los frotis
fue con una solucion de Hematoxilina aluminica de Harris durante 5 min, eliminando el exceso
de colorante con alcohol al 70% para que sélo los nucleos y componentes basoéfilos quedasen
tefiidos, después con agua corriente 2 minutos y agua destilada 1minuto. Posteriormente los
frotis fueron tefiidos con una solucién de Eosina durante 5 minutos eliminando el exceso con
agua destilada. La deshidratacién de los frotis fue mediante bafos en soluciones de alcohol al
70%.90% y 100% durante un minuto en cada uno. Por ultimo los frotis fueron sometidos en dos
bafios, en xilol al 70% y al 100% durante un minuto y se dejaron secar al aire (Merck; Dermstadt,
Alemania).

Se contaron 100 espermatozoides de cada una de las laminillas y se analizé la morfologia de la
cabeza, flagelo y la pieza media de los espermatozoides. Segin la OMS 1999, el porcentaje de
espermatozoides normales debe de superar el 15% para considerarse normal la morfologia
espermatica, si es el caso contrario se dice que tiene teratozoospermia (Figura 12 y 13).
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A B c D E

Figura 12. Espermatozoides con morfologia normal A, B, C, D y E (OMS, 2010).

A B C D E F

Figura 13. Espermatozoides con morfologia anormal; A, espermatozoide con cabeza alargada; B, espermatozoide
con pieza media engrosada; C, D y E, espermatozoides con residuos citoplasmaticos en la pieza media; F,
espermatozoide sin cabeza (OMS, 2010).

A los donantes cuyo porcentaje de espermatozoides normales (morfologia espermatica) esta por
debajo del 15% se les realizo andlisis de ensayo cromosdmico a partir de una muestra de sangre
periférica. Este procedimiento también se realizé en donantes cuyo valor de morfologia
espermatica fue mayor a 15% para comparar y observar diferencias significativas.

d) Cultivo de linfocitos
Siembra:

Obtencion de la muestra de sangre periférica de individuos teratozoospérmicos vy
normozoospérmicos. El procedimiento se realizé con una jeringa con heparina, para evitar la
coagulacién de la muestra. De la sangre obtenida se colocaron de 12 a 14 gotas de sangre en
medio de cultivo RPMI-1640 (5 ml) activado con 100 pl de Fitohemaglutinina. Incubando durante
48 horas a 37°C.
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Cosecha:

Antes de terminadas las 48 horas (2 horas antes), se colocaron 200 pl de Colchicina (8 ug/ml,
concentracién final) por 5 ml de medio RPMI. Pasadas las 48 horas las muestras se
centrifugaron durante 5min a 3500 rpm y se elimind el sobrenadante. Afladiendo 5 ml de
solucidon hipotdnica de KCl (a 37°C) al 0.075 M para posteriormente incubar durante 35 min a 37
°C. Posteriormente, acabado el tiempo de incubaciéon con solucidon hipotdnica, se prefijaron las
muestras con Carnoy (3:1) agitando durante el proceso para después centrifugar la muestra
durante 15 min a 3500 rpm y eliminar el sobrenadante. Para los lavados se utilizé 5 ml de Carnoy
(3:1) agitando durante el proceso, después se centrifugo durante 5 min a 3500 rpm eliminando el
sobrenadante. El lavado con Carnoy se repitié de 3 a 5 veces o hasta que la muestra quedo
transparente o lo mas clara posible. Después de los lavados el botdn celular debe de estar claroy
se re-suspende en 0.5 ml de fijador fresco.

Elaboracion de preparaciones cromosomicas:

Se elaboraron las laminillas por goteo del botén celular obtenido a una altura mayor a 1.6 m, para
el buen esparcimiento de los cromosomas, las laminillas fueron previamente refrigeradas a -4°C
durante 20 min.

Para la observacion de estas laminillas se tifieron con Giemsa durante 10 min, lavando con
agua destilada para quitar el exceso de colorante, después se dejaron secar y por ultimo se
revisaran al microscopio con un objetivo de 100X.

En este momento se obtuvo el indice Mitético, evaluando mil células totales (tomando en cuenta
mitosis e interfaces), donde se aplicara la siguiente férmula:

£ . i Total de células en mitosis
Indice Mitético: X 100

1000 células totales

Observacion de los cromosomas

Por donante se analizaron 25 células en metafase, observando si existen anormalidades en los
cromosomas, tanto numéricas como estructurales. Se reportd el tipo de aberraciéon y con qué
frecuencia se presenta.
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Analisis estadistico

Las aberraciones cromosdmicas y los parametros espermatobioscopicos de se analizaron por la
prueba de t-Student vy los Indices Mitdticos mediante una prueba de “Z”. En todos los casos se
consideré como significativo cuando p<0.05.

Resultados y analisis de resultados

Teniendo las espermatobioscopias analizadas de todos los donantes se observd que ninguna de
estas presentaban una Morfologia Espermatica por debajo del valor limite establecido por la
OMS 2010 (4% de EN), por lo tanto se tomo el parametro de la OMS de 1999 para el analisis de la
morfologia. Los valores obtenidos en las espermatobioscopias se muestran en la Tabla 1.

Calidad seminal: Espermatobioscopias

De las 100 muestras analizadas, mediante la espermatobioscopia directa solo 94 fueron
tomadas para el presente estudio, los resultados estdn registrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados obtenidos de las espermatobioscopias de los donantes de la FES Zaragoza. NL= normal, NN=

anormal, para densidad o morfologia.

Donante Volumen Viscosidad Licuefaccién Color pH Progresion Viabilidad Morfologia Densidad
(ml) (%) (%) (Normales, %) (x10%/esp*ml)
NL-6 1 Hilo completa amarillento 8 72 73 34.3 52.75
NL-7 4.3 Gota completa opalescente 8 51.5 61.5 27 35.25
NL-8 3.5 Gota completa amarillento 8 65 65 43 89.25
NL-9 2 Gota completa opalescente 9 62 72,5 37 44.73
NL-10 1 Hilo completa amarillento 9 55.25 58.75 60.25 48.25
NL-11 1 Gota completa opalescente 8 33 80.09 29 18.35
NL-12 2 Hilo completa opalescente 10 51 72 54 10.65
NL-15 2 Gota completa opalescente 8 82 78 41 163.5
NN-16 1.6 Gota completa opalescente 9 16 74.75 57.75 12.7
NL-17 4 Gota completa opalescente 8 75 81.46 31.05 113.166
NN-18 4 Gota completa amarillento 8 72.75 70 47.75 255.7
NL-20 15 Gota completa opalescente 8 39.21 63.18 40.59 222.33
NL-21 4.1 Hilo completa amarillento 8 62 68.25 52 47.625
NL-22 1 Hilo completa opalescente 9 47 60.25 34,5 57.25
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Continuacion Tabla 1

v

ZARAGOZA

Donante

NL-23
NL-24
NL-25
NL-26
NL-29
NN-30
NL-31
NL-32
NL-33
NL-34
NL-35
NL-36
NL-37
NN-38
NL-39
NL-40
NL-41
NL-43
NN-44
NL-45
NL-46
NL-47
NL-48
NL-49
NL-51
NL-52
NL-53
NL-54
NL-55
NL-56
NL-57
NN-58
NL-59
NL-60
NL-61
NL-62
NL-63
NL-64
NL-65
NL-66

Volumen
(ml)

15
0.9
2
6.4

0.5
0.5
8.2
3.6
2.5

(=Y

2.5

5.5
15

3.8
5.5

3.8
5.8
1.5

3.7

0.8
23
4.5
23

24
3.5

3.5
4.9

Viscosidad

Gota
Gota
Gota
Gota
Hilo
Hilo
Hilo
Gota
Hilo
Gota
Gota
Gota
Hilo
Hilo
Gota
Hilo
Gota
Hilo
Hilo
Gota
Gota
Hilo
Hilo
Gota
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo
Gota
Hilo
Gota
Hilo
Hilo
Gota
Gota
Hilo
Gota

Gota

Licuefaccion

completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa

completa

Color

amarillento
opalescente
opalescente
amarillento
opalescente
amarillento
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
amarillento
amarillento
opalescente
amarillento
opalescente
amarillento
opalescente
amarillento
opalescente
amarillento
amarillento
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente

opalescente

pH

0O 00 0 0 0 0 00 © 0 0 00 00 00 00 00 00 © 0 0 0 W 0 0 0 o0 W W o0 00 VW o

Progresion

(%)

68.25
68.3
77
65.75
74.35

57.4

48.06
50
54.5
64.5
72.5
63.13
21.5
55.75
46.25
72.49
51.72
39.14
61.5
62.75
35.5
59.99
55.49
65.55
69.98
42.84
72
42.53
55.59
60.25
16.25
66.82
46.5
65.1
51.16
29.19
65.34
60
62.09

Viabilidad

(%)

70.75
83.25
72.5
70.25
78
72
84.57
60.25
63.36
78
88
83
79.03
72.75
79.25
79.5
90.65
64.43
48.5
71.25
75.75
74.2
70
53.73
76.3
62.5
77
53.9
60.75
90.2
65.5
43.23
76.11
80
78.6
83.25
73.8
58.41
69.06

72.75

Morfologia
(Normales, %)

60.5
17
23.5
48
31.37
30.73
23.9
31
23.3
30
44.5
52.25
15.7
15.75
37
45.75
22.29
35.02
29.55
42
49.5
17.64
423
3221
55.7
56.75
40.5
27.67
32.56
36.5
51.75
25.5
40.97
35.35
17.5
67.75
21.54
28
45.39
30

Densidad
(x10%/esp*ml)
38.63
48
136
136
61.5
14.45
58.37
69
21.8
29.35
82.75
50.125
105.25
13.9
68.37
28.5
70
39.87
4.6
108.25
49
118.33
100.5
31
58.75
134.5
164.6
46.91
87.25
80.5
118.5
16.8
119.5
144
68.25
159.75
30.125
169.16
79
179
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Continuacidn Tabla 1

v

ZARAGOZA

Donante

NN-67
NL-68
NL-69
NL-70
NL-71
NL-72
NL-73
NL-74
NL-75
NL-76
NL-77
NL-78
NL-79
NL-80
NL-81
NL-82
NL-83
NL-85
NL-86
NL-87
NN-88
NL-89
NN-90
NN-91
NN-92
NN 93
NN-94
NN-95
NN-96
NN-97
NL-98
NN-99
NN-100
NL-101
NN-102
NL-103
NL-105
NL-107
NL-108

NL-109

Volumen
(ml)

2.8
1
2.5
2.1
1.8
2.8
2.5
3.5
2
13
2.5

0.5

2.5

15

29

3.5
2.5
0.8
8.4
4.3

4.1
4.2

5.1

4.7
33

Viscosidad

Gota
Hilo
Hilo

Gota
Hilo

Gota
Hilo

Gota

Gota
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo

Gota
Hilo

Gota

Gota
Hilo
Hilo

Gota

Gota
Hilo
Hilo

Gota
Hilo

Gota

Gota
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo
Hilo

Gota
Hilo
Hilo
Hilo

Hilo

Licuefaccion

completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa
completa

completa

Color

opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
amarillento
opalescente
opalescente
amarillento
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente
opalescente

opalescente

pH

© 0 00 W 00 0 00 0 © 00 0 ©0 © 0 0 0 0 O

0o

Progresion
(%)
26

55.95
42.74
57.25
34.69
70.75
47.25
50.35
82.39
40.25
57
63.5
51
63.25
71.25
38.06
68.99
69.75
20.25
62
39.25
54.3
57.85
17.5
30
50.75
34.25
39.5
27.37
55
49.25
57.15
41.5
50
78
66.3
78.75
66.5
78

82.75

Viabilidad
(%)
40.25
70.5
63.09
76.25
41.14
69.36
71
79.5
78.08
58.5
62.5
70
83
77
68.25
79.04
75.53
73.75
63.25
77.5
59.75
80.08
81
55
69.25
81.25
78
63
74.5
64.21
82.25
80.75
71.5
81.5
68
66
86.25
77.75
58.5

72.75

Morfologia
(Normales, %)

33.25
41.5
32.17
36.75
25.11
53.06
29
56.25
25.84
21.25
39
43.8
17.5
20.5
48.75
22.48
19.62
23.25
18
38.25
11.75
23.87
11.5
31.25
45
12.25
26.25
17.75
33.25
50.4
30.5
8.1
11.25
17.65
14.75
35.7
37
19.75
16.5

19.75

Densidad
(x10%/esp*ml)
6.15
57.75
120.75
124.25
25.33
119.75
38.125
45.25
115.25
31.52
71.87
54.87
60.62
60.87
120.75
36.87
103.66
103.5
29.37
98.25
71.75
155.37
33.12
87.37
127.5
36
20
38
186.5
153
197.5
180.5
71.125
77.37
66.87
125.5
30.62
156.75
200.15

136.25
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Continuacion Tabla 1

Donante Volumen Viscosidad Licuefaccién  Color pH Progresién Viabilidad Morfologia Densidad
(ml) (%) (%) (Normales, %) (x10°/esp*ml)
Medias/E.S  2.76x0.17 8.16 71.18+1.05 33.22+1.39 83.9145.71
0.04 54.94+1.64
OMS 1999 >2 ;55 >50 >75 >15 20-200
OMS 2010 >1.5 >40 >58 >4 15-200
Desviacién 1.68 0.39 7.23 10.23 1.39 32.61
Estandar

Muestra los resultados de las Espermatobioscopia directas, tanto resultados fisicos como citoldgicos, los donadores marcados con
color rojo son aquellos que el valor de su morfologia espermatica esta por debajo del rango establecido por la OMS 1999 y OMS
2010; Mientras que los donadores marcados con azul muestran algiin parametro fuera del rango normal establecido por la OMS

1999 y OMS 2010.

Nota: las primeras 5 muestras (donantes 1-5) de donantes se utilizaron para estandarizar la metodologia de la Espermatobioscopia
directa, ademas se descartaron muestras por una mal concordancia de los datos teniendo 94 muestras espermaticas como total.

Pardametros fisicos seminales

Volumen seminal

Del total de donantes sélo 29 de
estos tienen un volumen de
eyaculado inferior del valor
estandar y 2 por arriba del limite
superior, pero el promedio del
volumen muestral (x=2.76 + 0.17)
cae dentro del rango normal
establecido por la OMS 1999, >2 ml
(Figura 14) de igual manera para el
valor de volumen establecido por la
OMS 2010 (>1.5 ml).

En términos de numero de
donantes, 63 de ellos tuvieron un
volumen de eyaculado normal. Los
donantes fueron divididos en tres
grupos: volumen normal
(x=3.35%0.15), volumen bajo

Numero de donantes de la muestra

(x=1.1£0.06) y volumen alto (x=8.3+0.1).

70
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30

20

10

Volumen de las muestras seminales

Dentro del intervalo  Fuera del intervalo

Figura 14. Muestra los donantes que estan dentro del rango
de volumen seminal permisible por la OMS y los que estan

fuera del rango.

Mediante el andlisis estadistico con una p<0.05, se determind que existen diferencias significativas

entre los grupos, volumen normal contra volumen bajo y volumen normal contra volumen alto

(Tabla 4).

19




Viscosidad seminal

Es un parametro que solo tiene dos
variables apreciables a simple vista, Gota
o Hilo, la muestra no mostré una
tendencia entre estas dos variables. En
total se tiene 44 casos con viscosidad en
Gota mientras que 50 la presentan en
Hilo (Figura 15), siendo la viscosidad de
tipo Gota la normal segun lo establecido
por la OMS. Si la viscosidad aumenta
tendiendo a  formar un hilo puede
aumentar la dificultad para determinar
otras caracteristicas espermdticas como
la movilidad y la concentracién de los
espermatozoides (Poirot et. al., 2005).
Cuando la muestra es altamente viscosa,
puede ser debido a una disfunciéon
prostdtica o eyaculacién frecuente por
parte del donante (OMS, 1999).

pH de las muestras seminales

HpH8 EpHY9 EipH10

Figura 16: Muestra la cantidad de donantes que presentan cada tipo de pH
en toda la muestra seminal, observandose que el pH de 8 es el mas

frecuente con 80 casos.

Viscosidad de las muestras seminales

H Gota HHilo

Figura 15. En la muestra total se presentan 50 donantes con
viscosidad seminal en Hilo mientras que 44 son de tipo Gota.

pH seminal

Este parametro puede variar
mucho dependiendo del individuo,
pero se puede observar que
permanece en un rango que va de
8 a 10, siendo un pH de 8 el valor
que se presenta con mas
frecuencia. En toda la muestra se
presentan 80 casos con pH 8, 13
casos con pH 9 y un caso con pH 10
(Tabla 1; Figura 16). Los donantes
se dividieron en dos grupos: pH=8
con 80 casos (x=8+0.0) y pH>8 con
14 casos (x=9.07+0.07).

Mediante el analisis estadistico con
una p<0.05 se presentd que existe
diferencia significativa entre los
grupos pH=8 y pH>8 (Tabla 4).
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Color seminal

Dependiendo de los habitos del donante este puede tener muchas variantes, sin en cambio este
rubro en nuestra muestra se observé poco variable, solo dos coloraciones. En la muestra se
presentaron solo 15 casos con una coloracién amarillenta y 79 casos con una coloracion
opalescente (Figura 17). La coloracidon opalescente se considera como normal segin lo
establecido por los manuales para el andlisis de la calidad seminal de la OMS 1999 y 2010. En el
caso de presentar una coloracidén parda/amarillenta se puede sugerir en una hemospermia
(presencia de sangre en el liquido seminal) y puede incluso que aparezca sangre en la orina y
semen; causado por micro-traumatismos o intensa actividad sexual. En este caso es aconsejable
una consulta uroldgica (Poirot et al., 2005; Garcia et al., 2012).

Color del semen de los donantes

B Opalescente W Amarillento

Figura 17. En la muestra 15 casos presentaron una coloracién seminal amarillentay 79
casos con una coloracion opalescente.

Pardmetros Citologicos seminales

Viabilidad Espermatica

El promedio de viabilidad espermatica de la muestra total es de 71.618%1.05 (Tabla 1), el cual
estd fuera del rango normal establecido por la OMS 1999 (75%, Tabla 1) y dentro del la OMS
2010 (58% Tabla 1); 56 donantes tienen un valor de viabilidad por debajo del rango estandar de
la OMS 1999, pero al compararlos con los valores establecidos por la OMS 2010, el nimero de
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donantes por debajo de lo estandar disminuye (a 6 donantes), lo que nos indica que la calidad
espermatica va decayendo conforme al tiempo por lo cual los limites inferiores establecidos por la
OMS son obligados a descender (Figura 18). La muestra de donantes se dividié en dos grupos:
donantes con viabilidad normal (x=80.38+0.6) y donantes con viabilidad baja (x=64.94+1.11), los
cuales con una p<0.05 mostraron diferencias significativas (Tabla 4).

Donantes con viabilidad espermatica baja

30

20

Mumero de donantes con viabilidad

espermatica baja
5
|

oS 19939 OMS 2010

Figura 18. Muestra el nimero de donantes con baja viabilidad espermatica, comprandolos entre los dos valores
establecidos por la OMS 1999 y OMS 2010.

Viabilidad espermatica

Figura 19. Evaluacidn de la viabilidad de los espermatozoides mediante la tincion de eosina, de rojo son los
espermatozoides muertos, mientras que los blancos estan vivos (100X).
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Progresion Espermatica

La media de la muestra total es de 54.94+1.64 (Tabla 1) lo que nos dice que la muestra cae
dentro del rango normal para este rubro segun el valor de la OMS 1999 (+50%, Tabla 1), de igual
manera para el valor de la OMS 2010 (+40%, Tabla 1). Solo 29 donantes estan por debajo del
rango minimo establecido por la OMS 1999 y al compararlo con el establecido en el 2010 se
encuentran 18 donadores estan por debajo de los valores estandares (Tabla 1; Figura 20). La
muestra se dividié en dos grupos: donantes con progresion normal (x=63.59+1.11) y donantes
con progresion baja (x=.54+1.87), los cuales con una p<0.05 mostraron diferencias significativas
(Tabla 4).

Donantes con progresion espermatica baja

35
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Numero de donantes con progresién

espermatica baja
¥, ]
!

OMS 1999 OMS 2010

Figura 20. Muestra el nimero de pacientes con progresion espermatica baja, comprandolos entre los dos valores
establecidos por la OMS 1999 y OMS 2010.
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Densidad Espermatica

La media muestral de este rubro es de 83.9115.71 que esta dentro de los limites inferior vy
superior considerados como normales por la OMS 1999 (20-200X10° espermatozoides/ml), y al
compararlo con el valor mas reciente del 2010 de la OMS (15-200 X10° espermatozoides/ml) se
sigue considerando estandar la media de la muestras (Tabla 1). Al observar las densidades
espermaticas de cada individuo podemos observar que 1 donante sobrepaso el limite superior
y 8 estuvieron por debajo del limite inferior segiin la OMS 1999 y para la OMS 2010 el nimero de
donantes se modifico, teniendo 6 debajo del limite y 1 por arriba del limite (Figura 21).

Donantes con densidad espermatica alterada

Numero de donantes con densidad espermatica

fuerade los limites permisibles

=15X10E6 =200X10EE =20X10EG =200X10E6
OmMSs 2010 OMS 1999

Figura 21. Muestra a los donantes con densidad espermatica alterada, tanto mayor al limite superior y por debajo al

limite inferior.

Las muestras fueron divididas en dos grupos segun su valor de densidad espermatica: donantes
con densidad baja (x=12.42+2.22) y donantes con densidad normal (x=89.67+7.19), como solo se
presentd un donante con densidad alta, por lo que no fue viable para andlisis. Mediante pruebas
estadisticas se determind, con una p<0.05, que el grupo con donantes con densidad baja y el
grupo de donantes con densidad normal tiene diferencias significativas (Tabla 4).
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Las muestras con una densidad menor al limite inferior (15X10%espermatozoides/ml., OMS 2010)

nos indican oligozoospermia (pocos espermatozoides en el liquido seminal), las casusas pueden
ser multiples, pero a menudo son desconocidas. En algunos casos son por causas obstructivas y
son determinadas por bioquimica seminal y en otros casos puede ser debido por causas
secretoras, que son determinadas por estudios hormonales (Poirot et. al., 2005). En otros estudios
se ha observado que la baja densidad espermdtica puede estar ligada a deleciones parciales o
completas en el cromosoma Y en el gen AZF (factor de azoospermia) (Martinez et al., 2008).

De la Tabla 1 se tomaron a los donantes con valores de densidad y morfologia espermatica
alterados segln establecido por la OMS 1999 y 2010, esto para una mejor perspectiva de los
datos de los donantes con estos dos parametros alterados enfocandonos en la morfologia
espermatica. En la Tabla 2 se aprecia que se encontraron solo 9 donantes con un valor de
densidad alterado, de estos 8 donantes tiene una densidad baja y solo 1 donantes con densidad
alta.

En cuanto a la morfologia espermatica cuando se considerd solo el valor de la OMS 2010 (<4% de
EN) no se obtuvo ninglin donante con teratozoospérmicos, en cambio si se considera el valor para
morfologia espermatica de la OMS 1999 (<15% de EN) se encontraron 6 donantes con este valor
alterado, el primer dato nos permite pensar, en primera instancia, en considerar el valor de la
OMS 1999 como punto de corte para considerar a un donante con teratozoospermia (Tabla 2).

Tabla 2. Donantes con los parametros de densidad y morfologia espermatica alterados.

Donante Morfologia de Densidad
Espermatozoides normales (%) = (x10°/esp*ml)

NN-11 29.00 18.35
NN-12 54.00 10.65
NN-16 57.75 12.70
NN-18 47.75 255.70
NN-30 30.73 14.45
NN-38 15.75 13.90
NN-44 29.55 4.60
NN-58 36.75 16.80
NN-67 33.25 6.15
NN-88 11.75 71.75
NN-90 11.50 33.12
NN 93 12.25 36.00
NN-99 8.10 180.50
NN-100 11.25 71.12
NN-102 14.75 66.87

OMS 1999 | >15 [ 20-200

OMS 2010 >4 15-200

Tabla 2. Muestra a los donantes con densidad espermatica alterada de color azul y a los donantes con morfologia espermatica por
debajo del parametro establecido por la OMS 1999 ya que con el parametro del 2010 no se reporté ningun caso.
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Morfologia Espermatica

Se puede observar que ninguno de los 94 donantes muestra indicios de teratozoospérmia ya
que su nivel de espermatozoides normales esta por arriba del 4%, que es el limite permisible
segun la OMS 2010. Mientras que si se toma el parametro establecido por la OMS 1999 se
presentan 6 individuos teratozoospérmicos (Figura 22, Tabla 1y Tabla 2). Al analizar el promedio
de la morfologia espermatica de la muestra total (x=33.22+1.39; Tabla 1) estd dentro del rango
de morfologia espermatica normal enmascarando a los teratozoospermicos haciendo creer que la
morfologia espermatica estd dentro del estandar. Sin embargo, al separar la muestra de donantes
en dos grupos: teratozoospérmicos (x=11.6+0.8) y normozoospérmicos (x=34.69+1.3) se observd
que existen diferencias significativas entre ellos (Tabla 4).

Los espermatozoides con morfologia anormal nos hacen inferir un dafo en su material genético,
por lo que se considerd necesario realizar el cariotipo por individuo para analizar ese rubro
(Zamudio et al., 2008).

Donantes con teratozoospermia

Numero de donantes teratozoospermicos
w
|

OMS 1999 OMS 2010

Figura 22. Numero de pacientes diagnosticados teratozoospérmicos, comprandolos entre los dos valores establecidos
por la OMS 1999 y OMS 2010.
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Porcentajes de los parametros citoldgicos (Progresion, Viabilidad y Morfologia) de la muestra de donantes
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Figura 23. Porcentajes de los parametros citolégicos y comparacion con los limites inferiores de cada parametro
establecidos por la OMS 1999 (morado) y OMS 2010 (rojo).

El comportamiento de las muestras indica una disminucidn en la calidad espermadtica, esto por el
hecho de que la OMS bajo los limites inferiores de cada uno de los rubros que abarca la
espermatobioscopia, y aun con este hecho existen donantes que no cumplen con uno o mds de
estos rubros. En general los porcentajes para progresion y morfologia espermatica estan por
arriba de los limites establecidos por la OMS 1999 y OMS 2010, pero la viabilidad espermatica solo
esta por arriba del limite de la OMS 2010 y por debajo del limite de la OMS 1999 (Figura 23). La
morfologia espermatica, es el rubro que mas bajo tiene sus estandares de calidad teniendo una
disminucién importante desde 1992 ya que la OMS tenia un parametro de >30% de EN para
considerarse normal, para 1999 este bajo a >15% de EN y en el 2010 éste volvidé a descender a un
valor minimo de >4% de EN (OMS, 1992; 1999; 2010).

Cuando se observaron los espermatozoides con el microscopio de contraste de fases se
identificaron solo 6 donantes con teratozoospermia, pero al utilizar la técnica de Hemacolor el
numero de donantes teratozoospérmicos aumentd a 15 como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3: Resultados obtenidos de morfologia espermatica mediante la Técnica Hemacolor (Hematoxilina-Eosina).
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Continuacion Tabla 3.

70 5 0 1 10 0 10 | 10 0 1 115 57.5
123 2 0 1 30 0 7 10 0 2 36 18
128 3 0 2 33 0 9 23 2 2 24 12
69 2 0 1 36 0 12 | 27 0 2 68 34
91 2 1 2 30 0 5 23 0 2 56 28
109 2 0 0 22 0 4 14 0 2 54 27
70 2 0 0 40 0 4 16 1 0 74 37
128 0 1 0 19 0 7 7 0 0 38 19
65 3 1 2 40 0 10 | 20 3 2 75 37.5
50 2 0 0 20 0 2 18 0 2 109 54.5
126 4 1 2 31 0 4 15 4 3 30 15
101 2 0 1 27 0 5 15 2 1 55 27.5
103 3 3 4 42 4 14 | 11 2 0 38 19
106 1 2 2 31 5 5 5 0 0 58 29
96 3 2 0 23 0 7 19 2 0 55 22.5
118 3 2 7 20 0 8 6 2 2 56 28
98 2 2 6 31 4 5 7 4 1 64 32
91 12 2 2 18 0 3 12 2 0 69 34.5
87 2 1 2 8 0 8 7 2 2 79 39.5
112 2 1 2 16 1 6 8 1 2 64 32
76 2 1 2 24 2 11 | 10 2 1 920 45
121 5 1 5 18 2 6 19 2 3 42 21
140 3 3 2 14 2 10 | 20 1 2 36 18
130 3 5 0 11 2 5 15 0 1 44 22
92 0 2 0 40 1 5 8 1 1 60 30
135 3 1 0 27 2 4 3 0 1 35 17.5
148 2 3 2 29 2 4 3 0 1 20 10
101 2 0 1 26 0 7 12 0 2 58 29
127 2 0 2 29 0 10 | 22 2 5 22 11
89 1 1 1 28 0 5 12 2 2 72 36
112 0 1 0 20 0 5 7 1 2 61 30.5
148 10 1 2 21 3 10 | 9 5 1 21 10.5
113 3 2 0 27 2 10 | 9 5 1 51 25.5
157 4 2 7 29 3 7 12 3 5 24 12
121 5 1 1 18 4 7 3 3 2 54 27
132 3 1 1 21 1 2 10 2 1 37 18.5
112 3 1 0 22 2 2 6 2 0 60 30
144 2 2 2 29 5 8 8 1 1 19 9.5
144 4 4 2 11 0 3 10 0 0 34 17
120 5 2 2 53 0 11 | 13 2 1 24 13
122 5 2 1 43 5 12 | 11 0 5 23 11.5
136 2 0 0 34 2 5 7 0 2 23 11.5
131 2 2 0 46 0 3 5 1 1 18 14
113 2 1 1 48 0 12 | 10 0 2 29 14.5
116 4 2 2 35 1 10 | 16 1 0 33 16.5
108 2 2 1 13 0 7 5 1 1 73 36.5
54.14% 11.10% 4.34% 30.42%

NL: normozoospérmico, NN: teratozoospérmico. En Cabeza: A: espermatozoides con problemas en el acrosoma; G: espermatozoides
globozoospérmicos; SC: espermatozoides sin cabeza; En Pieza Media (PM); SP: espermatozoides sin pieza media; CP: espermatozoides con residuos
citoplasmaticos; En flagelo; SF: espermatozoides sin flagelo; CF: espermatozoides con residuos citoplasmaticos en flagelo. De color rojo se presentan a
los individuos teratozoospermicos tomando como referencia el parametro de la OMS 1999.
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La media muestral para la morfologia espermatica utilizando la técnica de Hemacolor fue
de x=30.16+1.44, este valor es menor a la media de la morfologia espermatica obtenida
anteriormente (x=33.22+1.39; Tabla 1). La muestra de donantes se dividié en dos grupos:
donantes normozoospérmicos (x=33.68+1.4) y donantes teratozoospérmicos (x=11.63+0.35), los
cuales presentan diferencias significativas entre ellos con una p<0.05 (Tabla 4).

Figura 24. A-D Espermatozoides con morfologia normal, Microscopio campo claro (100X).
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Figura 25. Espermatozoides con morfologia anormal, Microscopio campo claro; A: Espermatozoide bicéfalo;
B: Espermatozoide biflagelado; C: Espermatozoide con cabeza elongada; D: Espermatozoide con residuos
citoplasmicos en la pieza media; E: Espermatozoide sin pieza media y flagelo; F: Espermatozoide

globozoospermico (100X).
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Figura 26. Espermatozoides con morfologia anormal, Microscopio campo claro; A: Espermatozoide con pieza

media delecionada; B: Espermatozoides sin cabeza; C: Espermatozoide globozoospermico; D: Espermatozoide
con residuos citoplasmaticos en la pieza media y cabeza deforme; E: Espermatozoide doblado en la region de la
pieza media; F: Espermatozoide sin region acrosomal (100X).
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Con esta informacién el nimero de donantes teratozoospérmicos aumenté a 15 demostrando que

la técnica de Hemacolor es superior para detectar donantes con morfologia espermatica
aberrante, con el valor de referencia de la OMS 1999 (<15% de EN). Aun asi, no se encontré
ningun individuo que esté por debajo del limite establecido por la OMS en el 2010 (<4% de EN),
por lo cual se sugiere que este parametro sea tomado como un limite de referencia inferior como
antes ya habia sido mencionado por Sarabia et al. en el 2011 (Figura 27).

Donantes con teratozoospermia

16

14

12

10

Numero de donantes teratozoospermicos

OMS 1999 OMS 2010 OMS 1999 OMS 2010

Microscopio Ph 2 Hemacolor

Figura 27. Muestra la diferencia entre las dos técnicas usadas para determinar la calidad de la morfologia
espermatica, demostrandose asi que la técnica de Hemacolor es mas sensible ya que hubo un aumento de
donantes teratozoospermicos seglin OMS 1999, pero sin cambios con el parametro de la OMS 2010.

Las anormalidades morfolégicas mas frecuentes en los espermatozoides de nuestra muestra son
las de cabeza (54.14%), posterior a esta estdn las anormalidades en la pieza media (11.10%) y por
ultimo las del flagelo (4.34%) (Tabla 3).
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Tabla 4. Resume de los parametros seminales.

Parametro No de Donantes Grupos Medias + EE  Observaciones

Volumen Seminal 29 Vol. Normal 3.35+1.15 Vol. Entre 2-6 ml

(ml) 63 Vol. Bajo 1.1 £0.06*  Vol. <2 ml- Infeccién, agenesia.
2 Vol. Alto 8.310.1* Vol. >6 ml- Varicocele

pH 80 pH=8 8+0.0 pH=7.5-8.5
14 pH>8 9.07£0.07*  pH>8 Infeccidn prostatica

Viabilidad Espermatica 56 Viab. Normal 80.38+0.6  Viabilidad > 75%

(%) 38 Viab. Baja 64.94+1.11* Viabilidad <75% - Necrospérmia

Progresion Espermatica 29 Prog. Normal  63.59+1.11  Progresién >50%

(%) 65 Prog. Baja 35.54+1.87* Progresion <50% Astenospérmia

Densidad Espermatica 85 Den. Normal 89.67+7.19 20-200X106esp/ml

X10° espermatozoides/ml 8 Den. Baja 12.4242.22* <20X106esp/ml— Oligozoospérmia
1 Den. Alta = >200X106esp/ml— Polispérmia

Morfologia-Ph2 88 Morf. Normal 34.69+1.3 >15% de EN

(% de EN) 6 Morf. Baja 11.60+0.8*  <15% de EN- Teratozoospérmia

Morfologia-HC 81 Morf. Normal 33.68+1.4 >15% de EN

(% de EN) 13 Morf. Baja 11.63+0.35* <15% de EN- Teratozoospérmia

Para la formacion de los grupos considero como criterio los valores estandar emitidos por la OMS 1999 y se comparé
las medias de los grupos para cada parametro.

* Aquellos grupos que tiene diferencia significativa contra su respectivo grupo normal, p<0.05, “t” Student

- Aquellos grupos que no se les pudo realizar andlisis estadistico.

Con esta informacion se tomo un valor menor de 15% de EN como teratozoospérmico y 4% como
limite inferior (Sarabia et al., 2011). Por este motivo para el analisis del posible dafio en el material
genético, se tomd a los individuos con morfologia espermadtica por debajo del 15% de EN
(teratozoospérmicos) segun la OMS 1999. A estos donantes se les realizé un analisis cromosémico
e indice mitético.

Analisis cromosomico

Desde afios atras, la OMS se ha dado la tarea de formalizar los pardmetros estandares para las
espermatobioscopias. Uno de los valores que ha causado mayor controversia es la morfologia
espermatica, ya que este pardmetro desde 1992 hasta el 2010 ha ido descendiendo cada vez
mas, teniendo un valor de morfologia normozoospérmica en 1992 de >30% de EN
(espermatozoides normales), 1999 de >15% de EN y en el 2010 con > 4% de EN (valores
obtenidos de la OMS de los correspondientes afios). Por este motivo, de los donantes
analizados en las espermatobioscopias, se obtuvo sangre de 4 donantes con morfologia
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espermatica que estuviera por debajo de 15% de EN y como control a 12 donantes que estuvieran
por arriba del 15% de EN (OMS, 1999). Con esto se los dividié en dos grupos, aquellos que estan
por arriba del valor limite: >15% de EN (normozoospérmicos) y dentro de: <15%-4%] de EN
(teratozoospermicos, OMS 1999). Los resultados de los cultivos de linfocitos para el analisis de
sus metafases se muestran en la Tabla 4. Para cada donante se analizaron 25 metafases,
localizando dafio al material genético compactado en forma de cromosomas observando la
presencia de aberraciones tanto cromatidicas como cromosdmicas. De igual manera se realizd el
indice mitdtico (Tabla 5).

Tabla 5. Aberraciones Cromosémicas e indice Mitético de donadores estandares y teratozoospérmicos

Aberraciones Cromosémicas (AC):

Donante indice n° de células Cromatidicas Cromosomicas Total de
Mitético (%) Dafiadas Gs B Gs B Dc Su ACconGs  Acsin Gs
Normozoospérmico
215%
NL-53 6.50 1 0 0 1 1 0 0 2 1
NL-60 9.45 1 0 0 1 0 0 0 1 0
NL-70 7.80 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NL-68 8.76 1 0 0 0 1 0 0 1 1
NL-109 9.56 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NL-50 12.48 1 0 0 1 0 0 0 1 0
NI-66 7.40 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NL-59 6.70 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NL-104 8.90 1 0 0 1 0 0 0 1 0
NL-73 19.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NL-74 6.00 1 1 0 0 0 0 0 1 0
NL-75 7.20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Media 9.2+1.93 0.5%0.52 0.5+0.66 0.1+0.38

Teratozoospérmico
<15%-4%]

NN-102 10.30 5 0 0 4 1 0 O 5 1
NN-105 15.70 3 0 3 0 1 0 O 4 4
NN-90 16.60 5 3 2 0 O 1 0 6 3
NN-93 6.90 8 3 4 0o 2 0 0 9 6
Media 12.37+2.14 5.25+2.06* 612.16* 3.5+2.08*

Aberraciones cromosomicas presentes en las células obtenidas por el cultivo de linfocitos a partir de una muestra de sangre
periférica de los donantes con una morfologia espermatica normal y alterada; Gs=gaps, B=Break, Dc= cromosomas dicéntricos, Su=
unién entre cromatidas hermanas, AC con Gs = aberraciones con gaps y AC sin Gs= aberraciones sin Gs. De cada individuo se
analizaron 25 metafases.

* Son los valores que tiene diferencia significativa en el grupo teratozoospérmico con respecto a los normales con P<0.05.
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Aberraciones cromosémicas (AC) e indice mitético (IM).

El andlisis estadistico realizado (t-Student), muestra una diferencia significativa con una p<0.05,
permite afirmar que los individuos teratozoospérmicos presentan dafo genético considerable en
comparacién con donantes normales ya que muestra un incremento notable tanto en el nimero
de células dafiadas como en el numero de aberraciones cromosdmicas presentes para cada
donante. En relacién con el indice Mitético (IM), ocurre lo contrario, el analisis estadistico con la
prueba de Z, confirma que no existe relacidon entre el indice mitético y la morfologia espermatica
ya que con una p<0.05 no muestra diferencia significativa entre el IM de los donantes
teratozoospérmicos y el IM de donantes normales.

Figura 28. Fotomicrografias con microscopio de campo claro de Cariotipos normales de individuos sanos, sin
indicios de teratozoospermia, 46; XY (100X).
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Figura 29. Fotomicrografia con microscopio de campo claro de Cariotipo con
delecion del tipo cromatidico en un cromosoma metacéntrico, brazo q, 46; XY
(100X).

Figura 30. Fotomicrografia con microscopio de campo claro de Cariotipo humano,
gap de tipo cromatidico en cromosoma acrocéntrico, brazo g, 46; XY (100X).
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En cuanto la morfologia, que es el pardmetro al cual esta enfocado nuestro trabajo, puede

observase que en el grupo de donantes normales (215% de EN), no presenta dafio cromosdmico

importante, ya que de los 12 donantes a los cuales se les realizd cultivo de linfocitos,

solo 6

células de 300 analizadas presenta dafio genético, el 2% de células dafiadas (Figura 27). En

comparacién con el grupo teratozoospérmico (<15%-4%] de EN), que en los 4 donantes

se

presentan alteraciones cromosdémicas, teniendo un total de 21 células de 100 analizadas, con

importante dafio cromosdmico, el 21% de células danadas (Figura 31).

Porcentaje de células daiadas para cada grupo a partir de cultivo de

linfocitos

25%

20%

15%

10%

% de células dafadas

5%

y

0%
215%

<15%-4]

% de células dafiadas 2%

21%

Figura 31. Muestra los porcentajes para cada grupo de las células dafiadas, se observa que en el grupo <15%-
4%] es mayor el porcentaje en comparacion con el grupo control, demostrando un dafio en el material genético

considerable.
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Andlisis y Discusion de Resultados

La realizacion de un espermiograma es importante para diagnosticar la fertilidad de un individuo
e identificar anomalias en cada uno de los pardmetros en los que consiste esta prueba; en nuestra
muestra no se encontrd a ningln donante con problemas severos en sus pardmetros fisicos y
citoldgicos seminales que nos permitan establecer algun grado de infertilidad, sin embargo, en
muchos casos estos parametros analizados se encuentran alterados indicando desde una posible
infeccidn hasta un posible problema genético.

e Pardametros Fisicos Seminales

Color Seminal

Los donantes que tiene una coloracidn alterada nos permiten pensar en una posible hemospermia
que altera el color de la muestra seminal y se les recomendd una consulta uroldgica ya que la
presencia de una coloracion amarillenta es indicativa de ictericia, o presencia de ciertas vitaminas.
También es posible que se deba a presencia de altos niveles de flavoproteinas oxidadas,
procedentes de vesiculas seminales. Esto indica una elevada abstinencia. (Poirot et at., 2005;
Garcia et al., 2012). En la muestra esta condicidn no parece ser muy frecuente ya que solo se
presento6 en 17 casos.

Viscosidad Seminal

El pardmetro de viscosidad es uno de los que no presentan alguna tendencia entre sus dos
variables ya que el 44% de los donantes tuvo una viscosidad en forma de Gota, mientras que una
viscosidad en forma de Hilo se presenté en un 50%. Este hecho hace pensar que aquellos
donantes que tiene las viscosidad aumentada (Hilo), los espermatozoides presentaran alguna
dificultad en cuanto a su movilidad o en su concentracidn (Poirot et al., 2005). El semen una vez
licuado debe ser ligeramente mds viscoso que el agua. Cuando la muestra es altamente viscosa,
puede ser debido a una disfuncidon prostatica o eyaculacidon frecuente. Este aumento de viscosidad
no es una causa directa de infertilidad, pero puede afectar a las posteriores evaluaciones del
analisis del semen como su concentracidn y progresion espermatica (OMS, 1999).

Volumen Seminal

El volumen de la muestras es un pardmetro muy variable que depende mucho del individuo,
existe la posibilidad de haber pérdidas al momento de la recoleccién de la muestras por el
donante, pero esto solo pasd en 4 de los 23 casos con volimenes bajos. Un volumen bajo, nos
indica la posibilidad de una infecciéon en la via seminal profunda, una agenesia epididimo
deferente (mal desarrollo del epididimo) o de una eyaculacién retrograda parcial, mientras que un
volumen aumentado, en este caso solo un donante, nos indica varicocele, que es dilatacion de
las venas del cordén espermatico, situadas en el escroto (Poirot et al., 2005).
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pH Seminal

Con la informacién obtenida podemos inferir que aquellos donantes que superaron el valor de pH
de 8 evoca a una infeccién de la prdstata, por otro lado un pH menor a 7 (valor no encontrado en
nuestra muestra) sugiere una insuficiencia o agenesia vesiculo deferente (mal desarrollo de los
tubulos vesiculo-deferentes) y se le recomendé consulta urolégica (Poirot et al., 2005).

En general los parametros fisicos de la mayoria de los donantes de nuestra base de datos, se
compartan de una manera normal ya que los en gran parte de los casos de cada uno de estos
pardmetros se encuentra con una tendencia a los valores estdndar establecidos por la OMS de
1999 y 2010.

e Pardmetros Citoldgicos Seminales

Viabilidad Espermatica

Una disminucion de la viabilidad de las muestras espermaticas nos indica necrospermia que es la
condicidn en la cual la mayoria los espermatozoides se encuentran muertos, este padecimiento
puede ser causado por una infeccidén o por casusas citotoxicas (Poirot et al. 2005). Las causas de
una viabilidad baja por el manejo fuera de tiempo de las muestras fueron descartadas debido a
que la muestra fue procesada inmediatamente después del tiempo de licuefaccién establecido en
el manual de examinacion y procesamiento de semen humano (OMS, 1999; 2010).

Progresion Espermatica

En general este pardmetro se comporté de manera similar al de la viabilidad, ya que cuando se
utilizé el pardmetro establecido en 1999 por la OMS para progresion (+50% de espermatozoides
moviles), se encontraron 29 donantes por debajo de este porcentaje y cuando se utilizé el valor
del 2010 de la OMS para el mismo parametro (+40% de espermatozoides maviles), solo obtuvimos
18 donantes por debajo de este porcentaje. Los donantes que estan por debajo del limite para la
progresion nos hace inferir que padecen de astenospermia que es la disminucion de
espermatozoides moviles, esta puede ser causada por una infeccidon, dando como resultado,
disquinesia flagelar (Poirot et. al., 2005) que son anormalidades en el movimiento del flagelo,
movimiento erraticos que impiden el desplazamiento del espermatozoide (Garcia et al., 2012).

Densidad Espermatica

Aqguellos donantes con densidad baja nos indican oligozoospermia, las casusas pueden ser
multiples, pero a menudo son desconocidas. En algunos casos son por causas obstructivas y son
determinadas por bioquimica seminal y en otros casos puede ser debido por causas secretoras,
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qgue son determinadas por estudios hormonales (Poirot et. al., 2005). En otros estudios se ha

observado que la baja densidad espermatica puede estar ligada a deleciones parciales o completas
en el cromosoma Y en el gen AZF (factor de azoospermia) (Martinez et al., 2008). Otras
alteraciones cromosdmicas, como las que implican a un autosoma y un cromosoma sexual, las
translocaciones reciprocas, las translocaciones robertsonianas o la existencia de cromosomas en
anillo estan ligadas a la condicion de oligozoospermia (Rajesh et al., 2011; Pellestor et al., 2011).

Morfologia Espermatica

Las alteraciones en la morfologia del espermatozoide, afectan desde capacidad fertilizadora hasta
la movilidad de éste, tal es caso de las anormalidades en el acrosoma, el tamafio y forma de la
cabeza que afectaria la fertilizacidon del 6vulo, mientras que las anormalidades en la pieza media
impediria la produccion de energia necesaria para el movimiento del espermatozoide, por ultimo
en el flagelo dificultaria la locomocién o desplazamiento.

La morfologia espermatica de la muestra se comportdé de manera normal pero existen donantes
con este valor bajo, en la mayoria de los espermatozoides de los donantes con indicios de
teratozoospermia (Tabla 3). En general las anormalidades se presentaron con una frecuencia
relativa, para cabeza de 0.5414 seguido por la pieza media con una frecuencia de 0.1110 y por
ultimo en el flagelo con 0.0434 (Tabla 3).

Existe trabajos que han demostrado que algunos cambios en la morfologia del espermatozoide
son debidos a infecciones, como es en el caso de infeccidon por micoplasma (U. urealyticum)
demostrado por los estudios realizados por Toth y colaboradores en 1978 (Tomado de: Lopez et
al. 2008), que causa enrollamiento de los flagelos de los espermatozoides y de igual manera en los
estudios realizados por Busolo y colaboradores en 1984 (Tomado de: Lépez et al. 2008)
confirmaron que infecciones por U. urealyticum causa deformaciones en la pieza media (Lopez et
al., 2008).

En nuestra muestra inferimos este tipo de infecciones no son causantes de las deformaciones
presentes, debido a que en la mayoria de los casos las deformidades de flagelo son pérdida
completa o parcial del espermatozoide y con residuos citoplasmaticos (Tabla 3). Otro motivo por
el cual descartamos una infeccidn fue por la ausencia de particulas de forma esférica adheridas al
espermatozoide, caracteristicas cuando se da este tipo de infecciones.

Sin embargo se ha reportado que existe algunas especies de micoplasmas que producen peroxido
de hidrégeno con actividad hemolitica, de esta manera se generan radicales libres o especies
reactivas de oxigeno (ROS), estos indican la peroxidacion de los lipidos de membrana espermatica
afectando al acrosoma vy por lo tanto a la reaccién acrosomal (Potts et al., 2000). De igual manera
se descartd al observar los espermatozoides al microscopio y no detectar particulas en forma
esférica.
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La espermatogénesis es un proceso altamente regulado, que estd controlado por mecanismos
epigenéticos, y si existe alguna perturbacidon en estos puede resultar en infertilidad masculina.
Alguno de los eventos que pueden ser afectados por estas perturbaciones en la epigenética de la
formacidn del espermatozoide son: condensacién de los cromosomas y empaquetamiento del
DNA dentro del nucleo del espermatide. Este Ultimo evento tiene un gran impacto en la
formacién de la cabeza del espermatozoide y si existe un mal empaquetamiento puede producir
globozoospermia (Zamudio et al., 2008). Este hecho afectaria el desplazamiento del
espermatozoide ya que una cabeza grande afectaria la dindmica de locomocién del
espermatozoide.

Los resultados obtenidos muestran que la morfologia espermatica va a la baja ya que tomando
en cuenta el los valores de referencia de la OMS, 1992, donde el 30% deben ser EN, el de la OMS
1999 es del 15% de EN, asi lo sefiala, ademas esto concuerda con que no se encuentra dafo
cromosémico considerable en nuestro grupo de donantes catalogados como normales
(x=0.5+0.52 para normales y x=5.25+2.06 para teratozoospermicos)(Tabla 5). Asi mismo, el
valor de 4% de EN, qué la OMS 2010 establece como limite para considerar a un donante como
teratozoospérmico es muy bajo, ya que a 15% de morfologia espermatica ya presentd dafio
cromosémico, los que nos permite reafirmar que el valor de la OMS 2010 se debe tomar como
un limite inferior (Sarabia et al., 2011).

Los porcentajes de células dafiadas, considerando el total de células analizadas para cada
grupo, es mas grande en el grupo <15%-4%] con el 21% de células dafiadas en comparacién con
el porcentaje de células dafiadas para nuestro grupo de donantes normales con 2% para el grupo
por lo tanto la morfologia espermatica es un aspecto que nos indicaria la presencia de dafio
cromosémico. De igual manera las pruebas estadisticas nos permiten decir que al comparar los
dos grupos, teratozoospérmicos contra normales, tanto para aberraciones cromosdmicas con gaps
(x=0.0510.66 para normales y x=6+2.16 para teratozoospermicos)(Tabla 5) y aberraciones
cromosomicas sin gaps (x=0.110.38 para normales y x=3.5+2.08 para teratozoospermicos)(Tabla
5), que existen diferencias significativas entre los dos grupos corroborando nuestro objetivo de
demostrar que la morfologia espermadtica estd ligada a un componente genético y si esta
morfologia espermdtica se presenta por bajo del 15% de EN, el donante presentard un aumento
en la frecuencia de anormalidades en sus cromosomas.

Las aberraciones cromosdmicas son un factor muy estudiado al analizar la calidad espermatica,
pero estos trabajos estan enfocados a el pardmetro de densidad espermdtica de la muestra
seminal, tal es el caso de los trabajos de Cortés et al.,, en el 2004, realizados en México que
estudiaron hombres con densidad alterada, entre los cuales se encontraban donantes con
azoospérmia, oligozoospérmia y normozoospérmia, en sus resultados se observaron a 5 donantes
oligozoospermicos con alteraciones cromosdmicas [dos pacientes: 47, XXY, dos pacientes: 47,XY,
inv(14) y uno 46,XY,t(16p;1p)]. También se encontrdé incremento en los polimorfismos de la
heterocromatina y de los satélites del cromosoma Y en sujetos oligozoospérmicos y azoospérmicos
con respecto a los normozoospérmicos: con heterocromatina de 13.7% en los oligozoospérmicos,
de 21.8% en los azoospérmicos y de 5.7% en los sanos, e incremento de tamafio de satélites de
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7.3% en los pacientes oligozoospérmicos, de 8% en los azoospérmicos y de 2.8% en los sanos. Este

trabajo demuestra que la integridad del material genético esta relacionado con la calidad seminal,
el aspecto que hay que resaltar de este trabajo es la presencia de aberraciones cromosdmicas
visibles con microscopio (47, XXY; 47,XY, inv(14);, 46,XY,t(16p;1p) que son similares a las
reportadas por Meza et al., en el 2006, en donde estudiaron a 227 pacientes azoospérmicos y
encontraron que 43 casos (18.9%) tenian un cariotipo anormal, el mas frecuente fue 47,XXY en 35
sujetos (15.4%) y en seis casos se encontraron alteraciones estructurales: dos translocaciones
robertsonianas [(45,XY,t(13;22)(p11;p11) y (45,XY,t(13;15)(p11;p11)] y tres mosaicos que
implicaban cromosomas sexuales [mos45,X/46,X,idic(Y)(q11)]. En general estos estudios hablan de
alteraciones en el numero de cromosomas y translocaciones que estan altamente relacionados
con la oligozoospermia, esto confirmado por O'Flynn et al., en el 2010, estos datos y la tabla 2 nos
permiten afirmar que el dafio que nosotros reportamos en el material genético estd relacionado
con la morfologia espermdtica debido a que ningun individuo catalogado como teratozoospermico
tiene el pardmetro de densidad espermatica alterado.

Desde el punto de vista molecular, entre los trabajos mds recientes sobre este tema se
encuentran los realizados por Martinez et al. en el 2008, que se dieron a la busqueda de
microdeleciones en el cromosoma Y vya que en anteriores reportes realizados por Tiepolo y
Zuffardi en el 1976 (Tomado de: Pifia et al. 2013) propusieron la existencia de un gen de
espermatogénesis, o “factor de azoospermia” (AZF), en Yq. En los estudios encontraron una
frecuencia de microdeleciones del gen AZF del 12% en pacientes con Oligozoospermiay de 14.3%
del mismo gen en Azoospermia no obstructiva (Martinez et al., 2008). Estas microdeleciones
afectan directamente al proceso de espermatogénesis ya que el gen AZF dividido en tres regiones
especificas AZFa, AZFb y AZFc, son activados durante este proceso (Pifa et al., 2013).La existencia
de estas microdeleciones presentes en el cromosoma Y que afectan el individuo causando
oligozoospermia, hace pensar en posibles alteraciones a nivel de gen para las alteraciones en la
morfologia espermatica. Algunos de los genes que podrian estar afectados son el CDY (involucrado
en el reemplazamiento de histonas), el gen TSPY (regula el momento de la espermatogénesis)
(O'Flynn et al.,, 2010) y el gen HR6B (involucrado en la maduracién germinal durante la
espermiogenesis), este uUltimo ya se ha confirmado mutaciones en su homologo en ratén por
Blendy en 1996 (Tomado de: Bassas, 2001). Estos estudios dan pie a la busqueda de
microdeleciones y mutaciones que estén directamente relacionadas con la morfologia
espermatica.

La importancia de la morfologia del espermatozoide para estimar la calidad espermatica esta
reconocida desde los primeros trabajos que realizaron MaclLeod y Gold en 1951(Tomado de:
Maroto, 2012). Este tipo de evaluacion espermdtica estd incluida dentro del espermiograma
convencional, siendo una de las pruebas mas importantes (Maroto, 2012). En el caso de haberse
presentado un individuo con morfologia espermatica menor a 4%, seglin lo establecido por la
OMS 2010 como valor de referencia para este rubro, se esperaria que tuviera un dafio
cromosémico mayor ya que a una morfologia menor a 15% ya se presenta con mayor frecuencia
alteraciones cromosémicas.
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Conclusiones

En la poblacién muestreada de donantes clinicamente sanos de la FES Zaragoza, el 13% de ellos
fueron catalogados como teratozoospérmicos y el 10% como oligozoospérmicos, ambos grupos
fueron excluyentes.

Existe una correlacién entre el estado de teratozoospérmia y el aumento en el nimero de las
aberraciones cromosémicas (con y sin gaps) de igual manera con el aumento de células danadas,
sin existir alguna relacién con el indice mitético (Tabla 5).

Se sugiere que valores de referencia espermatobioscopicos establecidos por la OMS en el 2010
deben de tomarse como valores limite inferior de referencia, debido a la presencia de dano
cromosémico en donantes catalogados como teratozoospérmia tomando los valores de referencia
de la OMS 1999.

Perspectivas

En la mayoria de los estudios realizados anteriormente, el punto de partida es la oligozoospermia
como indicador de dafio genético, pero en casi todos estos estudios se han enfocado en
cuestiones “epigeneticas” ya que el proceso de espermatogénesis estd regulado por una via
compleja de sefalizacidn regulatoria, donde si esta se encuentra modificada podria afectar el
resultado de dicho proceso.

El hecho anterior nos hace pensar que la condicidon “teratozoospermia” puede tener aspectos
epigenéticos alterados implicados, esto debido a la presencia de gaps, ya que son causados por un
mal empaquetamiento de DNA (lo que implica modificaciones de histonas por posibles
metilaciones, acetilaciones y fosforilacién por mencionar algunos). Las alteraciones presentes en
nuestras muestras son un panorama inicial del dafo contenido en el material genético que
contribuye a que un individuo sea teratozoospérmico, por lo cual es conveniente realizar mas
estudios que contribuyan a este hecho, como podrian ser:

Metilacién de genes implicados en la regulacion de la espermiogénesis.
Microdeleciones en genes implicados en la regulacion de la espermiogénesis.
Ensayos con FISH-multicolor (Hibridacién in situ con fluorescencia).

Presencia de miRNAs, siRNAs, snRNA y largos no codificantes en semen.

Nivel de expresion de genes implicados en la regulacidn de la espermiogénesis.
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“Evaluacion de la teratozoospermia en hombres jovenes de la zona oriente de la ciudad de
Meéxico en relacion con aberraciones cromosomicas somaticas”

Roldan Reyes Elia y Méndez Matias Galo Abad.

Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis UMIEZ, FES Zaragoza UNAM

Introduccion.

Las células germinales masculinas (espermatogonias) se forman en las géonadas (testiculos),
mediante un proceso de division permanente (mitosis). De esta célula primaria a partir de dos
divisiones (meiosis) se producen cuatro espermatidas haploides estas células inician
espermiogenesis para dar como resultado espermatozoides funcionales. Existen
anormalidades en la morfologia del espermatozoide y estas puede ser relativamente altas en
frecuencia teniendo como valor minimo de espermatozoides normales del 4% segun la OMS
2010. Se ha reportado que pacientes con problemas de fertilidad tiene dano genético, esto se
ha estudiado a fondo en casos de oligozoospermia. Ya que todo el gproceso de
espermatogénesis esta regulado por la epigenetica, alguna . alteracidon en estos proceso
puede ser producido por cambios heredables mitoticos y meioticos produciendo un fenotipo
celular aberrante (Zamudio et al., 2008).

Objetivo.

Analizar la calidad seminal de 100 hombres jovenes (18-29 anos) de la FES-Zaragoza. Registrar
a los individuos con teratozoospermia y analizar el dano cromosomico para establecersla
relacion

Métodos.

Normozoospérmicos (84)

‘ ‘ Ty ,'

Teratozoospérmicos (13)

100 espermatobioscopias _

(Fisicos y citologicos).
Hemacolor

Muestra de sangre
periférica

TR |

Analisis Estadistico.
T-Student y Z-test

Cultivo de linfocitos de
Teratozoospérmicos (4) y
Normozoospérmicos (12)

ACe IM

Resultados y Analisis de Resultados.

Calidad Seminal: Espermatobioscopias.

Tabla 1. Resultados fisicos y citologicos de la espermatobioscopia del total de la muestra.

Parametro Volumen Vijscosidad Color pH Progresion Viabilidad Morfologia Densidad
(ml) (%) (%) (%) (x10%6)
Medias/E.S 7 56 Hilo (52)  Opalescente 8 14 57.83+1.6  70.67+1.08 36.45+0.9 82.26+7.08
Gota (42) (83)
Amarillento(17)
OMS 1999 Gota Opalescente  7.5-8.5 >50
OMS 2010 Gota Opalescente  7.5-8.5 >40

Tabla 1. En general la muestra se comporto de manera normal o estandar ya que cada parametro esta arégrde alo
establecido por la Organizacion Mundial de la Salud de los anos 1999 y 2010. Uno de los aspectos a resaltar en la
disminucion de la calidad seminal a tal grado que de 1999 al 2010 la OMS tubo que bajar esos limites de referencia para
cada parametro, teniendo a la morfologia espermatica con una caida drastica del >15 de espermatozoides normales (EN) a
>4% de EN.

75% (0OMS 1999)

Figura 1. Grafica que
representa los valores
obtenidos en las
espermatobioscopias
de jovenes estudiantes,
en relacion con los de
referencia de la OMS
1999y 2010
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Morfologia espermatica.

Donantes con teratozoospermia
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Figura 3. Espermatozoides con
anormalidades morfologicas, Hemacolor
(100X).

Figura 2. Diferencia entre las técnicas para morfologia
espermatica, utilizando los dos valores de referencia
de la OMS (1999 y 2010)

Tabla 2. Analisis cromosdmico e IM.

Aberraciones Cromosomicas:

n’ de células  Cromatidicas Cromosomicas Total de

Danadas G B G B Dt Su

Donante

Mitotico % ACcon Gs  AC sin Gs
215%
ML-53
ML-60
MNL-70
ML-68
MNL-10%5
ML-50
MI-66
ML-53 6. 70
ML-104 a.90 1
ML-73 19.75 0
ML-74 6.00 1
ML-75 7.20 (1]
Media 9.2t1.93 0.5%0.52

Figura 4. Fotomicrografia con
microscopio de campo claro de
Cariotipo con delecion en bazo

q (100X).

210,38

7t0.6b

<15%-4%
MN-102 10.20 E
MN-105 15.70 3 ) 3 ) ] 0 0 4
MNN-90 16.60 b
MN-93 9
Media

b

6.90 0 -
24+2,16% 14%2.08%

12.37+2.14 5.25+2.06%*

Resultados obtenidos de las metafases analizadas, para los dos grupos,
normales y teratozoospermicos, * Son los valores que tiene diferencia
significativa en Aberraciones cromosomicas con respecto a los normales
con P<0.05. ** Son los valores que tiene diferencia significativa en células
danadas con respecto a los normales con P<0.05.

Figura 5. Fotomicrografia

con microscopio de campo
claro de Cariotipo humano

. : con gap (100X).
Discusiones. sap

Una morfologia espermatica aberrante es un punto de enfoque para el
analisis genético del individuo. En este trabajo se ha correlacionado de
manera directa el dano genético a nivel cromatidico y cromosomico con la
condicidn .de teratozoospermia, ya que al comparar los dos grupos,
teratozoospermicos contra normales, tanto para aberraciones cromosomicas
con gaps (X=7%0.66 para normales y x=241+2.16 para teratozoospermicos)
(figura 5), aberraciones cromosomicas sin gaps (x=2+0.38 para normales vy
x=1412.08 para teratozoospermicos) (figura 4), y numero de células dafiadas
(x=0.510.52 para normales y x=5.25+2.06 para teratozoospermicos) (tabla 2)
existen diferencias significativas (p<0.05) entre los dos grupos, (t-Student y
prueba de Z).

Conclusion

La teratozoospermia esta relacionado con el dano cromosdmico, ya que si
existen diferencias significativas entre NOrmozoospérmicos vy
teratozoospermicos.
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