Revista Mexicana de Medicina de la Reproduccion 2009;1(4):145-50

¥
AM ?MR

Cambios morfoldgicos de las células germinales masculinas en
relacion con la edad y la oximetria en pacientes con problemas de
fertilidad

Ernesto Gémez Arzapalo y V,* Isabel Herrera Avalos,** Maria Inés Uribe Uribe,** Minerva Garcia de la
Paz,** José Alfredo Villacorta Argaez**

RESUMEN

Objetivo: determinar las variables morfolégicas espermaticas en las muestras seminales en dos grupos de pacientes con edades
diferentes.

Material y métodos: se estudiaron las muestras de 101 parejas en el Laboratorio del Hospital de Perinatologia y Obstetricia Rio
de la Loza. Se eligieron pacientes con dos o mas afios de infertilidad, de enero de 2005 a agosto de 2007. Con las muestras de
células obtenidas de esta poblacion abierta multi-referida se formaron dos grupos: el primero de 27 a 35 afios y el segundo de 36
a 45 afios. Las muestras se obtuvieron por masturbacién con por lo menos dos dias de abstinencia. Se analizé su morfologia con
la tincion acuosa de Wright Stain modificacion de Bernard W. 1970 Dade Behring®. Se procesaron las muestras en el analizador de
gases ABL.330 Radiometer 1990, se compararon los resultados con los hallazgos en la disfuncion de los potenciales de la membrana
mitocondrial con el equipo Apoalert® MM. La preparacion del semen, en la capacitacion espermatica, se realizé con la técnica /solate
de dos gradientes de desconcentracion Isolate upper-lower (Irving Scientific) gradientes de 40 y 90%, respectivamente. La cuenta de
células se proces6 en la camara de Makler.

Resultados: en el primer grupo la densidad espermatica por eyaculado fue de 130.23" con 31.6% de células germinales normales, las
malformaciones de la cabeza 27.7% y del flagelo 8%, con coeficiente de correlacion de 0.45630. En el segundo grupo, los promedios
de densidad espermatica por eyaculado fueron de 326N, de las cuales 52.2% fueron de células normales, 33.1% con malformaciones
de cabeza, el coeficiente fue de 0.4236; y en el flagelo fue de 12%, con coeficiente de 0.0236. La gasometria mostré la hipersaturacion
de oxigeno superior a las arteriales, con coeficiente de correlacion de 0.0194 para las muestras normales.

Conclusiones: los resultados del potenciémetro, cuyos valores varian entre 7.2 y 7.6 de pH (OMS), no guardan relacién significa-
tiva con la edad, factor de ajuste de 0.1. El coeficiente de saturacién base en exceso de -0.483 en las muestras con incremento en
teratogénesis. Los eventos apoptosicos tempranos, AnV y MM se correlacionaron significativamente en fracciones de baja motilidad
(r=10.68, p =0.05) en 12 muestras de donantes.

Palabra clave: densidad espermatica, teratogénesis seminal, hipoxia.

ABSTRACT

Objective: To determine the spermatic morphological variables in the seminal samples of two groups of patients of different ages.
Material and methods: The samples of 101 couples were submitted to studies at the laboratory of the Rio de la Loza Perinatology and
Obstetrics Hospital. Patients with two or more years of infertility were chosen, from January 2005 to August 2007. The cell samples
obtained from this open population were processed by diagnostic methodology, and divided into two groups: one group (50 men) from
27 to 35 years and the other (51 men) from 36 to 45 years. The samples were obtained by masturbation with a minimum of a two-day
abstinence. The morphological study was performed with agueous stain of Wright Stain, with the modification of Bernard W. 1970
Dade Behring®. All seminal samples were processed in the gas analyzer ABL.330 Radiometer 1990, the results were compared with
the findings. The preparation of the semen in the spermatic capacitation was done with the technique of isolation of two gradients,
desconcentration Isolate upper-lower (Irving Scientific) in gradients of 40% and 90%, respectively. The cell counting process was
done in the Makler chamber.

Results: In the first group the spermatic density found per patient was of 130.23" with 31.6% of normal germinal cells, head mal-
formations added up to 27.7%, and tail malformations to 8%, with correlation coefficient of 0.45630. In the second group, spermatic
density averages per ejaculation were 326", 52.2% were normal cells, with head malformations 33.1%, the coefficient was 0.4236;
and tail malformations 20.2%, with coefficient of 0.0236. Blood gas analysis showed oxygen hypersaturation higher than the arterial
levels, with a correlation coefficient of 0.0194 for normal samples.

Conclusions: The potentiometer results, with values between 7.2 and 7.6 pH OMS, do not show any significant relation due to age,
adjust factor of 0.1. The base excess coefficient of -0.483 in the samples with theratogenesis excess. The early apoptotic events AnV
and MM significantly were correlated with low motility fraction (r = 0.68 p = 0.05) in samples of twelve donors.
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os resultados del analisis morfologico de las
células germinales estudiadas en 101 pare-
jas infértiles, de enero de 2005 a agosto de
2007, demostraron teratogénesis acrosomal y
flagelar, lo que obligoé a explorar otras posibles causas.

Al analisis retrospectivo de la evaluacion de las 101
parejas en programas de baja complejidad se agregaron
24 casos a los que se hizo estudio del pH con el poten-
ciometro, y se complementd con gasometria completa.
Como consecuencia de la primera experiencia analitica
en los dos grupos con edades diferentes, se supuso de
esos factores morfoldgicos podrian ser la causa de la
infertilidad.!

Se detallaron y monitorizaron los procesos de induc-
ci6n ovulatoria; se corroboraron el desarrollo folicular,
los valores hormonales y el crecimiento endometrial
trilaminar adecuados; sin embargo, no se obtuvieron los
resultados deseados.

Por lo anterior se decidi6 estudiar el factor mas-
culino desde la embriofisiologia espermatica, para
tratar de entender qué sucedié en los 17 dias de
desarrollo??® y maduracion germinal, en el conducto
tubular de los seminiferos al epididimo. Primero
se revisaron los resultados reportados del pH, que
dieron 8, cifra incompatible para fertilizar, segiin
la OMS.® También se analizaron la saturacion de
oxigeno y las bases en el plasma seminal, que al
compararse con los hallazgos reportados en la bi-
bliografia, con diversas técnicas de nanotecnologia
con marcadores selectivos en la disfuncion de los
potenciales de membrana mitocondrial,” se encon-
traron muchas coincidencias.

* Clinica Florida Satélite.
**  Hospital de Obstetricia y Perinatologia Rio de la Loza.
Laboratorio-Métodos Diagnosticos.
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MATERIAL Y METODOS

En un lapso de 31 meses se estudiaron 101 parejas con
problemas de infertilidad. Para estudiar el factor mascu-
lino los varones se dividieron en dos grupos: el primero
de 27 a 35 afios, con promedio de 31 afios, y el segundo
de 36 a 50 afios de edad. En los hombres conocidos como
fértiles los valores del pH se encontraron altos y bajos
(7.2-7.6). Se eligid la formacion en subgrupos para co-
nocer si la edad guardaba relacion con la concentracion,
morfologia o motilidad de los espermios.

RESULTADOS

En 34 casos, con limites de edad de 27 y 35 afios, la
densidad espermatica por eyaculado fue de 130.23N¢,
con 31.6% de células germinales normales. Las malfor-
maciones de la cabeza fueron 27.7% y del flagelo 8%,
con coeficiente de correlacion de 0.45630 (figura 1). La
movilidad promedio fue de 45.9% y el volumen seminal
promedio de 2.8 mL.
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Figura 1. Anormalidades de la cabeza y el flagelo. Correlacién
0.45630.

En el grupo de 36 a 50 afios se documentaron 51
pacientes, con promedio de densidad espermatica por
eyaculado de 326M, de la cual 52.2% fueron de células
normales. Las malformaciones de la cabeza fueron
33.1%, coeficiente 0.4236, con diferencia de 4.3%
respecto del grupo control; y del flagelo 12%, con coefi-
ciente de 0.0236 y en la cabeza 0.04236. La movilidad
promedio fue de 72% (figura 2) y el volumen seminal
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promedio fue de 3 mL. El resto de los datos como progre-
sién o licuefaccion no fueron significativos. S6lo hubo
4% de leucocitosis en el liquido seminal (figura 2).
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Figura 2. Relacion entre la edad y las alteraciones del flagelo.
Alteraciones de la cabeza (coeficiente de correlaciéon de 0.4236).
Alteraciones del flagelo (coeficiente de correlacion de 0.0236).

Testigo oximétrico y su relacion con los
bicarbonatos

En 24 muestras complementarias con infertilidad durante
dos o mas afos, las lecturas del potencidometro incor-
porado al analizador, corriendo la gasometria completa,
fueron diferentes; se obtuvieron cifras entre 7.2 'y 7.6,
sin estar relacionadas con la edad, con factor de ajuste
de 0.1, rangos aceptados en la bibliografia mundial.
Conocimos el ambiente hiperbarico en concentracion
y de saturacion de oxigeno en las muestras de plasma
seminal; como control las comparamos con fluidos he-
maticos arterial y venoso y se observo que las tendencias
en los resultados de las muestras seminales normales con
fertilidad comprobada eran superiores a las de los fluidos
hematicos mayores a 127 mmHg. En las muestras con
infertilidad se encontraron valores de oxigeno promedio
de 101.276 mmHg (cuadro 1, figura 3).

En los elementos de las bases, especialmente la sa-
turacion base en exceso, con coeficiente de correlacion
entre la saturacion base en exceso y las células morfo-
l6gicamente anormales de -0.48988302 se encontraron

Cuadro 1.
Parametro® Sangre arterial Sangre venosa
pH 7.35a7.45 0.50 unidades-menor
PaCO? 35 a 45 mmHg 35-58 mmHg “ 6 mmHg
Pa0? 127.8
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Figura 3. Correlacion entre PO, y pH.
La correlacion entre PO, y pH estadisticamente no es significativa
en el plasma seminal. R? = 0.1874.

cifras negativas que acompafian un evidente incremento
en la teratogénesis (figura 4).
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Figura 4. Relacion entre saturacion base en exceso (SBE) y
morfologia espermatica.

Coeficiente de correlacion entre la saturacion base en exceso y
la movilidad: -0.120507171.

Coeficiente de correlacién entre la saturacion base en exceso y
normales: 0.01946614.

Coeficiente de correlacion entre la saturacion base en exceso y
anormales: -0.48986802.

Estos resultados se compararon con estudios de eva-
luacion de la membrana mitocondrial, potencialmente
relacionada con los mecanismos de apoptosis en esper-
matozoides humanos eyaculados, con cambios en la
motilidad y la morfologia con el andlisis con anexina-V
y con MitoSensor. En doce muestras de los donadores
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se comprobo la translocacion de la fosfatidilserina a
través de la membrana plasmatica, lo que mostrd una
correlacion positiva cuando se compar6 con el grado de
disfuncion mitocondrial (r = 0.65) (p = 0.05).

Con estos resultados se pensd que el ambiente hi-
perbarico en los tubulos y el epididimo, junto con el
equilibrio de las bases, en especial la saturacion base en
exceso, son factores fundamentales para el desarrollo,
maduracion y morfologia de las células germinales, cuya
relacion esta implicita con la capacidad de fertiliza-
cion.*!? Estos hallazgos abren una via de investigacion y
obligan a incorporar este concepto como una herramienta
mas en la valoracion del vardn supuestamente infértil,
sin dejar atras los protocolos tradicionales.

Tinciones usadas en las muestras seminales en
programas de fertilidad

La tincion usada en nuestro protocolo fue la modificada
del método inicial de Diff-Quick Stein®, Dade, Behring,
con modificacion de Bernard, descrita en 1970. La mues-
tra se aguardo una hora hasta completar la licuefaccion;
después se efectuo el extendido laminar y se aguardé 24
horas a temperatura ambiente de 36°C, tiempo requerido
para iniciar el proceso de tincion. Los tiempos de tincion
fueron de 18 segundos por colorante suspendido en agua
en sus tres etapas. Después del secado de la lamina a
la intemperie se realiz6 la lectura morfoldgica celular
(figura 5).

La técnica de Papanicolaou modificada para esper-
matozoides, con eosina-nigrosina (modificacion de
la técnica de Blom) es comtn en la determinacion de
la dindmica espermatica. Aunque su proceso es mas
prolongado, las tinciones usadas para la identificacion
morfoldgica y movilidad (necrospermia) de las células
germinales son las de Shorr.

Interpretacion morfoldgica de las células germinales
Las laminas para clasificacién morfoldgica celular se
procesaron con la tincién de Shorr. En la figura 5 se
observa una imagen de células normales; en cambio,
en la figura 6 se observan células con malformaciones
mixtas acrosomales y flagelares."

La técnica que valora la funcionalidad de la membra-
na consiste en utilizar diacetato de carboxifluoresceina 'y
yoduro de propidio, bajo microscopio de fluorescencia.
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Figura 5. Muestra normal con técnica de Papanicolaou.

Figura 6. Muestra con alteraciones mixtas. Técnica de tincion
de Diff-Quick.

Con esta técnica se visualizan los espermatozoides
funcionales de color verde, en contraste con los esper-
matozoides muertos de color naranja (figura 7).

Capacitacion espermatica

Las muestras de semen se recolectaron por masturbacion
(con abstinencia sexual de dos a cinco dias) en un reci-
piente de plastico estéril y se colocaron a bafio Maria.
En este primer paso se realiz6 la espermatobioscopia
precapacitacion.

La preparacion del semen, o capacitacion espermati-
ca,'>B se llevo a cabo con la técnica de dos gradientes
Isolate upper-lower (Irving Scientific), en gradientes
de 40 y 90%, respectivamente. La muestra se mezcld
volumen a volumen, con fluido tubarico humano
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Figura 7. Tincién de Shorr (necrospermia). La necrosis es
un proceso pasivo de energia que esta relacionado con una
respuesta inflamatoria significativa, lo cual no sucede durante
la apoptosis.

(HTF) enriquecido con suero sintético sustituto (SSS) al
10% (HTF mas SSS 10%). Se centrifugd durante cinco
minutos a 1,600 rpm, se eliminé el sobrenadante, y se
resuspendio la pastilla o parte solida del centrifugado
con 2 mL de fluido tubarico humano mas suero sintético
sustituto 10%. Los gradientes de Isolate se colocaron
en tubos de 15 mL (Falcon, Becton Dickinson, NJ), y
se depositaron en la parte conica: /) 1 mL del gradiente
menor o lower (40%) y 1 mL del mayor o upper (90%),
se procurd no mezclar los gradientes. 2) La muestra
resuspendida previamente se coloco por encima de los
dos gradientes en 2 mL de fluido tubarico humano mas
suero sintético sustituto al 10%. Se centrifugd durante
doce minutos a 1,600 rpm. Se eliminé el sobrenadante, la
pastilla se resuspendié en 1 mL de HTF mas SSS 10%, se
centrifugoé durante cinco minutos a 1,600 rpm; se eliminé
de nuevo el sobrenadante y la mezcla se ajusté a 0.5 mL.
Se realiz6 la espermatobioscopia poscapacitacion.

RESULTADOS

Durante décadas se ha cuestionado la fisiologia y ma-
duracion de la célula germinal masculina. Bedford, en
1973, abordo el tema de la maduracion espermatica en
el epididimo; posteriormente, diferentes autores detalla-
ron atribuciones exdgenas ambientales y adictivas,'*!?
sin olvidar los padecimientos infecto-contagiosos de
trasmision sexual.

Como factor endogeno,' el metabolismo endocrino
toma un papel preponderante y con esto, en forma

sustantiva, enmarca el patron del comportamiento de
la masa corporal. Segtn el indice de Quételet, se toma
como normal 24.9 kg/m?, menos de 18.5 kg/m? es peso
bajo, y mas de 25 kg/m? es sobrepeso u obesidad.

En este contexto, los participantes en el deterioro
somatico celular son factores que han contribuido a de-
sarrollar una estructura tematica en el comportamiento
fisioldgico.

En el delicado proceso germinativo y de madura-
cidn, los radicales libres, producto de la oxidacion
en presencia del productos toxicos provenientes de
sustancias adictivas, infecciosas, tener mas de 45 afios
de edad, disfuncionalidad estructural u hormonal son
cofactores unicos o mixtos que causan dafio. La ma-
duracidén recuerda el proceso embriofisioldgico como
secuencia ordenada de factores de equilibrio en este
corto lapso de 17 dias en el ambiente homeostasico. En
este estudio se reunieron 101 casos que al separarlos
por edades encontramos modificaciones morfologicas
en las distintas etapas de la vida reproductiva mascu-
lina; sin embargo, el coeficiente de correlacion entre
el pH y la edad tuvo un factor de ajuste de 0.1, por lo
que no fue significativo.

En otra lectura describimos el ambiente oximétrico y
la asociacion apoptdsica relacionada con la teratogénesis
de células germinales masculinas, comparadas por dos
metodologias que mostraron alteraciones que tendieron
a la disminucidn de saturacion de oxigeno, que conflu-
yeron en resultados semejantes.

Tematica de proyecto neuroendocrino

Competencia espermatica

La serotonina quiza sea ser una molécula clave que
participa en la regulacion de la cantidad de espermato-
zoides expelidos durante la eyaculacion, dependiendo
de las circunstancias del aparcamiento. Quiza en los
aflos venideros los experimentos logren sentar las
bases de un modelo neuroendocrinolégico en especies
inferiores de mamiferos que explique la participacion
del macho en la competencia espermatica dentro del
contexto evolutivo de la seleccion sexual. Por lo pron-
to, lo Gnico que podemos afirmar es que los machos
en estas especies inferiores también “deciden” con
quién, cuando y sobre todo, cuantos espermios seran
expelidos.?®
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