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RESUMEN
Relacién entre varicocele, indicadores de calidad del nucleo y la membrana

espermética con marcadores de epididimo, préstata y vesiculas seminales
Trabajo de Grado para optar al titulo de Doctor en Ciencias Médicas Fundamentales. ULA

Autor: MSc. Giovanny Vivas Acevedo
Tutora: Dra. Maria Isabel Camejo BermUmez

Objetivos:

1) Evaluar la relacion entre de la presencia de varicocele, su localizacion anatomica, el
grado del mismo y la edad de los pacientes con los pardmetros seminales. 2) Determinar la
relacion entre las secreciones de las glandulas sexuales accesorias tales como: fructosa
(vesiculas seminales), alfa glucosidasa neutra del epididimo (NAG), fosfatasa acida
prostatica (PAP) y la actividad de zinc (prostata) con los parametros seminales en hombres
con y sin varicocele. 3) Determinar la concentracién de los oligoelementos selenio y zinc
en el semen de los pacientes con varicocele y la relacion con los parametros seminales. 4)
Evaluar la asociacion entre NAG con la fragmentacion del ndcleo espermatico y la
integridad y madurez de la membrana espermatica, en pacientes con o sin varicocele.
Materiales y Métodos:

Se obtuvieron muestras de semen de hombres con varicocele (grado I, Il y IIl) y de
hombres sin varicocele (normozoospérmicos) los cuales fueron usados como grupo control.
Las muestras fueron evaluadas por el espermograma, el test hipoosmotico (HOST), selenio
(Se), zinc (Zn), fructosa, proteina acida prostatica, enzima alfa glucosidasa neutra (NAG),
el test de union de los espermatozoides al acido hialuronico (HBA) y se evalud la
fragmentaciéon del ADN mediante el test de dispersién de la cromatina (SCD).

Resultados: Se encontrd que un incremento del grado del varicocele asi como de la edad
en los hombres con varicocele se asocia con un aumento en el nivel de alteracion de la
calidad del semen. En relacion con la secreciones de las glandulas accesorias sexuales en
hombres con varicocele y su relacién con los pardmetros seminales, se encontré que el

varicocele no altera la secrecion de fructosa, la proteina acida prostatica ni el zinc, sin
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embargo se asocia con una disminucion de la actividad de la alfa glucosidasa neutra en el
liquido seminal, lo que sugiere disfuncion del epididimo. En cuanto a los niveles de selenio
y zinc (componentes de enzimas antioxidantes) se demostré que el Se, pero no el Zn,
disminuye en los hombres con varicocele, por otra parte se observo una correlacion positiva
entre Se y calidad de los pardmetros seminales, demostrando la importancia de estos
oligoelementos en la funcién espermaética. Por otra parte se encontr6 que los niveles de
NAG, HBA y HOST en plasma seminal estuvieron disminuidos en los pacientes con
varicocele en relacion al control, mientras que los niveles de fragmentacion del ADN
fueron superiores en los pacientes con varicocele. Adicionalmente, el estudio de correlacion
en el grupo total de pacientes evaluados mostréo una fuerte correlacidn negativa entre
diminucion de los niveles de NAG e incremento de la fragmentacion del ADN y una
correlacion positiva entre NAG y HBA.

Conclusiones: Los hallazgos generales encontrados en esta investigacion indican que el
varicocele puede ocasionar dafios no solo a nivel del testiculo sino también del epididimo,
afectando los parametros seminales, la secrecién de NAG, selenio, la calidad del nacleo y

de la membrana espermatica, lo que finalmente puede afectar la fertilidad masculina.
Palabras clave: Varicocele, grado y lado anatomico, edad, parametros seminales, prueba

hipoosmotica, fructosa, proteina acida prostatica, selenio, zinc, alfa glucosidasa neutra, test

de unidn al &cido hialurénico, fragmentacion de ADN espermatico.



ABSTRACT

Relationship between varicocele, DNA fragmentation, sperm membrane quality and
secretions of epididymis, prostate and seminal vesicles

Objectives:

1) To assess the relationship between the presence of varicocele, their anatomical location,
the degree of it and age of patients with semen parameters. 2) To determine the relationship
between the biochemical markers secreted by the accessory sex glands, such as: fructose
(seminal vesicles), epididymal neutral alpha-glucosidase (NAG), prostatic acid phosphatase
(PAP) and the activity of zinc (prostate) with the seminal parameters in men with and
without varicocele. 3) To determine the concentration of the trace elements selenium and
zinc in semen of patients with varicocele and the relationship with semen parameters. 4) To
evaluate the association between NAG, sperm DNA fragmentation and integrity and
maturity of sperm membrane in patients with and without varicocele.

Materials and Methods:

Semen samples were obtained from men with varicocele (grade I, Il and Ill) and men
without varicocele (normozoospermic), which were used as controls. The samples were
evaluated by the semen analysis, hypoosmotic swelling test (HOST), selenium (Se), zinc
(Zn), fructose, prostatic phosphatase acid, neutral alpha-glucosidase enzyme (NAG),
sperm-hyaluronan-binding assay (HBA) and DNA fragmentation assessed by sperm
chromatin dispersion test (SCD).

Results:

It was found that an increase of varicocele grade and age in men with varicocele was
associated with an increase in the level of impaired semen quality. About the secretion of
accessory sex glands in men with varicocele and its relationship with the seminal
parameters, we found that the varicocele not alter the secretion of fructose, prostatic acidic
protein or zinc, but is associated with decreased NAG activity in seminal fluid, suggesting
dysfunction epididymis. About levels of selenium and zinc (antioxidant enzyme
components) in seminal plasma of men with varicocele and its relationship with semen

parameters, was shown that Se but not Zn, decreases in men with varicocele, moreover,
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there was a positive correlation between Se and sperm parameters quality, demonstrating
the importance of these trace elements in the spermatic function. Moreover it was found
that levels of NAG, HOST and HBA were diminished in seminal plasma of men with
varicocele relative to control, whereas DNA fragmentation levels were significantly higher
in patients with varicocele. Additionally, studies of correlation in the group of patients
evaluated showed a strong negative correlation between decreases of NAG with an
increased DNA fragmentation and a positive correlation between NAG and HBA.
Conclusions:

The overall findings in this investigation indicate that the varicocele can cause damage not
only in the testis but also in epididymis, affecting seminal quality, the secretion of NAG
and selenium, DNA fragmentation and sperm membrane quality, which could affect male
fertility.

Key words: Hypoosmotic swelling test (HOST), neutral alpha-glucosidase activity (NAG),
prostatic phosphatase acid, semen parameters, sperm-hyaluronan-binding assay (HBA),

sperm chromatin dispersion test (SCD), varicocele.
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1-INTRODUCCION

La infertilidad es un importante problema que afecta aproximadamente al 13-15%
de las parejas en el mundo y se define como la incapacidad de la pareja de concebir luego
de afio de relaciones sexuales regulares sin proteccion (Jarow y col.,, 2002).
Aproximadamente el 8% de los hombres en edad reproductiva presentan problemas de
fertilidad que requiere asistencia médica. Son diversas las causas que pueden conllevar a
problemas de fertilidad en el hombre (infecciones genitourinarias, factores inmunoldgicos,
anomalias genéticas, exposicidn a toxinas gonadotdxicas, desordenes endocrinos,
enfermedades sistémicas y cancer) y el varicocele por si solo puede abarcar el 35% del total
de esas causas (Madgar y col., 1995; Agarwal y col., 2012), por lo que se considera a esta
patologia es considerada la principal causa de infertilidad masculina.

Mientras el varicocele tiene una incidencia de 4,4-22,6% en la poblacion general, es
de 21-41% en los hombres con infertilidad primaria y de 75-81% en aquellos con
infertilidad secundaria (Madgar y col., 1995; Witt y Lipshultz, 1993)., lo que sugiere que el
varicocele estd relacionado con la fertilidad masculina y que el problema de fertilidad
puede agudizarse con el tiempo. El varicocele se asocia con una disminucion general en la
calidad del semen. Un amplio estudio por la Organizacion Mundial de la Salud (World
Health Organization, 1992), mostré que el varicocele se encontrd en el 25% de los hombres
con semen anormal, en comparacion con el 11% de los hombres con semen normal.
Ademas, el varicocele fue acompafiado por una disminucién en el volumen testicular, la
calidad de los parametros seminales y disminucidn de la secrecién de células de Leydig,
sugiriendo que varicocele esta claramente asociada con el deterioro de la funcion testicular

y la infertilidad

A pesar de que el varicocele tiene una alta prevalencia y su impacto sobre la
fertilidad ha sido sugerido, son muchas las incognitas que ain quedan por resolver. Muchas
de ellas son en relacion a como se origina el varicocele y mediante cuales mecanismos
ejerce su efecto fisiopatoldgico, algunas de ellas se presentaran en el marco teorico. Otras

de las controversias surgen en cuanto a los posibles tratamientos que se pueden ofrecer al



hombre con varicocele. Se ha demostrado que algunos hombres con varicocele son fértiles
mientras otros no lo son, lo que genera dudas sobre porqué esto sucede. Ademés dado que
el varicocele puede corregirse quirdrgicamente, lo médicos se plantean si realmente es
necesario para mejorar los parametros seminales y si es asi cuales pacientes se favorecerian
con esta cirugia (edad, parametros seminales inadecuados, grado del varicocele). Por otra se
ha demostrado que los pacientes con varicocele presentan altos niveles de estrés oxidativo,
entonces entra la discusion sobre la conveniencia 0 no de tratamientos médicos
antioxidantes, los cuales potencialmente podrian mejorar la fertilidad masculina. Para poder
encontrar respuestas a estas preguntas se tiene que seguir investigando sobre la
fisiopatologia del varicocele.

Es por eso que esta tesis de doctorado se dedicé a la investigacion de varias de las
preguntas que aun quedan por contestar en relacion al varicocele. A continuacion se
muestran los titulos de los capitulos que se presentan en este manuscrito, su justificacion y

los objetivos que se plantearon alcanzar

Capitulo I: Efecto del grado de varicocele y la edad sobre los parametros seminales

Se ha sugerido que a mayor grado de varicocele puede aumentar el dafio en los
parametros seminales. Por otro lado algunos indican que si el varicocele es bilateral
también el impacto sobre la fertilidad seria mayor. Estas opiniones se apoyan en el hecho
de la existencia de una mejoria en los pardmetros del semen y un incremento en los
embarazos asociados con varicocelectomia bilateral. Otro aspecto controvertido es el
posible efecto de la edad en los hombres con varicocele (mayor tiempo de exposicién al
varicocele), porque no todos los pacientes son infértiles en la edad adulta si no reciben

tratamiento.

Los objetivos de este capitulo fueron: 1) evaluar el efecto de la presencia de
varicocele, localizacidén anatomica y grado, en los parametros del semen, y 2) identificar las
modificaciones relacionadas con la edad en la calidad del semen en hombres con o sin

varicocele que asistieron a una clinica de andrologia



Capitulo Il: Marcadores de las funciones de las glandulas accesorias sexuales en

hombres con varicocele, relacidn con los pardmetros seminales

El varicocele se ha asociado con disminucién de la calidad espermética. Sin
embargo, existe poca informacion sobre el efecto de varicocele sobre la funcion y la
secrecion de las glandulas sexuales accesorias (Ando y col., 1990; Roaiah y col., 2007) y la
posible relacién con la composicion de los marcadores bioguimicos del semen y los

parametros seminales.

El propdsito de este estudio fue determinar en hombres con varicocele la relacion
entre los marcadores bioquimicos de la secrecion de glandulas sexuales accesorias tales
como fructosa (vesiculas seminales), alfa glucosidasa neutra del epididimo (NAG),
fosfatasa &cida prostatica (PAP) y la actividad de zinc (prostata) y su posible relacion con

los parametros seminales

Capitulo Il1: Selenio y zinc en plasma seminal de hombres con varicocele, relacién

con los pardmetros seminales

El varicocele se ha asociado con una disminucion en los pardmetros seminales. El
selenio (Se) y el zinc (Zn) son los elementos traza esenciales para la espermatogénesis
normal de los mamiferos y juegan un papel critico en la composicién de enzimas del
sistema de defensa antioxidante. La deficiencia de selenio y de zinc en el plasma seminal se
asocia con mala calidad seminal en hombres fértiles e infértiles. Sin embargo, existe poca
informacion acerca de Se y Zn en el semen de los pacientes con varicocele y su asociacion

con los parametros seminales.

El propésito de este estudio fue determinar la concentracion de selenio y zinc en el

semen de los pacientes con varicocele y la relacion con los parametros seminales.



Capitulo 1V: El varicocele altera los valores de alfa glucosidasa neutra, test de union

al &cido hialurénico, test hipoosmético v fragmentacion de ADN espermético

Aungue la mayoria de los estudios relacionados con varicocele y fertilidad se
enfocan principalmente en el dafio al testiculo, es evidente que dado que el epididimo es un
6rgano intraescrotal también puede estar afectado. El epididimo juega un papel crucial en la
maduracion espermatica, la adquisicion de la movilidad progresiva y la capacidad
fertilizante (Pefia y col., 2001). Es a través del paso de los espermatozoides por la cabeza y
el cuerpo del epididimo donde adquieren la capacidad fértil y la maduracion de la
membrana plasmatica, mediante la modificacion de azlcares, proteinas y lipidos (Moore,
1998). Adicionalmente, el nicleo espermatico experimenta cambios en la condensacion de
la cromatina (Golan y col., 1996) con un incremento en los puentes disulfuro en el ADN

(Said y col., 1999), lo que confiere mayor estabilidad al material genético

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la relacion entre un marcador de
la funcién del epididimo, con la fragmentacion del nicleo espermatico y la integridad y
madurez de la membrana espermatica en pacientes con o sin varicocele y determinar la
posible correlacion entre funcionalidad del epididimo, pruebas de calidad de membrana y

nacleo con los parametros seminales.



2-MARCO TEORICO

2.1-El varicocele

El varicocele se caracteriza por dilataciones varicosas del plexo pampiniforme del
cordon espermético y se observa con mayor frecuencia (90%) en el testiculo izquierdo
(Naughton y col., 2001; Hendry y col., 1973). Diversos estudios reportan que el varicocele
es unilateral en un 70 a 100 % de los casos Y bilateral en un 0-23 %. Epidemioldgicamente,
la incidencia del varicocele en la poblacion general es de aproximadamente 15% y en los
hombres que consultan por infertilidad oscila entre el 19% y 41% (Hendry y col., 1973;
Cockett y col.,, 1984). Por otra parte, la presencia de varicocele no es sinbnimo de
infertilidad, ya que aproximadamente las dos terceras parte de hombres con varicocele son
fertiles. Aunque se postula que la infertilidad y las alteraciones en los parametros seminales
se relacionan tanto con el tiempo del varicocele como con la temperatura (Chehval y
Purcell, 1992).

Estudios previos indican que la correccion quirtrgica del varicocele mejora los
parametros seminales en un 50% a 80% de los casos (Lome y Ross, 1977; Marks y col.,
1986) vy la tasa de embarazo entre 31% y 71% (Scott y Young, 1962; Madgar y col., 1995).
La incidencia de varicocele en infertilidad secundaria es de aproximadamente 70-80%
(Dubin y Amelar, 1977; Gorelick y Goldstein, 1993; Witt y Lipsimltz; 1993), por lo que se
ha considerado la presencia de varicocele como causa de la declinacion progresiva de la
fertilidad. Sin embargo dado que parte de los hombres con varicocele son fértiles no se

justifica en todos los casos la varicocelectomia.

Se ha propuesto que la etiologia del varicocele es multifactorial, entre los posibles
factores que lo pueden causar estan: I) Diferencias anatomicas entre la vena espermatica
derecha y la izquierda. En el testiculo derecho la vena espermaética tiene su insercion directa
en la vena cava inferior mientras que la vena espermatica izquierda inserta en la vena renal
izquierda. Se cree que la insercion en la vena renal izquierda produce un incremento en la
presién hidrostatica, la cual es transferida al plexo pampiniforme, causando dilatacion y

torsion venosa. I1) Ausencia de valvulas venosas competentes, originando reflujo sanguineo
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venoso Y I11) Obstruccion parcial de la vena testicular causada por compresion de la vena
renal izquierda, entre la aorta y la arteria mesentérica superior (Naughton y col., 2001). Se
ha determinado que la presencia de varicocele puede originar las siguientes condiciones
fisiopatoldgicas, aunque algunas de ellas presentan discrepancia en la literatura.

a) Hipertermia: la relacién del incremento de la temperatura intraescrotal, el
varicocele y la asociacion con los parametros espermaticos, se ha estudiado desde 1960. La
temperatura escrotal es regulada fisiologicamente para que se mantenga inferior a la
corporal mediante un sistema de intercambio de calor que se describi6 por primera vez en
1959 (Dahl y Harrick, 1959). Aun hoy dia se sostiene que la temperatura del influjo de
sangre arterial espermatica es enfriada por el reflujo de la sangre venosa fria del plexo
pampiniforme, es decir, que las varicosidades del plexo pueden afectar el efecto de
enfriamiento testicular (Mieusset y col., 1987; Nakamura y col., 1987; Nishiyama y col.,
1998).

b) Flujo Sanguineo Testicular: Varios investigadores han demostrado que ocurre un
incremento bilateral en el flujo sanguineo testicular cuando existe varicocele unilateral
(Green y col., 1984) y prolongado (Hurt y col., 1986). De esta forma, el varicocele causa
dafo del sistema de drenaje venoso testicular aumentando la presion hidrostéatica en la vena
espermatica izquierda, razon por la cual, el testiculo izquierdo es el mas afectado. La
presion hidrostéatica se transfiere al plexo pampiniforme y cuando la presion venosa excede
la arteriolar en el sistema microcirculatorio testicular, provoca un efecto hipoxico en el
tejido testicular. El flujo comienza a estancarse y como consecuencia, la sangre arteriolar

oxigenada no fluye adecuadamente al testiculo (Chakraborty y col., 1985; Gat y col., 2005a).

Por otra parte, la porcion intra-abdominal del drenaje venoso testicular es compleja,
con un sistema interconectado de funcionamiento de las venas retroperitoneales, las cuales
funcionan como un ‘“bypass” (Kunnen y Comhaire, 1992, Gat y col, 2004). Esta
interconexion venosa esta asociada con varicocele impalpable con la maniobra de Valsalva,
especialmente en el lado derecho. Por consiguiente el varicocele bilateral no se diagnostica
en el examen fisico, pero se ha observado que las venas palpables e impalpables causan el
mismo efecto perjudicial en el testiculo, originando en algunos casos

oligoteratoastenozoospermia de grado variable (Gat y col.,, 2004). La infertilidad puede
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originarse por la afectacion testicular y la oligoteratoastenozoospermia (media, moderada,
severa 0 muy severa) como también azoospermia, la cual podria ser el resultado de una
disfuncion testicular bilateral (Gat y col., 2005). Al respecto, se ha reportado que
independientemente del grado de varicocele en un testiculo, el efecto pernicioso ocurre en
ambas gonadas (Pasqualotto y col., 2005). La afectacion de ambos testiculos en el varicocele
unilateral podria explicarse por mecanismos hormonales o neuronales (Green y col., 1984,
Turner y Lopez, 1990; Turner y col., 1993). Aunque no esta claro si la direccion del flujo
sanguineo testicular cambia en asociacion con el varicocele, es importante reconocer que
un incremento del flujo sanguineo testicular se correlaciona mas con la hipertermia

testicular.

c) Presion venosa: la existencia y el mecanismo de los cambios en la presion venosa
asociado al varicocele ha sido extensamente debatido. Dicho incremento podria afectar el
riego y la microvasculatura testicular, esto se presenta debido a la disminucion del
mecanismo contra-regulador que se instaura para que se mantenga la homeostasis de la

presion intratesticular (Comhaire y Kunnun, 1976; Comhaire y col., 1981).

d) Reflujo renal/adrenal: se ha establecido que el 50% de individuos con varicocele
presenta flujo retrogrado en la vena espermatica izquierda (World Health Organization.
Laboratory Manual, 1992), de hecho, la venografia demuestra un incremento del reflujo
venoso. En este sentido, la hipdtesis que se establece es que el reflujo de productos
metabolicos renal/adrenal (por ejemplo catecolaminas) se encuentra en grandes
concentraciones en el testiculo de individuos con varicocele. La consecuencia inicial es una
vasoconstriccion testicular cronica, lo que posteriormente puede perjudicar la funcién
testicular (Scholler y col., 1984; Hudson, 1996).

e) Disfuncion hormonal: Se ha observado reduccion de los niveles séricos de
testosterona en hombres infértiles con varicocele lo que ha conducido a la hipétesis de la
disfuncién de las células de Leydig en estos pacientes, con el consiguiente disminucion de
la produccion de testosterona (Naughton y col., 2001). En este orden de ideas, un estudio
multicéntrico realizado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre la influencia
del varicocele en los parametros de fertilidad, demostrd que las concentraciones séricas de

testosterona en hombres con varicocele con edad superior a 30 afios, se encontraban
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significativamente disminuidos al compararlos los hombres con varicocele mas jovenes.
Este hallazgo supone un detrimento funcional de las células de Leydig dependiente del

tiempo de instaurado el varicocele (Sirvent y col., 1990).

Desde el punto de vista clinico, el grado del varicocele va desde lesiones visibles,
palpables hasta varicocele subclinico no palpable (Dubin y Amelar, 1970). La
sintomatologia con la que cursan los pacientes con varicocele son: dolor en testiculo
afectado que por lo general se irradia a la region inguinal ipsilateral, sensacion de pesadez,
asi como cambios del volumen y la consistencia en el testiculo ipsilateral en el 34% de los
pacientes.

En la actualidad se recomienda llevar a cabo la reparacion quirargica del varicocele
de grados Il 6 11l en aquellos casos asociados con una disminucion del tamafo testicular
ipsilateral. En relacién a la correccion quirdrgica, por una parte se reportan grandes
beneficios en individuos con grandes lesiones y baja concentracion espermatica (Steckel y
col., 1993), mientras otros reportes indican mejorfa cuando la concentracion es <40x10%/ml
y con varicocele de larga data. Pero, si la concentracion es mayor a dicho valor, con un
varicocele subclinico o de poco grado, no se observa mejoria en esta variable (Tinga y col.,
1984; Yarboroug y col., 1989; McClure Ry col., 1991; Marmar, 2001).

Circulacion sanguinea de los testiculos y escroto

Fuente: http://cielomaryciencia.blogspot.com/2011/08/circulacion-arterial-del-escroto-y.html
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Sistema venoso testicular. Varicocele izquierdo

Fuente: http://www.pediatraldia.cl/varicocele.htm

Con respecto a la fertilidad, numerosos estudios han sugerido mejoria seminal y tasa
de embarazo después de la varicocelectomia (Schlesinger y col., 1994; Pryor y Howards,
1987), en contraposicion con resultados negativos reportados por otros investigadores
(Nilsson y col, 1979; Baker y col., 1985; Nieschlag y col., 1998; Uehling, 1968; Kursh, 1987).
Clinicamente no existen criterios establecidos para la cirugia y solo la infertilidad y/o la
baja calidad seminal, conduce a la operacion (Marmar y Kim, 1994; Oshinsky y col., 1993;
Knudson y col., 1994; de Lamirande y Gagnon, 1992). Sin embargo, los datos sobre el efecto
negativo del varicocele sobre los parametros espermaticos son diversos y ain no son
concluyentes. De hecho, el efecto del varicocele sobre los parametros seminales es motivo
de debate (Lopes y col., 1998; Sailer y col., 1995; Irvine y col., 2000).



2.2-Espermatogénesis

La espermatogenesis es un proceso cuyo producto final son los espermatozoides,
proceso que se inicia desde la vida embrionaria (Clermont, 1972). Las células germinales
primordiales migran desde saco vitelino y alantoides a la cresta urogenital (territorio
presuntivo de la gbnada) y se ubica en la region medular, donde por mitosis dan origen a
los gonocitos, los cuales se encuentran en los cordones sexuales, rodeados de células
pequefias de origen local, precursoras de las células de Sertoli (Clermont, 1972). Los
gonocitos se multiplican para producir diversas generaciones de espermatogonias, las
cuales permanecen en la génada hasta llegada la pubertad, momento en el cual un grupo de
ellas permanecen en calidad de células troncales, en tanto que otras dan origen a
espermatocitos primarios, los cuales entran en meiosis y originan finalmente células
haploides, las espermatides (Clermont, 1966; Dym y Fawcett, 1971 ). Estas ultimas, luego
de un complejo proceso de cito-diferenciacion, daran origen a los espermatozoides, los
cuales son liberados del epitelio germinal del testiculo en el momento de la espermiacion,
para discurrir por la via seminal, hasta el epididimo donde experimentan nuevos cambios

morfologicos y funcionales conocidos como maduracion espermatica (Monesi, 1971).

Detallando el proceso se puede indicar que la espermatogénesis en los mamiferos y
en el hombre puede subdividirse en tres fases: prenatal, postnatal y adulta. En todas estas
fases hay proliferacion y degeneracion de células germinales. A su vez en la etapa postnatal
se aprecian los cambios morfolégicos mas relevantes que son a) multiplicacion o mitosis
espermatogonial; b) maduracion o meiosis de los espermatocitos, y c) citodiferenciacion,

espermiohistogénesis o espermatoleosis de las espermatides (Monesi, 1971).
1. Fase prenatal:

En el humano, las células germinales primordiales pueden identificarse por su
contenido en glucdgeno y fosfatasa alcalina, detectadas al final de la tercera semana de
gestacion (12 somitos) en el saco vitelino, en cercanias del alantoides. Las células
germinales primordiales migran a la cresta urogenital y tanto los gonocitos derivados de
ellas por mitosis como las células del epitelio celomico forman los cordones sexuales. Se

han distinguido dos tipos de gonocitos en el humano. Hasta la 6° semana de embarazo se
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observa un tipo indiferenciado, mientras que a la 10° semana se observa un tipo de gonocito
mas diferenciado y rico en glucdgeno. Cerca del tercer mes de gestacion, ademés de los
gonocitos se encuentran las “espermatogonias fetales”, que no contienen glicogeno, en las
cuales la ultraestructura mitocondrial es caracteristica, escasa matriz, formas redondeadas y
menor nimero de crestas. Algunas de estas espermatogonias degeneran. No se sabe si las
espermatogonias “prepuberales” y las del adulto, en el hombre derivan de los gonocitos o

de las espermatogonias fetales o de ambos (Baserga, 1986; Bustos-Obregon y col., 1975).
2. Fase postnatal:

Luego del nacimiento un gran namero de células germinales degeneran. Las células
remanentes proliferan, siendo su morfologia y comportamiento poco conocidos. En 1970
Vilar describié dos tipos de espermatogonias en el nifio. Al parecer entre 3 1/2 meses a 13
afios de edad, hay dos tipos de espermatogonias semejantes a los tipos Ap (palida) y Ad
(oscura) que se han descrito en el adulto. Segun este estudio, el tipo Ap es mas frecuente
hasta los 13 afios, observandose espermatogonias fetales hasta los 4 afios junto a un tipo
transicional. Las espermatogonias tipo B y espermatocitos se observaron por primera vez

en nifos de 4 afnos de edad (Arrau y col., 1981).
3. Fase adulta:

En la etapa adulta se desarrollan tres fases que son espermatogénesis, meiosis de los

espermatocitos y espermiogénesis.

Durante la espermacitogénesis hay una notable expansion de las espermatogonias
(Clermont, 1972). Inicialmente, se consideré que las espermatogonias Ap constituian las
células troncales, pero posteriormente se ha planteado que tanto las Ap como Ad pueden
actuar como células madres para la expansion de espermatogonias (Vergouwen y col.
1991). Se ha considerado que las Ap son constantemente activas y que las Ad son las que se
diferencian a Ap para seguir el proceso de expansion “solamente” cuando hay pérdida
celular severa. En esta fase hay perpetuacién de las células espermatogoniales (Ap y Ad) a
través de divisiones mitdticas origindndose las B y a partir de éstas se diferencian los

espermatocitos primarios (Arrau y col., 1981).
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Cuando se inicia la pubertad continda la espermatogénesis, asi las espermatogonias
se dividen por mitosis y dan origen a los espermatocitos primarios. Cada espermatocito
primario sufre una primera division por meiosis (meiosis I) y genera dos espermatocitos
secundarios haploides, es decir, con la mitad de la dotacién cromosémica de la especie. A
su vez, estos pasan por la mitosis Il y producen cuatro células haploides llamadas
espermatidas. Finalmente, las espermatides presentan cambios significativos en su
morfologia que serén descritos més adelante. La espermatide termina por transformarse en
espermatozoide, pero su maduracion esta determinada por su transito a través del
epididimo (Mieusset y Bujan, 1995). Junto a las células de Sertoli, se desarrollan varias

generaciones de células germinales en el tabulo seminifero (Nelson, 1950).
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Fuente: http://vaaleew6.blogspot.com/2010/09/erghg3423g45654.html
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En el tubulo seminifero la cohorte de células mas jovenes se encuentra sobre la
membrana basal y las células mas diferenciadas se encuentran mas proximas al lumen,
observandose ocasionalmente los espermatocitos secundarios. El patrén de crecimiento se
expresa en un ciclo en forma de ondas con diferentes asociaciones celulares Illamadas
etapas. De una a dos generaciones de células tienden a mantenerse agrupadas, y esas células
agrupadas se mantienen intactas a lo largo de los ciclos sucesivos. De manera que una sola
seccion transversal del tdbulo, no siempre revela todas las generaciones de la

espermatogénesis (Yurchenco y Schittny, 1990).

La transformacion de la espermatide (célula redonda y haploide) en espermatozoide
(célula flagelada) se conoce como espermiogénesis. Se han descrito varias fases en este

proceso:

a.- Fase de Golgi: En esta fase, los granulos proacrosémicos (granulos PAS +) se
hacen visibles en la zona de Golgi. Ellos se unen hasta formar un granulo mayor, rodeado
de una vesicula grande, que se adhiere a la membrana nuclear en lo que sera el polo anterior

del nacleo del espermio. En el polo opuesto, uno de los dos centriolos da origen al flagelo.

b.- Fase de Capuchdn: La vesicula acrosomica se aplasta y expande sobre la
superficie del nucleo; se visualizan dos zonas, granulo y casquete, ambas rodeadas por una
membrana derivada de la vesicula de la zona de Golgi. Los centriolos migran, de modo que
el centriolo principal queda situado en el polo posterior del ndcleo. El distal es el
corpusculo basal del flagelo. Este se ha alargado y adquiere la ultraestructura tipica con dos
tubulos centrales y nueve pares de elementos periféricos, ordenados circularmente (de
Kretser, 1987).

c.- Fase Acrosémica: Caracterizada por transformaciones del acrosoma, del nicleo y
del flagelo. El ncleo se hace excéntrico, se alarga y deforma, y la cromatina se condensa.
El acrosoma se adapta a la forma del ndcleo y comienza a adquirir la forma que es
especifica para el espermatozoide de cada especie. El citoplasma, con sus organelos
residuales, se desplaza caudalmente a lo largo del flagelo. En el citoplasma se hace evidente
un cuerpo denso, el cuerpo cromatoide, que se aproxima al centriolo distal y forma un

anillo en torno al flagelo. Las mitocondrias, que se encontraba marginadas en el citoplasma
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periférico, migran disponiéndose alrededor del flagelo y constituyen posteriormente la
vaina o hélice mitocondrial del segmento medio del espermatozoide. En la region caudal
del ndcleo se organizan microtubulos citoplasmaticos que envuelven la primera porcion del
flagelo y parte del nicleo y constituyen la estructura denominada “manchette” (Holstein,

1970).

d.- Fase de Maduracion: En este periodo se contempla la transformacion a
espermatozoide. La cromatina se condensa hasta obtener un aspecto paracristalino, y el
acrosoma (también condensado) adquiere la forma propia de la especie (Holstein, 1970).
Las regiones de la cola del espermatozoide se diferencian mejor. Nueve gruesas fibras
periféricas rodean la estructura axial del flagelo casi hasta su extremo caudal. Se diferencia
la pieza de conexidn (cuello) con la cabeza y se estructura el segmento medio con su vaina
de mitocondrias. La porcion distal del flagelo (o futuro segmento principal) se rodea de una
vaina fibrosa, que no existe en el segmento terminal, en el que solo la membrana plasmatica
rodea el componente axial del flagelo. El exceso de citoplasma, que pende como un
apéndice de la espermatida madura, se elimina en el lumen del tabulo (cuerpo residual de
Regaud) o es fagocitado por las celulas de Sertoli. Una pequefia porcion (gota
citoplasmatica) puede quedar adherida a la espermétida y va a ser eliminada durante la
maduracion, en la via espermaética. El cuerpo residual contiene restos de organelos
celulares, ribosomas y lipidos, poco después de su liberacidn, las espermatidas maduras se

desprenden al lumen durante la espermiacién (Colpi, 1994).

Una vez que estan formados los espermatozoides ellos son liberados a la luz de los
tubulos seminiferos en el fendbmeno que se conoce como espermiacion. En mamiferos
puede ocurrir, segun la especie, en forma espontanea o inducida por el coito. Por ejemplo,
en el Hamster, la espermiacion espontanea ocurre en estado VIII del ciclo, en el cual las
espermatides maduras estan incluidas en el citoplasma de las células de Sertoli, con su
cuerpo residual conectado en la region del cuello por un tallo fino (Sharpe, 1983). El
citoplasma apical de Sertoli es rico en reticulo endoplasmatico liso, cuyas cavidades se
dilatan, se hidrata la matriz del citoplasma y se borran las cavidades sertolianas que alojan a
las espermatidas de modo que estas son expulsadas al lumen. En la rata el proceso es

similar, con la diferencia de que la mayoria de los cuerpos residuales son fagocitados por
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las células de Sertoli. Esta observacion ha permitido a algunos autores sugerir que los
lipidos presentes en estos cuerpos serian la sefial quimica que permite a la célula de Sertoli
regular el caracter ciclico del proceso de espermatogénesis. La espermiacién es inducida

por accion de la Hormona Luteinizante (Parvinen, 1982).
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El producto final de la espermatogénesis los espermatozoides maduros constan de
tres partes: cabeza, cuello y flagelo o cola. La cabeza: mide 4,5 um de largo y 2,5-3,5 um
de ancho. Estd constituida fundamentalmente, por el nicleo, cuya cantidad de ADN
corresponde a la de un ndcleo haploide, la cromatina se presenta muy compacta, de

estructura paracristalina, y contiene ADN y proteinas basicas ricas en arginina (Fawcett,
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1970). El acrosoma recubre la porcion anterior del nlcleo, en forma de una vesicula que
contiene el granulo acrosémico o sus derivados. Su forma y extensién es variable segln la
especie. El acrosoma esta formado por lipoglicoproteinas y contiene en su cavidad enzimas,
tales como hialuronidasa y acrosina (enzima tripsina-simil); en tanto que siendo un agente
litico, la zona lisina, parece estar unida a la membrana acrosémica interna (Fawcett, 1970).
La region del cuello es variable y poco definida en el espermatozoide humano, en la cual
hay una zona articular que conecta la cabeza con el flagelo. El flagelo estd compuesto por
el segmento medio, principal y terminal. El filamento axial responde al patron estructural
(9+2) propio de cilios y flagelos, aunque en muchas especies, nueve estructuras proteicas
gruesas rodean a este complejo en el segmento medio. Por fuera se dispone una vaina de

mitocondrias, a veces modificadas.
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16



Entre las enzimas respiratorias mitocondriales, la lactato-dehidrogenasa muestra una
isoenzima (LDH-X o LDH-1V) propia de las células germinales, ya que no se encuentra en
tejido somatico (Eliasson y Virji, 1985). El espermatozoide eyaculado efectla tanto
respiracion como glicélisis. La energia liberada se utiliza en el movimiento del
espermatozoide. En el flagelo hay una ATPasa. Ademas se han aislado proteinas similares a
la miosina, por lo que se supone que la quimica y mecéanica de la contraccion del flagelo se
parece a lo descrito para el musculo estriado. En la pieza principal hay un complejo
proteico en forma de dos gruesas “costillas” (ribs) longitudinales que rodean el complejo
axial, rodeadas a su vez por una vaina fibrosa o hélice proteica. El segmento terminal o
desnudo muestra solo el complejo axial recubierto por la membrana plasmatica (Fawcett,
1970).

2.3-Transito y almacenaje de los espermatozoides en el epididimo

Mientras permanecen en los testiculos los espermatozoides se encuentran inméviles
e infertiles, y solo despues de entrar en el ducto epididimario, experimentan una serie de
cambios que les permite adquirir la capacidad de movilidad progresiva y de fertilidad. Los
espermatozoides una vez culminada su estructuracion abandonan el testiculo y pasan al
epididimo por los llamados tubulos seminiferos. Estos tubulos ocupan los lobulillos o
compartimentos dentro del testiculo que estan limitados por los tabiques de tejido
conjuntivo gue se extiende hacia dentro desde la tinica albuginea. Los diferentes tdbulos de
cada lobulillo forman asas retorcidas, cuyos extremos convergen hacia la region posterior,
constituida por tejido conjuntivo muy vascularizado, que recibe el nombre de mediastino
testicular. Dentro de esta estructura, existe un plexo laberintico de canales revestidos de

epitelio que se denomina Rete Testis (Fawcett, 1991).

La palabra epididimo viene del griego que significa adyacente al testiculo, esta
constituido por un tdbulo extremadamente largo y contorneado, cuya longitud en el hombre
3-4 metros. Anatdmicamente consta de tres segmentos, cabeza (caput), cuerpo (corpus) y

cola (cauda). La parte inicial y media es donde se maduran los espermatozoides y la parte
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final o terminal es la region de almacén de los espermatozoides maduros para ser
eyaculados (Court, 1984).
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Fuente: http://luisperezsqutesa.blogspot.com/2012/04/anatomia-del-sistema-

reproductor.html

En el epididimo los espermatozoides experimentan la maduracion epididimal
(Orgebin-Crist, 1981). La maduracion se define como un proceso complejo que confiere al
espermatozoide su capacidad funcional, movilidad y poder fertilizante, sin la cual no es
capaz de fecundar al ovocito. El espermatozoide que se encuentra en el testiculo de los

mamiferos no es capaz de fertilizar al 6vulo, mientras que si es fértil luego de su paso y
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almacenaje por el epididimo. El sitio exacto del epididimo en donde los espermatozoides
empiezan a adquirir su capacidad fertilizante varia de una especie a otra. En algunas
especies (verraco), es en el segmento distal de la cabeza, mientras que en otros (rata), es en
la parte distal del cuerpo del epididimo (Court, 1984). En general se considera que en la
cabeza y cuerpo se lleva a cabo la maduracién y la cola funciona como depésito. Tampoco
todos los espermatozoides adquieren su capacidad fertilizadora simultaneamente. Algunos
aparentemente estan feértiles mucho mas réapido o en la region méas proximal del epididimo
que otros. Sin embargo, como regla general, no es sino hasta que entra a la cola del mismo,
en donde la gran mayoria de los espermatozoides tienen su potencial fertilizante completo
(YYanagimachi, 1988). Se cree que el AMP ciclico y AMP dependiente de proteina Cinasa
estan involucradas en la regulacion esencial de las funciones del espermatozoide como son:

movilidad, maduracion epididimal, capacitacion y reaccion acrosomal (Oyen y col., 1990).

Durante su paso por el epididimo los espermatozoides adquieren moléculas como
glicoproteinas especificas, sustancias organicas, glicerilfosforilcolina y carnitina vy
remueven otras, modificandose asi la composicion de la membrana espermatica
(‘Yanagimachi, 1988, Eddy y col., 1985). Adicionalmente se incrementan los puentes de
disulfuro SH a S-S del nucleo espermético confiriéndole mayor estabilidad al ADN nuclear
(Bedford y Calvin, 1974). Uno de los cambios mas prominentes en el espermatozoide
durante su paso por el epididimo, es la habilidad a adquirir su movimiento progresivo,
sirviéndole la cola del mismo como locomocion. El espermatozoide testicular no tiene
movilidad o su movilidad es muy débil. Esto es ciertos no solo dentro del testiculo sino
cuando estos son suspendidos en solucion salina fisiologica. Espermatozoides maduros
obtenidos de la cola, inician su actividad con movimientos progresivos al ponerlos en la
solucion salina fisiologica, mientras que los de cabeza tendran movimientos lentos y
solamente de la parte distal de la cola del espermatozoide dando movimientos sin sentido o

circulares (Monhi y Yanagimachi, 1980).

Se requiere de determinado tiempo para que el espermatozoide pase a través del
epididimo y madure; este tiempo se puede medir marcando el ADN de las células
germinales con timidina 32P o H3 para seguir asi la progresién del espermatozoide

marcado a través del epididimo por autorradiografia o bien midiendo la radioactividad. La
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duracion del transito de cada segmento estd dada por la diferencia entre la llegada del
primer espermatozoide marcado en la cabeza y su presencia en cada segmento (cabeza,
cuerpo y cola), mientras la duracion del trénsito es proporcional al tamafio de la reserva en
cada segmento (Orgebin-Crist, 1981). Finalmente, se puede también calcular dividiendo el
namero de espermatozoides dentro de cada segmento por produccion espermatica diaria del
testiculo que provee estos espermatozoides (Turner y col., 1990). Aunque el largo del ducto
epididimario es variable dependiendo de cada especie pero, el tiempo de transito es muy
parecido, aproximadamente de 10 a 12 dias.

Bajas concentraciones de marcadores de epididimo han sido asociados a bajo
volumen testicular posiblemente por la reduccion del flujo sanguineo (Casano y col., 1987),
reduccion de los andrégenos circulantes (Lewin y col. 1981) o al tamafio de la glandula
(Cooper, 1986). Las concentraciones circulantes testosterona estdn asociadas con la
secrecion epididimaria y con el porcentaje de espermatozoides moviles, lo que sugiere que
los marcadores epididimarios reflejan un aspecto importante de la capacidad fecundante de

los espermatozoides (Cooper y col., 1988).

2.4- Formacion del semen y marcadores de las glandulas sexuales accesorias

Las glandulas sexuales accesorias estan conformados por la prostata, las vesiculas
seminales y las glandulas bulbouretrales o de Cowper, las ricas secreciones de estas
glandulas constituyen el 90% del volumen y composicion quimica del plasma seminal; los
liquidos provenientes de otras partes del tracto reproductor masculino, como los testiculos y

el epididimo, constituyen menos del 10% del volumen total del semen.

En el momento de la eyaculacion, el liquido del epididimo donde estan almacenados
los espermatozoides, es expulsado por el conducto deferente que acaba en la ampolla
deferente, hasta la uretra prostatica. A esta altura se afiade la secrecion prostéatica. Luego, en
un segundo tiempo, al contraerse las vesiculas seminales, se descarga su secrecion en los
conductos eyaculadores. Del volumen total del semen menos del 10% representa
secreciones del testiculo y epididimo, 15-30% es de secrecion prostatica y el 40-60% la

secrecion de las vesiculas seminales.
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El plasma seminal es un medio rico y complejo. Sirve a la vez de vehiculo y de
medio nutritivo y protector de los espermatozoides . (Poirot y Cherruau, 2005). Esta

compuesto de:
- Minerales: (Na+, K+, Cl-, Ca++Mg ++, Zn ++);

-Glucidos: glucosa (0,39 mmol/L) fructosa (de 5,5 a 27,5 mmol/L fuente de energia
para los espermatozoides);

-Acidos organicos: acido citrico que contribuye al mantenimiento de la presion
osmética del esperma; acido ascérbico protector de los espermatozoides de los radicales

libres.
-Lipidos: colesterol; glicerofosforilcolina.
-Esteroides: testosterona; androsterona, androtenediona.

—Constituyentes de bajo peso molecular: aminoacidos; carnitina: papel importante
en el metabolismo de los espermatozoides bajo la forma de acetilcarnitina; espermidina;
espermina: es responsable del olor del esperma (oxidacion) y es utilizada en medicina legal
para identificar rastros de esperma (cristales de Charcot); glutation: protector de los

espermatozoides por su poder reductor)

-Proteinas: concentracion inferior a la del suero sanguineo con un perfil
electroforético que muestra un reparto muy diferente de las fracciones: albumina = 6,3%; o
globulina = 15,9%; B globulina = 41,1%; vy globulina = 23,2%; fracciones que no migran =
13,5% (Ejemplo de proteinas importantes: Receptor de andrdgenos, transportador de

androgenos).

-Méas de 50 actividades enzimaticas: hidrolasas (fosfatasa 4cida, al, o4

glucosidasas), deshidrogenasas;

-Prostaglandinas
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Ampolla del deferente

Canal
deferente _ .
\ Vesiculas seminales
Prostata * Fructosa
* Citrato

= Zinc
* Fosfatasa acida
Canal eyaculador

Epididimo
* o-1,4-glucosidasa neutra
= L-carnitina

Marcadores bioquimicos de las glandulas sexuales anexas

Fuente: Poirot C., Cherruau B. Infertilidad masculina: Aspectos clinicos e investigaciones biologicas.
Acta bioguim. clin. latinoam. [revista en la Internet]. 2005 Jun [citado 2013 Abr 07] ; 39(2): 225-241.
Disponible en:

http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0325-29572005000200010&Ing=es.

Para conocer el funcionamiento de cada una de las glandulas accesorias se han
identificado moléculas o marcadores caracteristicos de cada una, los cuales se pueden
medir en el laboratorio a partir del plasma seminal. Los marcadores méas utilizados para

cada una de las glandulas sexuales accesorias se describen a continuacion.

Marcadores del epididimo:

-L-carnitina: La carnitina estd en dos formas en el esperma: L-carnitina y
acetilcarnitina. Desempefia un papel en la adquisicion de la movilidad progresiva, es un
transportador de &cidos grasos. Es el marcador del cuerpo y la cola del epididimo, pero no
es secretada por las células de la cabeza. Existe una pequefia secrecion extraepididimaria
del orden del 15 al 20%.

-a-1,4-glucosidasa neutra: La o-1,4 glucosidasa es un hidrolasa que estd en dos

formas en el esperma: una forma &cida de origen prostatico y una neutro de origen
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epididimaria. En el epididimo desempefiaria un papel en la maduracion de los

espermatozoides.

Marcador de las vesiculas seminales:

-La fructosa: es el marcador més especifico segregado en ellas. Es sintetizada por las
células epiteliales a partir de la glucosa sanguinea. Es la fuente de energia de los

espermatozoides. Su secrecion es androgeno dependiente.

Marcadores de la prostata

-Citrato: El citrato es el anion principal. Desempefia un papel quelante de cationes.

Existe una estrecha correlacion entre las concentraciones de zinc y citrato.

-Zinc: El zinc es un cation especifico del plasma seminal dotado de poder
bactericida. Su papel seria estabilizar la condensacion de la cromatina. Es transportado por

el citrato y las proteinas.

-Fosfatasa &cida prostatica: Es una enzima activa en la desfosforilacion de los
ésteres ortofosforicos. La isoenzima hallada en el semen es especifica de la prostata (Poirot
y Cherruau, 2005).
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2.5-Evaluacién seminal: el espermatograma

El andlisis del semen es la prueba utilizada en la clinica androldgica para valorar la
fertilidad masculina. En ella se evalta la calidad seminal pero no la interaccion con el
gameto femenino, por ese motivo un espermograma dentro de los valores normales indica
que el hombre tiene una calidad seminal adecuada, pero no puede garantizar la fertilidad

masculina.

Desde hace varia décadas una serie de manuales se han redactado para tratar de
estandarizar las condiciones de andlisis del semen a nivel mundial. Los valores de
referencia han cambiado a lo largo del tiempo, lo que se aprecia al comparar los manuales
de la OMS en sus versiones, primera edicion (1982), segunda edicion (1987), tercera
edicion (1992), cuarta edicion (1999) y por ultimo la quinta edicion, referida como OMS
2010 (WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen, fifth

edition).

Un analisis de semen comienza con la recoleccion de la muestra por masturbacion y
con una abstinencia sexual de 2-7 dias. Se debe transportar al laboratorio antes de
cumplirse 60 min. desde la recoleccion. Una vez en el laboratorio se le realizara la
evaluacion macroscépica y microscopica. ElI examen macroscépico debe ser hecho
mediante inspeccidn simple inmediatamente después de la liquefaccion, donde se evalla la
consistencia, el color, el volumen y el pH. EI pH del semen refleja el balance entre
diferentes valores de pH de diferentes secreciones de las glandulas accesorias, alcalino de

las vesiculas seminales y acidas de la préstata. La evaluacién microscopica incluye:

1- Contaje espermatico en camaras de recuento celular (Neubauer o en camara
Makler)

2-Movilidad espermatica: La movilidad debe ser determinada tan pronto como sea
posible después de licuada la muestra, la movilidad se clasifica en Movilidad Progresiva:
aquellos espermatozoides se mueven activamente, ya sea de manera lineal o en un gran
circulo, independiente de la velocidad; Movilidad No Progresiva: incluye todos los patrones
de movilidad pero con ausencia de progresiébn como el avance en pequefios circulos;

Inmoviles: aquellos espermatozoides sin movimiento.
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3-Morfologia espermética: Otro parametro evaluado en el espermatograma es la
morfologia espermatica. Las primeras observaciones morfolégicas comienzan con
Leeuwenhoek en 1680. En tiempos modernos Mac leod (1951) establece una relacion entre
proporcién de espermatozoides anormales en el eyaculado e infertilidad masculina.
Estudios realizados por Fredricson y Bjork (1977) con coloraciones vitales demuestran que
los espermatozoides morfolégicamente anormales tienen menos probabilidades de estar
vivos que aquellos de formas normales. Los mismos autores observaron que el transporte
espermatico a nivel cervical estaba influenciado por la morfologia espermatica. Con la
incorporacion de la videomicrografia Overstreet y col., (1982) demostraron que los

espermatozoides anormales tienen mas probabilidad de estar inmoviles

Para determinar cuales espermatozoides son lo que poseen la mayor posibilidad de
fecundar al dvulo se recuperaron espermatozoides del tracto reproductor femenino en el
moco endocervical post-coital y también de la superficie de la zona pelicida y se determind
la morfologia de esos espermatozoides (Fredricsson & Bjork, 1977; Menkveld vy col., 1990;
Menkveld y col., 1991, ., Menkveld, 2013). Los espermatozoides normales tendrian mas
probabilidades de migrar por el tracto reproductor femenino, atravesar las capas del

ovocito, unirse a la zona pellcida y fusionarse con el ovocito.

La morfologia espermatica es el reflejo principal de la espermatogénesis, por lo que
puede ser considerada como un buen marcador de la funcién testicular. En 1987, Kruger y
col, encuentran una relacion entre la morfologia espermatica y la tasa de fertilizacion en la

Fertilizacion In Vitro. De acuerdo a estos resultados describe tres patrones:
* Normal >= 14% formas normales con buena tasa de fertilizacion
* Buen pronostico 4 a 14% formas normales con una tasa de fertilizacion regular.

*Mal prondstico <4% formas normales con una tasa de fertilizacion muy disminuida.

Numerosos trabajos demostraron la influencia de la morfologia espermatica en los

resultados de Fertilizacion In Vitro, (Molina y col. 1995). En el mismo estudio observamos
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que cuando la morfologia era inferior al 4% no se obtuvieron embarazos (Molina y col.

1998)

Tabla. Valores de referencia (1999) y los nuevos (2010) del limite de referencia inferior (LRI)
en espermiograma; entre pareéntesis se muestra el intervalo de confianza del 95%

Licuefaccion

pH

volumen

Concentracion espermatica
Concentracion total
Motilidad total (progresivos + no progresivos)
Motilidad progresiva
Viabilidad

Formas normales
Leucocitos

Mar test

*Immunaobeads”

1999, 4% edicion’
Valor de referencia
Total a los 60 min
7,278

20mL

20 % 10%mL

40 % 105

Mo detallada

50%

15%
< 1 x108mL
< 50 % esp. unidos a particulas

< 50 % esp. unidos a particulas

Fuente: Sarabia y Munuce (2010)

4-Viabilidad:

2010, 5% edicien®
Limite inferior de referendia, LRL
Total a los 60 min
=72
1,5mL (14-17)
15 x 10/mL (12-15)
30 % 10° (33-46)
40% (38-42)
32% (31-34)
8% (55-63)
4% (3-4)
< 1x10% fmlL
< 50 % esp. unidos a particulas

< 50 % esp. unidos a particulas

Se expresa en porcentaje de espermatozoides vivos.Se hace con la ayuda de una

coloracion vital. Se basa en el hecho de que el colorante penetra las células muertas y no

penetra las células vivas. Para los espermatozoides, la tincion mas utilizada es la asociacion

eosina-nigrosina. Los espermatozoides rosados son los muertos, los vivos permanecen
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blancos. Una disminucién de la vitalidad, necrospermia, se encuentra en las infecciones

espermaticas o en las causas toxicas.

5-Otras células en el semen: El eyaculado ademas de poseer espermatozoides, posee
otros elementos y células que pueden tener importancia clinica. Esto incluye células
epiteliales del tracto genitourinario, leucocitos y células inmaduras de la espermatogénesis.

Estas células llamadas en general “células redondas”

6- Test hipoosmotico (HOST): Un examen complementario que se puede realizar
para evaluar la viabilidad espermatica y la calidad de la membrana espermatica es el test
hipoosmédtico (HOST). La evaluacion de la integridad de membrana constituye una
informacion importante en la evaluacion de la fertilidad masculina. Ademas, esta integridad
no solo es fundamental para el metabolismo espermatico, sino que también lo es para una
adecuada capacitacion y reaccion acrosomica, y por ende para la fertilidad del macho. El
test hipoosmotico (HOST) fue desarrollado para evaluar la funcionalidad de la membrana
espermatica y se recomienda como indicador adicional de fertilidad por ser econémico y
de facil manejo. El test hipoosmotico (Hypoosmotic Swelling test, HOST) consiste en
someter a los espermatozoides a un medio de presién osmética mas baja que la fisiologica,
lo que causa una entrada de agua en la célula en un intento de equilibrar la presion
osmotica interna con la del medio externo. Para que esta respuesta se produzca, la
membrana plasmatica del espermatozoide debe de estar integra y con los mecanismos de
intercambio de fluidos funcionando correctamente. La entrada de agua provoca en estas
células un hinchamiento y enrollamiento del flagelo. Las células con la membrana fisica o
funcionalmente dafiada no experimentaran cambios en la forma del flagelo (Jeyendran y
col. 1984, Correa y Zavos, 1994). El reciente manual de evaluacion del semen (WHO, 210),
indica que un 58% de espermatozoides hinchados es el valor inferior normal de viabilidad y

espermatozoides con membranas intactas.
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Fig. 2.6 Schamalic raprasentation of typical morphological changes in human sparmatozoa sub
jected to nypo-osmaotic stress

(a) no change. (b)-(g) various types af tall changes. Sweiling In tall |s Indicated by the grey area.

(a) (b) (c) (d) (e) (U] (g)
o

Regroduced from Jeyendran RS, Van der Ven HH, Perez-Pelacz M, Crabo BG, Zaneveld LJD. (1984) Journal of
Reproduction and Fertity, 70: 218-228. © Socksty for Reprocuction and Fartinty (1984). Reprogucsd Dy permission.

Patron de hinchamiento de HOST (Fuente: Manual de la OMS 2010)
2.5-El nucleo espermatico y fragmentacion del ADN

Uno de los factores evaluados recientemente como causa de infertilidad, es la
integridad del ADN espermatico de los nucleos de espermatozoides (Ollero y col., 2001;
Sakkas y col., 1999). Este parametro ha cobrado interés debido a la posibilidad de
trasmision de enfermedades genéticas a traves de la técnica de inyeccion

intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI) (Barroso y col., 2000).

Fisiologicamente, la maduracion del espermatozoide es un proceso unico que
envuelve una serie de cambios mit6ticos y meidticos y en la arquitectura citoplasmatica,
con sustitucion de histonas por proteinas de transicion y la adicién final de protaminas en
las células troncales, generando una cromatina bien empaquetada (Poccia, 1986), que ocupa
casi todo el volumen nuclear. Normalmente la cromatina espermatica es una estructura
compacta y altamente organizada que contiene ADN y nucleoproteinas heterogéneas, para
proteger la integridad genética y facilitar el transporte del patron gendmico paterno después
de sufrir la descondensacion. EI ADN es organizado de una forma que mantiene la

cromatina compacta dentro del ntcleo (Pienta y Coffey, 1984).

En pacientes infértiles se ha reportado que la distribucion anormal del material

gendmico se correlaciona negativamente con el potencial de fertilidad (Sun y col, 1997;
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Spano y col., 2000) y se sugiere que la integridad del ADN es un marcador mas objetivo de
la funcidn espermaética que el propio andlisis seminal estandar (Zini y col., 2001; Evenson y
col., 2000). Ademas, los espermatozoides en el eyaculado son muy heterogéneos y parece
mas evidente en pacientes con parametros seminales inferiores a los normales. La relacién
positiva entre pobre calidad espermatica y ADN fragmentado conduce a problemas
inherentes en la espermatogénesis en pacientes (Lopes y col., 1998). La cromatina nuclear
andémala del espermatozoide podria originarse como resultado de un empaguetamiento

inadecuado del ADN en la espermiogénesis (Sailer y col., 1995).

Existen dos metodologias principales para estudiar la fragmentacion del ADN. La
primera de ellas utiliza la marcacion de las roturas tanto de cadena sencilla como de
cadena doble, mediante la incorporacion in situ de nucleétidos marcados, tales como la
terminal dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) (Lopes y col., 1998) o la In Situ Nick
Translation (ISNT) (Manicardi y col., 1995). La segunda metodologia incluye aquellas
tecnologias que miden la distinta capacidad de la cromatina y en particular del ADN, para
desnaturalizarse frente a determinados tratamientos. En este grupo se incluyen técnicas
como el Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) (Evenson y col., 1980), el ADN
Breakage Detection-Fluorescence in Situ Hybridization (DBD-FISH), una metodologia que
utiliza la hibridacion in situ de acidos nucleicos (Fernandez y col., 2000), el ensayo bajo
condiciones desnaturalizantes o la prueba Sperm Chromatin Dispersion (SCD) (Singh y
col., 1988; Fernandez y col., 2003).

En el presente trabajo de tesis se utilizo el ensayo SCD (Sperm Chromatin
Dispersion), por ser un método simple y econémico para el analisis de la fragmentacion del
ADN. Se basa en el principio de que los nucleos espermaticos que tengan un ADN
fragmentado no producen el halo caracteristico de dispersion, después de la
desnaturalizacion y remocion de proteinas nucleares (Fernandez y col., 2003). Esta técnica
de SCD ha sido desarrollada en un kit comercial denominado halosperm. En los primeros
estuches sacados al mercado era necesario observar los ndcleos espermaticos con
microscopio de fluorescencia (Fernandez y col., 2003). Posteriormente desarrollaron una
técnica que permite que la cromatina esté bien preservada y de elevada densidad, por lo que

los halos coloreados con Wrigh, los cuales pueden observarse perfectamente utilizando un
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microscopio de luz. Los autores concluyen que el nuevo protocolo de SCD con el kit
halosperm, empleando microscopio de luz y coloracion de Wright; es simple, de bajo costo
y de fécil aplicacion en la rutina de evaluacién de la infertilidad, para evaluar la calidad de
los nlcleos espermaticos (Agarwal y Said, 2003).

La etiologia del dafio del ADN es variada y la consecuencia es la afeccion del
estatus de la fertilidad. Un incremento anormal de leucocitos lesiona el ADN espermatico
asociado a infeccion o inflamacién del tracto genital, como también incremento de células
germinales en semen (Sigman y Lopes, 1993; Erenpreiss y col., 2002). Se ha reportado
relacion entre dafio al ADN y muestras leucocitospérmicas (Alvarez y col, 2002). Una
posible explicacion a ello es la produccion de especies reactivas al oxigeno (ROS) por los

leucocitos (Comhaire y col., 1999).

Con relacion a la influencia del varicocele sobre la estructura de la cromatina
espermatica y la movilidad, se ha sefialado que el varicocele causa dafio en el ADN del
espermatozoide y cambios en la movilidad espermatica, lo que puede resultar en
infertilidad (Tang y col., 2009). Los espermatozoides de individuos con varicocele han sido
evaluados con el kit de halosperm, los datos preliminares confirman el alto grado de
degradacion de los nucleos espermaticos (Chen y col., 2004). Los pacientes con varicocele
presentan niveles elevados de ROS y un incremento de la apoptosis, esto podria estar
vinculado con la fragmentacion del ADN y a la disminucion de la fertilidad en este grupo

de pacientes (Moustafa y col., 2004; Caruso y col., 1999)

2.6-Prueba de unién al acido hialurdénico como indicador de la calidad de la

membrana espermatica

Se ha descrito que los espermatozoides maduros poseen enzimas del tipo
hialuronidasas que son capaces de unirse al acido hialurénico. Las hialuronidasas son un
grupo de enzimas que catalizan el rompimiento del acido hialurénico (HA), el cual es
abundante en las matrices extracelulares. Las evidencias indican que las hialuronidasas son

proteinas de membrana con funciones tanto enzimaticas como no enzimaticas, con
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diferentes roles durante la fertilizacion, tales como penetracion del cimulo, unién a la zona

pellcida y unién al &cido hialurénico (Martin-Deleon, 2011).

Basados en la importancia de las hialuronidasas en el proceso de interaccion de los
gametos Huszar y col. 2003 propusieron el test de union al &cido hialurénico
comomarcador funcional de los espermatozoides, en el estudio del potencial de fertilidad,
(Huszar y col, 2003)

El hialuron o Acido Hialurénico (HA) es un importante glucosaminoglicano que
regula varios procesos de reproduccion (Ghosh y col., 2007). En un ensayo se observo que
el incremento de la movilidad y la velocidad ocurre como respuesta directa a la presencia
del HA y a la presencia de receptores especificos ubicados en la cabeza del espermatozoide.
Estudios posteriores concluyen que solo los espermatozoides capaces de unirse al HA son
maduros, viables y con acrosoma no reactivo que han completado la espermatogénesis:
remodelacién de la membrana plasmatica, extrusion del citoplasma y la sustitucion de
histonas por protaminas (Huszar y col., 2003). Se ha establecido que, simultaneamente con
la extrusion citoplasmatica en la espermatogénesis, hay una remodelacion de la membrana
plasmatica que facilita la union de la zona pellcida con receptores especificos para la unién
del HA (Huszar y col., 1997; Kornovski y col., 1994; Bharadwaj y col., 2002.

Mediante la valoracion de la concentracion y la movilidad, otros trabajos han
evaluado las propiedades de los espermatozoides unidos o no al acido hialuronico, y se
encontré una correlacion positiva entre los espermatozoides maduros y unidos al HA con
dichos parametros seminales, también se indicd que la unién esta asociada con receptores
ubicados en la superficie del espermatozoide, la cual ocurre en diferentes grados y quizas
estd relacionada con el grado de madurez espermatica. (Huszar y col., 1988; Huszar y
Vigue, 1993). En la actualidad se han ideado técnicas de laboratorio para seleccionar
espermatozoides que se unen al &cido hialurénico e inyectarlos al dvulo por la técnica de
ICSI (Huszar y col., 2006).

En un estudio sobre tasa de Fertilizacion In Vitro (FIV), calidad espermatica y la
unién entre HA se encontrd una correlacion significativa con la movilidad, la morfologia, el

porcentaje de unién HA-espermatozoide maduro y el porcentaje de éxito con FIV. Sin

31



embargo, los autores sefialan que la relacion es menos significativa que la morfologia en
relacion a la tasa de FIV. Contrariamente, se ha sefialado que para lograr mayor éxito
empleando Inyeccidn Intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI), se recomienda realizar
estudios combinados de maduracion, funcion espermaética y estudios cromosomicos, ya que
la morfologia espermética no es un buen indicador para la seleccién de espermatozoides
haploides adecuados para lograr el embarazo aplicando dicha técnica. Los autores
concluyen que el ensayo de seleccion visual de unién de espermatozoides al HA es una
técnica eficaz que podria disminuir los problemas relacionados a ICSI (Yey col., 2006).
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3-OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la relacién entre varicocele, marcadores de la funcién de las glandulas
sexuales accesorias e indicadores de calidad espermatica, tales como parametros seminales,
fragmentacion del ADN y calidad de la membrana espermaética determinada por la prueba

de unién al acido hialurdnico.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del grado y lado anatomico del varicocele sobre la calidad seminal

2. Determinar la concentracion en plasma seminal de marcadores bioguimicos de
epididimo, prostata y vesiculas seminales en hombres normozoospérmicos o con
varicocele y establecer la relacion con la calidad seminal.

3. Determinar la concentracion de oligoelementos en plasma seminal en hombres
normozoospérmicos o con varicocele y establecer su relacién con la calidad seminal.

4. Determinar los niveles del marcador de epididimo alfa-glucosidasa neutra,
fragmentacion de ADN vy la capacidad de unién de los espermatozoides al acido

hialuronico en pacientes con varicocele y establecer su relacion con la calidad seminal.

33



4-CAPITULO |

Efecto del grado de varicocele y la edad sobre los parametros seminales

4.1-Introduccion

El varicocele se define como una dilatacién de plexo pampiniforme del corddn
espermatico y se produce con mayor frecuencia en el lado izquierdo. La prevalencia de
varicocele en la poblacion general se estima que es de 15-20% (Meacham y col. 1994;
Greenberg, 1977), mientras que esta presente en 19-41% y 69-94% en hombres con
infertilidad primaria e infertilidad secundaria respectivamente (Gorelick y Goldstein, 1993;
Witt y Lipshultz, 1993). La etiologia del varicocele es controvertida, con teorias que van
desde variaciones anatomicas, a reflujo venoso secundario a disfuncion valvular congénita
y / 0 adquirida, a la obstruccion venosa (Naughton y col., 2001). Ademas, se ha propuesto
que factores como los cambios de presion, la hipertermia, el flujo de sangre venosa y
testicular, el reflujo de productos de origen renal / suprarrenal, la disfuncion hormonal, la
autoinmunidad, el estrés oxidativo y la apoptosis puede estar implicados en la patogénesis

de varicocele (Agarwal y col., 2009; Shiraishiy col; 2009; Naughton y col., 2001).

Las lesiones vasculares del varicocele han sido arbitrariamente divididas en tres
grados, en base a los hallazgos fisicos: Grado Il o gran varicocele: visible en el examen
clinico, grado Il o varicocele medio: distensién palpable de las estructuras del cordon
espermatico en la exploracion vertical; varicocele grado | o pequefio: la distension so6lo es
palpable durante la maniobra de Valsalva (Jarow, 2001; Redmon y col. 2002; World Health
Organization, 1992). Generalmente el varicocele se observa solo en el lado izquierdo pero
también puede ocurrir en ambos testiculos (bilateral) o solo en el testiculo derecho. El
varicocele derecho sin varicocele izquierdo es una condicion rara y puede estar asociado a
la compresion debida a un tumor retroperitoneal, un drenaje anormal en la vena renal

derecha o la patologia denominada situs inversus (Wilms y col. 1988).
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Por otra parte se ha sugerido un efecto dependiendo del grado del varicocele y la
bilateralidad en el potencial fértil del hombre, debido a los hallazgos que demuestran una
mejoria en los parametros seminales y probabilidad de embarazo luego de Ila
varicocelectomia bilateral (Libman y col., 2006). El varicocele se asocia con una
disminucién general en la calidad del semen. Un amplio estudio realizado por la
Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization, 1992), mostré que el
varicocele se encontr6 en el 25% de los hombres con semen anormal, en comparacion con
el 11% de los hombres con semen normal. Ademas, el varicocele estd acompafiado por una
disminucién en el volumen testicular, una calidad seminal deteriorada y disminucién de la
secrecion de celulas de Leydig, sugiriendo que varicocele estd claramente asociada con el
deterioro de la funcion testicular y la infertilidad. Asimismo, existen controversias acerca
de si el varicocele ejerce un efecto deletéreo progresivo en la calidad del semen durante la
edad adulta (Jarow, 2001), ya que se ha observado un aumento de la prevalencia de
varicocele en hombres con infertilidad secundaria en comparacion con los hombres con
infertilidad primaria (Gorelick y Goldstein, 1997; Witt MA, Lipshultz, 1993). Sin embargo,
el efecto perjudicial del aumento de la edad en la fertilidad en hombres con varicocele es
todavia controvertido, porque no todos los pacientes son infertiies en la edad adulta adn

cuando no han recibido tratamiento.

4.2-Objetivos

Los objetivos del presente estudio fueron: 1) evaluar el efecto de la presencia de
varicocele, localizacidén anatomica y grado, en los parametros del semen, y 2) identificar las
modificaciones relacionadas con la edad en la calidad del semen en hombres con o sin

varicocele gue asistieron a una clinica de andrologia.
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4.3-Materiales y Métodos
2.1. Poblacion de estudio

Todos los andlisis se llevaron a cabo después de recibir aprobacion de la junta
institucional de la "Universidad de Los Andes", y después de que todos los pacientes
otorgaron su consentimiento informado. Se realizé un estudio de corte transversal de los
pacientes que se presentaron para evaluacion de infertilidad, entre enero de 2007 y mayo de
2009. Un total de 363 pacientes consecutivos con varicocele y 155 hombres
normozoospérmicos sin varicocele fueron seleccionados. Once pacientes con varicocele
tenian azoospermia y no se incluyeron en el analisis estadistico de los pardmetros
seminales. Fueron excluidos los pacientes azoospérmicos, por tal motivo el nimero de

individuos se redujo a 352.

Todos los pacientes fueron evaluados por dos especialistas en infertilidad masculina,
con una historia médica completa, un examen fisico y andlisis de semen. EIl varicocele se
clasifico clinicamente como de grado | (palpable de Valsalva), grado Il (palpable sin
Valsalva) o grado 111 (visible a través de la piel del escroto), izquierdo, derecho o bilateral.

El diagndstico de varicocele fue confirmado por eco Doppler.
2.2- Analisis de semen

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacion después de 3 a 5 dias de
abstinencia eyaculatoria. Después de la licuefaccion del semen, se realizo el analisis
seminal de acuerdo a criterios de la OMS (World Health Organization, 2001). Los valores
de referencia para esa edicion de la OMS son: motilidad del espermatica total (a + b) > 50%
(a + b), concentracion de espermatozoides > 20 x 10° por mililitro y espermatozoides con

formas normales > 30%.

La prueba hipoosmética (HOST) se realizé6 mezclando 0,1 ml de semen con 1,0 ml
de una solucién hipoosmotica preparada de la siguiente forma: 7,3 g de citrato de sodio y
13,5 g de fructosa y 1000 ml de agua destilada (Jeyendran y col., 1984). La mezcla se
incubd durante 60 minutos a 37° C, luego los espermatozoides fueron examinados bajo un

microscopio de contraste de fase a 400x. Doscientos espermatozoides fueron evaluados.
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Los PMN se evaluaron mediante la tincion de mieloperoxidasa: El procedimiento
empleado fue el siguiente: 20 pLL de muestra se colocd en 1 ml de solucion de trabajo. El
recuento de 200 células peroxidasa-positivas (tefiidas de color café) y células peréxidasa-
negativa (incoloras), se realiz6 en hemocitdmetro usando un microscopio de contraste de
fase a 400x. La solucién de trabajo se prepar6 mezclando 2 ml de solucion salina de
tampon fosfato (pH 7,0) y 4 ml de solucion de bencidina (0,0125% p/v con 0,0375% de
H,0,) (WHO, 2010).

2.3- Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con SPSS 10,0 software estadistico para Windows
(SPSS, Chicago, IL, EE.UU.). Las diferencias entre grupos fueron evaluadas mediante un
ANOVA, Tukey HSD con una prueba a posteriori, para valores normalmente distribuidos.
Las diferencia entre el rango de grupos por edad, se determiné mediante la prueba de la t
de Student. Se realizo la prueba de coeficiente de Pearson para evaluar la relacion entre la
edad y los parametros del semen en grupo control y con varicocele. Los valores de p

inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

4.4 Resultados

La Tabla 1 muestra las caracteristicas del semen: volumen, concentracion
espermatica, morfologia normal, motilidad, vitalidad, prueba hipoosmdtica, en el total del

grupo con varicocele, con varicocele izquierdo (en el grado I, 11 y 111), derecho y bilateral.

No se observaron diferencias en el volumen de semen y la concentracion de
espermatozoides entre los grupos con y sin varicocele. El porcentaje de la morfologia
normal de espermatozoides, la movilidad, la vitalidad y HOST, disminuy6 en el grupo total
con varicocele en comparacion con los normozoospérmicos. Por otra parte la concentracion
de neutréfilos o granulocitos polimorfonucleares por ml estuvo aumentada en el grupo con
varicocele total (p <0,001) en comparacion con el grupo sin varicocele (1,0 + 0,9 vs 0,5 *

0,2, respectivamente)

Para evaluar si un aumento en el grado de varicocele provocaba un incremento en el

dafio en los parametros seminales se aplicd la prueba estadistica ANOVA para la
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comparacion de los pardmetros seminales entre grupos de varicocele izquierdo con
diferentes grados (I, I, 1I1). Los resultados mostraron que la morfologia de los
espermatozoides normales disminuyd significativamente en el grado Ill varicocele en

comparacion con el varicocele izquierdo Grado |I.

Para determinar la influencia de la localizacién anatémica del varicocele (izquierda,
derecha o bilateral) en los parametros seminales se realiz6 la prueba estadistica ANOVA
comparando el varicocele izquierdo total (I + Il + IlI), con el bilateral y el derecho. El
resultado mostré que el grupo con varicocele derecho presenté un mayor porcentaje de

espermatozoides con morfologia normal que el grupo con varicocele izquierdo.

La Tabla 2 muestra la clasificacion de los pacientes con varicocele sobre la base de
criterios de la OMS y su relacidn con el grado de varicocele y la localizacion anatomica. Es
importante sefialar, que en el grupo con varicocele izquierdo grado I como en el varicocele
derecho, aproximadamente la mitad de los pacientes eran normozoospérmicos, mientras
que estos porcentajes disminuyeron en los otros grupos, pero principalmente en el
varicocele izquierdo grado Ill, donde sOlo el 24% de los pacientes tenian pardmetros

seminales normales.

En el varicocele izquierdo grado | el parametro mas afectado fue el de la movilidad
de los espermatozoides y en segundo lugar la morfologia. En varicocele izquierdo grado 1l
la motilidad y morfologia de los espermatozoides estuvieron disminuidos y ademas,
presentaron un alto porcentaje de pacientes con Oligoastenoteratozoospermia (15,3%). El
grupo con varicocele bilateral y, en particular, en los hombres con varicocele izquierdo de
grado Ill, el pardmetro méas afectado fue el de la morfologia de los espermatozoides.
Ademas, el porcentaje mas alto de pacientes con azoospermia se observé en el grupo de

varicocele derecho, sin embargo hubo casos de azoospermia en todos los grupos evaluados.

La comparacion de cada grupo de varicocele en rangos de edad, con su equivalente
sin varicocele (Tabla 3) demuestra disminucidn estadisticamente significativa de la
motilidad la morfologia espermatica normal, vitalidad y prueba HOST en pacientes con

varicocele en todos los rangos de edad. La morfologia de los espermatozoides sélo se
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redujo en el grupo de varicocele en la clase de edad 21-30 y 31-40 en comparacion con el

grupo control.

El estudio de correlacién de Pearson en el grupo sin varicocele normozoospérmicos no
mostrd ninguna correlacion entre la edad y los pardmetros seminales. Al contrario, en el
grupo varicocele mostraron una correlacién negativa significativa (r = -0,13, p <0,05) entre

el aumento de la edad y la disminucidn de la motilidad espermaética (a + b).
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Tabla 1: Caracteristicas seminales del grupo control y el grupo total de pacientes con varicocele izquierdo (grado 1, Il, 111), derecho y bilateral

Grupo Edad Volumen Espermatozoide  Morfologia Movilidad Vitalidad HOST PMN PMN
(afios) (mL)  (x10%eyaculad) (% normal) (a+h, %) (%) (%) (x10%mL)  (x 10%eyaculado)

Control (n=155) 32,3+75° 3,7+1,0°% 242,9+£178,5 36,5+5,8° 69,1+ 10,2 ¢ 80,1+4,7° 67,6+2,7° 0,5+0,2° 1,9+1,0°
Varicocele total (n=364) 28,5+8,8 3,4+1,6 230,0£198,0 30,1+£11,5 49,8+21,4 60,9+£19,9 48,5+17,4 1,0+£0,9 4,0+4,1
Varicocele Izquierdo (1) (n=80) 29,4+8,2 3,5%1,6 243,1+195,4 30,5+£12,3 50,7+£23,7 58,9+21,5 49,2+19,6 1,0+0,9 3,8+£3,0
Varicocele Izquierdo (11) (n=117) 27,7£9,1 3,4+1,7 206,7+186,7 30,5+£10,1 48,6+£19,7 61,5£19,4 47,2£14,9 1,111 4,4454
Varicocele Izquierdo (111) (n=41) 24,0£7,0 3,4+1,8 230,9+167,4 27,0+£10,2° 48,7+21,9 60,6+20,2 46,4+19,7 0,8+0,7 3,6£3,3
Varicocele Bilateral (n=105) 31,4+10,3 2,8+1,3" 216,6+218,0 34,8£18,3 49,3+25,1 62,3£23,0 46,7+21,7 1,2+1,1° 3,6£2,7
Varicocele Derecho (h=20) 29,948,6 3,6+1,6 248,5+219,1 29,5£11,0 51,0£21,0 61,4+18,7 50,6+16,6 0,9+0,6 5,2+6,2

Los valores se expresan como media = SD. HOST: Test hipoosmético. PMN: leucocitos polimorfonucleares. p<0.05 vs varicocele total. ®p<0.0002 vs varicocele total y todos los
grados. “p<0.0001 vs varicocele total y todos los grados. 9p<0.001 vs varicocele total. ®p<0.001 vs varicocele total y todos los grados
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Tabla 2: Caracteristicas seminales en individuos con varicocele (n=363), de acuerdo a los criterios de la OMS y grado de varicocele.

Pacientes n® Edad Volumen  Vitalidad HOST PMN/mL  Varicocele |  Varicocele I1,111,D,B.
(%) (afios) (mL) (%) (%) (%) n° (%) n° (%)
Normozoospermia 114 (31,4) 27,6+8,2 3,715 68,5+13,2 57,2+11,2 1,1+0,8 33(28,9) 81(71,1)
Astenozoospermia 73 (20,1) 28,448,3 3,3t1,4 60,3+1,3° 53,6+13,4 1,1+1,0 15 (20,5) 58 (79,5)
Astenoteratozoospermia 66 (18,2) 30,2+£10,1 3,4+1,6 57,2+16,1°  46,8+13,4° 1,0+0,7 15 (22,7) 51 (77,3)
Teratozoospermia 27 (7,4) 26,9+8,4 3,8+1,8 71,8+12,4  49,0+14,0° 1,1+1,1 4 (14,8) 23 (85,2)
Oligoastenoteratozoospermia 45 (12,4) 28,6%8,1 3,5+2,1 50,4+23,6° 35,8+18,7°  0,7+0,4° 7 (15,6) 38 (84,4)
Azoospermia 16 (4,4) 31,048,2 3,0+1,4 0,0+0,0 0,0+0,0 0,7+0,7% 5(31,3) 11 (68,7)
Oligoastenozoospermia 10 (2,8) 29,3+£14,0 1,713 68,4+12,9  45,2+14,2% 0,8+0,9 0(0,0) 10 (100,0)
Oligozoospermia 10 (2,8) 29,448,3 2,2+1,4 73,1+£10,6 44,07,8 0,6+0,6 1(9,1) 9(90,9)
Oligoteratozoospermia 2(0,5) 21,0+0,0 4,1+0,1 64,045,7 56,5+12,0 0,1+0,0 0(0,0) 2 (100,0)
Los valores se expresan como media + SD. HOST: Test hipoosmético. PMN: leucocitos polimorfonucleares. Varicocele izquierdo (grado I, 1, I11), derecho (D) y

bilateral (B). ®p<0.01, "p<0.001,°p<0.003 vs el grupo normozoospérmico.
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Tabla 3. — Caracteristicas seminales de los individuos en estudio (control y con varicocele) de acuerdo al rango de edad.

Control Grupo total con varicocele

< 20 afios 21-30 afios 31-40 afios >40 afios <20 afios 21-30 afios 31-40 afios >40 afios

(n=8) (n=60) (n=60) (n=27) (n=65) (n=166) (n=97) (n=35)

Volumen (mL) 3,7¢1,17 3,7+1,0 3,7+1,1 3,7¢1,1 29+1,6 3,716 3,5+1,6 3,1+1,7
Espermatozoides x10%/eyaculado 64,2+41,5 63,8+42,7 72,0+41,4 51,7429,5 81,0+54,8 73,5+47,5 60,68 £49,4 70,5+45,8
Morfologia (% normal) 34,5+¢33  37,246,2° 37,345,5" 33,945,6 31,849,3  31,1+11,0 26,7+13,1 30,9+11,3
Movilidad (a+b, %) 65,8+4,9° 68,8+9,2° 69,319,4° 65,38,0" 50,0+18,9 53,6+19,6 44,6+25,0 45,8+20,9
HOST (%) 66,9+1,0° 67,7+2,8" 67,8+3,0" 67,0£1,7° 49,4153 51,4+16,1 43,7+20,4 46,3+15,7

PMN (x 10°/mL) 0,7¢0,2  0,5+0,2° 0,5+0,2°¢ 0,6+0,2°¢ 1,1+0,8 1,0+0,9 0,9+1,0 1,0£0,7

Los valores se expresan como media + SD. HOST: Test hipoosmético. PMN: Leucocitos polimorfonucleares. ®p<0.01, ® p<0.001, ¢ p<0.005 vs el grupo con

varicocele en el mismo rango de edad. Los pacientes con azoospermia fueron excluidos.
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4 5-Discusion

Los resultados de este estudio demuestran que la presencia de varicocele, en todos
sus grados, se asocié con una disminucion de la calidad seminal, evaluada por morfologia,
motilidad, vitalidad, y la prueba hipoosmotica, en comparacion con el grupo de hombres
normozoospérmicos sin varicocele. Sin embargo, la concentracién de espermatozoides no
se vio afectada por varicocele. Nuestros resultados estan de acuerdo con otra publicacion
(Andrade-Rocha, 2007) que sugiere que el varicocele afecta principalmente la calidad

seminal, méas que la produccién de espermatozoides.

Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar el efecto del grado de varicocele
con la alteracion de los parametros del semen. Algunos autores han sugerido un efecto
"grado dependiente™ del varicocele sobre la espermatogénesis (Libman y col., 2006;
Richardson y Nagler, 2007). Se ha propuesto que hay dos mecanismos por los cuales un
individuo puede experimentar diferentes "grado” de varicocele: tener varicocele de mayor
grado o tener varicocele bilateral. En el presente estudio, no se observaron diferencias
significativas entre los grados de varicocele en volumen seminal, concentracion, motilidad
y la prueba de hipoosmotica. Una reciente investigacion en adolescentes demostro que el
varicocele en los grados Il y Il causa una disminucion en el volumen testicular y en la
calidad del semen que es independiente del grado, sin embargo, se ha encontrado una
disminucién de espermatozoides con motilidad progresiva en el grado Ill, en comparacion
con el Il (Moriy col., 2008). En nuestro estudio el grupo con varicocele izquierdo grado 111
fue el grupo que presento6 el promedio mas bajo de la edad, esto sugiere que este grado de

gravedad de varicocele se puede lograr muy temprano en la vida del paciente.

La concentracion de espermatozoides, la motilidad y HOST estuvieron influenciados
por el grado del varicocele (I, Il o IllI), mientras que el porcentaje de morfologia
espermatica normal se afectd negativamente principalmente en el grado 11, en comparacion
con el grado |I. Este hallazgo también se aprecié al comparar a los pacientes tomando en
cuenta la clasificacion de la OMS, asi el resultado de la suma de todas las categorias de
pacientes con mala morfologia espermatica (Astenoteratozoospermia + Teratozoospermia +
Oligoteratozoospermia + Oligoastenoteratozoospermia) alcanza a 65,8% en los pacientes

con varicocele grado IlI.
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Un estudio previo demostrd que el endotelio aislado de venas varicosas espermaticas
humanas produce menos vasorelajantes, (en este estudio se evalud la respuesta contractil a
fenilepinefrina, norepinefrina, serotonina e histamina en venas varicosas espermaticas
aisladas de pacientes con diferentes grados de varicocele, observandose mayor contraccion
en varicocele grado IIl), lo que resulta en aumento de los efectos de sustancias
vasoconstrictoras en el varicocele grado 111, sugiriendo que una disfuncién endotelial podria
desarrollarse en altos grados de varicocele (Yildiz y col., 2003), lo que podria afectar la

morfologia normal de los espermatozoides en el varicocele grado I11.

Por otra parte, al clasificar a los pacientes segun los criterios de la OMS se observa
que la mitad de pacientes con varicocele izquierdo de grado I, o varicocele derecho,
presentaron parametros seminales normales. Ademas se pudo demostrar que porcentaje de
pacientes normozoospérmicos disminuye a medida que aumenta el grado de varicocele, asi

solo el 24% de los pacientes con varicocele grado 11 presenta un analisis de semen normal.

La morfologia de los espermatozoides y los parametros seminales estuvieron menos
afectados en los pacientes con varicocele derecho que en el grupo con varicocele izquierdo.
Estudios previos indican que el varicocele derecho puede tener una etiologia diferente al
del varicocele izquierdo, este puede estar asociado con la presencia de un tumor
retroperitoneal de compresion, un drenaje anormal en la vena renal derecha o la patologia
situs inversus (Wilms y col., 1998), que podria estar asociada con la disminucion del

volumen seminal observada en este grupo.

Otro objetivo de esta investigacion fue evaluar si a medida que aumenta la edad de
los pacientes con varicocele aumenta el dafio espermatico, en hombres con varicocele no
tratados. Estudios previos han sugerido que el varicocele puede ser una lesion progresiva
porque el mismo se encuentra en el 35% de los hombres con infertilidad primaria y el 81%
de los hombres con infertilidad secundaria (Gorelick y Goldstein, 1993; Chehval y Purcell,
1992). Una investigacion reciente sefiala que es dificil determinar si el varicocele puede
justificar la infertilidad secundaria (debido a que estos hombres han pasado mas tiempo
expuestos al varicocele) porque las parejas de estos hombres también tienen mayor edad

asi el potencial reproductivo puede estar afectado por la edad materna (Walsh y col., 2009).
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En esta investigacion, los grupos con y sin varicocele se clasificaron en rangos de
edad, y cada grupo se compar6é con su equivalente. La comparacion de cada grupo de
varicocele con su equivalente sin varicocele demuestra una significativa disminucion
estadisticamente significativa en la morfologia normal de espermatozoides, la motilidad, la
vitalidad y HOST en pacientes con varicocele en casi todos los grupos de edad, lo que
indica que el varicocele per se afecta a los pardmetros seminales en todos los rangos de
edad. Del mismo modo, Andrade-Rocha (Andrade-Rocha, 2007) compar6 los parametros
seminales en pacientes con varicocele por rangos de edad con un grupo control fértil,
llegando a la conclusidn de que el varicocele dafia igualmente las caracteristicas de los

espermatozoides de los adolescentes, adultos y ancianos.

En nuestro estudio no se realizo un estudio longitudinal para determinar el efecto de
varicocele con el tiempo. Sin embargo, el estudio de correlacion en el grupo sin varicocele
no muestra correlacion entre la edad y los parametros seminales. En contraste, en el grupo
varicocele se encontr6 una correlacion negativa entre el aumento de la edad y la
disminucion de la motilidad de los espermatozoides, lo que sugiere que en los pacientes con
varicocele los porcentajes de motilidad de los espermatozoides pueden deteriorarse con el

tiempo.

Un hallazgo importante de nuestro estudio fue el aumento de polimorfonucleares en
pacientes con varicocele. Es dificil de evaluar en la literatura cual es el promedio de
leucocitos en el semen durante varicocele, porque muchos estudios excluyen a los pacientes
con mas de un millon de células blancas por ml, mientras que otros los separan en dos
poblaciones (Pasqualotto y col., 2000), uno con menos y otro con mas de 1x10%/ml
(leucocitospermia criterios de la OMS). Sin embargo, un estudio anterior encontrdé un
aumento en la concentracién de PMN (media 0,7x10°/mL) en pacientes con varicocele

similar a lo hallado en nuestro estudio (Blumer y col., 2008).

No se conoce el origen de los polimorfonucleares presentes en el semen. EIl semen
se forma por el aporte de las secreciones del epididimo, prostata y las vesiculas seminales
(y glandulas y bulburetral), estas glandulas pueden ser la fuente de los leucocitos. El
epididimo y la préstata se consideran las principales fuentes de leucocitos seminales

(Simbini y col., 1998). Un estudio en pacientes a los cuales se les habia realizado la
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vasectomia indicé que el epididimo es la fuente del 90% de los leucocitos en semen (Olsen
y Shields, 1994) y los estudios en ratas han demostrado la presencia de leucocitos en el
epididimo (Flickingery col., 1997). Es posible que los cambios vasculares observados
durante varicocele puedan afectar tanto al funcionamiento de los testiculos como del
epididimo. En los pacientes con varicocele se ha observado modificaciones en la barrera
hemato-testicular, con reducion de la expresion de E-cadherina y a-catenina en las uniones
entre las células de Sertoli adyacentes, este resultado podria explicar el aumento de los
leucocitos en el semen de los hombres con varicocele (Koksal y col., 2007), sin embargo se

necesita realizar mas estudiso para dilucidar el origen de los leucocitos en semen.

En conclusion, la comparacion de los parametros del semen entre diferentes grados
de varicocele izquierdo (I, 11 o 111) muestra que el porcentaje promedio de espermatozoides
con morfologia normal se reduce en grado 111, mientras que los otros parametros parecieran
no verse afectados. Sin embargo, cuando se determina el porcentaje de pacientes
normozoospérmicos para cada grado de varicocele se encontrd0 que la mitad de los
pacientes con varicocele izquierdo de grado I, tienen parametros seminales normales,
mientras que solo el 24% de los pacientes con varicocele grado I1l. Los pardmetros mas
afectadas en los hombres con varicocele grados Il y 11, fueron la motilidad y morfologia.
Estos resultados sugieren que el grado de varicocele determina el grado de alteracion en la
calidad del semen. Ademas se observé una correlacion negativa entre el aumento de edad y
la disminucion de la motilidad del esperma en el grupo varicocele, sin afectar los otros
parametros seminales, lo que indica que la calidad del semen podria disminuir con el

tiempo en hombres con varicocele.
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5-CAPITULO Il

Marcadores de las secreciones de las glandulas accesorias sexuales en hombres con

varicocele, relacién con los pardmetros seminales

5.1-Introduccién

Las glandulas sexuales accesorias jugan un papel importante en la adquisicion de
potencial de fertilizacion de los espermatozoides. Se ha informado de que la motilidad
espermatica puede estar influida por los componentes del plasma seminal (Elzanaty y col.,
2002; Zopfgen y col., 2000). El semen esté constituido por la contribucion del fluido del
testiculo-epididimo (<10%), la préstata (% 20-40); las vesiculas seminales (50-80%) y las
glandulas uretrales y bulbouretrales (<10%) (Ndovi y col., 2007). Cada glandula contribuye
con diferentes moléculas en la eyaculacion: carnitina, alfa glucosidasa neutra y
glicerofosfocolina del epididimo; citrato, zinc y fosfatasa acida prostatica de prostata; y

fructosa y prostaglandinas a partir de las vesiculas seminales (Said y col., 2009).

El varicocele se ha asociado con disminucion de la calidad de los parametros
seminales (Andrade-Rocha, 2007; Agarwal y col., 2007; Vivas-Acevedo Yy col., 2010). Sin
embargo, existe poca informacion sobre el efecto del varicocele sobre la funcién y la
secrecion de las glandulas sexuales accesorias (Ando y col., 1990; Roaiah y col., 2007) y la
posible relacién con la composicion de los marcadores bioquimicos del semen y los

parametros seminales.

5.2-Objetivo

El propésito de este estudio fue explorar, en hombres con varicocele, la relacion
entre los marcadores bioquimicos de la secrecion de glandulas sexuales accesorias,
mediante cuantificacion de fructosa de las vesiculas seminales, alfa glucosidasa neutra
(NAG) del epididimo, fosfatasa acida prostatica (PAP) y la actividad de zinc de la prostata,
con los parametros seminales.

47



5.3-Materiales y métodos
Pacientes

Todos los andlisis se han realizado después de obtener la aprobacion del consejo
institucional y de que cada uno de los pacientes diera su consentimiento expreso. Se llevé a
cabo un estudio de corte transversal con pacientes en evaluacion de infertilidad en un
centro de diagndstico (Centro Diagnéstico de Infertilidad y Enfermedades genéticas,
Meérida), entre enero de 2007 mayo de 2009.

Fueron excluidos de este estudio los hombres con enfermedades urogenitales
(actuales o pasadas), los pacientes positivos a anticuerpos anti-Chlamydia C (EIA Kit
ImmunoComb monovalente IgA Il ORGENIC, Israel), los hombres con azoospermia o con

normogonadismo.

Se incluyeron un total de ciento noventa (190) pacientes con varicocele (Grado I:
42; Grado 1lI: 66; Grado I11: 23; Bilateral: 59). El varicocele se clasificd clinicamente como
de grado | (palpable con la maniobra de Valsalva), grado Il (palpable sin maniobra de
Valsalva), grado Il (visible a través de la piel del escroto) o bilateral (algun grado de
varicocele en ambos testiculos). El diagnostico de varicocele se confirmd mediante
ecografia Doppler. Ademas, cien hombres (100) sin varicocele y normozoospérmicos se
seleccionaron como grupo de control. Todos los pacientes fueron evaluados por dos
especialistas en infertilidad masculina (historia clinica, el examen fisico y los criterios de

inclusion-exclusién) y se realiz6 un analisis del semen.
Analisis de Semen

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacion después de 3 a 5 dias de
abstinencia eyaculatoria. Después de la licuefaccién del semen, el analisis seminal se
realiz6 de acuerdo a criterios de la OMS (World Health Organization, 1992). Para ese
Manual de la OMS los valores de referencia son los siguientes: concentracién espermatica
> 20 x 10° por ml, movilidad > 50% (progresivos rapidos y lentos, a + b) y formas

normales de espermatozoides > 30%.
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La prueba hipoosmdtica (HOST) se realiz6 mediante la mezcla de 0,1 ml de semen
con 1,0 ml de una solucién hipo-osmotica preparada de la siguiente manera: 7,3 g de citrato
de sodio y 13,5 g de fructosa y 1000 ml de agua destilada (Jeyendran y col., 1984). La
mezcla se incubd durante 60 minutos a 37°C, los espermatozoides fueron examinados bajo
microscopio de contraste de fase a 400 aumentos. Doscientos espermatozoides fueron
evaluados. Los neutrdfilos polimorfonucleares (PMN), se evaluaron por el método Endtz
(1974) (Endtz, 1974) modificado por Politch y col., (1993) (Politch y col., 1993) o tincion
de mieloperoxidasa. El procedimiento empleado fue el siguiente: se coloc6 20 pL de
muestra en 1 ml de solucién de trabajo. Se realiz6 el recuento de 200 células peroxidasa-
positivas (tefiidas de color café) y células perdxidasa-negativa (incoloras), en
hemocitémetro usando un microscopio de contraste de fase a 400x. La solucion de trabajo
se prepar6 mezclando 2 ml de solucion salina de tampon fosfato (pH 7,0) y 4 ml de
solucion de bencidina (0,0125% p/v con 0,0375% de H,0,).

Analisis bioquimicos

La concentracion de fructosa seminal fue medida segun el método colorimétrico de
Mann (Mann, 1964; Lewis-Jones y col., 1996), usando acido resorcinol; 50ul de plasma
seminal desproteinizado se mezcl6 con 1,0 ml de acido resorcinol para dar una reaccion de
color. La actividad de la fosfatasa acida prostatica fue analizada por medio de la hidrdlisis
de p-nitrofenil fosfato. El plasma seminal se diluyé 1:10.000 en agua destilada y p-
nitrofenil fosfato fue usado como sustrato. La medicion colorimétrica fue realizada a 480
nm (Andolz y Bielsa, 1995).

La concentracion de zinc en semen fue medida por el método colorimétrico descrito
por Johnsen y Eliasson, modificada por Cooper y col., (Cooper y col., 1991). La prueba se
basa en que el compuesto 2 - (5-bromo-2-piridilazo)-5-(N-propil-N-sulphopropylamino)-
fenol (5-Br-PAPS) se une con zinc, produciendo un cambio en un color, que absorbe luz a

una longitud de onda en el rango de 560 nm.

La alfa glucosidasa neutra se midi6 en todas las muestras de plasma seminal de

acuerdo con el método fotométrico descrito por Guérin y col. (Guerin y col., 1986). El
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plasma seminal contiene tanto la isoenzima alfa glucosidasa de tipo neutro, que se origina
en el epididimo, y una isoenzima acida proporcionada por la prostata. Esta ultima puede ser
selectivamente inhibida por dodecil sulfato sodico (SDS) para permitir la medicion de la
alfa-glucosidasa neutra, que refleja la funcién del epididimo. Para evitar la descomposicion
de sustrato no relacionados con glucosidasa se utilizé el inhibidor castanospermina, esto
hace que le ensayo sea méas sensible. El sustrato (paranitrofenilo aD-glucopiranésido) se
hidroliza especificamente por la alfa glucosidasa neutra en paranitrofenilo, luego de la
incubacion por dos horas a 37 ° C, pH 6,8. La cantidad de paranitrofenilo se mide usando
un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 405 nm. Una unidad internacional (1U) de
actividad de glucosidasa se define como la produccion de 1 mol de producto (p-nitrofenilo)

por minuto a 37 ° C, pH 6,8.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se ha realizado con el programa SPSS 10,0 software
estadistico para Windows (SPSS, Chicago, IL, EE.UU.). Basicos estadistica descriptiva
(media = DE) se calcularon para grupos varicocele (grados I, 11, ill y bilateral) y el grupo
control. Las diferencias entre el grupo de varicocele total y grupo de control se determino
mediante la prueba t. Las diferencias entre el grupo de varicocele (diferentes grados) y de
control se determind mediante analisis de la varianza (ANOVA) y LSD pos comparacion
hoc para valores distribuidos normalmente. Coeficiente de correlacion de Pearson se ha
realizado, los valores de p por debajo de 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.

5.4-Resultados

La edad media del grupo control fue de 32,3 + 7,1 afios, mientras que la del grupo
con varicocele fue de 28,4 £ 9,4 (p <0,05). Debido a que la edad puede afectar los
resultados de los parametros seminales, se realizd un analisis de varianza utilizando la edad
como covariable. La Tabla 1 muestra los parametros seminales en el grupo control y el

grupo con varicocele. No hubo diferencias significativas en la concentracion de
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espermatozoides/ml entre el grupo de varicocele total (grado | + 11 + 111 + bilateral) y grupo
control (datos no mostrados). Sin embargo, los porcentajes de los siguientes parametros
seminales fueron estadisticamente superiores (p <0,0001) en el grupo de control que en el
grupo con varicocele: motilidad a + b, la morfologia normal, prueba hipoosmética y
vitalidad de los espermatozoides. La concentracion polimorfonucleares (PMN) /eyaculado

estuvo incrementada en el grupo con varicocele en comparacién con el control.

La Tabla 2 muestra los niveles de fructosa, la actividad de la fosfatasa &cida
prostatica, los niveles de zinc y de la actividad alfa glucosidasa neutra en el semen en el
grupo control, grupo total con varicocele y los subgrupos con varicocele: grado I, I, 11l y
bilateral. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre el control y el grupo total
de varicocele en niveles seminales de: fructosa, PAP y zinc. Por otra parte, la actividad del
marcador epididimo, la alfa glucosidasa neutra (NAG), estuvo disminuida en pacientes con
varicocele. El andlisis de varianza analisis post hoc (LSD) mostr6 que la NAG muU /

eyaculado estuvo disminuida en todos los grados de varicocele.

La Tabla 3 muestra los estudios de correlacion entre fructosa, PAP, zinc, NAG en el
plasma seminal y los parametros seminales en el grupo total de hombres evaluados (control
+ varicocele). Se observd una correlacion positiva entre fructosa y PAP con las siguientes
variables: volumen, concentracion espermatica, PMN, y zinc. Ademas la concentracion de
zinc se correlacion6 positivamente con el volumen del semen, la concentracion de
espermatozoides, la motilidad progresiva y células polimorfonucleares y se asocio
negativamente con la vitalidad de los espermatozoides. Por otra parte, la NAG se
correlaciond positivamente con: morfologia espermatica normal, la motilidad progresiva,

vitalidad de los espermatozoides y el test hipoosmotico.
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Tabla 1 Parametros seminales en el grupo control y el grupo con varicocele.

Control Varicocele p valor

(n=100) (n=190)
Volumen (mL) 3,7+1,0 3,6+1,7 ns
Espermatozoides x 10%/mL 63,9 +41,1 71,5+ 48,5 ns
Movilidad a+b (%) 68,7 £ 10,2 53,2+ 20,0 0,0001
Morfologia (% normal) 37,1+6,6 31,8+9,7 0,0001
HOST (%) 67,7+28 50,4 £ 15,8 0,0001
Vitalidad (%) 80,8 +4,8 66,3 £ 16,1 0,0001
PMN/eyaculado 1,8+0,9 3,7+3,0 0,0001

El grupo denominado “control” estuvo conformado por hombres sin varicocele y
NOrmOoz0o0Spermicos.

HOST: Test hipo-osmotico. PMN: Leucocitos polimorfonucleares
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Tabla 2 Marcadores de glandulas sexuales accesorias en el grupo control y el grupo con varicocele.

Control Varicocele total p valor Varicocele Grado | Varicocele Varicocele Grado Varicocele

(n=100) (n=190) (n=42) Grado Il (n=66) 111 (n=23) Bilateral (n=59)
Volumen (mL) 3,710 3617 ns 3517 3516 3,720 3,717
Fructosa (mg/eyaculado)  967,8 + 311,7 1026,4 £ 673,9 ns 1085,8 £ 735,0 944,3 £575,9 1130,4 £ 919,2 1035,5 + 625,7
PAP (U/eyaculado ) 2360,5 + 807,9 2531,3 + 1655,4 ns 2650,3 + 1503,1 24244 + 185,2 2772,3+1997,2 2472,3 +1455,2
Zinc (umol/eyaculado) 10,5+8,1 11,8+7,5 ns 10,8 +6,7 125+7,6 8,9+95 13,0+6,8
NAG (mU/eyaculado) 33,0+8,5 158+7,7° <0,0001 16,0 £7,0° 14,6 +6,7° 16,3+ 7,4° 16,9 +9,3°

Los valores se expresan como media £ SD. PAP: Fosfatasa acida prostatica. NAG: Alfa Glucosidasa Neutra. Varicocele total:
I+11+111+Bilateral *Comparacién con el grupo control.
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Tabla 3 Coeficiente de correlacion entre marcadores de glandulas sexuales accesorias y
pardmetros seminales en el total de individuos evaluados (n=290).

Correlacion r Pearson
1 Fructosa (mg/eyaculado) 1 volumen 0,77
1 Concentracion espermatozoides/eyaculado 0,26
1 PMN/eyaculado 0,42
1 PAP (U/eyaculado) 0,44
1 Zinc (umol/eyaculado) 0,41
1 PAP (U/eyaculado) 1 volumen 0,65
1 Concentracion espermatozoides/eyaculado 0,31
1 PMN/eyaculado 0,37
1 Zinc (umol/eyaculado) 0,41
1 Zinc (umol/eyaculado) 1 volumen 0,62
1 Concentracion espermatozoides/eyaculado 0,40
1 Movilidad a+b 0,12
1 PMN/eyaculado 0,37
1 NAG (mU/eyaculado) 1 Morfologia Normal 0,14
1 Movilidad atb 0,23
1 Vitalidad 0,26
1 HOST 0,32
| PMN/eyaculado -0,19

Todas las correlaciones fueron estadisticamente significativas (p<0.05).
PAP: Actividad de la fosfatasa acida prostatica. NAG: alfa glucosidasa neutra.
PMN: Leucocitos polimorfonucleares. HOST: Test hipoosmotico
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5.5-Discusidén

En el presente estudio fueron evaluados los marcadores del epididimo, prostata y las
vesiculas seminales asi como los pardmetros seminales en los hombres normozoospérmicos
y pacientes con varicocele, para determinar si el varicocele puede afectar la secrecion de las
glandulas sexuales accesorias. No se observaron diferencias en los niveles de fructosa, PAP
y zinc entre hombres normozoospérmicos y pacientes con varicocele. Al igual que en
nuestro estudio, Ando y col., (Ando y col.,, 1990) no observaron diferencias en las
concentraciones de fructosa, sin embargo, encontraron una disminucién de la PAP y la
concentracion de zinc en pacientes con varicocele, la diferencia puede explicarse porque en
el presente estudio hemos utilizado técnicas modificadas para el zinc y el PAP, mientras

ellos emplearon las técnicas originales.

Encontramos que porcentaje de espermatozoides con morfologia normal, motilidad,
vitalidad y HOST estuvo reducido en pacientes con varicocele. Una investigacion previa de
nuestro laboratorio (Vivas-Acevedo y col., 2010), mostrd6 un analisis detallado de la
relacion entre los grados de varicocele con los parametros seminales, informando de que el
porcentaje de espermatozoides con morfologia normal fue el tinico parametro que cambio
dependiendo del grado del varicocele, disminuyendo en hombres con varicocele grado 1ll,
mientras que los otros parametros no se vieron afectados en relacion con los grados de
varicocele, lo que indica que los parametros seminales se ven afectadas por la presencia de

varicocele al comparar con el grupo control, independientemente del grado.

La actividad de NAG se redujo significativamente en el grupo total de varicocele, se
encontraron resultados similares en un estudio anterior (Roaiah y col., 2007), sin embargo,
este es el primer estudio que muestra que la actividad NAG disminuyo en todos los grados
de varicocele, podria ser posible que la presencia de varicocele, sin importar el grado,
afecte la funcion del epididimo. NAG es secretada por el epitelio del epididimo,
principalmente por el cuerpo y la cola (Cooper y col., 1990). El varicocele experimental en
la rata produce efectos perjudiciales del epitelio del epididimo con aparicién de
espermatozoides deformes y macrofagos en el lumen del epididimo y también una
reduccidn significativa de la actividad de NAG en la cabeza, cuerpo y cola del epididimo

(Zhang y col., 2003). Unos estudios previos indican una asociacién positiva entre NAG y
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motilidad de los espermatozoides, al igual que en nuestro estudio (Roaiah y col., 2007;
Mahmoud y col., 1998), mientras que otra investigacion no mostrd correlacion (Levrant y
col., 2009).

El epididimo desempefia un papel importante en la maduracion de los
espermatozoides (Cornwall, 2009), si el varicocele afecta la funcion de epididimo, la
calidad de los espermatozoides podria verse afectada. El epididimo se encuentra dentro del
escroto, compartiendo las mismas condiciones de los testiculos durante el varicocele, como
los altos niveles de especies reactivas de oxigeno y la baja capacidad antioxidante total, en
comparacion con los sujetos sanos (Pasqualotto y col., 2008; Blumer y col., 2008). Estas
condiciones pueden perjudicar la maduracion de los espermatozoides, manisfestandose
como pobre motilidad, morfologia y calidad de la membrana del espermatozoide. Es
importante destacar que en este estudio la concentracion de NAG se correlaciond
positivamente con un aumento de la morfologia normal, la motilidad a + b, la vitalidad y
HOST, variables que pueden ser modificados por el almacenamiento de los

espermatozoides en el epididimo.

ElI HOST evalua la integridad funcional de la membrana de los espermatozoides: En
condiciones hipo-osmaticas los espermatozoides se “hinchan” debido al influjo de agua y
la expansion de las membranas. Jeyendran y col., (Jeyendran y col., 1984) indicaron una
buena correlacion entre el porcentaje de espermatozoides que en una muestra de semen
eran capaces de experimentar hinchazon y el porcentaje de ovocitos de hamster desnudos
que fueron penetrados por los espermatozoides capacitados, de la misma muestra de semen.
Ademas, una reciente publicaciéon (Stanger y col., 2010) informé que HOST identifica
espermatozoides individuales con una fragmentacion de ADN minima. Adicionalmente, un
estudio informd que una disminucion de la alfa-glucosidasa neutra se correlaciona con un
aumento en el porcentaje de fragmentacién del ADN (Watanabe y col., 2009), estos

resultados sugieren que HOST, NAG vy la fragmentacion ADN podrian estar asociados.

En la presente investigacion se llevé a cabo estudios de coeficientes de correlacion
entre los marcadores de las glandulas sexuales accesorias y los parametros seminales, en el
grupo total de hombres evaluados, a fin de determinar si las concentraciones de estos

marcadores estan relacionadas con la calidad del semen y puede ser vinculado a los
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resultados de varicocele. Durante mucho tiempo se ha sugerido que tanto el fluido
prostdtico como el de las vesiculas seminales puede afectar la motilidad del
espermatozoide. Una investigacion indicd una correlacién negativa entre el nimero de
espermatozoides moviles y la concentracion de fructosa (mg / ml) (Lewis-Jones y col.,
1996), mientras que otro estudio muestra lo opuesto (Said y col., 2009) y otro, similar a
nuestro estudio, no encontrd ninguna asociacion (Andrade-Rocha, 1999). Anteriores
estudios indican que un marcador de origen prostatico, tal como el antigeno prostatico
especifico, mostré una asociacién positiva (significativa) con el porcentaje de motilidad
progresiva de los espermatozoides (Elzanaty y col., 2002; Elzanaty, 2007; Carpino y col.,
1994). En el presente estudio se observd que un aumento de la concentracion de zinc se
asocio con un aumento de la motilidad y la concentracion espermatica, lo que concuerda
con estudios previos (Guerin y col., 1986; Mankad y col., 2006). Por otra parte, se encontrd
un aumento de PMN en el grupo varicocele en comparacion con el grupo de control, similar

a lo reportado por un estudio previo (Blumer y col., 2008).

En relacion con el volumen seminal y los marcadores de glandulas accesorias, los
resultados indican que fructosa, zinc y PAP se carrelacionan positivamente con el volumen
seminal, lo que podia explicar por la importante contribucién de podria ser explicado por la
sustancial contribucion las vesiculas seminales y la prostata sustancial al eyaculado final.
Sin embargo, NAG no se correlaciond con el volumen del semen, posiblemente porque el

epididimo contribuye menos al volumen total del eyaculado.

En conclusion, el varicocele no altera la secrecion de fructosa por las vesiculas
seminales y la PAP y zinc de origen prdéstatico. El varicocele se asocia con una disminucion
de la actividad de NAG en el liquido seminal, lo que sugiere disfuncién del epididimo,
posiblemente asociado con un efecto perjudicial sobre la calidad espermatica. Es necesario
realizar nuevas investigaciones para determinar las causas que podrian explicar la
disminucion de la actividad de NAG en el epididimo durante el varicocele. Adicionalmente,
seria importante determinar si la varicocelectomia conduce a una mejora en la actividad de
la actividad NAG.
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6-CAPITULO 111

Selenio y zinc en plasma seminal de hombres con varicocele, relacion con los pardmetros

seminales

6.1-Introducién

El varicocele se define como una dilatacion del plexo pampiniforme del corddn
espermatico y se produce mas frecuentemente en el lado izquierdo. El varicocele es una de
las causas mas comunes de infertilidad masculina. La fisiopatologia del varicocele se puede
atribuir a muchos factores, tales como la hipertermia, el flujo sanguineo testicular y
cambios en la presion venosa, el reflujo de productos de origen renal / suprarrenal,
disfuncién hormonal, autoinmunidad, estrés oxidativo y apoptosis (Agarwal y col., 2009;
Naughton y col., 2001). En relacion con el estrés oxidativo, un estudio reciente (Abd-
Elmoaty y col., 2010) mostré que hay niveles de estrés oxidativo significativamente
superiores en semen de hombres infértiles con varicocele y niveles disminuidos de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. La
varicocelectomia se ha asociado con un aumento de la actividad de las enzimas del sistema
de defensa antioxidante en plasma seminal, asi como con una disminucion de la
fragmentacion del ADN (Hurtado y col., 2007).

El selenio, el cobre vy el zinc son oligoelementos presentes en el semen humano,
que desempefian un papel importante en la limpieza de moléculas de especies reactivas de
oxigeno, ya que forman parte integral de la Cu/Zn-superéxido dismutasa y la selenio-
glutatién peroxidasa (Colagar y col., 2009; Xu y col., 2003). El selenio es esencial para la
espermatogénesis normal de los mamiferos y desempefia un papel critico mediado
principalmente por dos selenoproteinas, a saber la peroxidasa fosfolipido hidroperéxido
glutation y selenoproteina (Boitani y Puglisi, 2008). La deficiencia de selenio reduce el
tamafio de los testiculos, y durante una deficiencia prolongada produce la atrofia del
epitelio seminifero (Boitani y Puglisi; 2008) defecto de los espermatozoides durante la

espermatogénesis y la maduracion en el epididimo (Olson y col., 2004).
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El zinc es un elemento traza esencial para el mantenimiento de las células
germinales y la progresion de la espermatogénesis (Yamaguchi y col., 2009). El zinc es
necesario para la accion de mas de 200 metaloenzimas y juega un papel importante en la
organizacion polimérica de macromoléculas como el ADN y el ARN, la sintesis de
proteinas y la division celular (Bedwal y Bahuguna, 1994).

El varicocele se ha asociado con una disminucién en los pardmetros seminales
(Vivas-Acevedo y col., 2010). Por otra parte los niveles de cobre, zinc y selenio en plasma
seminal se asocian con la calidad espermética en hombres fértiles e infértiles (Xu y col.,
2003; Mankad y col., 2006; Colagar y col., 2009). Sin embargo, hay poca informacion
acerca de la concentracion de Se, Cu y Zn en el semen de los pacientes con varicocele y su

asociacion con los parametros seminales (Ando y col., 1990).

6.2-Objetivo

El propdsito de este estudio fue determinar la concentracion de selenio, cobre vy

zinc en el semen de los pacientes con varicocele y la relacion con parametros seminales.

6.3-Materiales y Métodos

Pacientes

Todos los andlisis se llevaron a cabo después de recibir la aprobacion del consejo
institucional y de que todos los pacientes otorgaran su consentimiento informado. Se
realizé un estudio de corte transversal con los pacientes que acudieron para evaluacion de

infertilidad en la Universidad de Los Andes.

Un total de 67 pacientes consecutivos con varicocele se incluyeron en el estudio (42
de Grado Il y 25 Grado IlI). El varicocele se clasificé clinicamente como de grado |
(palpable con la maniobra de Valsalva), grado Il (palpable sin maniobra de Valsalva) o
grado Il (visible a través de la piel del escroto). El diagnostico de varicocele fue

confirmado por eco Doppler. Ademas, se seleccionaron cuarenta y cuatro (44) hombres sin
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varicocele y normozoospérmicos como grupo de control. Dos especialistas de infertilidad
masculina evaluaron a todos los participantes mediante una historia médica completa, un

examen fisico y analisis de semen.

Andlisis de semen

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacion después de 3 a 5 dias de
abstinencia eyaculatoria. El analisis seminal se realizd después de la licuefaccion del
semen, de acuerdo a los criterios de la OMS (World Health Organization, 2001). Los
valores normales de referencia fueron: concentracién esperméatica > 20 x 10° por mililitro,
motilidad (a + b) o progresivos rapidos y lentos > 50% y espermatozoides con formas

normales > 30%.

La prueba hipoosmdtica (HOST) se realizé mezclando 0,1 ml de semen con 1,0 ml
de una solucién de hipo-osmotica preparada de la siguiente manera: 7,3 g de citrato de
sodio y 13,5 g de fructosa y 1000 ml de agua destilada (Jeyendran y col., 1984). La mezcla
se incubd durante 60 minutos a 37 ° C, las muestras de semen fueron examinadas bajo

microscopio de contraste de fase a 400x. Doscientos espermatozoides fueron evaluados.

Determinacion de Selenio and Zinc en plasma seminal

Todas las mediciones se realizaron con el equipo de mesa “Total Reflection X-ray
Fluorescence (TXRF) espectrometro S2 PICOFOX (Bruker AXS, Madison, WI, EE.UU).
Este instrumento esta equipado con refrigeracion por aire, baja potencia, 50 kV tubo de
rayos X, un monocromador de multiples capas, con un 80% de reflectividad y un liquido
libre de nitrogeno XFlash ® de Silicon Detector Deriva (SDD) con una resolucion de
energia <150 eV (Mn K alfa). Reflexion total fluorescencia de rayos X (TXRF) es una
técnica de espectrometria multi-elemental. EIl instrumento utilizado es capaz de detectar
aluminio y todos los elementos pesados, con excepcidn de molibdeno que se utiliza como el

anodo de la excitacion del tubo rayos X.
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El plasma seminal se mezclé 1:1 con Galio como patron interno. 10uL de fluido
mezclado se depositd en portadores de cuarzo pulidos y se seco al aire en una cabina de
flujo laminar. Los espectros TXRF fueron obtenidos automaticamente en lotes de 24
muestras con un portador adicional que contiene arsénico utilizado por el espectrémetro
para ganancia-correccion. El espectro de ajuste, la medicion de intensidad de fluorescencia
y la cuantificacion multi-elemental se realizaron con el software de Bruker. La sensibilidad
de todos los elementos fue relativa a la norma Galio interno utilizado como estandar interno
y para la cuantificacién de todos los elementos detectados en los espectros. Tanto Se, Cu y
Zn, asi como las sefiales de los otros elementos, se integraron y se calcularon por

comparacion con el patron interno (Ga).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con SPSS 10,0 software estadistico para Windows
(SPSS, Chicago, IL, EE.UU.). Las diferencias entre varicocele y el grupo
normozoospérmico se determind mediante el uso de la prueba de la t de Student. Ademas se
calculd el coeficiente de correlacién de Pearson. Los valores de p inferiores a 0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.

6.4-Resultados

La Figura 1 muestra un espectro de TXRF de fluido seminal, se observa patron
interno de Ga (10 mg /mL) y la prominente sefial de Zn. El inserto de la figura muestra una

porcion del espectro en una escala ampliada para visualizar la sefial de Se.

La Tabla 1 muestra que no existen diferencias significativas tanto en la edad media
y el volumen del semen entre normozoospérmicos y el grupo con varicocele. Sin embargo,
los porcentajes de los siguientes pardmetros seminales fueron estadisticamente superiores
(p <0,0001) en los hombres normozoospérmicos que en el grupo con varicocele:
espermatozoides/ml, morfologia espermatica normal, porcentaje de motilidad a+b,

viabilidad espermatica y prueba hipoosmodtica.
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La Tabla 2 muestra que no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos control y varicocele en los niveles seminales de zinc, sin embargo, la

concentracion de selenio se redujo en el grupo de varicocele (p <0,02).

La Tabla 3 muestra los estudios de correlacién del grupo total (normozoospérmicos
+ varicocele). Se observé una correlacion positiva entre las concentraciones de selenio con
las siguientes variables: la concentracion de espermatozoides, la morfologia normal del
espermatozoide y el porcentaje de motilidad (a + b). Por otra parte, la concentracién de zinc
en el liquido seminal se correlaciond positivamente con la concentracion de
espermatozoides. Ademas, se presentd una fuerte correlacion positiva (r = 0,68) entre la

concentracion de selenio y zinc.
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Figura 1. Espectro TXRF del fluido seminal que muestra los 10 mg / L del patrén interno

de Ga y la prominente sefial de Zn. El inserto muestra el Spectrum en una escala ampliada

donde se observa la sefial de Se.
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Tabla 1 Pardmetros seminales en el plasma seminal de hombres normozoospérmicos y

pacientes con varicocele grade 11+111

Sin varicocele Varicocele
Normozoospérmicos (Grado I1+111)

(n=44) (n=67) p valor
Edad (afios) 343164 33,6+9,6 ns
Volumen (mL) 3,711 33+15 ns
Contaje esperméatico (x 10%/mL) 742 +325 44,3 340 0,0001
Morfologia normal (%) 35,1+3,8 22670 0,0001
Movilidad a+b (%) 65,6 +7,9 33,8 £16,0 0,0001
Vitalidad (%) 76,9 £4,0 59,5 + 14,8 0,0001
HOST (%) 63,1+22 455+ 14,7 0,0001

Los valores son expresados como la media = SD. ns=no significativo

HOST: Test hipoosmaético.

64



Tabla 2 Concentracion de Zn y Se, en plasma seminal de hombres normozoospérmicos y

pacientes con varicocele (grado 11+111)

Sin varicocele Varicocele p value
Normozoospérmicos (Grado 11+111)
(n=44) (n=67)
Zinc mg/L 160,0 £ 99,4 136,9 + 76,4 ns
Selenio pg/L 56,1 + 48,1 38,2+36,4 0,02

Los valores son expresados como la media + SD. ns=no significativo
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Tabla 3 Coeficiente de correlacion entre la concentracion en plasma seminal de Se, Cuy Zn

los pardmetros seminales, en el grupo total de hombres evaluados (n=111)

Coeficiente de correlacion r Pearson
1 Se 1 Concentracion espermatica/mL 0,43
1 Morfologia normal espermatica 0,23
1 Movilidad a+b 0,20
1 Zn 1 Concentracion espermatica/mL 0,26
1 Se 1 Zn 0,68

Todas las correlaciones fueron estadisticamente significativas (p<0,05).
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6.5-Discussion

En el presente estudio, se determinaron las concentraciones de selenio y zinc en el
plasma seminal de hombres sin varicocele y normozoospérmicos o con varicocele y se
evalud la relacion con los parametros seminales. La concentracion de selenio en los
hombres con varicocele fue menor que el grupo normozoospérmicos, mientras que no se
observaron diferencias con respecto a la concentracién de zinc. Se observo una correlacion
positiva estadisticamente significativa entre la concentracién de zinc y de selenio en el
plasma seminal en el grupo total lo que parece indicar que tanto el zinc como el selenio
puede proceder en gran parte de la glandula prostatica (Behne y col,. 1988; Oldereid y col.,
1998).

El selenio del plasma seminal se correlaciond positivamente con un aumento del
recuento de espermatozoides, motilidad y morfologia normal. Los resultados concuerdan
con estudios anteriores (Xu vy col., 2003; Akinloye y col., 2005). El selenio puede tener
varias funciones en los testiculos: primero es el papel estructural en la espermatogéenesis y
el desarrollo de la pieza intermedia de los espermatozoides (Kehr y col., 2009), segundo en
el desarrollo de las células de Sertoli (Marin-Guzman y col., 2000) y tercero como un

componente de la enzima selenio-glutation peroxidasa.

La suplementacion dietética con selenio produce una disminucion significativa en
la peroxidacion de los lipidos del espermatozoide y una mejora de la motilidad en hombres
infértiles (Marin-Guzman y col., 2003). Igualmente, un estudio reciente demostré que el
tratamiento de los hombres infértiles con oligo-astenoteratospermia idiopatica, con 200 mg.
por dia de selenio por via oral, durante 26 semanas, mejora los parametros del semen
(Safarinejad y Safarinejad, 2009).

Por otro lado, esa necesario vigilar la dosis del suplemento de selenio, porgue tanto
la deficiencia de selenio en la dieta asi como exceso de la suplementacion puede inducir
dafios en los espermatozoides almacenados en epididimo de ratdn. Asi un estudio mostro
que los espermatozoides de ratones deficientes de selenio presentaron una condensacion de
la cromatina incompleto, con un aumento de la incidencia de roturas de cadena de ADN

(Shalini y Bansal, 2008). Sin embargo, un aumento significativo en la peroxidacion lipidica

67



se observd tanto en los ratones con deficiencia de selenio como los que lo recibieron en
exceso. Ademas, la expresion de los genes p65 y p50, componentes de NFkappaB, se

incremento en ratones con una dieta deficiente en selenio (Shalini y Bansal, 2007).

En nuestro estudio se observo una correlacion positiva significativa entre los niveles
de zinc y el recuento de espermatozoides, resultados que concuerdan con estudios
anteriores (Chia y col., 2000; Wong y col., 2001; Mankad y col., 2006; Colagar y col.,
2009). El Zn es un elemento traza esencial para el mantenimiento de las células germinales,
la espermatogénesis, la progresion y la regulacién de la motilidad del espermatozoide
(Yamaguchi y col.,, 2009). ElI Zn puede funcionar como un antioxidante por dos
mecanismos. En primer lugar, compite con el Fe y el Cu por la union a las membranas
celulares y algunas proteinas, desplazando a estos metales con alta capacidad redox y
haciéndolos maés disponibles para la union a ferritina y metalotioneina, respectivamente.
En segundo lugar, el Zn se une a los grupos sulfidrilo de las proteinas, protegiéndolas de la
oxidacion (Bettger, 1993).

La relacion Cu /Zn se ha usado anteriormente como un indicador de estrés
oxidativo. Sin embargo, utilizando el equipo TXRF sdlo 34,2% de las muestras de plasma
seminal tenian niveles detectables de Cu, por lo tanto, la relacion de Cu /Zn en muchos de
los plasma seminales fue cero. Por esta razdn, la relacion Cu / Zn no fue incluida en esta

investigacion.

Un estudio reciente mostré que la elevacion de la temperatura escrotal es uno de los
principales factores que afecta a la espermatogénesis y la esteroidogénesis en el testiculo
con varicocele. Se ha demostrado que el estrés por calor esta estrechamente relacionado con
el estrés oxidativo, seguido por la apoptosis de las células germinales (Shiraishi y col.,
2009). Un estudio en animales experimentales muestra que el calentamiento escrotal
provoca una reduccion significativa de la motilidad espermaética y la concentracién, pero,
curiosamente los efectos adversos de la hipertermia en los pardmetros del semen se puede
prevenir por medio de zinc (Ghasemi y col., 2009), lo que sugiere que los pacientes con
varicocele pudiesen beneficiarse con el tratamiento con zinc, pero esta proposicion debe ser

apoyada por otros estudios experimentales.
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Una reciente revision sistematica del efecto de los antioxidantes orales sobre la
infertilidad masculina lleg6 a la conclusion de que el uso oral de antioxidantes (vitaminas C
y E, zinc, selenio, acido félico, carnitina y carotenoides) en hombres infértiles podria
mejorar la calidad espermatica y las tasas de embarazo (Ross y col., 2010).

En conclusién la concentracion de selenio esta disminuida en los pacientes con
varicocele. Una disminucidn de la concentracion de selenio se asoci6é con un recuento bajo
de espermatozoides, baja motilidad y morfologia normal. Ademas, un aumento en los
niveles de zinc en plasma seminal se asocié con un incremento en la concentracion de
espermatozoides. Un estudio experimental debe ser llevado acabo para evaluar los
beneficios de los suplementos de zinc y selenio para mejorar los parametros seminales en
pacientes con varicocele. Ademas, investigaciones futuras deben hacerse para evaluar los
niveles seminales de selenio y zinc después de varicocelectomia, si se produce un aumento
luego de la cirugia que esto podria ser un indicio de que el varicocele se asocia con la
disminucion de estos elementos traza. Este trabajo demuestra que la utilizacion del equipo
TXRF es una técnica analitica potente y simple para la determinacion de las

concentraciones de elementos trazas en el liquido seminal.
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7-Capitulo 1V

El varicocele altera los valores de alfa glucosidasa neutra, test de unién al acido

hialuroénico, test hipoosmoético y fragmentacion de ADN espermatico

7.1-Introduccién

La infertilidad es un importante problema que afecta aproximadamente al 13-15%
de las parejas en el mundo y se define como la incapacidad de la pareja de concebir luego
de un afio de relaciones sexuales regulares sin proteccién (Jarow y col., 2002). De las
diferentes condiciones que afectan la fertilidad masculina, tales como infecciones
genitourinarias, factores inmunologicos, anomalias genéticas, exposicion a toxinas,
desordenes endocrinos, enfermedades sistémicas y cancer, el varicocele por si solo abarca

el 35% de los casos (Madgar y col., 1995; Agarwal y col., 2012).

El varicocele es una dilatacién anormal de las venas del plexo pampiniforme del
cordon espermatico, la cual se presenta mas frecuentemente en el lado izquierdo. El
varicocele afecta aproximadamente del 15-20% de los adolescentes de la poblacion
mundial, siendo responsable de aproximadamente el 19-41% de los casos de infertilidad
primaria y de mas del 80% de la infertilidad secundaria (Madgar y col., 1995; Witt y
Lipshultz, 1993).

Se ha propuesto que el varicocele puede causar infertilidad en el hombre a través de
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos tales como; hipertermia escrotal, hipoxia,
desbalance hormonal y reflujo de metabolitos renales y/o adrenales (Agarwal y col., 2012).
Estas condiciones pueden provocar un desbalance entre las moléculas que generan estrés
oxidativo y las de proteccién antioxidante (Agarwal y col., 2006, Smith y col., 2006),
conllevando al estrés oxidativo, el cual afecta el funcionamiento celular a través de
diferentes mecanismos tales como la peroxidacion lipidica de la membrana espermatica y
fragmentacion del material nuclear del espermatozoide (Blumer y col., 2012; Blumer y col.,
2008; Agarwal y col., 2006).
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Varios marcadores han sido empleados para evaluar la fragmentacién del ADN
(Shamsi y col., 2011), uno de ellos es el test de dispersion de la cromatina (SCD), el cual es
una prueba simple y que no requiere de instrumentaciéon compleja. La prueba se basa en
someter a los espermatozoides a la remocion de las proteinas nucleares y
posteriormente a coloracion, asi los espermatozoides con ADN intacto se observan al
microscopio con un halo alrededor de la cabeza espermatica, mientras que si el ADN

esta fragmentado el halo es inexistente o muy pequeno (Fernandez y col., 2003).

Aunque la mayoria de los estudios relacionados con varicocele y fertilidad se
enfocan principalmente en el dafio al testiculo es evidente que dado que el epididimo es un
organo intraescrotal también puede estar afectado. El epididimo juega un papel crucial en la
maduracion espermatica, la adquisicion de la movilidad progresiva y la capacidad
fertilizante (Pefia y col., 2001). Es a través del paso de los espermatozoides por la cabeza y
el cuerpo del epididimo donde adquieren la capacidad fertil y la maduracion de la
membrana plasmatica, mediante la modificacion de azlcares, proteinas y lipidos (Moore,
1998). Adicionalmente, el nucleo espermatico experimenta cambios en la condensacion de
la cromatina (Golan y col., 1996) con un incremento en los puentes disulfuro del ADN
(Said y col., 1999), lo que le confiere mayor estabilidad al material genético. Por otra
parte, al comparar los niveles de estrés oxidativo en hombres con o sin vasectomia, se
observé que los niveles de peroxidacion en semen incrementan con la vasectomia lo que
indica que el epididimo contribuye a la capacidad antioxidante tanto en el semen como en

el transito y almacenaje de los espermatozoides en este 6rgano. (Potts y col., 1999).

El epididimo produce diversas moléculas las cuales se han empleado para evaluar su
funcionamiento tales como alfa-glucosidasa neutra y 4&cida), glicerofosfocolina y L-
carnitina (Cooper y col., 1988). Uno de los marcadores mas utilizados es la enzima alfa
glucosidasa neutra (NAG) cuyo origen es casi exclusivamente del epididimo y puede
medirse en el semen, siendo de utilidad para evaluar la disfuncion y/o la existencia de

obstruccidn a nivel del epididimo (Pefia y col., 2004, Kret y col., 1995).

Otro aspecto que se ha visto perjudicado por la presencia del varicocele es la calidad
e integridad de la membrana espermatica, como lo demuestran dos estudios, uno de ellos

mediante la técnica de citometria de flujo (An y col., 2011) y otro mediante fluorometria
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(Buffone y col., 2006). Una prueba que se emplea con frecuencia para evaluar la integridad
funcional espermética y el potencial fertilizante es el test hipoosmético (HOST), el cual se
fundamenta en la habilidad de la membrana espermética en mantener el equilibrio en un
ambiente hipoosmotico (Jeyendran y col., 1984; Ramu y Jeyendran, 2013). Otra ensayo,
creado hace ya una década, es el test de union del espermatozoide al &cido hialurénico
(HBA) (Huszar y col., 2003), la cual es utilizada para la evaluacion de la madurez de la
membrana y se basa en que los espermatozoides que se unen al &cido hialurénico son
maduros, han completado la espermatogénesis y han presentado remodelacion de la
membrana, extrusion de la gota citoplasmatica y remplazo nuclear de las histonas por

protaminas y adicionalmente no han sufrido la reaccion acrosomica.

7.2-Objetivo

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la relacion entre el marcador de
la funcion del epididimo (NAG) con la fragmentacion del nlcleo espermatico (SCD) y la
integridad y madurez de la membrana espermatica (HOST y HBA) en pacientes con o sin
varicocele y determinar la posible correlacion entre funcionalidad del epididimo, con las

pruebas antes mencionadas y los parametros seminales.

7.3-Materiales y Métodos

Grupo de estudio

Los pacientes incluidos en esta investigacion cumplieron con las siguientes
condiciones: llenar formulario de consentimiento informado (Anexo 9.1), no poseer
antecedentes de enfermedades sistémicas, ni antecedentes o presencia de infecciones
generales, genitales o urinarias, atrofia testicular, epididimitis, criptorquidia; o ingesta de
medicamentos o drogas. Adicionalmente, el grupo denominado “control” estuvo

conformado por hombres sin varicocele y normozoospérmicos.

72



Andlisis seminal:

Cada paciente recolectdé una muestra de semen, mediante masturbacién luego de una
abstinencia sexual de entre 2 y 5 dias. La muestra fue recolectada en un recipiente plastico
de boca ancha en el cuarto de toma de muestra de nuestro CEDIEG Yy entregada al personal
del mismo. Seguidamente, los pacientes completaron la encuesta preparada para la
investigacion. Las muestras de semen se procesaron inmediatamente después de su

recepcion y posterior a la licuefaccién y siguiendo las normas de la OMS (WHO, 2010).
Espermograma:

El espermograma basico incluyo el analisis macroscopico, microscopico como se

indica abajo. Entre paréntesis aparecen los valores de referencia (WHO, 2010).

Examen macroscépico: Licuefaccion (<60 min), volumen (1,4-1,7 mL), color (blanguecino

0 grisaceo), aspecto (homogéneo o opalescente), viscosidad (gota a gota < 2cm), pH (/7,2).

Examen microscopico: Concentracion (/15x10° /mL o >39x10%eyaculado), movilidad

(Progresivos+no progresivos/40%; progresivos>32%), viabilidad (>58%), morfologia

espermatica (normales /4%), Test hipoosmético (HOST) (/58%) y leucocitos (<1x10°).

Test hipoosmotico (HOST)

Este test hipoosmdtico (hypo-osmotic swelling test o0 HOST) evalta el estado
funcional de la membrana plasmatica y la viabilidad. La prueba consiste en colocar los
espermatozoides en una solucién hipoosmoética Los espermatozoides con membranas
normales van a ser capaces de incorporar agua e hincharse (swell) a nivel de la cola. El
estudio de la integridad de la membrana del espermatozoide se realizd6 mediante la mezcla
de 0,1 ml de semen con 1,0 ml de una solucion hipoosmotica. La mezcla se incubd durante
60 minutos a 37 °C y se observaron al microscopio de contraste de fases a 400x. Se
evaluaron doscientos espermatozoides y se determind cuales presentaban cola hinchada y
cuéles no. La hinchazdn se identificd por cambios en la conformacion de la cola. La

solucién hipoosmotica se prepar6 de la siguiente manera: Se disolvieron 7,3 gr de citrato de
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sodio y 13.5 g de fructosa en 1000 ml de agua destilada (Jeyendran y col., 1984; WHO,
2010). El patrén de hinchamiento de los espermatozoides se presenta en la siguiente figura.

(Thhuye

Reactados

Leucocitos polimorfonucleares (PMN)

Los PMN se evaluaron mediante la tincion de mieloperoxidasa: El procedimiento
empleado fue el siguiente: 20 uL de muestra de semen se colocd en 1 ml de solucion de
trabajo. Se realizo el recuento de 200 celulas peroxidasa-positivas (tefiidas de color cafe) y
células peroxidasa-negativa (incoloras), en hemocitometro usando un microscopio de
contraste de fase a 400x. La solucidn de trabajo se preparé mezclando 2 ml de solucion
salina de tampon fosfato (pH 7,0) y 4 ml de solucién de bencidina (0,0125% p/v con
0,0375% de H,0,) (WHO, 2010).

Alfa glucosidasa neutra (NAG):

La concentracion de a-glucosidasa neutra en plasma seminal se determin6 por
el método fotométrico descrito previamente (Cooper y col., 1990). El sustrato PNFG (p-
nitrofenol-a-glucopiranosido) es hidrolizado por la a-glucosidasa en p-nitrofenol, durante 2
horas a 37°C y pH 6,8. La concentracion de p-nitrofenol se determina en un
espectrofotometro a 405 nm de longitud de onda. La unidad internacional (Ul) de actividad
glucosidasa se define como la produccién de 1 mol de p-nitrofenol por minuto a 37 ° C y
pH 6,8. El valor de referencia es >20mU/eyaculado. (Valores de referencia 20
mU/eyaculado) (WHO, 2010).
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Union al acido hialurénico (HBA):

El ensayo de union del espermatozoide al &cido hialurénico (Hyaluronan Binding
Assay, HBA) se realiz6 con el Kit de la casa comercial Biocoat (Fort Washington, PA,
USA), vy siguiendo el procedimiento correspondiente. En general, 10 ul de semen se
colocaron en la cAmara provista por el fabricante y se cubri6 con la lamina. Después de una
incubacion de 15 minutos en camara humeda, se contaron los espermatozoides con
motilidad y cabeza unida al &cido hialurénico y los méviles sin cabeza unida. EI porcentaje
de espermatozoides unidos al &cido hialurénico (HBA) se calculé dividiendo los
espermatozoides moviles y unidos entre el total de espermatozoides contados y se
multiplicé por 100 (Ye y col., 2006). (Valores de referencia > de 80%)

TCEON

Dispersion de la cromatina esperméatica (SCD)

La dispersion de la cromatina espermatica (Sperm Chromatin Dispersion test, SCD)
se determind empleando el estuche Halosperm (Halosperm® Kkit, INDAS laboratories,
Spain) (Fernandez y col., 2003) (INDAS), siguiendo el procedimiento descrito por el
fabricante. En general, una alicuota de semen se diluyé a una concentracién de 10 x10%/mL
en Buffer Fosfato-Salino (PBS). La agarosa, provista en el kit en tubos eppendorf se fundié
en bafio de Maria a 90-100° C por 5 minutos y luego, para equilibrar, a 37° C por 5
minutos. 60 pL de la muestra diluida se colocaron en la agarosa y se mezcld. 20 uL de la
mezcla se colocaron en lamina cubreobjeto y se cubrié con una laminilla. Para la
gelificacion, la lamina se incub6 durante 5 min. a 4° C, se retird la laminilla. La lamina se
colocd en posicion horizontal se cubrié con Acido Clorhidrico diluido (80 pL de HCL en
10 ml de agua destilada), se incub6 por 7 minutos, se retiré el HCL. La lamina se cubri6

con Lisina durante 25 minutos y luego se lavé con agua destilada. Posteriormente, las
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ldminas se deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol (70%, 90%, y 100%)
durante 2 minutos en cada uno, se dejan secar al aire. Finalmente, las laminas se colorearon
con una solucién de Wright (Merck 1.01383.0500) y PBS (Merck1.07294.1000) en
proporcién 1:1, durante 5 minutos, las laminas se lavaron con agua destilada y se dejaron
secar al aire. (Valores de referencia: < 30%).

Empleando un microscopio convencional y objetivo 100x, se realizd la medicion de
los halos. Para ello, se compar6 el ancho del halo de dispersion de la cromatina con el
didmetro del nucleo del espermatozoide. Los criterios de dispersidn de la cromatina fueron
los siguientes (Fernandez y col. 2003):

1) No fragmentados:

-Espermatozoides con halo grande (halo similar o mayor que el didmetro menor del

nucleo).

-Espermatozoides con halo mediano (entre halo grande y halo muy pequefio).
2) Fragmentado:

-Espermatozoides con halo muy pequefio.

-Espermatozoides sin halo.

-Espermatozoides sin halo y degradado, similar a 4 pero imperceptible o sin

colorear.

no fragmentado fragmentado 2 q./\ %2
| . & :
-

| | 1 4 X
5.degradado ‘\ \ \

1

1. halo grande

2. halo mediano | 3. halo pequeno ‘ 4. sin halo

(34

3
@

8

Estadistica

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el paquete estadistico SPSS 10,0 para
Windows (SPSS, Chicago, IL, EE.UU.). Las diferencias entre. Las diferencias entre los dos

grupos con una distribucion normal se determinaron mediante el uso de la prueba de t de
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Student y se realizo el coeficiente de correlacion de Pearson. Los valores de p inferiores a
0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Los valores de p inferiores a 0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.

7.4-Resultados

La relacién entre los pardmetros seminales el marcador de epididimo alfa
glucosidasa neutra y el test de union al acido hialurénico en el grupo de hombres control y
con varicocele se presenta en la Tabla 1. Puede observarse que no se presentd diferencia en
la edad entre los grupos control y varicocele. En cuanto a los pardmetros seminales
evaluados en el espermograma estandar los pacientes con varicocele (I1+111) presentaron
valores inferiores a los controles (todos estadisticamente significativos) en volumen,
concentracion espermatica, movilidad, viabilidad, morfologia normal y test hipoosmotico.
Por otra parte los pacientes con varicocele mostraron valores superiores de pH y de
leucocitos polimorfonucleares. EI marcador de epididimo alfa glucosidasa neutra en los
hombres con varicocele presentd valores muy inferiores al grupo control, lo cual fue
estadisticamente significativo. Adicionalmente la prueba de evaluacion de madurez de la
membrana plasmatica el test union al &cido hialurénico (HBA) estuvo disminuido

significativamente en el grupo con varicocele en relacién al control.

En la Tabla 2 se presentan la comparacion de los resultados de la fragmentacion de
ADN espermatico evaluado mediante el test de SDC (Halosperm) en pacientes
normozospérrmicos (control) y con varicocele. Se muestran dos categoria “no fragmentado
total” la cual resulta de la suma de las categorias halo grande y halo mediano; ademas esta
la categoria indice de fragmentacion SCD, que es la suma de las categorias halo pequefio,
sin halo y degradado, como se explicé en materiales y métodos. Puede observarse que en
todas las categorias de SCD evaluadas se presentd un incremento estadisticamente
significativo de la fragmentacion del ADN en el grupo con varicocele. El indice de
fragmentacién del ADN fue de 13,3% en el grupo control mientras que en el grupo con
varicocele fue de 36,2%. Llama la atencién que la fragmentacion observada en el grupo

control es principalmente la de “halo pequefio”, seguida por “sin halo” y finalmente
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“degradado”, mientras que en el grupo con varicocele se observa un porcentaje similar de
fragmentaciobn en estas tres categorias. Al evaluar los diferentes patrones de
espermatozoides con ADN fragmentado dentro del grupo total de espermatozoides con
ADN degradado se encontré que la relacion de células fragmentado/degradado es de 3,0
(36,2/12,0=3,0) en el grupo con varicocele mientras que fue de 8,7 en pacientes
normozoospérmicos (13,3/1,5=8,7).

Para determinar la correlacién entre los parametros seminales, el marcador de
epididimo alfa glucosidasa neutra, el test de unién al acido hialurénico y el indice de
fragmentacion del ADN se incluyeron tanto a los hombres normozoospérmicos como con
varicocele (n=90). Se utilizo el test de correlacion de Pearson y los resultados se presentan en
la Tabla 3. Se observa que al incrementar los niveles del marcador de epididimo NAG
incrementa la calidad de los parametros seminales (volumen, concentracion espermatica,
morfologia normal, movilidad, viabilidad, test hipoosmético) y la madurez de la membrana
espermatica evaluada por HBA. Por otra parte NAG se correlaciond negativamente con pH,

leucocitos polimorfonucleares y el indice de fragmentacion SCD.

En cuanto al HBA estuvo correlacionado positivamente con algunos parametros
seminales (morfologia normal, movilidad, viabilidad, test hipoosmotico) pero no con otros
(volumen y concentracion espermatica). Al igual que para la prueba de NAG, hubo una
correlacién negativa entre HBA con pH, leucocitos polimorfonucleares y el indice de
fragmentacion SCD. Al evaluar los resultados de correlacion del indice de fragmentacion
del ADN (% SCD) se observa que estuvo correlacionado negativamente con todos los

parametros evaluados con excepcion del pH.

Cabe destacar que NAG presentd una correlacién negativa muy marcada con el
indice de fragmentacion del ADN (Pearson r=-0.70). Otra resultado importante fue la
correlacién positiva entre el indice SCD con el porcentaje de polimorfonucleares (r=0.69) y
negativa con HOST (r=-0,64). La prueba de HBA, aunque mostrd correlacion con los
parametros seminales los valores de r (0,22-0,46) siempre fueren inferiores a las pruebas
NAG y SCD.
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Tabla 1

Parametros seminales, alfa glucosidasa neutra y test de union al acido hialurénico de

hombres control o con varicocele

Variable Control Varicocele (11+I11) p
n=30 n=60

Edad (afos) 314+44 29,1+6,4 ns
Volumen (mL) 3,7+£0,9 2,6+10 0,0001
pH 75+0,1 78+0,2 0,0001
Espermatozoides x10°/mL 78,7 £21,7 62,9 + 37,5 0,0006
Espermatozoides x10%/eyaculado 290,5 £104,7 167,9 + 133,6 0,03
Movilidad a (%) 318 +4,1 20,3+£9,3 0,0001
Movilidad a+b (%) 67,4 +58 46,2 £ 13,4 0,0001
Vivos (%) 75,9 +2,7 70,2 £ 6,8 0,0001
Morfologia normal (%) 36,3 £3,1 25,9+£8.2 0,0001
Morfologia Kruger (%) 12,1 £1,0 8,6 +2,7 0,0001
PMN x10%/eyaculado 04+0,2 1,7+0,7 0,0001
HOST (%) 65,5 +,9 47,8 +11,0 0,0001
NAG (mUI/eyaculado) 32,1+7,7 14,1 +7,1 0,0001
HBA (%) 79,8 £7,5 65,1 £ 22,6 0,0001

Los valores se expresan como media £ SD.

PMN: Leucocitos polimorfonucleares; HOST: Test hipoosmético; NAG: alfa glucosidasa

neutra; HBA: Test de unién al acido hialurénico.

El grupo denominado “Control” estuvo conformado por hombres sin varicocele y

NOrmozo0Spermicos.
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Tabla 2

Comparacion de la fragmentacion del ADN espermatico entre controles y pacientes con
varicocele.

Fragmentacion del ADN Control Varicocele (11+111)

espermatico (SCD) n=30 n=60 p valor

No fragmentado total (%) 86,7+ 4,3 63,8 +3,8 0,0001
Halo Grande 73,6 £4,9 54,4 +£3,3 0,0001
Halo Mediano 13,1+£34 94+£29 0,0001

indice de fragmentacion SCD (%) 13,3+4,2 36,2+3,8 0,0001
Halo Pequefio 8,0+3,1 12,1+28 0,0001
Sin Halo 38+20 12,1 £27 0,0001
Degradado 15+0,9 12,0+4,6 0,0001

Se utilizé el estuche Halosperm, el cual que permite evaluar la dispersion de la cromatina
espermatica (SCD) en los diferentes patrones mostrados en la tabla.
El grupo denominado “Control” estuvo conformado por hombres sin varicocele y

NOrmozo0Spermicos.
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Tabla 3

Correlacion entre parametros seminales, alfa glucosidasa neutra, test de unién al acido

hialurénico e indice de fragmentacion del ADN en el total de los hombres evaluados en este

estudio
Estudio de correlacion r Pearson
1 NAG (mUI/ eyaculado) | pH -0,44
1tVolumen (mL) 0,78
1 Concentracion espermatica x10%eyaculado 0,61
1 Morfologia espermatica (Kruger %) 0,53
1 Movilidad a+b (%) 0,49
1 Espermatozoides vivos (%) 0,35
| PMN/eyaculado -0,56
1 % HOST 0,58
1% HBA 0,26
| Indice de fragmentacion SDD (%) -0,70
THBA (%) ! pH -0,46
Volumen (mL) ns
Concentracion esperméatica x10%eyaculado ns
1 Morfologia espermatica (Kruger %) 0,38
1 Movilidad a+b (%) 0,34
1 Espermatozoides vivos (%) 0,41
| PMN/eyaculado -0,22
1 HOST (%) 0,31
1 NAG (mUI/ eyaculado) 0,26
| Indice de fragmentacion SDD (%) -0,30
tindice de fragmentacion SDF (%) T pH 0,42
| Volumen -0,41
| Concentracion espermatica x10%eyaculado -0,40
| Morfologia espermatica (Kruger %) -0,54
| Movilidad a+b (%) -0,64
| Espermatozoides vivos (%) -0,40
1 PMN/eyaculado 0,69
| HOST (%) -0,64
| HBA (%) -0,30
I NAG (mUI/ eyaculado) -0,70

Se incluyeron en este estudio de correlacion de Pearson tanto a los hombres control como

con varicocele (n=90).

PMN: leucocitos polimorfonucleares; HOST: Test hipoosmdtico; NAG: alfa glucosidasa

neutra; HBA: Test de unién al acido hialurénico.
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7.5-Discusién

En la presente investigacion se evalu6 en pacientes con varicocele la relacion entre
el marcador de epididimo, alfa glucosidasa neutra, con el nivel de fragmentacién de ADN,
evaluado por SCD vy la calidad de la membrana plasmatica, valorada por la union al &cido
hialurénico y el test hipoosmdtico. Los resultados demuestran que el epididimo presenta
una hipofuncién durante el varicocele lo que se asocia a una disminucion de la calidad de la

membrana y el nlcleo espermatico.

El epididimo es un importante 6rgano involucrado en la maduracion espermaética
que comprende tres segmentos, cabeza, cuerpo y cauda. En los tres segmentos se localizan
“células principales” metabolicamente activas que tienen la capacidad de producir
moléculas reactivas al oxigeno (ROS) asi como antioxidantes enzimaticos (superéxido
dismutasa, glutation peroxidasa tipo 5 y glutatrion transferasa) y no enzimaticos (glutation
y taurina) (Castellon y col, 2005). La generacion de antioxidantes del epididimo es esencial
para contrarrestar los eventos dafinos resultantes de excesiva produccion ROS tanto

localmente como transportados desde el testiculo (Agarwal y col., 2012).

Esta demostrado que la fisiologia del epididimo es regulada por andrégenos
testiculares y factores luminales provenientes del testiculo, rete testis y conductillo
eferentes (Turner y Riley, 1999), como también factores externos ambientales como
infecciones y temperatura, entre otros. Es posible que los productos de secrecién como
citocinas y radicales libres liberados por un testiculo varicoso sean factores que afecten
negativamente la funcion secretora epididimaria. Por otra parte, se ha observado un
incremento de la apoptosis en el epididimo en ratas castradas, la cual fue mayor a nivel de
la cabeza que en las regiones proximales de este 6rgano (Fan y Robaire, 1998) y parece
estar relacionada con las secreciones provenientes del testiculo, retetestis y tubos rectos,
las cuales tienen mayor contacto con las regiones proximales (Turner y Riley, 1999).
Adicionalmente, se han identificados seis factores lumicrinos que tienen actividad
antiapoptatica cuyos receptores se localizan especificamente en las células epiteliales de la
cabeza del epididimo (Wade y col., 2002).
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El marcador de epididimo alfa glucosidasa neutra estd ausente en el semen de
pacientes con azospermia y con completa obstruccion en el tracto reproductor, lo que indica
que esta enzima proviene exclusivamente del epididimo, principalmente de la cabeza y
cuerpo de este 6rgano (Cooper y col., 1990). Un estudio mostré que los niveles de NAG
estan disminuidos en el plasma seminal de pacientes con oligozoospermia o con disfuncion
epididimal, posiblemente por el efecto que ejerce la disminucion de testosterona de origen
testicular durante el varicocele (Cooper y col., 1988), hormona necesaria para el correcto
funcionamiento del epididimo (Mahmoud y col., 1998), como lo demuestra un estudio
donde la castracion en rata disminuyd la actividad de NAG luego de siete dias de la
intervencion quirdrgica (Kalla y col., 1997). Estudios previos muestran que la actividad de
NAG se correlaciona positivamente con los pardmetros seminales tradicionales (Mahmoud
y col., 1998; Cooper y col., 1988; Vivas-Acevedo y col., 2010 y 2011), al igual que lo
encontrado por nuestra investigacion, lo que sugiere que una secrecion normal de este

marcador de epididimo esta asociada a buena calidad seminal.

El modelo en rata ha sido utilizado para evaluar el efecto del varicocele
experimental (Zhang y col., 2003), usando este modelo se ha demostrado que el epididimo se
ve muy afectado por el varicocele, observandose disminucion del peso, diametro tubular,
con aumento en alteraciones morfoldgicas de las células principales y los niveles de
apoptosis, dafio que fue proporcional a la duracion del varicocele (Zhao y col., 2006,
Ozturk y col., 2008). Otro hallazgo importante es que el varicocele experimental en rata
provoca un incremento en el factor de hipoxia (HIF-alfa) el cual se correlaciond
negativamente con la funcionalidad del epididimo (Wang y col., 2008). Adicionalmente se
observa una disminucion de la produccién de carnitina (un antioxidante) y NAG en todos

los segmentos del epididimo (Zhao y col., 2003).

Por otra parte, la disminucion de la concentraciéon de NAG en semen humano se ha
asociado significativamente con un incremento de la fragmentacion del ADN (Watanabe y
col., 2009), resultados que estan acordes con los hallados por nosotros en el presente
trabajo, con una correlacién entre NAG y SCD de un valor de r=-0,70, el mas elevado
observado en nuestra investigacion. Una de las enzimas antioxidantes mas importantes

producidas por el epididimo humano (cuerpo y cauda) es la glutatién peroxidasa (Castellén
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y col., 2005), es posible que el dafio a nivel del epididimo, reflejado por la disminucion de
la NAG, se vea expresado por una disminucion de la produccién de glutation peroxidasa y

un incremento de produccién de ROS.

Los pacientes con varicocele tienen un incremento significativo de dafio al ADN,
relacionado con un incremento del estrés oxidativo y una reduccién de la actividad
mitocondrial e integridad acrosémica (Saleh y col., 2003; Blumer y col., 2008). Sakkas y
Alvarez (2010) indican que son varios los mecanismos que pueden provocar dafio al ADN
nuclear y mitocondrial, sin embargo el la principal fuente de fragmentacion del ADN es
post-testicular, durante el transporte a través del epididimo. Esta afirmacién se basa en
investigaciones previas que demuestran que la fragmentacion de ADN es mayor en
espermatozoides del cauda del epididimo y en el eyaculado, comparado con los del
testiculo (Greco y col., 2005; Ollero y col., 2001). La hipoxia y el estrés termico (Wang y
col., 2008; Shiraishi y col., 2013) durante el varicocele podrian provocar un incremento de
produccién de ROS por las células principales, provocando dafio a las células del epididimo

y a los espermatozoides en proceso de maduracion contenidos en él (Agarwal y col., 2012).

Una fuente importante de estrés oxidativo son los leucocitos polimorfonucleares. Los
pacientes con varicocele presentan mayor nimero de leucocitos en semen que los hombres
normozospérmicos, como se observo en el presente trabajo y en trabajos previos (Vivas-
Acevedo y col., 2010 y 2011; Blumer y col., 2008). El incremento de PMN en semen puede
aumentar la generacion de estrés oxidativo y sobrepasar la capacidad antioxidante, con un
incremento en la fragmentacion del ADN y peroxidacion de la membrana plasmaética
(Simbini y col., 1998). En el presente trabajo la concentracion de PMN en semen se
correlaciond negativamente con la concentracion de NAG (r=-0,56), lo que esta en
concordancia con trabajos previos (Mahmoud y col., 1998; Vivas-Acevedo y col., 2010 y
2011) y positivamente con el indice de fragmentacion del ADN (r=0,69), lo que indica que
la presencia de PMN se asocia a una hipofuncién epididimaria y a la fragmentacion del
ADN. EI origen de los leucocitos presentes en semen ha sido motivo de discusion por
mucho tiempo, sin embargo se cree provienen principalmente del epididimo y de la préstata
(Blumer y col., 2008).
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Llama la atencion que al detallar los patrones de integridad del ADN dentro del
grupo total de espermatozoides con ADN fragmentado, se observo que dentro del grupo de
espermatozoides fragmentados, la categoria degradado estuvo en una proporcién de 1 a 3
en los pacientes con varicocele, mientras que fue de 1 a 8,7, en los normozospérmicos,
resultados similares a los encontrados en un estudio previo (Enciso y col., 2006). El
incremento de la proporcién de ADN degradado (dentro de la categoria fragmentado) en el
grupo con varicocele puede indicar que el grado de afectacion del nlcleo espermatico es tan
marcado que involucra dafios a la matriz proteica nuclear. La degradaciéon del nucleo
espermatico pudiera ser ocasionada con una compactacion deficiente del ndcleo
espermatico en pacientes con varicocele (Talebi y col, 2008) y entonces sea mas
susceptible a los agentes peroxidantes, esta hipotesis se refuerza por un trabajo reciente que
indica una mejoria de la integridad y compactacion de la cromatina espermatica posterior a

la varicocelectomia (Zini y col., 2011).

El test hipoosmotico evalua la integridad funcional de la membrana plasmatica y
también es un marcador util del potencial de fertilidad (Ramu y Jeyendran, 2013). En el
presente estudio se observé una correlacion inversa y altamente significativa (r = -0,69)
entre HOST v el test de dispersion de la cromatina, lo que indica que HOST puede aportar
informacion sobre la calidad nuclear, estos resultados concuerdan con una publicacion
reciente donde se indica que los espermatozoides con patrones de HOST grado D, Ey F
(los mas hinchados), fueron los que presentaron menor fragmentacion del ADN, evaluado
por TUNEL y SCD (Stanger y col., 2010).

Otra prueba utilizada para evaluar la calidad de la membrana espermatica es la
union al &cido hialurénico la cual une a los espermatozoides que presentan menor
fragmentacion del ADN, mejor integridad del ADN, mejor morfologia, menor frecuencia
de aneuploidias y mejor union a la zona pelucida (Yagci y col., 2010; Huszar et al, 2003;
Liu and Baker, 2007; Prinosilova y col., 2009). Las hialuronidasas son una familia de
enzimas que catalizan la degradacion del acido hialurdnico, abundante en la matriz
extracelular, las evidencias indican que pueden tener funciones diversas durante la
fecundacion, enzimaticas y no enzimaticas, tales penetracién del cimulo, unién a la zona

pelicida y como receptor al é&cido hialurénico (Martin-Deleon, 2011). Algunas
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hialuronidasas han sido descritas en el espermatozoide (Kimura y col., 2009) como la
SPAM1 (o PH-20), la cual se ha propuesto es captada por el espermatozoide en el paso por
el testiculo y el epididimo (Chen y col., 2006) se ha asociado con la capacidad de penetrar
la matriz de cimulo ovocitario (Kimura y col., 2009). En el presente estudio se observo en
los pacientes con varicocele una disminucion en el porcentaje de espermatozoides unidos al
acido hialurénico, lo que indica disminucion de las hialuronidasas espermaticas, lo que
sugiere la menor capacidad de penetrar el cumulo y realizar la fecundacion.
Adicionalmente nosotros encontramos que una correlacion positiva de HBA con NAG y
una correlacion negativa entre HBA y SCD, indicando que la disminucion de las
hialuronidasas esta correlacionada con un incremento en la fragmentacion del ADN (r=-
0,30), como lo muestran trabajos previos (Yagci y col., 2010), sin embargo esta correlacion
fue muy inferior a la observada entres HOST y SCD (r=-0,64). Al igual que otras
investigaciones nosotros encontramos una correlacion positiva entre HBA y los pardmetros

seminales (Huszar y col., 2003).

En resumen se encontrd que en los pacientes con varicocele los niveles de NAG y la
union al acido hialurénico estuvieron disminuidos en relacion al control, mientras que los
niveles de fragmentacion del ADN estuvieron mucho mas elevados. Adicionalmente, los
estudios de correlacién en el grupo total de pacientes mostré una fuerte correlacion
negativa entre diminucion de los niveles de NAG e incremento de la fragmentacion del
ADN vy una correlacion positiva entre NAG y HBA, de menor magnitud. Estos resultados
indican que la disminucién del potencial fértil en pacientes con varicocele puede ser la
consecuencia no solo de dafios a nivel del testiculo sino también del epididimo, reflejado
por la disminucion de NAG, los que resultan en la disminucion de la calidad de los

parametros seminal, disminucion de calidad de la membrana y el ndcleo espermatico.
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Anexo 9.1
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FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
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CATEDRA DE FISIOPATOLOGIA-DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS
CLINICO
CENTRO DIAGNOSTICO DE INFERTILIDAD Y ENFERMEDADES GENETICAS
“CEDIEG”

AUTORIZACION
Yo, , titular de la cédula de identidad N°

acepto y autorizo al CEDIEG y su grupo de investigacion para que

utilice la muestra de semen para realizar la investigacion sobre:

EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL EN INDIVIDUOS QUE ASISTEN AL
CEDIEG
La muestra la entregaré en el Centro Diagndstico de Fertilidad y Enfermedades Genéticas,

de la escuela de Bioandlisis de la universidad de los andes.

En Mérida a los dias del mes de del afio en curso.

Firma:
C.l:
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Anexo 9.2

Congreso Nacional (Capitulo 1))

Vivas-Acevedo G, Lozano J.R., Camejo M.I. Efecto del grado y lado del varicocele sobre
los parametros seminales. LIX Convencion anual de ASOVAC. Merida 15-19 de
Noviembre de 2009

Efecto del varicocele y 1a edad en los parimetros seminales

Vivas-Acevedo G, Lozano J.R.!Camejo M.1.2 m
! Centro Diagndstico de Infertiidad y Enfermedades Genéticas (CEDIEG), Departamento de Bioanalisis Clinico, Universidad de Los Andes. Mérida, Venezuela, E-mail: giovanny@ula.ve RS
“niversidad Simdn Bolfvar, Departamento de Biologia de Organismos, Caracas 1080 A, Venezuela,

INTRODUCCION RESULTADOS

El varicocele es la dilatacion del plexo pampiniforme del corddn espermético y se puedeEl varicocele afecta la morfologia, la movilidad, vitalidad y el HOST de los espermatozoides e incrementa los PMIN en semen. La
observar en ambos festiculos, pero es mas frecuente en el testiculo izquierdo, La prevalencia comparacidn de parametros seminales entre los grados de varicocele, mostrd disminucién de la morfologia solo en el grado IIL. EI
en la poblacidn en general esta entre 15-20%, mientras que en [a infertlidad primaria entre porcentaje de pacientes normozoospérmicos fue 50% y 24% en varicocele izquierdo grado I y III, respectivamente. Se observd una
19-41% y en la infertilidad secundaria entre 69-94%. correlacion negativa entre el incremento de |a edad y a disminucian de la movilidad espermatica en los individuos con varicocele.

El varicocele izquierdo se clasifica en fres grados: Grado [; palpable con maniobras de

:la:;[: ﬁ:\r;am\;ﬁh‘n?;nm :zile’v\glss‘gllsav EEE s T Tabla 1. Caracteristicas seminales de hombres con varicocele (n= 363), de acuerdo ala OMS y la presencia de varicocele,

Esta patologia se asoda con disminucidn de |a calidad seminal. La Organizacion Mundial de Pacientes | Edad HOST | lzquierdo | lquierdo | lLzquierdo | Biateral | Derecho
la Salud (OMS) encontrd alteradones seminales en 254% de hombres con varicocele, (%) |(meanSD)| (%) gadol | gadoll | gredolll | (n=105) | (n=19)
mientras que el 117% de hombres con varicocele eran normozoospérmicos, lo que (=80) | (n=118) | (n=41)
ﬁ:;m;nq‘gamg‘ﬁ‘f m if”;‘u‘g: m‘ﬁ; !;ﬂﬁd\ ;;:”fﬂ’gﬁa;;; Normazoosperia Wh(07)| 214=80 |574=113| 40(500) | 4L(M8) | 10044) |#3(L0) 10(26)
adultos, dado el incremento de la prevalencia del varicocele en infertiidad secundaria. Astenozoospermia 4(121) | 87296 |S04-145] 13(163) | 19(161) | 2(49) | 8(79) | 2(105)
Astenoteratozoospermia 64(176) | 29099 |465:137| 12(150) | 15(127) | 11(268) [25(238)| 1(53)
OBJETIVO Teratozoospermia 47(130) | 82:81 [97=129] 5(63) | M(119) | BELY) [13(124)] 2(105)
Evaluar el efectodel varicoceley la edad sobre los pardmetros seminales [Oligozoospermz 15(41) | 03117 41=125] 1(13) | 7(59) 124 [ 5048 [ 163
Oligoteratozaospermia 8(22) | 275260 |436=164| 1(13) | 3(25 | 0(08) | 3(29) | 1(53)
MATERIALES Y METO DOS O\igoastenmratozoospemia 30 [5.3) 305+87 (274+162| 3 (3.3} 18 (15.3) 3 (7.3) ] {5.7) 0 (U.O)
Azoospermia | 1(30) | 338:57 - 5(63) 1(09) 1(24) | 2(19) | 2(105)

Valores expresados como nimero de pacientes (%)

Tabla 2. Caracteristicas seminales de pacientes con y sin varicocele, distribuidos por rango de edad.

Sin varicocele Con varicocele \
<2afos |21-30afios |31-40afios  [>41 afios <Wafos 2-30afos |31-40afos >4l afios
(n=8) (n=60) (n=60) (n=27) (n=66) (n=164) (n=87) (n=35)
Volumen(mL) 137+11 3710 (3711 37:11 29:16 3716 [35:16 31z17
Grupo
Control (n Espermatozoides 642415 1638427 720414 517295 (8l0:%48 |735=475 (606494 (705458
G e — (x 10%/mL)
Morfologia 345+33 |72£62 (W3£550 [3B9+56 318+93 [315:105 (289+91 [31.0+115
(% normal)
Movilidad 658249 [688+92" 693940 653800 |500:189 (43187 |483:206 |457=21.2¢
(a+h, %)
Vitalidad 799:412 [799+510 (795:38" [817+56° |62.1+157 |65.9:152 |60.5:18.2 |63.1+169
()
HOST 669+ 100 |677+280 678£3.0 |670£17° [494+153 [520:152 [482:156 [46.5+158
(%)
PMN 07£02 (05020 (05:02% 06:02° 11:08 (1009 10=11 10=07
(x 10%/mL)
v Los \mloreu estén emresadosm mdm 4 S0, HOST: Test Hpoosmatico, PMM: polimorfonucleares. * p<0.01, *p<0.0001 vs grupo con varicocele en el mismo rango de edad.”
A dy | grupocon varicocele. No se observd cormelacidn signficativa en el grupo sin varicocele.)
a ) [ ) CONCLUSIONES

El grado de varicocele determina el nivel de alteracion sobre [z calidad seminal. Adicionalmente, el potencial de fertiidad podria estar

P"’ sl afectado con el incremento de la edad en individuos con varicocele debido a la disminucion de la movilidad de los espermatozoides.
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Anexo 9.3
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Original Paper

Urologia

Internationalis

Urol Int 2010;85:194-199
DOI: 10.1159/000314226
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Effect of Varicocele Grade and Age on

Seminal Parameters

Giovanny Vivas-Acevedo?® Jesus Ricardo Lozano?

Maria Isabel Camejo®

aCentro Diagnéstico de Infertilidad y Enfermedades Genéticas (CEDIEG), Departamento de Bioanalisis Clinico,
Universidad de Los Andes, Mérida, and ®Universidad Simén Bolivar, Departamento de Biologia de Organismos,

Caracas, Venezuela

Key Words
Hypoosmotic swelling test - Left varicocele - Leukocytes *
Semen parameters - Varicocele grade

Abstract

Aim: To evaluate the effect of presence, grade and anatomi-
cal side of varicocele on semen parameters and to identify
age-related modifications in semen quality in men with var-
icocele. Methods: A prospective clinical study was per-
formed in 363 men with varicocele and 155 normozoosper-
mic men without varicocele. We determined the presence,
grade and anatomical localization of varicocele: left (grades
I-1ll), right or bilateral. Additionally, evaluation of semen was
done and the hypoosmotic swelling test (HOST) percentage
determined. Results: The percentage of spermatozoa with
normal morphology, motility, vitality, and HOST was re-
duced in patients with varicocele. Comparison of semen pa-
rameters between the different degrees of left varicocele
(I, I or 11l) shows that the percentage of normal sperm mor-
phology is reduced in men with varicocele grade I, while
other parameters are not affected. The percentage of pa-
tient normozoospermic was 50 and 24% in men with left var-
icocele grades | and Ill, respectively. A negative correlation
between increase of age in men and sperm motility was ob-
served only in the varicocele group. Conclusions: This study

suggests that both the varicocele grade and an increase of
age in men with varicocele could determine the extent of
alteration to semen quality. Copyright © 2010 5. Karger AG, Basel

Introduction

Varicocele is defined as a dilatation of the pampini-
form venous plexus of the spermatic cord and occurs
more frequently on the left side. The prevalence of vari-
cocele in the general population is estimated to be 15-
20% [1, 2], while it is present in 19-41% and 69-94% in
men with primary infertility and secondary infertility,
respectively [3, 4]. The etiology of varicocele is controver-
sial, with theories ranging from anatomical variations, to
venous reflux secondary to congenital and/or acquired
valve dysfunction, to venous obstruction [5]. In addition,
it has been proposed that factors such as hyperthermia,
testicular blood flow and venous pressure changes, reflux
of products of renal/adrenal origin, hormonal dysfunc-
tion, autoimmunity, oxidative stress and apoptosis may
be involved in the pathogenesis of varicocele [5-7].

Vascular lesions of varicocele have been arbitrary di-
vided into three grades based on physical findings: grade
IIT or large varicocele: visible on clinical examination;

KARGER © 2010 S. Karger AG, Basel
0042-1138/10/0852-0194526.00/0
Fax +41 61 306 12 34
E-Mail karger@karger.ch
www.karger.com

Accessible online at:
ww.karger.com/uin

Maria Isabel Camejo

Departamento de Biologia de Organismos

Universidad Simén Bolivar

Caracas 1080 A (Venezuela)

Tel. +58 212 906 3077, Fax +58 212 373 6243, E-Mail mcamejo@usb.ve
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Anexo 9.4 (Capitulo II)

Vivas-Acevedo G, Lozano J.R., Camejo M.I. Relacion de fructosa y fosfatasa &cida
prostatica seminal con la calidad del semen en hombres con varicocele. LIX Convencién
anual de ASOVAC. Mérida 15-19 de Noviembre de 2009
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Anexo 9.5 (Capitulo I1)
Publicacion en revista indizada en el SCI

Markers of accessory sex glands function
in men with varicocele, relationship with

seminal parameters

Giovanny Vivas-Acevedo, M5,' Ricardo Lozano-Hernandez, M5," Maria 1.

Camejo, FhD®

Centrn Dhagrastios e Ind=tikded y Enfomedsde Gancticas, Merida, Vismrnds

Univessidad Simon Bohres, Carscas, Viorcds

VIVAS-ACEYEDD C, LOFANDOHERNANDEY R,
CAME] MI. Markers of accessory sex glands
foncton in men with varicoosde, reladonship with
seminal parameters. The Canadian, |ournal of

Urnlogy. 2001;15(5 00000000,

I'mtroduection: Varicecele kas beem associnted amith
derremsed seweem guantity, nod moach &5 vower sheat Hhe
gffecd of merioooee on bhe eroessony sev glands fuoncion.
The prurpese of Lhis stushy wes iy emaluate the relfionsi
ey maricecele, semimal parameters end Mockemical
merieTs of aomemseny sex planas neutral abohe phunonsdrs
(AL, estishyonis |, friociose [semimal nestols |, prostatic
sl phospheiese (P4 P s minc (prostafe).
Muaterinls and methods: A oo shidy wes performed
ire 1500 mem oot coriooee oves 10U meere mormozoosmerne
= oot g, Semem ammlys, ingooasentin e g dect
(HOET), pohemorphomuckear (PN, frctes, mine, FPAP
et NAL mere detrreeimate. Difienenoes mere epafuated by,
f dest, ANDOWVA gmdd 2 Pemrson s et oormeistion

Results: Veriroor group shomes o deoeese in spere
motility, mormel morplodsny. HOST and viteling. Mo
iifferemces meve abseroed i fructose, PAP and zinc kepels
brtwern comiol amd pavicorele group. The NAC s
spnficenily decreazad i corioocee group. A positine
correlation s shesrmad betwesm both fructoss and PAP
it seweery Dofume, speree oomoemiration, PN, et anc
lepeks. Addiiomaity, @ deorease of NAL mas correlated
with 2 derrewse of novmal sperm morpkology, mohity,
mitpkihy gmd HOET.

Comclusions: Vericorele does not alter fructose
sarredion by semimal pesickes and PAF omd inc by
prostate.  Venonoele is assoriated uvith @ deorense of
NAC ecitrity tn seminai flurd, sugpeshing epididymai
dysmction possifdy associsted amith o defrivemtal m
spere quafity.

Key Words: fruciose, neutral alpha glucosidase

(MAL), prostatic ackd phosphatse (PAF), sperm,
varkooele, rinc

Introduction

The amessory sex glands play an tmportant mole in
the acqpuisiion of sperm fertilization pobeniial It has
been reported that sperm motility may be infloemnoad

Accepind for publicsiom [ane 201

Addmess correspandencs 0 DT, Mara [sabad Camajo,

Depanamaeresde Biokogla deOrganismis, Unhvemkiad Stmon
Bolivar, Caracas TOHT A Yenesoela

£ The Canadiom Jsurmst of Lirology™: T&5); Dcrober 3077

by the components of seminal plhema? The semen
is constituied by the contrbobon of the estiolar-
epidicymal fhuid {« 105}, prosiaibc (0404 ) seminal
vestclos (R84 ) and urothral and buThourothmal gland =
{10} " Each glamd comiributes withdifferent moleniles
in the cpoulatior: camiting, nastral alpha ghymsideese
and glycerophosphocholine from epidid ymis, citrate,
inc and prostabic acd phospiatase from prostate and
fructnse and prostaghndirs from saminal vesicles !
Varicocele has been asodated with decrensed
sperm quality™ However there & Hitle mformabion
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Biol Trace Elem Res (2011) 143:1247-1254
DO 101007512001 1-011 -8957-5

Selenium, Copper and Zinc in Seminal Plasma of Men
with Varicocele, Relationship with Seminal Parameters

Maria Isabel Camejo « Lyzeth Abdala -
Giovanny Vivas-Acevedo » Ricardo Lozano-Hernandez «
Miriam Angeli-Greaves « Eduardo D. Greaves

Received: 11 Movember 20010/ Accepted: 5 January 2011 /
Published online: 15 January 2011
i3 Springer SciencetBusiness Media, LLC 2011

Abstract Varicocele has been associated with decrease in seminal parameters. Selenium
(Se), copper (Cu), and zinc (Zn) are trace elements essential for normal spermatogenesis of
mammals and play a critical role as antioxidant defense system enzymes. Se, Cu, and Zn
are associated with sperm quality in fertile and infenile men. However, there is little
information about Se, Cu, and Zn concentrations in semen in patients with varcocele and
its association with seminal parameters. The purpose of this siudy was to determine the
concentrations of Se, Cu, and Zn in semen of patients with varicocele and the relationship
with seminal parameters. Total Reflection X-Ray Fluorescence was used for the fist time in
the seminal fluid analysis. The concentration of selenium in men with varicocele was
smaller than the normozoospermic group, while no differences were observed for both
concentrations of zinc and copper. A significant positive correlation between zinc and
selenium concentration was observed. Selenium in seminal plasma correlates with a good
spermatozoa concentrations, motility, and morphology. Additionally, a significant positive
cormrelation was observed between zinc levels and sperm count. In conclusion, a decrease in
selenium concentration was associated with detriment of seminal parameters. A study
should be conducted to evaluate the benefits of both zinc and selenium supplementation to
improve seminal parameters in patients with varicocele.

Kevwords Varicocele - Selenium - Copper - Zine - Spenm concentration - Seminal
parameters - TXRF
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Congreso Internacional (Capitulo 1V)

Vivas-Acevedo G, Lozano J.R. Camejo M.I. Hyaluronic acid binding by human sperm in
patients with varicocele. 20th World Congress on Fertility and Sterility, Munich Sep 12 al
16 de 2010
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Vials Ot

ster Anstiacts

esults The quality of spermitozoa ob-
ined from smokers were much tower than
pn-smokers (p < 0.01). The sperm concen-
tion. viability and forward progression
e negatively correlated  with

cigarette
noking (p < .01).

onclusions Smoking does affict the se-
0 quality of infertile men.

-008 Male infertility
anagement of azoospermia in
go: Proposition of a predictive
perm retrieval index (SRI)

foe MK, Kolani K. Aduayi A.K. | Ekue A ]

iy M., Boulanger R

i BIASA, Fertility Center, Lome, Tugo, - Center
bspitalier de Poissy, Medecine de s Reproduction,

y: “Clinic du Parisis, Center o AMP Cormeilles en
isis, France

oduction Advances in ART including
PSL then getting pregnant with testicular
m have change Azoospermia treatment.,
s arose various methods of exploration
d cotlection of sperm more or less trau-
i invasive and risky. From obsery ations
our practice we are using a simple predic-
e Sperm Retrieval Index for obtaining
m (called the Index 1200, which gutdes
K Care in azoospermia.

ients and Methods This is « study
retrospective and prospective. Between
98 and 2008 we analyzed clinical and bio-
gical (including FSH level) data ot as00-
mia patients, treated at the Clinigue
psu Lome,

these patients, azoospermia was con-
med by at least 2 semen analysis. Sperm
e collected by Microchirurgical Epididy-
Sperm Aspiration (MESA) or Testicular
Extraction (TESE).

ding from thesce results, o corrclation be-
ke i norma lesticular volume, and a low
el of FSH with good results of MESA let
to imagine a predictive relation: (FSH X
- lestieular volumie = SRI. When SR is
ow than 120, we have all the chanees to
dsperm by MESA or by TESE. After the
pblishment of this Index any surgicul
m retrival is euided by it, We present the
pits of our work and the arguments for
fidation of this Sperm Retrieval Index “In-
1207,

009 Male infertility

jo-pathological analysis of 200
ses of azoospermia seen in a
vate infertility center

ewald SN,

ity Care lnchia, Obstetrics and Gynaecology, Mumbar
bay Hospital nstitute of Medical Sciences,

foirics and Gynaecology, Mumbai. India

poduction The number of couples af-
fed by infertility is currently estimated to
15% of all couples attempting to have
Wren. The difticuliies are attributable to

significant. male factor alone in 0% of

couples and (o a condition of combined male
and female factors in an additional 20% . the
rest being due to female factor alone or unex-
plained infertility.

Objectives To arrive at an ctio-pathologi-
cal diagnosis of 200 cases of dazoospermia -
tending a private infertility center at Mumbui,
in the lust decade,

Materials and Methods A prospective
study of 200 putients with az00spermia by
evaluation of their ¢linical presentation, hor-
monal status. and testicular htopsy.

Results and Discussion

I. Testicular volume and hasal plasma FSH

levels were found 1o be the most usetul

parameters in evaluation,

Hypogonadism  with @2005permia was

seen in several paticnts requiring institu-

ton of androgen therapy, We also came
across Fertile Eunuch Syndrome, bitropic

Gonadotropin Deficiency  asv well as

karyotype abnormalitics.

3. Proluctin Tevels were useful only in those
males (1 in our study) who presented with
sexual dysfunction,

4+ Semen volume. fructose, pH wax invalu-
able in confirmation of congenital ab-
sence of vas deferens and seminal vesicles
and in ejaculatory duct obstruction, The
above cun be confirmed by transrectal
ultrasound.

Testicular Biopsy is usetul in a limited

number of cases;

[N

e

Detection of AZF on the long arm of 1he v
chromosome although desirable is not avail-
able in our city and henee could not be stud-
ted. Based on our study a simple flow chart
for the etio-pathological diagnosis of azoo-
spermia has been devised.

Conclusion Azoospermia is not a dead end
in the management of male intertility. In our
paticnts we found that therapy could be of-
fered in the form of NSAIDS, antibjotics,
clomiphene citrate, androgen therapy, gona-
dotrophin therapy., micro-surgicul interven-
tion and therapeutic donor insemination, ete,
ICSI can be advised to patients who can af-
ford it. Adoption advice should not be over-
looked.

W-010 Male infertility

History of cryptorchidism and
ejaculate volume as simple predic-
tive parameters for the presence
of testicular sperm

Fedder J.
Harsens Hospital | aboratory of Reproductive Biolagy,
Scientific Unit & F ertility Clinie, Horsens, Denmark

Introduction Testiculur volume. hormones
and growth factors are used for prediction of
the chance 10 find motile testicular sperm in
azoospermic men. in this study. the possible
predictive value of very simple paraineters
such as systematic history. clinical examina-
tion. and determination of ejaculate volume
wits evaluated.

Materials and Methods 262 consecutive
hon-vasectomized men with awoospermia/as-
permia were evaluated hy systematic history,
clinical examination, ultrasonography of the
scrotal content. and hormonal and genetie
analyses. Hormonal analyses included as a
minimum determination of FSI. IH. and
testosterone, while genetic analyses included
Karyotyping and examination for Cystic Fi-
brosis Transmembrane Conductance Reguta-
tor (CEFTR) gene mutations and Y micro-
deletions,

Results In 76 (294 probable  genetic
causes were detected. For men with at Jeast
one CFTR mutation. motile sperm could be
detected in 100% of 13 men with Congenit
Bitateral - Absence  of Vi Deferentia
(CBAVD) butonly in 444 of 18 with present
Vasa Deferentia (VD). Ejucalate volumes
were significantly Jower (2.3 mlL against
3.6 ml) in 81 men with motile testicular
spernt detected compared to 111 men with-
out detectable motile sperm tp < 0.00],
Student’s t-test). Furthermore. an inhomoge-
neous histological pattern with maturation of
spermiin litde islands isolated in lissue show-
ing Sertoli cell only-pattern seems ch acter-
istic (or men with a history of eryptorchidism
(negative predictive value: 954 ).

Conclusions In addition 10 FSH. testicular
volume. und other endocrine factors. it is im-
portant Lo remember that very simple factors
stich as ejaculate volume and presence or ab-
sence of VD in men with CFTR mutations
might be used as prognostic factors accord-
g to the chance of finding motile testicular
sperm. Evidence for a strong association be-
tween ahistory of eryptorchidism and an in-
homogencous histological pattern with matu-
ration of sperm in lide islands in tissue show-
e only Sertoli cells might indicate that mul-
tiple TEsticular Sperm Extractions (TESEs)
should be considered particularly in men
with a history of eryptorehidism,

W-011 Male infertility

Hyaluronic acid binding by human
sperm in patients with varicocele

Vivas-Acevedo G, Locano J R Camejo M1
‘Universicad de fos Andes, Departamento de Broandlisis
Climico, Mérida; - Universidad Simon Bolvar, Departa-
nmiento de Biologia de Organismos, Caracas, Veneuels

Varicocele has been associated with decreased
semen quality, However the conventional se-
men analysis does not give information on
quality of sperm membrane. Recently. avery
stnple test, the xpcrnrh)‘;lIumnun~him|ing
assay has been developed as a commer ial
diagnostic kit for assessing sperm maturity
and function. The purpose of this study was
to determinate hoth sperm-hyuluronan-bil-
ing assay (HBA) and hypoosmotic swelling
test (HOST) as markers of the lunctioning of
sperm membrane, to establish the possible
correlation with varicocele and with classic
seminal parameters, such as Sperm coneen-
tration. motility and morphology. Patients
with varicocele grade 11 and grade Ul und
normozoospermic: men without varicocele

J Reproduktionsmed Endokrinnf 2010, 7 {4 353
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were evitluated. Were pertormed the semen
analysis. hypoosmotic swelling test and
sperm-hyaluronan-binding assay. There were
no difterences in age and sperm concentra-
tion between the groups with and without
varicocele, There was a 50% decrease in the
percentage of test of  sperm-hyaiuronan-
binding assay in the group with varicocele
compared with without vuricocele  group.
Also the varicocele group showed a decrease
in the percentage of HOST. The correlation
analysis ot 1ota] of patients showed that both
the HBA as HOST assays are positively cor-
related with good sperm morphology and
progressive motility. Additionally, we found
i positive correlation, statistically  signifi-
cant. between HOST and HBA. These results
indicate  that varicocele  causes  impaired
sperm membrane which is reflected in reduc-
tion of HBA and HOS'I assays. which corre-
late with a decrease tn the good morphotogy

and sperm motility. Changes in the guality ot

the spermy membrane may interfere with pro-
cess us motility. capacitation. acrosome reac-
tion, sperm-oocyte fusion and male fertility.

W-012 Male infertility

Human sperm DNA integrity ver-
sus other standard semen para-
meters

TeSmann K.°, Biirger 0., Unterhorst £, Scholtes M-
FertiGen GmbH, Kryo- und Samenbank, Diisseldorf;
Center for Repraductive Medicine, Disseldort, Germany

DNA integrity in human sperm seems to play
an important role in the outcome of assisted
reproductive techniques ART. due to the cf-
fect on fentitization. embryo quality and
pregnancy rates. The etficacy ol regular in-
semination is guestionable when the DNA
integrity is increased.

The relationship  between  conventional
sperm parameters and DNA - fragmentation
status is still unclear. The objective of our
study was o examine the correlation be-
tween sperm parameters. such as concentra-
tion. motility and forward progression. and
the level of DNA integrity.

The analyses was done with the indirect as-
say  (Sperm Chromatin . Structure  Assay:
SCSAy and the genetic integrity was identi-
tied by DFHDNA Fragmentation Index) rep-
resenting the DNA strand breaks. In our
study weve only included patients undergo-
ing fertility treatment. We have found a sig-
nificant negative correlation between genctic
integrity and sperm count. motility and rapid
mutility. Patients showing a high DFI reveal
reduced sperm count und impaired motility
in all three DFI groups (< (5%, > (5% and
> 25%0).

We advise that the assessment of the sperm
DNA damage should be a part of the initial
semen analysis tor ferulity patients. Further
data unalysis is needed to investigate the pre-
dictive value of the DNA tragmentation in-
dex in ART cyceles.
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W-013 Male infertility

CAG polymorphism and mutations
of the androgen receptor genes in
fertile and infertile agriculture men

Frassmi R, Mandelli J*. Boegs Jr E- - Braga DPAF-,
figueira R.C.S, Pasqualotto E8.°, Pasgualotto F.F.
“University of Caxias do Sul, Caxias do Sul: Fertifity —
Assisted Fertilization Center, Clinical Department,
Sao Paulo; ‘Sapientiae institute - Educational and
Research Center in Assisted Reproduction, Scientific
Research, Sao Paulo; “Fertility - Assisted Fertifization
Center, Scientific Research, Sao Paulo, “Fertility -
Assisted Fertilization Center, IVF Laboratory, Sao Paulo,
Brazt

Introduction The beginning ot the sper-
matogenesis is linked to cellular events re-
spondent to androgens. The hormonal action
of 2 important androgens (testosterone ad
S-a dihydrotestosterone) is mediated by the
androgen receptor (AR). The aim of this
study was 1o molecularly churacterize the
mutations and the CAG polymorphisms in a
population of infertile men who lives in a
rural region. with the diagnosis of idiopathic
infertility.

Materials and Methods [n this prospec-
tive study. we compared 45 rural men with
idiopathic intertility with 45 rural men who
had a previous child in the last year. In the
group of infertile men. all women had a child
from a previous relattonship. DNA was ob-
tained from the lintocytes” blood and trom
cells of the orad mucosa through smear pro-
vided in a commercial Kit (Wizard Genomic
Puritication) used 1o evaluate the AR.

Results Difterences were detected in the
semen analysis in the group of intertile men
compared to nrormal semen donors: sperm
concentration (mean = SDy (3001 = 36.5 vs
1p =003 sperm motility (40.93 =
3 = 14.5: p = 0.03). sperm mor-
phology according o the WHO (10.7 £ 6.55
vs 36.5 + 420 p = (.03 and Tygerberg's
stricteriteria (3.8 £ 2.8 vs 8.3 £3.1: p=0.03)
No ditferences were found on CAG in the
group of infertile patients when compared 1o
the normal healthy men (20.04 £ 3.93 v
2064 + 3,71, respectively: p = 0.09). In the
group ot infertile men. 12 alleles were identi-
tied: the most common were the 20 (17.8%
and the 21 (20% ) CAG. hoth identified in 8
patients. In the control group. 13 alleles were
found: the I8 (15.55%) and the 21 (20%)
were the most common, being wdentified in 7
and 9 patients, respectively. No correlation
was [ound between the polymorphism CAG
and sperm concentration (r = (L.2270 p =
0,134, sperm motility (r=0.202: p =0.184).
and sperm morphology  according o the
Tygerberg’s strict eriteria (r = 0.210: p =
0.213)% A weak association between the CAG
repetitions and sperm morphology according
to the WHO was tound (r=0.349: p=0.032),

The mean of CAG repetitions in the group of

patients with severe oligospermia was higher
(22.2 = 3.59) than the control group (20.64 +
371 p=0.03)

Conclusions Our results suggest that. in
agriculture patients with severe oligosper-

mia. the eviluation ot the AR may be an im-
portant tool in order to deteet the reason of
the infertility. Studies with maore patients
must be performed to confirm our data.
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Comparison of ICSI cycle out-
comes after MESA/TESE in case
of obstructive and nonobstructive
azoospermia

Khomassuridze A., Nishnianidze S, Tsagareishvili G,
Khonetidze N, Koiava M., Osidze K.

Zhordama Institute of Human Reproduction. Thilis,
Georgia

Introduction Development of 1CS] method
made it possible to have children w other-
wise infertile azoospermic men. There are
several technical ways to gain motile sper-
matozoa which can be used tor ooeyte fertili-
zation. Depending on the etiotogy of azoo-
spermii for sperm retrieval mostly are used
MESA or TESE techniques. Qur goal was to
evaluate 1CSI cycele ouvtcomes alter TESA
and MESA in the patients with obstructive
anl nonobstructive forms of azoospermia,

Materials and Methods [CSI cycle out-
comes in the 25 infertile pairs who under-
went TESA or MESA for sperm extraction
were retrospectively analyzed. tn all the pa-
tients cytogenctic study was normal because
abnormal results were criteria [or exclusion
from the study. In the 14 of men (group 1)
azouspermia was obstructive (QA). inthe 1]
(group 2) azoospermia was nonobstructive
(NOA). Mean age of men as well as women
was simidar. Ovarian stimulation was done
with GnRH flare-up or GnRH antagonist
protocol with FSH starting dose ol 225 [0,
MESA/TESE was performed on the day of
oocyte aspiration. In ail the patients consecy-
tive MESA and TESE was conducted with
subsequent [CSI Embryo transfer routinely
was done on the 3™ day after transvaginal
puncture of ovaries. When available, sperm
and embryos were eryopreserved.

Results Spermatozoids were obtained in
92.8% (13/14)y in OA group and in 54
11y in the NOA group. Fertilization rate was |
83% and 76% (p > 0.05) biochemical preg-
nancy and clinical pregnancy rates were 713
(53.8%) and 3/6 (30%) tp > 005, Y13
(38.6% ) and 2/6 (33.39%) (p > 0.03) in 0A
and NOA respectively.

Conclusion Men with both obstructive and
non-ohstructive torms of azoospermia have
quite good chance of having child with trend
to better. but not statistically significantly,
results with obstructive form ot azoospernia.
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Anexo 9.8

Congreso Internacional (Capitulo 1V)

Vivas-Acevedo G, Lozano-Hernandez R, Camejo MI Integridad del nicleo espermatico
(SCD) y calidad de la membrana por el test de la union del espermatozoide al acido
hialurénico (HBA) en pacientes con varicocele. XXII Reunién bienal de la asociacion
latinoamericana de investigadores en Reproduccién Humana. 12-14 octubre 2011. Ciudad
de Panama. Panama.

REPUBLICA DE PANAMA
INSTITUTO CONMEMORATIVO GORGAS DE ESTUDIOS
DE LA SALUD (ICGES)
ASOCIACION LATINOAMERICANA DE INVESTIGADORES EN
REPRODUCCION HUMANA (ALIRH)
SOCIEDAD PANAMENA DE OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA (SPOG)

1 Conmemoracion a los 83 afios de Aniversario del ICGES
Realizado en el Continental Hotel & Casino Panama.
Ciudad de Panam4, del 12 al 14 de Octubre, 2011.
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