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RESUMEN

Se evaluo la calidad espermatica, composicion quimica del plasma seminal y morfologia
del espermatozoide, en un grupo de 100 estudiantes de la Universidad de Oriente,
Nucleo de Sucre, Cumand, en el periodo comprendido entre los meses de enero a julio
de 2008. A cada participante se le tom6 muestra de sangre, por puncién venosa, y se
recolectdé muestra de liquido seminal, las cuales fueron procesadas segun los criterios y
parametros establecidos por la OMS. Las concentraciones de calcio y magnesio fueron
medidas mediante el método de espectrometria de emision Optica en plasma
inductivamente acoplado. La concentracién promedio de calcio ionizado y magnesio en
suero sanguineo fueron de 3,27 mg/dl y 0,73 mg/dl, respectivamente, y en plasma
seminal fue de 5,13 mg/dl para el calcio y 1,98 mg/dl para el magnesio. La calidad
espermatica se encontr6 alterada en un 44% de los estudiantes, siendo clasificados como
astenozoospérmicos (24%), oligozoospérmicos (11%) y oligoastenozoospérmicos (9%).
No se hall6 asociacion estadisticamente significativa (p>0,05) entre los niveles de calcio
y magnesio y las anormalidades morfoldgicas del espermatozoide, respectivamente. El
estudio por microscopia electronica de barrido permitié la observacion morfoldgica de
los espermatozoides a un mayor nivel de magnificacion y poder de resolucion que la
microscopia Optica, pudiéndose incluir la microscopia electrénica como un estudio
opcional, confirmatorio, para aquellos pacientes en los cuales se sospecha, como causa
de infertilidad masculina, un elevado porcentaje de espermatozoides alterados
morfoldgicamente (teratozoospermia).
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INTRODUCCION

El esperma es un liquido que contiene en suspension los espermatozoides, los
cuales se producen en el testiculo en dos etapas que duran aproximadamente unos 60
dias. La primera etapa corresponde a la espermatogénesis, que es la produccion de las
espermatidas a partir de las células madre y la segunda etapa, la espermiogénesis,
consiste en una modificaciéon morfologica de la espermatida en espermatozoide (Poirot y

Cherruau, 2005).

En los testiculos, los espermatozoides son inmoviles o moviles in Situ y no
fecundantes. Estos espermatozoides ya maduros, son evacuados hacia el epididimo por
los conductos espermaticos intratesticulares (tubulos rectos, rete testis), donde se
produce, al mismo tiempo, reabsorciéon y secrecion epididimaria. Soélo aqui, los
espermatozoides adquieren su movilidad progresiva y su aptitud para la fecundacion

(Valverde, 2002; Poirot y Cherruau, 2005).

En el momento de la eyaculacion, el liquido del epididimo que contiene los
espermatozoides, es expulsado por el conducto deferente que acaba en la ampolla
deferente, después pasa por los conductos eyaculadores hasta la uretra prostatica. A esta
altura se anade la secrecion prostatica. Luego, en un segundo tiempo, al contraerse las
vesiculas seminales, se descarga la secrecion en los conductos eyaculadores. En total, el
volumen de esperma representa el 5% de la secrecion epididimaria, el 30% de la
secrecion prostatica y el 65% pertenece a la secrecion de las vesiculas seminales. Si se
fracciona la recogida del esperma, la primera fracciéon contendra las secreciones
epididimarias, testiculares y prostaticas, ricas en espermatozoides; y la segunda fraccion

contendra la secrecion de las vesiculas seminales (Poirot y Cherruau, 2005).

Las vesiculas seminales juegan un rol importante en la fertilidad, pues varios de

sus productos de secrecion estimulan de manera directa la movilidad de los



espermatozoides (Okamura et al., 1985). Ademas, participan en la textura del plasma
seminal dandole cierto grado de viscosidad y mantienen el pH del semen de 7.2 a 8.0.
Esta secrecion rica en fructosa, es el azlcar principal del semen que proporciona los
hidratos de carbono utilizados como fuente de energia de los espermatozoides moviles.
Ademas, contienen una variedad de compuestos quimicos, potasio, bicarbonato,
fosfatos, magnesio, prolactina, insulina, acido ascorbico y prostaglandinas son algunas
de estas sustancias, aunque el papel fisioldégico de muchos de estos compuestos es altin

desconocido (Vasquez y Vasquez, 2007).

La prostata carece de azlcares y contiene muchas enzimas proteoliticas:
plasminogeno, fosfatasas  dcidas, P-glucoronidasa, lisosima, amilasa, v-
glutamiltransferasa, proteinasa, seminina y otras; también contiene acido citrico, calcio,
zinc y espermina. Sus secreciones son necesarias para el proceso de licuefaccion o
mucolisis, facilitando la licuefaccion del liquido seminal coagulado por accion de las

secreciones de las vesiculas seminales (Botero et al., 2004; Vasquez y Vasquez, 2007).

Desde el punto de vista funcional, los componentes del eyaculado forman un todo,
cuyo sentido biologico es hacer que el espermatozoide sea fecundante. De esta manera,
la evaluacion del factor masculino se realiza inicialmente, a través de un
espermatograma, el cual refleja la funcion espermatogénica y esteroideogénica de los
testiculos y el estado funcional de las glandulas secundarias. El analisis seminal
constituye la primera etapa biopatologica en la exploracion de la fertilidad masculina,
que permite orientar hacia una participaciéon masculina en la hipofertilidad de pareja o

bien para confirmarla (Quintero, 2003; Teppa y Palacios, 2004).

En 1929, Macomber y Sanders, basados en un estudio de 294 hombres, sefialaron
que la concentracioén espermatica seria de 100 millones de espermatozoides/ml. Ademas,
informaron que los hombres con una concentracién inferior a 60 millones de
espermatozoides/ml raramente podrian ser fértiles. Posteriormente, en 1943, Weisman

informé que la concentracion de espermatozoides varia de 80 a 120 millones/ml de



eyaculado.

En 1951, Mcleod y Gold, propusieron que el valor de 20 millones de
espermatozoides por ml de eyaculado separa a varones fértiles de infértiles. A pesar de
establecerse esa cifra como limite entre pardmetro de normalidad y bajo numero de
espermatozoides, se reconoce que valores por debajo de 20 millones pueden generar, en
algunos casos, sin dificultad un embarazo, lo cual va a depender de la movilidad de los

espermatozoides.

La calidad espermatica del semen humano, en los ultimos 50 afios se debate en la
actualidad. Un estudio publicado en 1992, por un grupo de cientificos daneses, demostrd
que la cantidad de espermatozoides presentes en el semen de hombres de 21 paises,
habia disminuido en un 50% entre 1940 y 1990. El numero de espermatozoides por
mililitro habia bajado de 113 a 66 millones, obteniéndose una disminucion de alrededor

del 1% por ano (Brake y Krause, 1992; Carlsen et al., 1992; Vine et al., 1994).

En un estudio llevado a cabo en el ano 2000, se indico6 que en una muestra de
semen perteneciente a 100 hombres con edades comprendidas entre 18 y 20 afos, el
40% tenia un nivel de espermatozoides por debajo de 20 millones por mililitro, nivel
asociado con infertilidad masculina (Andersen et al., 2000). Esta incidencia se ha
calificado como un problema de salud publica a nivel mundial, pues los problemas de
infertilidad masculina han aumentado con el paso del tiempo. De alli la preocupacion de
la comunidad cientifica por realizar estudios que puedan identificar las posibles causas
de este fendomeno, en funcion de encontrar los mecanismos que permitan revertir el

problema de infertilidad (Meza, 2004).

Se conoce como infertilidad masculina cuando el hombre ha tenido relaciones
sexuales con regularidad durante un afio, sin usar ningiin método anticonceptivo, y sin
embargo, no ha sido capaz de embarazar a la mujer, término muy distinto al de

esterilidad, el cual se define como la incapacidad en lograr un embarazo y la causa no



puede corregirse (Padron et al., 1998; Barja y Berrios, 2003; Hernandez et al., 2005).

La frecuencia de parejas infértiles a nivel mundial se sitia entre el 10 y 15%.
Actuales estudios epidemiologicos determinan que el vardn es responsable de
infertilidad de forma exclusiva o compartida en mas del 50%. Asimismo, destacan un
deterioro de la calidad del semen humano con el paso del tiempo, probablemente por
factores ambientales que actuarian desde el desarrollo fetal del individuo (Barja y
Berrios, 2003; Brugo et al., 2003), ademas de enfermedades infecciosas (parotiditis post-
puberal, enfermedades de transmision sexual), patologias uroldgicas (prostatitis, litiasis),
disfunciones sexuales (eréctiles, eyaculatorias), afecciones congénitas (criptorquidea),
trastornos inmunoldgicos, lesiones neuroldgicas, factores toxicos y de alimentacion,
entre otras, los cuales en definitiva afectan la fertilidad de los hombres en edades fértiles

(Teppa y Palacios, 2004).

Los indicadores o marcadores utilizados para evaluar la calidad del semen en el
espermiograma clasico, estandar o tradicional son fundamentalmente los siguientes:
conteo de espermatozoides por mililitro (concentracién), conteo total de
espermatozoides, movilidad, viabilidad y morfologia normal de los espermatozoides
(Alvarez et al., 2003); también deben evaluarse otras caracteristicas fisicas del semen
como tiempo de licuefaccion, apariencia, volumen, viscosidad, pH, asi como conteo de

células, en especial leucocitos (Padron et al., 1998).

La muestra de semen debe obtenerse mediante masturbacion o como alternativa
mediante el uso de un condén especial de polietileno, sin espermaticidas. Se recomienda
un periodo de inactividad sexual de 3 a 5 dias. Eyaculaciones frecuentes disminuyen la
concentracion espermatica y eyaculaciones poco frecuentes (mayores a 7 dias) aumentan
el numero de espermatozoides con movilidad pobre, debido al envejecimiento de los
mismos. Si se tiene en cuenta que la producciéon de espermatozoides toma
aproximadamente 60 dias, y que cualquier infeccion, fiebre y otros factores pueden

influir negativamente en la calidad del semen, no puede hacerse un diagndstico



definitivo con un solo espermatograma, por lo que se recomienda repetirlo 1 6 2 veces

mas con un intervalo de 4 semanas (Botero et al., 2004; Poirot y Cherruau, 2005).

La valoracion macroscopica del semen ofrece una primera evaluacion de la
funcién secretoria de las glandulas anexas, como lo son la prostata, las vesiculas
seminales y las glandulas bulbouretrales (Bernard, 1988; Strasinger, 1991). El eyaculado
es opalescente (blanco-grisaceo o blanco-amarillento) y tiende a ser mas amarillento con
mayor abstinencia (Botero et al., 2004). El semen se coagula inmediatamente después de
su expulsion, y se lictia de 20 a 30 minutos. La coagulacion ocurre debido a un proceso
enzimatico producido en las vesiculas seminales, en el cual participa el plasminoégeno,
su conversion en plasmina y su interaccion con el fibrindgeno. La enzima responsable de
la licuefaccion proviene de la prostata, y se denomina seminina. La falta de coagulacion
asociada a azoospermia (ausencia de espermatozoides en el eyaculado) indica agenesia
de las vesiculas seminales u oclusion de los conductos eyaculadores, mientras que la
falta de licuefaccion, ademds de indicar deficiente funcionamiento prostatico, puede
disminuir la movilidad por atrapamiento de los espermatozoides (Padron et al., 1992;

Vasquez, 2003; Botero et al., 2004).

Normalmente, el volumen del eyaculado varia entre 2 a 4 ml, su aumento se
relaciona con procesos inflamatorios o infecciosos y su disminucion a procesos
obstructivos, acompafiados con alteraciones del pH. En condiciones normales, el pH del
semen esta comprendido en un rango muy estrecho (7,2 - 8,0), pocos son los trastornos
capaces de alterarlo. Un pH disminuido (pH<7,2) se observa cuando existe un déficit de
la funciéon de las vesiculas seminales, en especial en pacientes con el sindrome de
ausencia funcional de los conductos eyaculadores, sin embargo, hay que descartar que
esté diluido con orina; mientras que un pH elevado (pH>8,0) puede relacionarse con
trastornos a nivel de prostata, infecciones seminales, movilidad disminuida y suelen
acompafiarse de alteraciones en el volumen. En este caso, se afiaden estudios especiales
que no se realizan en el primer estudio, tales como cuantificacion de leucocitos, cultivo

de secrecion prostatica, medicion de fructosa, fosfatasa acida, zinc y &cido citrico



(Padron et al., 1998; WHO, 1999; Botero et al., 2004; Poirot y Cherruau, 2005).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que existe infertilidad
masculina cuando hay alteracion del espermatograma fundamentalmente, de la calidad
seminal definida por la concentracion de espermatozoides, la movilidad y morfologia

asociada a alteraciones propias del liquido seminal (Barja y Berrios, 2003).

Seglin criterios de la OMS, la concentracion de espermatozoides debe ser mayor a
20 millones por ml de eyaculado, definidos por individuos normozoospérmicos,
mientras que niveles por debajo indican la presencia de oligozoospermia (Kruger et al.,

1987; Padron et al., 1998; WHO, 1999; Poirot y Cherruau, 2005).

Los espermatozoides en la mayoria de los mamiferos, presentan una morfologia
homogénea que se correlaciona con su capacidad fecundante. Por el contrario, en la
especie humana se observa un fenomeno de anisozoospermia, lo que significa que hay
una gran heterogeneidad morfoldgica de los gametos masculinos que dificulta, en
ocasiones, poder establecer esta correlacion (Gomez et al., 2005). El estudio de la
caracterizacion de las diferentes formas espermaticas y su relacion con la fertilidad son

actualmente, uno de los puntos clave en el anélisis del semen (Alvarez, 2003).

El espermatozoide tiene una estructura flagelar que le permite su desplazamiento
en el liquido seminal, en la cavidad vaginal, Utero y trompas uterinas (Vasquez, 2003),
por lo tanto la movilidad representa uno de los parametros mdas importantes de la
analitica seminal y para su correcta evaluacion, el espermiograma debe haber sido hecho
en las primeras dos horas de haberse producido el eyaculado (Quintero, 2003). Se
considera normal, cuando el 25% de los espermatozoides o mas presentan una movilidad
progresiva rapida (movilidad tipo “a”). La disminucidon de la movilidad espermatica se
denomina astenozoospermia, puede ser un hallazgo aislado en el espermatograma o
acompafiarse de alteraciones en la concentracion y morfologia normal de los

espermatozoides (que es lo mas comun), en este ultimo caso indica un dafio global de la



espermatogénesis (Gunalp et al., 2001). La disminucién de la movilidad espermatica
tiene multiples causas que no son posibles diagnosticar por el simple analisis seminal y
en la mayoria de los casos tampoco es posible establecer un pronodstico por este examen.
Una excepcion a lo dicho anteriormente es el hallazgo de una movilidad menor del 5% o
incluso nula por completo, asociada a concentraciéon, morfologia y viabilidad
espermatica normal o muy cercanas a lo normal, en este caso es muy probable se trate de
un sindrome de cilias inmoviles, trastorno de causa genética que es irreversible y que por
tanto hasta el presente los pacientes son definitivamente estériles; el diagndstico de

certeza se realiza por medio de la microscopia electronica (Padron et al., 1998).

La utilizacion de técnicas microscoOpicas para valorar y clasificar los eyaculados
destinados a realizar dosis seminales, son fundamentales para alcanzar buenos resultados
de fertilidad. El estudio mediante microscopia electrénica de barrido pone de manifiesto
las alteraciones morfologicas de los espermatozoides, considerdandose una herramienta
precisa para analizar la naturaleza de estos defectos y su posible repercusion sobre la
fisiologia del espermatozoide humano (Gomez et al., 2005). De esta manera, el estudio
por microscopia electronica de los espermatozoides permite confirmar las anomalias
constitucionales de los espermatozoides, como es el caso de las disquinesias flagelares
(trastornos en la movilidad), las anomalias del axonema (ausencia de brazos de dineina,
ausencia de los tibulos centrales, anomalias de la vaina fibrosa) o la ausencia de la capa

posacrosomica (Poirot y Cherruau, 2005).

La evaluacion morfoldgica, constituye uno de los tres pardmetros mas importantes
a ser evaluados en un andlisis de semen, junto con la movilidad y la concentracion
espermatica, siendo esencial para el mejoramiento de la fertilidad (Seibel y Zilberstein,
1995 y Boada et al., 1999). En la especic humana, existe una gran heterogeneidad
morfoldgica de los espermatozoides lo que dificulta, en ocasiones, poder establecer una
correlacion con la capacidad fecundante. Las anormalidades morfologicas del
espermatozoide podrian deberse a situaciones tales como: traumatismos e infecciones a

nivel gonadal, disfuncion en los tubulos seminiferos, alteraciones metabolicas y



endocrinas que alteren directamente a la espermatogénesis, espermiogénesis y a la
funcion del epididimo, y con alteraciones en la maduracion de los espermatozoides. Por
ello, una correcta evaluacion del porcentaje de células espermaticas morfoldgicamente
normales y anormales puede ser una informacion clave en el estudio basico del semen

(Gomez et al., 2005; Jurado et al., 2008).

El estudio morfologico de los espermatozoides, se realiza de manera rutinaria por
microscopia Optica dividiendo el espermatozoide en cabeza, pieza intermedia y cola,
pasando desapercibidos los defectos mas finos (Zamboni, 1987 y Boada et al., 1999).
Sin embargo, el uso de la microscopia electronica de barrido dentro de la evaluacion de
infertilidad masculina, ha contribuido en responder incognitas referidas a sus posibles
causas, dado que provee informacion detallada acerca de la morfologia e integridad de la
célula espermatica, que no es posible obtener por medio de otras metodologias. Esta
informacion posibilita estimar la fertilidad del semen analizado con mayor exactitud que

otras pruebas de analisis de semen in vitro (Quintero, 2003; Jurado et al., 2008).

El microscopio electrénico de barrido permite examinar el espermatozoide
completo a un nivel de magnificacion elevado y con mayor poder de resolucion que el
microscopio optico (Boada et al., 1999; Jurado et al., 2008). Ademas, el secado por
punto critico empleado en este tipo de microscopia evita las deformaciones de las células
espermaticas apreciandose mejor las estructuras superficiales (Jurado et al., 2008). A
pesar del gran aporte de la microscopia electronica de barrido en los estudios de
infertilidad, no son incluidos dentro de los exdmenes clinicos de rutina por su elevado
costo y engorroso procesamiento (Quintero, 2003; Gomez et al., 2005; Jurado et al.,

2008).

Gracias al estudio del eyaculado en los ultimos afios se ha podido avanzar
considerablemente en el conocimiento del proceso de fertilizacion. Los espermatozoides
del eyaculado, deben ser capaces de desplazarse a través de la vagina, utero y trompas,

requiriendo un aporte de energia y debiendo eliminar una serie de barreras naturales,



proceso en que el plasma seminal juega un papel importante (Alvarez, 2003).

El plasma seminal es un medio rico y complejo, que sirve a la vez de vehiculo y de
medio nutritivo y protector de los espermatozoides. Los constituyentes que lo forman
son principalmente los iones sodio (Na'), potasio (K"), cloro (CI), calcio (Ca®™),
magnesio (Mg”") y zinc (Zn") (Poirot y Cherruau, 2005). Basicamente, la valoracion
bioquimica del semen refleja los productos de la secrecion de las glandulas accesorias.
Estas substancias son muy utiles para diagnosticar la presencia o ausencia de infeccion o
disfunciéon de una gldndula en particular, evaluando asi el funcionamiento de las

glandulas accesorias en el aparato genital masculino (Teppa y Palacios, 2004).

El espermatozoide constituye una célula formada por dos zonas con distintas
funciones: la cabeza y la cola. La cola se divide a su vez en cuatro segmentos que, por
orden craneo-caudal, se denominan cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza
terminal. La cabeza contiene el nucleo y posee una estructura altamente especializada
llamada acrosoma, la cual presenta enzimas hidroliticas que sirven para el proceso de
penetracion de la corona radiada y la zona pelucida. Por su parte, la cola se considera
como un flagelo cuyo axonema central sale de un corplisculo basal situado
inmediatamente detrds del nucleo, contiene dos microtubulos centrales rodeados por
nueve pares de tubulos periféricos formados por las proteinas tubulina y actina, y es
responsable del movimiento de la cola. La energia que activa al axonema, ubicada en la

pieza intermedia, proviene del ATP proporcionado por la vaina mitocondrial donde la

+ 2+ 2+
concentracion de algunos iones es esencial (K , Mg , Ca ) (Quintero, 2003).

Los espermatozoides deben completar un proceso de capacitacion para poder
fecundar al 6vulo. Entre estos cambios, la capacitacion del espermatozoide maduro
incluye modificaciones metabolicas y alteraciones en la permeabilidad de su membrana
plasmatica a diversos iones. Los flujos iénicos de Ca*” y K' en particular, resultan ser

claves en el intercambio molecular que se establece entre el espermatozoide, su medio



ambiente y el évulo (Olivera et al., 2006). Estudios recientes indican que, ¢l flujo de
iones K" juega un papel muy importante en el desarrollo de la capacidad espermatica,
ademas, de que los cambios en la concentracion de Ca*" intracelular son criticos, no solo
para la capacitacion espermadtica y la reaccidon acrosomal, sino que también juegan un
papel determinante en la movilidad espermatica (Vega et al., 2002). Estos canales no
son mas que proteinas con un poro que permite que determinadas sustancias (Ca>", Na”,
K") pasen a través de la membrana de las células. De este modo, se generan sefiales
eléctricas que controlan la contraccion muscular, la secrecion de hormonas, las

sensaciones o en este caso, el movimiento de espermatozoides (Ren et al., 2001).

Estudios realizados han comprobado que el movimiento acelerado de los gametos
masculinos cuando se aproximan al 6vulo se debe a una proteina, responsable de las
corrientes de calcio que movilizan al espermatozoide. La hiperactivacion es uno de los
factores claves en la fertilidad masculina, pues esta hiperactividad necesita un aumento
de calcio en la cola del espermatozoide. La proteina responsable se denomina Catsper y
se encuentra s6lo en la cola de los espermatozoides maduros. La sustancia regula la
cantidad de calcio que penetra en el flagelo y a su vez, este calcio activa las proteinas
motrices de la cola iniciando el movimiento descontrolado de los espermatozoides (Ren

etal., 2001).

La exploracion completa y escrupulosa de la hipofertilidad masculina es esencial.
El espermiograma es un examen basico y la bioquimica del plasma seminal lo
complementa, permitiendo explicar ciertas anomalias, en particular las azoospermias
obstructivas. El diagnostico exacto de la causa de infertilidad resulta de un proceso
pluridisciplinar, pudiendo recurrir a numerosos examenes complementarios mas o
menos complejos. Es muy importante, ya que condiciona la eleccion de un tratamiento o

de una técnica de procreacion médicamente asistida (Poirot y Cherruau, 2005).

Cabe destacar que, existe un grupo elevado de hombres que acuden a consulta por

infertilidad con un espermiograma estandar normal (49,2% en el estudio multicéntrico
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de la OMS), a estos se les clasifican en la categoria diagndstica de causa no demostrable.
Esto indica que, en ocasiones son necesarios otros elementos que permitan definir mejor
la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides (Padron et al., 1998). Asi que,
tomando conciencia de la importancia del factor masculino en la fertilidad de pareja y la
necesidad de buscar sus causas, se hace interesante desarrollar este trabajo que aparte de
evaluar la calidad espermatica, profundiza en las posibles causas, poco estudiadas, como

alteraciones i6nicas y morfoldgicas del espermatozoide.
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METODOLOGIA

Poblacion

La poblacion en estudio estuvo conformada por 100 individuos del sexo
masculino, con edades comprendidas entre 17 y 46 afos, que asistieron al laboratorio de
histologia del Departamento de Bioanalisis de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Sucre, entre los meses enero a julio del afio 2008, con indicacion de estudio del liquido

seminal.

A la poblacion estudiada, se le realizé una encuesta sobre sus datos personales y
datos clinicos (apéndice 1). De igual forma, se siguieron las normas de ética establecidas
por la OMS para trabajos de investigacion en humanos, segun la declaracion de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial, para lo cual a cada individuo seleccionado se le
informo sobre los alcances y objetivos de esta investigacion, asi como las ventajas y
desventajas de su participacion, esto con el proposito de obtener su consentimiento por

escrito (OPS, 2000; De Abajo, 2001).
Criterios de exclusion

Fueron excluidos aquellos estudiantes que recibieron tratamiento médico que
pudiera afectar de alguna manera la funcion reproductora (quimioterapia, radioterapia),
varicocele, individuos vasectomizados u otras patologias similares.

Lavado del material

Los recolectores de orina utilizados para la obtencion de las muestras de semen y

todos los materiales para el procesamiento de las muestras y preparaciones de los
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patrones, fueron previamente tratados para evitar cualquier tipo de interferencias en las
determinaciones de los diferentes pardmetros estudiados. El tratamiento aplicado fue el

siguiente:

El material utilizado (recolectores de orina, puntas plasticas de pipeta, tubos de
vidrio, tubos de polietileno, tapones de goma, cilindro graduado, varilla de vidrio, entre
otros) se colocd en remojo durante 12 horas en una solucion de 4cido nitrico (HNOs3)
diluido al 10%, con la finalidad de eliminar cualquier contaminacién del material que
pueda interferir en las determinaciones de los iones calcio y magnesio. Posteriormente,
todo el material se enjuagd con agua desionizada de alta pureza Milli-Q (18 MW/cm de
resistividad) y se secd perfectamente dejandolo escurrir. Luego, fue guardado en bolsas
plasticas selladas, para evitar cualquier contaminacion por polvo hasta el momento de su

uso (Grosso, 2001).

Obtencion de muestras seminales

Se analizaron muestras de liquido seminal provenientes de los individuos
seleccionados, para lo cual cada uno mantuvo una abstinencia sexual de 3 a 5 dias antes
del estudio; las muestras fueron obtenidas por masturbacion y recogidas en recipientes
plasticos, previamente tratados con acido nitrico diluido al 10%, debidamente rotulados
con el numero de muestra, tiempo de abstinencia, fecha y hora de recoleccion. Luego,
las muestras de semen fueron analizadas inmediatamente después del tiempo de

licuefaccion (Kruger et al., 1987; WHO, 1999).

Obtencidn de muestras sanguineas

A cada uno de los individuos participantes se le tomaron 10 ml de sangre por
puncion venosa, para lo cual se utilizaron jeringas descartables de 10 ml con aguja de 21
x 1 '4". Posteriormente, se agregod la sangre en un tubo de ensayo sin anticoagulante,

previamente identificado, que se dejo reposar aproximadamente unos 20 minutos hasta
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que se formara el codgulo de fibrina; y con la ayuda de una centrifuga, se separ6 la
muestra de sangre a unos 3 500 rpm durante 10 minutos. Obteniéndose, de esta manera,
los sueros, los cuales se identificaron y se conservaron a -4°C hasta su analisis.

(Morisawa et al., 1983).

Determinacion de la calidad espermatica

Siguiendo los criterios y parametros establecidos por la OMS (Remohi et al.,
2000), cada una de las muestras de semen recolectadas, fueron sometidas a las siguientes
pruebas espermaticas:
A. Examen macroscopico del semen
Licuefaccion

El tiempo de licuefaccion en el semen normal debe completarse a los 30 minutos.
Por lo que, una vez recolectadas las muestras de semen, se esperd un lapso de tiempo de
aproximadamente 20 a 30 minutos a temperatura ambiente, para que ocurriera la
licuefaccion y asi proceder a su evaluacion.
Viscosidad

Para evaluar la viscosidad se introdujo una varilla de vidrio en la muestra y se
observo la longitud del filamento que se forma al retirarlo, el cual no debe ser mayor a 2
cm de longitud. La viscosidad del semen se reportd segun el filamento que formaba la
muestra, ya sea ausente, normal o aumentada.

Aspecto

El aspecto del eyaculado se valord segiin su color, opacidad/transparencia y
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presencia de cuerpos mucosos o gelatinosos. El color del semen normalmente varia de
blanco amarillento a blanco grisiceo, mientras que su aspecto es opalescente y

homogéneo.

Volumen

El volumen normal de eyaculado varia de 2 a 4 ml y fue medido con un cilindro

graduado.
pH

El pH de las muestras de semen varia normalmente entre un rango de 7,2 - 8,0 y
este se midi6 depositando una gota de esperma sobre una tira de papel de pH y al cabo

de 30 segundos el color de la zona impregnada fue comparado con una escala

colorimétrica para leer el pH.
B. Examen microscopico del semen
Directo

Se colocaron 10 pl de la muestra de semen bien mezclada y licuada en un
portaobjetos limpio y calentado a 37°C (para mantener la movilidad espermatica), se
cubri6 con un cubreobjetos de 22 x 22 mm’. Posteriormente, la preparacion fue
examinada con un objetivo de 40X, en la cual se observd la presencia de bacterias,
eritrocitos, células redondas, células epiteliales y aglutinacion espermatica.

Movilidad espermatica

Se colocaron 10 pl de semen licuado entre un portaobjeto y cubreobjeto secos y

desengrasados. El analisis de movilidad de los espermatozoides de la muestra de semen
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se realizdo contando solamente los espermatozoides libres y nunca los que estuvieran
agregados entre si o a otras células. Se llevo a cabo el recuento de los espermatozoides
moviles e inmoviles en varios campos seleccionados al azar y con un objetivo de 40X
fueron contados no menos de 100 espermatozoides. Primero, se registraron los
espermatozoides moviles progresivos del campo o de un area determinada y luego se

contaron los moviles no progresivos e inmoviles del mismo campo.

En funcion de la movilidad que presentaron los espermatozoides, estos fueron

agrupados en las siguientes categorias:

a: Moviles progresivos rapidos.
b: Méviles progresivos lentos.
c: Moviles no progresivos.

d: Inmoviles.

El resultado de la movilidad fue presentado como los porcentajes de

espermatozoides a, b, c y d.

Vitalidad espermatica

Se utiliz6 la tincion vital con eosina, cuya técnica se basa en el principio de que las
cé¢lulas muertas que presentan alteraciones de la membrana plasmatica, absorben
determinadas tinciones, como en este caso, la de eosina. Para ello, se prepar6 una
solucion de eosina al 0,5% (5 g/1) en una solucion acuosa al 0,9% (9 g/l) de cloruro
sodico y se procedid a mezclar en proporcion 1:1 del semen fresco con la solucion de
eosina en un tubo. Después de 1 6 2 minutos, se tomaron 10 pl de la mezcla y se
afadieron en un portaobjeto cubriéndolo con un cubreobjeto para luego observar la
preparacion a 40X, con luz brillante. Finalmente, se contaron los espermatozoides no

tefiidos (vivos) y los tefiidos (muertos), y se expresaron en porcentaje.
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Concentracion espermatica

Se diluy6 la muestra de semen en una proporcion 1:19 con un diluyente preparado
de la siguiente manera: 1 000 ml de agua destilada se le agregd 50 g de bicarbonato de
sodio (NaHCO3), 10 ml de solucion de formaldehido (CH,O) de 36-40% y 0,25 g de
azul de tripano. La muestra diluida se mezcl6 enérgicamente y se afiadieron 10 pl en una
camara de Neubauer; una vez sedimentadas las células, se realizd el recuento de
espermatozoides presentes en los 5 cuadrados medianos del cuadrado central de ambos

reticulos.

La camara de Neubauer utilizada para el contaje de los espermatozoides, posee un
cuadrado central conformado por 25 cuadrados grandes, cada uno de los cuales contiene
16 cuadros mas pequenos. Para las muestras que contenian menos de 10
espermatozoides por cuadrado se contaron todos los cuadrados, es decir, 25 cuadrados;
para las que contenian de 10 a 40 espermatozoides por cuadrado se contaron 10
cuadrados y aquellos con més de 40 células por cuadrado fue suficiente contar 5
cuadrados (OMS, 1987). Solo se contaron espermatozoides del lado superior o izquierdo
del cuadrado en estudio, cuando uno de estos se ubicd en la linea que divide a dos
cuadrados adyacentes, esto con la finalidad de evitar el contaje repetitivo de células. La
concentracion de espermatozoides en la muestra de semen original en millones/ml, se
obtuvo dividiendo la cantidad de espermatozoides contados por los factores de

correccién que se indican en el anexo 1 y luego se multiplicé por el factor 10°.

Morfologia espermatica

El estudio de la morfologia espermatica se realizd a partir de extendidos de la
muestra de semen aplicando la coloracion de Giemsa. Para ello, se utilizaron 10 pl de
semen sobre un portaobjetos limpio y desengrasado para la extension y se dejo secar al

aire. El estudio de la preparacion se llevd a cabo con un microscopio de campo claro,

17



con un objetivo de 100X en aceite de inmersion, contindose un minimo de 100
espermatozoides; desechdndose aquellos espermatozoides mal tefiidos, colas sueltas y
espermatozoides cabezas de alfiler. Un espermatozoide anormal puede presentar
defectos de la cabeza (grande, pequena, redonda, piriforme, atilada, amorfa, vacuolada,
doble), de la pieza media (ausente, pequefia, anormalmente fina, conteniendo residuos
citoplasmaticos) o de la cola (doble, enrollada, con residuos -citoplasmaticos,
horquillada). Una vez contados y clasificados los espermatozoides dependiendo de su
morfologia, ya sean como normales y anormales, estos fueron expresados en

porcentajes.

Determinacion de las concentraciones de calcio ionizado y magnesio en suero

sanguineo y plasma seminal.

La determinacion de las concentraciones de calcio y magnesio en suero sanguineo
y plasma seminal, se realizaron por Espectrometria de Emision Optica en Plasma
Inductivamente Acoplado (ICP-OES), Perkin—Elmer modelo 5 100. La espectroscopia
de emision Optica es una técnica reconocida para el andlisis cuantitativo de un gran
nimero de elementos quimicos. El desarrollo relativamente reciente del plasma
inductivamente acoplado (ICP), ha reactivado su aplicacion como una potente técnica a
niveles de concentracion en el orden de partes por millon (ppm), con buena exactitud y

precision (Zhang et al., 1997).

El ICP-OES se basa en la nebulizacion, desolvatacion, vaporizacion, atomizacion,
ionizacion y excitacion de los diferentes elementos quimicos de una muestra en el
interior de un plasma. La muestra es usualmente transportada al instrumento como un
chorro de muestra liquida. Dentro del instrumento el liquido es convertido en un aerosol
mediante un proceso conocido como nebulizacién. Posteriormente, la muestra es
arrastrada hacia el plasma para ejercer su primera funcion, la de remover el solvente o
desolvatar el aerosol, dejando usualmente las muestras como particulas microscopicas de

sal. Los siguientes pasos involucran la descomposicion de las particulas de sal para
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formar un gas de las moléculas individuales (vaporizacion) las cuales son disociadas en
atomos (atomizacion). Una vez que el aerosol de la muestra ha sido desolvatado,
vaporizado y atomizado, el plasma tiene dos funciones restantes, la ionizacion y
excitacion. Mientras que los mecanismos exactos para la excitacion e ionizacién no han
sido totalmente comprendidos, se cree que estos dos ultimos procesos en el ICP ocurren
como resultado de las colisiones de los dtomos de analito con electrones energéticos

(Boss y Fredeen, 1997).

Por definicién, un plasma es una mezcla gaseosa conductora de la electricidad que
contiene particulas cargadas y neutras de un gas ionizado: argdn, el cual es ionizado por
efecto de la induccion de un campo magnético generado por una corriente de alta
frecuencia. El argon, es dirigido a través de una antorcha consistente de tres tubos
concéntricos hechos de cuarzo. Un espiral de cobre, denominado espiral de carga, rodea
el borde superior de la antorcha y esta conectado a un generador de radiofrecuencia
(RF). Cuando se aplica el poder de RF (tipicamente 700-1500 Watts) al espiral de carga,
una corriente alterna se mueve de adelante hacia atras a través del espiral, u oscila, a una
velocidad correspondiente a la frecuencia del generador. Esta oscilacion de RF de la
corriente en el espiral ocasiona que se instalen campo de RF, eléctrico y magnético, en el
tope de la antorcha. Con el argdn circulando a través de la antorcha, se activa una chispa
al gas ocasionando que algunos electrones sean desprendidos de sus atomos de argon,
los cuales son atrapados en el campo magnético y acelerados por éste. Estos electrones
de alta energia a su vez chocan con otros atomos de argon, despojando aun mas
electrones. Esta ionizacion por colision del gas argoén continla en una reaccion en
cadena, descomponiendo el gas para formar un plasma consistente de atomos de argon,
formando lo que se conoce como ICP. (Skoog y Leary, 1994; Boss y Fredeen, 1997,
Grosso, 2001).

Una de las funciones del gas es mantener frias las paredes de cuarzo de la antorcha
y, por lo tanto, este flujo de gas fue llamado flujo de enfriamiento, flujo de plasma o

flujo de gas “exterior”. El flujo de gas intermedio o auxiliar, es usualmente introducido
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para reducir la formacion de carbon en la punta del tubo de inyeccion cuando se analizan
muestras organicas. Sin embargo, también puede mejorar el desempefio con las muestras
acuosas. El flujo de la muestra, flujo del gas interno o flujo de nebulizador, transporta la

muestra hacia el plasma (Boss y Fredeen, 1997).

La deteccion de calcio y magnesio mediante el ICP-OES, se realizé ajustando las
condiciones 6ptimas del plasma requerido por la muestra (flujos de gas: del plasma (15
/min), auxiliar (0,4 I/min) y nebulizador (0,80 1/min), poder de RF (1400 Watts),
bomba peristaltica o velocidad de aspiracion (1,50 ml/min), utilizando un inyector de 1,2

mm de diametro.

El andlisis de las muestras se realizd de acuerdo al procedimiento descrito por
Nixon et al. (1999). Las determinaciones se realizaron por duplicado con previa
calibracion del equipo; se diluyeron 1:5 las muestras de suero sanguineo y semen con
una solucion diluyente que contiene 1% V/V de acido nitrico; 1% V/V de etanol, 0,5%
V/V de Triton X-100 en un volumen final de 1 000 ml de agua desionizada de alta
pureza Milli-Q (18 MW/cm de resistividad) para eliminar el efecto matriz, lograr el
perfeccionamiento de la ionizacion de los elementos, reducir el fondo isobarico y hacer
que la muestra sea mas facil de nebulizar. La longitud de onda para la cuantificacion de
calcio y magnesio fueron: 317,9 nm y 285,2 nm, respectivamente. Se realizaron curvas
de calibracion con patrones acuosos de 0,1 - 0,2 — 0,4 — 0,5 - 1,0 - 2,0 y 5,0 mg/l;
preparados a partir de una solucion certificada (Accustandard, USA) de 100 mg/l de
calcio (apéndice 2) y 100 mg/l de magnesio (apéndice 3). Los resultados reportados por

el ICP-OES son expresados en mg/l, los cuales fueron convertidos a mg/dl.
Se tomaron como valores de referencia en suero sanguineo, para calcio ionizado:

4,5 a 5,6 mg/dl y magnesio: 1,3 a 2,1 mg/dl (Pagana y Pagana, 2001). No se encontraron

valores de referencia de los niveles de calcio y magnesio en plasma seminal.
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Estudio por Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Luego de completado el tiempo de licuefaccion, las muestras fueron diluidas en
una proporcion 1:1 con buffer fosfato salino (PBS) 0,1 mol/l; pH 7,4 seguido de tres
lavados con PBS, centrifugadas por 2 minutos a 5 000 rpm. Una vez descartado el
plasma seminal en el Uultimo lavado, los espermatozoides fueron fijados con
glutaraldehido al 2,5% en PBS (0,1 mol/l; pH 7,4) por 90 minutos a 4°C. Luego, se
hicieron tres lavados en el mismo buffer por 5 minutos cada uno. Se post-fijaron en
tetra-6xido de osmio (OsO4) al 1% por 90 minutos a 4°C y se lavaron tres veces.
Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas en wuna serie creciente de
concentraciones de etanol (50, 70, 80, 90, 95, 100%) por 10 minutos cada uno y se
colocaron en un portamuestra metalico especial para MEB y secadas por el método de
punto critico (HITACHI, HCP-2), cubiertas con cromo (Cr) en un evaporador i6nico
HITACHI HUS-5GB vy finalmente, observadas y fotografiadas a través de un MEB
HITACHI S-800 (Jurado et al., 2008).

Andlisis estadistico

Se emplearon como métodos estadisticos de asociacion el analisis de regresion
lineal simple y multiples variables, para establecer asociacion entre la calidad
espermatica y concentraciones ionicas en los individuos con alteraciones en el
espermatograma; y el analisis de muestras pareadas para comparar los valores medios de
las concentraciones de calcio y magnesio en suero sanguineo y plasma seminal,

respectivamente (Sokal y Rohlf, 1979).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se resume la distribucion por edad de los estudiantes de la UDO-
Sucre, que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del Departamento de
Bioanalisis entre los meses enero-julio de 2008, donde se destaca que el mayor grupo de
jovenes se encuentra en el rango de 17-28 afios, correspondiendo al 87% del total de la

poblacion estudiada.

Tabla 1. Distribucion por edad de estudiantes de la UDO-Sucre que asistieron al
laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis. Enero-julio 2008.

Grupo Etario % estudiantes
17-22 49
23 -28 38
29-34 8
35-40 3
41 - 46 2
Total 100

El promedio del tiempo de abstinencia sexual de los estudiantes que participaron
en la presente investigacion, fue de 3,97+0,76 dias; siendo recomendado por la OMS un
lapso de 3 a 5 dias. Eyaculaciones frecuentes ocasionan una disminucion en el volumen
del liquido eyaculado y de la concentracion espermatica. Por el contrario, eyaculaciones
poco frecuentes (mayores a 7 dias) dan lugar a un volumen y una concentracion de
espermatozoides mayor, con una disminuciéon de la movilidad y un aumento de las

formas anormales (WHO, 1999; Botero et al., 2004; Poirot y Cherruau, 2005).

La tabla 2 muestra el valor promedio de las caracteristicas macroscopicas del
liquido seminal de estudiantes de la UDO-Sucre, que asistieron voluntariamente al

laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis; de enero a julio de 2008. La
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media y la desviacion estandar para las variables: tiempo de licuefaccion (29,56+9,77) y
volumen (3,37+1,15) se encontraron dentro de los valores de referencia, segiin valores
establecidos por la OMS (WHO, 1999). El pH seminal va de neutro a ligeramente
alcalino, entre 7,2 y 8,0; y depende de las secreciones de las glandulas accesorias, siendo
la prostata acidificante y alcalinizantes las vesiculas seminales (Okamura et al., 1985;
Remohi et al., 2000; Vasquez, 2003; Botero et al., 2004; Vasquez y Vasquez, 2007). El
resultado obtenido en la presente investigacion para el pH seminal (8,97+0,17),
demuestra estar ligeramente por encima del valor referencial, por lo que Padrén et al.
(1998) sugieren que un pH elevado (>8) puede considerarse signo de infeccién seminal
si se asocia a otros sintomas y signos de sospecha. Sin embargo, al realizar el examen
microscopico de la muestra de semen mediante el directo, no se observo la presencia de
bacterias. Por ello, los resultados arrojados en esta investigacion sugieren que, las
glandulas que intervienen en definir el pH seminal pudieran estar alteradas, ejerciendo
mayor actividad las vesiculas seminales sobre la prostata. Por otro lado, Botero et al.
(2004) indican que el semen libera CO, y en consecuencia se incrementan los valores de
pH cuando la medicion se hace tardiamente, constituyendo una causa de error. No
obstante, es importante resaltar que estos detalles fueron rigurosamente cuidados a la
hora del procesamiento de las muestras de liquido seminal, por lo que se descarta una

posible fuente de error.

Tabla 2. Valor promedio de las caracteristicas macroscopicas del liquido seminal de
estudiantes de la UDO-Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia
del Departamento de Bioandlisis. Enero-julio 2008.

Caracteristicas macroscopicas N X S VR

Tiempo de licuefaccion (min) 100 29,56 9,77 20-30
Volumen (ml) 100 3,37 1,15 2,0-4,0
pH 100 8,97 0,17 7,2-8,0

X: media; S: desviacion estdndar; Vmin.: valor minimo; Vmaéx: valor maximo; VR: valor de referencia.

La tabla 3 muestra el valor promedio de las caracteristicas microscopicas del

liquido seminal de estudiantes de la UDO-Sucre, que asistieron voluntariamente al
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laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis; de enero a julio de 2008. La
concentracion promedio de espermatozoides por ml de eyaculado fue de 60 844 000+52
090 600, con una media en la movilidad tipo “a” de 33,87+16,97% y una morfologia
espermatica normal de 68,42+13,98%, cuyos valores se encuentran dentro del intervalo

de referencia establecidos por la OMS (WHO, 1999).

Tabla 3. Valor promedio de las caracteristicas microscopicas del liquido seminal de
estudiantes de la UDO-Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia
del Departamento de Bioanalisis. Enero-julio 2008.

iError!
Caracteristicas Marcador
N S VR
microscopicas no
definido. X
Concentracion (esp/ml) 100 60 844 000 52090 600 >20 000 000
Movilidad tipo “a” (%) 100 33,87 16,97 >25
Morfologia normal (%) 100 68,42 13,98 >15

X :media; S: desviacion estandar; Vmin.: valor minimo; Vmax: valor maximo; VR: valor de referencia.

En la tabla 4 se refleja la clasificacion de la calidad espermadtica en relacion con las
alteraciones detectadas en el espermatograma de estudiantes de la UDO-Sucre, que
asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia, Departamento de Bioanalisis; de
enero a julio de 2008. La calidad espermatica resultd estar afectada en un 44% de la
poblacion estudiada, clasificandose en individuos que presentaron astenozoospermia
(espermatozoides con movilidad tipo “a” < 25%), oligozoospermia (concentracion de
espermatozoides <20 000 000 esp/ml), y oligoastenozoospermia (baja concentracién y
movilidad), obteniéndose como frecuencias 24%, 11% y 9%, respectivamente, lo cual
indica que la astenozoospermia es una de las alteraciones mas predominantes en esta
poblacion joven, seguida de la oligozoospermia, y por ultimo, pero no menos
importante, la oligoastenozoospermia, que atn representando la minoria de la poblacion,
hay que considerar este resultado, debido a que estos estudiantes tienen alteraciones en

dos variables del espermatograma (concentracion y movilidad), las cuales resultan ser
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importantes a la hora de hablar de calidad espermatica. Estos resultados coinciden con
los descritos por Barja y Berrios (2003), en el que examinaron 925 espermatogramas,
reportando con mayor frecuencia la presencia de individuos astenozoospérmicos
(39,1%) seguido de los oligozoospérmicos (14,0%). Aunado a esto, un estudio similar
realizado por Mendeluk y Chiavetta (2005), en el que se incluyeron 100 muestras de
hombres aparentemente sanos, obtienen un 49% de astenozoospermia y un 17% de
oligozoospermia; asimismo, Salabarria et al. (2006); reportaron como alteracion, mas
frecuente, la astenozoospermia con un 63,4% y en segundo lugar la oligozoospermia con
21,5%. Esto quiere decir que, la movilidad es una de las principales variables del
espermatograma alteradas con mayor frecuencia. No obstante, en nuestra region no
existen estudios similares realizados en una poblacidon joven estudiantil, que permitan

comparar los resultados arrojados en la presente investigacion.

Tabla 4. Clasificacion de la calidad espermatica en relacion con las alteraciones
detectadas en el espermatograma de estudiantes de la UDO-Sucre que asistieron
voluntariamente al laboratorio de histologia, Departamento de Bioanalisis. Enero-julio
2008.

Alteraciones Porcentaje (%)
Astenozoozpermia 24
Oligozoospermia 11
Oligoastenozoospermia 9
Total 44

La tabla 5 muestra la comparacion estadistica de las medias para las
concentraciones de calcio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal de estudiantes
pertenecientes a la UDO-Sucre, que asistieron voluntariamente al laboratorio de
histologia, Departamento de Bioanalisis; de enero a julio de 2008. La concentracion
media de calcio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal del grupo estudiado fue de
3,27+1,31 y 5,13+2,01; respectivamente, resultados que difieren de los descritos por
Morisawa et al. (1983); Parker y McDaniel (2006); tales autores destacan que los niveles

de calcio en suero sanguineo son mas altos que en el plasma seminal. Se encontr6 una
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diferencia estadisticamente muy significativa entre los niveles de calcio (p<0,001) en
suero sanguineo y plasma seminal, que aplicando un analisis de regresion lineal simple
(figura 1), se observd una moderada relacion positiva (r=0,66) influyendo de forma
directa la concentracion de calcio (mg/dl) en suero sanguineo sobre el plasma seminal,
es decir, a medida que aumenta los niveles de calcio en suero sanguineo aumenta en el

s€men.

Tabla 5. Comparacion estadistica de las medias para las concentraciones de calcio
ionizado (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal de estudiantes de la UDO-Sucre
que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia, Departamento de Bioanalisis.
Enero-julio 2008.

N X S Vmin.  Vmax. Valor p
Suero sanguineo 100 3,27 1,31 1,00 6,80
0,0000%**
Plasma seminal 100 5,13 2,01 2,20 12,60
X : media; S: desviacion estandar; Vmin.: valor minimo; Vmax: valor maximo; ***: altamente muy
significativo (p<0,001)
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Figura 1. Concentracion de calcio ionizado (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal
de estudiantes de la UDO-Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de
histologia del Departamento de Bioanalisis. Enero-julio 2008.

La tabla 6 muestra la comparacion estadistica de las medias para las
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concentraciones de magnesio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal de
estudiantes pertenecientes a la UDO-Sucre, que asistieron voluntariamente al laboratorio
de histologia del Departamento de Bioandlisis; de enero a julio de 2008. La
concentracion de magnesio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal del grupo
estudiado fue de 0,73+£0,21 y 1,98+0,95; respectivamente, tales resultados coinciden con
los descritos por Omu et al. (2001), dichos autores destacan que los niveles de magnesio
son mas altos en el semen que en suero sanguineo. Se encontré una diferencia
estadisticamente muy significativa entre los niveles de magnesio (p<0,001), que
aplicando un analisis de regresion lineal simple (figura 2), se observo una relacion
relativa directa (r=0,39), aumentando la concentracion de magnesio en el plasma seminal

a medida que aumenta en la sangre.

Tabla 6. Comparacion estadistica de las medias para las concentraciones de magnesio
(mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal en estudiantes de la UDO-Sucre que
asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia, Departamento de Bioanalisis.
Enero-julio 2008.

N X S Vmin.  Vméax.  Valorp
Suero sanguineo 100 0,73 0,21 0,30 1,30
0,0004***
Plasma seminal 100 1,98 0,95 0,90 9,30

X : media; S: desviacion estandar; Vmin.: valor minimo; Vmax: valor maximo; ***: altamente muy

significativo (p<0,001)
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Figura 2. Concentracion de magnesio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal de
estudiantes de la UDO-Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia
del Departamento de Bioanélisis. Enero-julio 2008.

En las tablas 7 y 8 se resumen la asociacion de los niveles de calcio ionizado y

magnesio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal en individuos
Nnormozoospérmicos, oligozoospérmicos, astenozoospérmicos y
oligoastenozoospérmicos que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del
Departamento de Bioanalisis, UDO-Sucre; de enero a julio de 2008. Al aplicar el
analisis de regresion lineal simple, no se encontrd ninguna asociacion estadisticamente
significativa (p>0,05) entre las concentraciones de calcio ionizado y magnesio (mg/dl)
sérico y seminal. Resultados similares son los descritos por Umeyama et al. (1986);
Abou-Shakra et al. (1989); Magnus et al. (1990); Wong et al. (2001); los cuales no
encontraron correlacion estadisticamente significativa entre las concentraciones de
calcio y magnesio, tanto en suero sanguineo como en plasma seminal. Si bien el calcio y
magnesio desempefian un papel fundamental en la espermatogénesis, la determinacion
de estos iones en sangre y semen no discriminan sobre la calidad espermatica en este
grupo de hombres (Wong et al., 2001). Con respecto a la movilidad tipo “a” y su
asociacion con los niveles de calcio, los resultados de Arver y Sjoberg (1982); Arver y
Sjoberg (1983) resaltan que a niveles bajos de concentraciones de calcio en plasma
seminal, los espermatozoides tienen una mejor movilidad rapida y progresiva (tipo “a”)
que cuando el nivel de calcio es mayor. Por otra parte, las investigaciones de Prien et al.
(1990) y Kilic et al. (1996) difieren con las observaciones obtenidas, destacando una
relacion directa y sefalando que al aumentar la concentracion de calcio mejora la

movilidad espermatica tipo “a”.
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Tabla 7. Asociacion de los niveles de calcio ionizado (mg/dl) en suero sanguineo y
plasma  seminal en  individuos  normozoospérmicos,  oligozoospérmicos,
astenozoospérmicos y oligoastenozoospérmicos que asistieron voluntariamente al
laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis, UDO-Sucre. Enero-julio
2008.

Valores p Valores r
Suero Plasma Suero Plasma
N sanguineo seminal sanguineo seminal
Normozoospérmicos 56
Concentracion 0,1391ns 0,7062ns -0,20 -0,05
Movilidad tipo “a” 0,3523ns 0,6813ns -0,13 -0,06
Oligozoospérmicos 11
Concentracion 0,7851ns 0,6263ns -0,09 0,16
Astenozoospérmicos 24
Movilidad tipo “a” 0,3722ns 0,2800ns -0,19 -0,23
Oligoastenozoospérmicos 9
Concentracion 0,6264ns 0,7397ns 0,20 0,14
Movilidad tipo “a” 0,3382ns 0,2885ns -0,39 -0,43
Total 100

Analisis de regresion lineal simple. ns: estadisticamente no significativo (p>0,05); r: coeficiente de

correlacion.

El magnesio esta implicado en muchos procesos biologicos aunque su rol en el
semen aun no esta aclarado (Omu et al., 2001, Botero et al., 2004) y se encuentra en la
prostata en muy altas concentraciones siendo liberado en el fluido seminal (Edorh et al.,
2003). Umeyama et al. (1986); Abou-Shakra et al. (1989); Omu et al. (2001);
concuerdan en que no se encontrd correlacion estadisticamente significativa (p>0,05)
entre la concentracion de magnesio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal en este
grupo de individuos; sin embargo, Omu et al. (2001) resaltan una asociacion en aquellos
individuos con eyaculacion precoz, por lo que, probablemente, el magnesio en el plasma
seminal pudiese estar implicado con el transporte del semen. Por otro lado, Edorh et al.

(2003) coinciden con los resultados del presente estudio, al no haber encontrado

29



correlacion en individuos normozoospérmicos, oligozoospérmicos, astenozoospérmicos
y oligoastenozoospérmicos; no obstante, en su poblacion de estudio afiadieron hombres
con prostatitis cronica, en los cuales el magnesio presente en el semen se redujo
significativamente en comparacion con los otros grupos, proponiendo asi el magnesio

como un marcador de la prostatitis.

Tabla 8. Asociacion de los niveles de magnesio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma
seminal en individuos normozoospérmicos, oligozoospérmicos, astenozoospérmicos y
oligoastenozoospérmicos que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del
Departamento de Bioanalisis, UDO-Sucre. Enero-julio 2008.

Valores p Valores r
Suero Plasma Suero Plasma
N sanguineo seminal  sanguineo seminal
Normozoospérmicos 56
Concentracion 0,1110ns 0,9256ns -0,22 -0,01
Movilidad tipo “a” 0,3063ns 0,5188ns -0,14 0,09
Oligozoospérmicos 11
Concentracion 0,9429ns 0,9108ns -0,02 0,04
Astenozoospérmicos 24
Movilidad tipo “a” 0,5428ns 0,3979ns -0,13 -0,18
Oligoastenozoospérmicos 9
Concentracion 0,3182ns 0,9169ns 0,41 0,04
Movilidad tipo “a” 0,9506ns 0,3058ns 0,03 -0,42
Total 100

Analisis de regresion lineal simple. ns: estadisticamente no significativo (p>0,05); r: coeficiente de

correlacion.

El 100% de la poblacion estudiada obtuvo una morfologia espermatica dentro de
los valores de referencia segin la OMS (WHO, 1999), con un promedio del 68,42% de
espermatozoides morfologicamente normales y 31,58% anormales (figura 3). Aunque

este porcentaje de morfologia anormal resulta no significativo, es importante destacar
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que, las alteraciones morfologicas mas frecuentes se presentaron a nivel de la cabeza del
espermatozoide con un promedio de 25,49% del total, seguido del flagelo con un 3,73%

y por ultimo, la pieza intermedia con un 2,36% (figura 4).

31.58%
® Morfologia normal
Morfologia anonnal

Figura 3. Promedio de morfologia espermatica de estudiantes de la UDO-Sucre, que
asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis.
Enero-julio 2008.

B Cabeza
O Pieza intermedia
B Flagealo

Figura 4. Promedio de las alteraciones morfoldgicas del espermatozoide en estudiantes
de la UDO-Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del
Departamento de Bioanalisis. Enero-julio 2008.
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En la tabla 9, se resume las diferentes alteraciones morfologicas del
espermatozoide encontradas en muestras de semen de estudiantes de la UDO-Sucre, que
asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia, Departamento de Bioandlisis; de
enero a julio de 2008. A nivel de la cabeza predominaron los espermatozoides atilados
(figura 5), con 8,48%, cabeza grande (figura 6), con 7,45% y cabeza redonda (figura 7),
con 5,48%; a nivel de la pieza intermedia, la presencia de gota citoplasmatica (figura 8)
prevalecio con un 2,36% y a la altura del flagelo, se encontr6 un 2,00% de

espermatozoides con cola enrollada (figura 9) y 0,85% doble cola (figura 10).

Tabla 9. Alteraciones morfologicas del espermatozoide encontradas en muestras de
semen de estudiantes de la UDO-Sucre, que asistieron voluntariamente al laboratorio de
histologia, Departamento de Bioandlisis. Enero-julio 2008.

Alteraciones morfoldgicas Porcentaje (%)

Cabeza
Grande 7,45
Pequefia 1,19
Piriforme 0,15
Redonda 5,48
Atilados 8,48
Amorfa 1,56
Vacuolada 0,46
Doble cabeza 0,47
Acrosoma reducido 0,25

Pieza intermedia

Gota citoplasmatica 2,36
Cola

Enrollada 2,00

Horquillada 0,70

Doble cola 0,85

Insercion cola asimétrica 0,18
Total 31,58
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Figura 5. Espermatozoide atilado observado por microscopia Optica con objetivo de
100X (coloracion de Giemsa).

Figura 6. Espermatozoide con cabeza grande observado por microscopia Optica con
objetivo de 100X (coloracion de Giemsa).
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Figura 7. Espermatozoide con cabeza redonda observado por microscopia optica con
objetivo de 100X (coloracion de Giemsa).

Figura 8. Espermatozoide con gota citoplasmatica observado por microscopia Optica con
objetivo de 100X (coloracion de Giemsa).
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Figura 9. Espermatozoide con cola enrollada observado por microscopia Optica con
objetivo de 100X (coloracion de Giemsa).

Figura 10. Espermatozoide con doble cola observado por microscopia dptica con
objetivo de 100X (coloracion de Giemsa).

En la tabla 10, se resume la asociacion entre las anormalidades morfologicas del
espermatozoide con los niveles de calcio y magnesio en suero sanguineo y plasma
seminal, cuyos resultados coinciden con los descritos por Colleen et al. (1975) y Wong
et al. (2001); los cuales no encuentran correlacion estadisticamente significativa, con la
presencia de las distintas alteraciones morfologicas del espermatozoide y las

concentraciones de calcio y magnesio.
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Tabla 10. Asociacion entre las anormalidades morfoldgicas del espermatozoide con los
niveles de calcio ionizado y magnesio en suero sanguineo y plasma seminal (valores p).

Calcio Calcio Magnesio Magnesio

Morfologia espermatica en suero en plasma en suero en plasma
sanguineo seminal sanguineo seminal

Cabeza grande 0,3455ns 0,1861ns 0,4692ns 0,7125ns
Cabeza pequefia 0,1208ns 0,1389ns 0,3668ns 0,8776ns
Cabeza redonda 0,5979ns 0,9964ns 0,8830ns 0,3352ns
Cabeza piriforme 0,2003ns 0,1242ns 0,5578ns 0,2398ns
Atilados 0,9518ns 0,8304ns 0,9614ns 0,6108ns
Cabeza amorfa 0,0536ns 0,6961ns 0,9297ns 0,5948ns
Cabeza vacuolada 0,5737ns 0,9830ns 0,3511ns 0,6497ns
Doble cabeza 0,7265ns 0,4136ns 0,9075ns 0,9662ns
Acrosoma reducido 0,7457ns 0,6120ns 0,8019ns 0,8744ns
Gota citoplasmatica 0,2266ns 0,3451ns 0,0796ns 0,7318ns
Cola enrollada 0,2419ns 0,2077ns 0,6774ns 0,9011ns
Cola horquillada 0,4559ns 0,1563ns 0,0621ns 0,5701ns
Doble cola 0,9317ns 0,8553ns 0,4816ns 0,7419ns
Insercion cola asimétrica  0,8734ns 0,4737ns 0,1085ns 0,9794ns

Analisis de multiples variables: ns: estadisticamente no significativo (p>0,05)

Aplicando el estudio morfologico del espermatozoide por microscopia electronica
de barrido, en la figura 11 se observa un espermatozoide morfolégicamente normal, en
el cual se visualizan las partes del espermatozoide: la cabeza constituida por el nucleo y
acrosoma; pieza intermedia (PI), que es el segmento de la cola en donde se localizan las
mitocondrias y finalmente la pieza principal (PP) que se va estrechando gradualmente a

medida que se aproxima a la pieza terminal (PT).
En cuanto a las alteraciones morfologicas del espermatozoide a nivel de la cabeza,

se observaron espermatozoides con cabeza grande (figura 12), que segin Bonet y Briz

(1991); Briz et al. (1996), coinciden que el origen de estas malformaciones es de tipo
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primario, es decir de origen testicular, sin embargo no estan bien aclaradas sus causas.
En la figura 13 se observa un espermatozoide con cabeza alargada (atilado), el cual
posee la forma de un elipse en la que existe un marcado predominio del eje longitudinal

sobre el eje transversal. Por otra parte, la figura 14 muestra un espermatozoide con

cabeza amorfa.

7.0kV. X2000

Figura 11. Espermatozoide morfologicamente normal observado por microscopia
electronica de barrido.
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o209 10KV
Figura 12. Espermatozoide con cabeza grande observado por microscopia electronica de
barrido.

8.0kV  X6000

Figura 13. Espermatozoide con cabeza alargada observado por microscopia electronica
de barrido.
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Figura 14. Espermatozoide con cabeza amorfa observado por microscopia electronica de
barrido.

A nivel de la pieza intermedia, se observaron espermatozoides con presencia de
gota citoplasmatica (figura 15) y piezas intermedias engrosadas (figura 16), que segun
Gadea et al. (2001) se corresponden con gametos que no han completado el proceso de
maduracion espermadtica en el que hay una pérdida del material citoplasmatico. Por otro
lado, Gomez et al. (2005) asegura que este es un tipo de anomalia dificil de diagnosticar
debido a que se pueden confundir con piezas intermedias engrosadas. Ademads, se
encontraron espermatozoides con implantacion andémala del flagelo (figura 17), en el
que se observa una estrangulacion a nivel de la pieza intermedia que se une a la fosa de
implantacion, formando un angulo de 45-90° con respecto al eje longitudinal de la

cabeza (Gomez et al., 2005).
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Figura 15. Espermatozoide con presencia de gota citoplasmatica observada por
microscopia electronica de barrido.

Figura 16. Espermatozoide con pieza intermedia engrosada observada por microscopia
electronica de barrido.
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Figura 17. Espermatozoide con implantacion axial de la pieza intermedia observado por
microscopia electronica de barrido.

En la figura 18, existe un enrollamiento total del flagelo del espermatozoide;
mientras que, en la figura 19 se observa un espermatozoide con enrollamiento parcial de
la cola, afectando el extremo final. Asimismo, estdn los espermatozoides con el flagelo
enrollado sobre si mismo (figura 20). Estas alteraciones tienen su origen en el transito

por el epididimo y la frecuencia de aparicion suelen ser reducida (Holt, 1982).

Cabe destacar que, la aplicacion de la microscopia electronica de barrido ha
permitido la observacion multiples alteraciones morfolégicas en un mismo
espermatozoide, hecho que no sucedi6 con el uso de la microscopia optica. Esto debido
a que, la microscopia electronica de barrido provee una informaciéon detallada acerca de
la morfologia e integridad del espermatozoide, siendo examinado a un nivel de
magnificacién elevado y con mayor poder de resolucion que mediante el uso de la

microscopia optica.
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8.0kV X12000

Figura 18. Espermatozoide con enrollamiento total del flagelo observado por
microscopia electronica de barrido.

7.0KV  X1700

Figura 19. Espermatozoide con enrollamiento a nivel del extremo distal del flagelo
observado por microscopia electronica de barrido.
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7.0kV - X4000.

Figura 20. Espermatozoide con el flagelo enrollado sobre si mismo observado por
microscopia electronica de barrido.

En la figura 21 se observa un espermatozoide con tres alteraciones morfoldgicas
simultaneas, cabeza alargada, restos de gota citoplasmatica a nivel de la pieza intermedia
y flagelo enrollado sobre si mismo. Por otro lado, la figura 22 muestra un

espermatozoide con la cabeza alargada y presencia de restos de gota citoplasmatica.

{H
8.0kV X6000

Figura 21. Espermatozoide con cabeza alargada, restos de gota citoplasmatica y flagelo
enrollado sobre si mismo observado por microscopia electronica de barrido.

43



] Nk\/ XA00N

Figura 22. Espermatozoide cabeza alargada y restos de gota citoplasmatica observado
por microscopia electrénica de barrido.

En la figura 23 se aprecia un espermatozoide con la pieza intermedia engrosada y
alargada; y en la figura 24 se observa un espermatozoide con doble cabeza y un flagelo,
en el que se distingue la pieza intermedia engrosada. Ademas, en la figura 25 se sefiala

un espermatozoide con cabeza redonda y pieza intermedia engrosada y alargada.

8.0kV X4000

Figura 23. Espermatozoide con la pieza intermedia engrosada y alargada observado por
microscopia electronica de barrido.
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78.0kV X3500 ‘g

Figura 24. Espermatozoide doble cabeza y pieza intermedia engrosada observado por
microscopia electronica de barrido.

Figura 25. Espermatozoide con cabeza redonda y pieza intermedia engrosada y alargada
observado por microscopia electronica de barrido.
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CONCLUSIONES

Un alto porcentaje de los estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Sucre, presentaron alteraciones en el espermatograma definidos por astenozoospermia,
oligozoospermia y oligoastenozoospermia, indicando una baja calidad espermatica en

este grupo de jovenes.

No se encontré correlacion entre las concentraciones de calcio ionizado y
magnesio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal, en los individuos
Nnormozoospérmicos, oligozoospérmicos, astenozoospérmicos y

oligoastenozoospérmicos.

No hubo correlacion entre las anormalidades morfolégicas del espermatozoide y

los niveles de calcio ionizado y magnesio (mg/dl) en suero sanguineo y plasma seminal.

El estudio por MEB permiti6 la observacién morfologica de los espermatozoides a
un nivel de magnificacion elevado y con mayor poder de resolucién que la microscopia
optica, pudiéndose incluir como un estudio opcional, confirmatorio, para aquellos
pacientes los cuales se sospecha como causa de infertilidad masculina un alto porcentaje

de espermatozoides anormales (teratozoospermia).

El hecho de encontrar alteraciones en el andlisis seminal no significa haber
encontrado la causa de infertilidad. Pueden ser necesarios otros estudios
complementarios que ayuden a un enfoque diagndstico correcto en cada caso
(bacterioldgico, inmunologico, del eje hipotalamo-hipofisis-testiculo, histopatolégico y

citogenético).
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RECOMENDACIONES

Proseguir con la realizacion de trabajos que permitan establecer valores de

referencia para los electrolitos calcio y magnesio en plasma seminal.

Incluir la determinacion de los niveles de cloro, sodio y potasio tanto en suero

sanguineo como en plasma seminal.
Realizar Microscopia Electronica de Transmision (MET), para el estudio

ultraestructural del espermatozoide, con el fin de determinar una posible alteraciéon en

algin segmento de éste.
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APENDICES Y ANEXOS

APENDICE 1
Fecha: Muestra N°
1) Datos personales
l.a) Nombres y Apellidos:
1.b) Edad: 1.c) Dias de abstinencia: 1.d) Hora de
recoleccion: 1.e) Ocupacion:
1.f) Direccidon permanente:
1.g) Direccion actual:
2) Datos Clinicos:
2.a) ;Presenta antecedentes familiares de infertilidad? Si No
2.b) (Ha presentado enfermedades de transmision sexual? Si No
De ser “Si” su respuesta, sefiale cual de ellas:
Sifilis Gonorrea Candidiasis Clamidia
Chancro Otra(s):
2.c) (Presenta varicocele? Si No
2.d) (Ha sido operado? Si No
De ser “Si” su respuesta, sefiale cual de ellas e indique fecha (al menos el ano):
Varicocele Vasectomia Otra(s):
2.e) ;Presenta alguin trastorno endocrino? Si No
De ser “Si” su respuesta, sefiale cual de ellas:
Hipopituitarismo Hipertiroidismo Hipotiroidismo
Diabetes Otra(s):
2.1) {Actualmente estd bajo tratamiento médico? Si No
De ser “Si”, especifique:
2.g) {Usted fuma? Si No
2.h) ;Consume bebidas alcoholicas? Si No
2.1) {Condiciones de estrés? Poco Frecuente Siempre

Por medio de la presente, hago constar que he dado mi consentimiento para que los
datos aqui recopilados sean usados con fines de investigacion.
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Firma del paciente

APENDICE 2

Curva de calibracion de calcio.
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APENDICE 3

Curva de calibracion de magnesio.
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Factores de correccion para hemocitometria.

ANEXO 1

Dilucion (ul) Numero de cuadrados grandes contados
Semen+diluyente 25 10 5
1+9 10 4 2
1+19 5 2 1
1+49 2 0,8 0,4
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Resumen (abstract):

Se evalu6 la calidad espermadtica, composicion quimica del plasma seminal y morfologia del
espermatozoide, en un grupo de 100 estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Sucre, Cumana, en el periodo comprendido entre los meses de enero a julio de 2008. A cada
participante se le tomd muestra de sangre, por puncién venosa, y se recolectd muestra de
liquido seminal, las cuales fueron procesadas segun los criterios y parametros establecidos por
la OMS. Las concentraciones de calcio y magnesio fueron medidas mediante el método de
espectrometria de emision Optica en plasma inductivamente acoplado. La concentracion
promedio de calcio ionizado y magnesio en suero sanguineo fueron de 8,17 mg/dl y 0,73
mg/dl, respectivamente, y en plasma seminal fue de 12,84 mg/dl para el calcio y 1,98 mg/dl
para el magnesio. La calidad espermatica se encontrd alterada en un 44% de los estudiantes,
siendo clasificados como astenozoospérmicos (24%), oligozoospérmicos (11%) vy
oligoastenozoospérmicos (9%). No se hallo asociacion estadisticamente significativa (p>0,05)
entre los niveles de calcio y magnesio y las anormalidades morfologicas del espermatozoide,
respectivamente. El estudio por microscopia electrénica de barrido permiti6é la observacion
morfoldgica de los espermatozoides a un mayor nivel de magnificacion y poder de resolucion
que la microscopia Optica, pudiéndose incluir la microscopia electronica como un estudio
opcional, confirmatorio, para aquellos pacientes en los cuales se sospecha, como causa de
infertilidad masculina, un elevado porcentaje de espermatozoides alterados morfolégicamente
(teratozoospermia).
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