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RESUMEN

Se evaluaron los pardmetros seminales cldsicos (densidad,
motilidad y morfologia), la integridad funcional de la membrana
plasmatica (TIMP) y la capacidad fertilizante "in vitro" (TPOh)
de espermatozoides humanos, en 80 muestras de semen prove-
nientes de donantes sanos y pacientes de una consulta de este-
rilidad. Los resultados muestran que cuando la motilidad
progresiva es mayor de ‘15 millones por ml y el porcentaje de
- cabezas anormales es inferior al 40%, los valores del TIMP y el
TPOh son superiores al 50%. Cuando los valores del TIMP son
_ inferiores al 50% la capacidad feritilizante, medida por el TPOh,
es buy baja (< 10%). Esta relacién entre los resultados del TIMP
y los del TPOh nos permite proponer la incorporacién del TIMP
como una prueba funcional adicional al espermograma de rutina
para evaluar la capacidad fertilizante de una muestra de semen,
cuando no existe la posibilidad de realizar el TPOh.

SEMINAL PARAMETERS AND FERTILIZING ABILITY OF
HUMAN SPERMATOZOA

ABSTRACT

Classical seminal parameters (density, motility and morphol-
ogy), functional integrity of plasmatic membrane (TIMP) and
“in vitro" fertilizing ability (TPOh) of 80 samples of human
sperm from healthy donors and infertilily patients were exam-
ined. When progressive motility is greater than 15 millions
per ml and abnormal head rate is below 40 per cent. TIMP and
TPOh values are greater than 50 per cent. When TIMP values
are inferior to 50 per cent, fertilizing ability (measured as
TPOh) is low (< 10%). This relation between TIMP and TPOh
results allows us to propose TIMP as an additional functional
test in routine spermogram when TPOh evaluation is not avail-
able.

INTRODUCCION
La capacidad fertilizante de los espermatozoides humanos es

un pardmetro relacionado con la fertilidad masculina que puede
evaluarse indirectamente mediante el espermograma de

Recibido: 13/10/87.
Aceptado: 9/8/88.

rutina>+12 y directamente "in vitro" utilizando el test penetra-
cién del 6vulo denudado de hamster (TPOh)!7. Este ensayo
tiene alta correlacién con el porcentaje de Gvulos humanos
fertilizados "in vitro"13:19 y permite identificar una posible
causa de infertilidad en aquellos casos en que los pardmetros
convencionales del semen indican una completa normali-
dadl1.4,10,16

La capacidad fertilizante es un fenémeno en el cual hay uan
participacién activa de la membrana plasmatica de los esper-
matozoides. Recientemente, Jeyendran y col.!! han desarro-
llado una técnica sencilla que evalia la integridad funcional de
esta membrana; se trata del test de hichamiento espermatico en
solucién hiposmolar (TIMP), el cual seg’un estoa mismos
autores, da resultados altamente correlacionados con el porcen-
taje de penetracion de 6culos de hamster (TPOh). Otros
investigadores?, sin embargo, aseveran que no existe relacion
entre ambas pruebas ya que cada una de ellas evalida aspectos o
cualidades diferentes del espermatozoide. Igualmente
contradictorias son las correlaciones entre densidad, motilidad y
morfologia espermaticas y los resultados de las pruebas antes
mencionadas?.11.14.22_ E] objetivo de este trabajo fue
determinar la relacién entre los pardmetros cldsicos del semen
y los tests funcionales TIMP y TPOh.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 80 muestras de semen provenientes de donan-
tes voluntarios y pacientes de la consulta de esterilidad del
Centro de Endocrinologia y Reproduccién (Mérida). Las
muestras se obtuvieron por masturbacién, con una abstinencia
sexual de 48 horas y se realizé el andlisis del semen de acuerdo
a la metodologia sugerida por la O.M.S.20

Para la realizacion del TIMP se mezclaron 100 pl de semen
completo con 1 ml de la solucién hiposmolar (mezcla de
partes iguales de una solucién de fructuoso 150 mOsm y de
citrato de sodio 150 mOsm) y se'incub6 a 37 OC por media
hora. La positividad del test se establecié segin la
metodologia originalll,

EI TPOh se realiz6 de acuerdo con lo descrito por Yanagi-
machi y col?!. Los espermatozoides se lavaron y capacitaron
utilizando la técnica de migracién espermdtica ascendente o
"swim up" al medio B.W.W. (Biggers, Whitten and
Whittingham)? con seroalbiimina bovina (SAB) al 3% durante
3 horas. Los évulos se obtuvieron por superovulacién en
hamsters (Mesocricetus auratus) maduras, tratadas intraperito-
nealmente con 30 UI de PMS (Pregnant Mare's Serum) y 56
horas mas tarde, 30 UI de hCG (human Chorionic Gonadotro-
pin). Quince horas despues los Gvulos se aspiraron de la am-
polla tubdrica y se denudaron mediante tratamiento enzimatico
(hialuronidasa testicular bovina al 1% por 15 minutos y
tripsina pancredtica bovina al 1% por 1 minuto). Luego de
lavados sucesivos, unos 20-25 évulos suspendidos en 250 pl
de B.W.W. con SAB al 3%, se incubaron por 3-4 horas con
250ul de la suspension de espermatozoides lavados y
capacitados (5 x 109 aproximadamente). Luego los 6vulos se
observaron en un miscroscopio de constraste de fase y se
considerd como fertilizado todo aquel que presentara al menos
una cabeza espermdtica descondensada en el ooplasma
(Figura.1). Los pasos seguidos en la presente metodologia se
resumen en la Fig. 2.
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RESULTADOS

1. Relacién entre pardmetros cldsicos del semen y los tests
funcionales (TIMP) y TPOh).

Los contajes espermdticos mayores de 40 x 106 se relacio-
naron con valores promedio del TIMP y del TPOh del 60%
(Tabla I). Cuando la motilidad progresiva expresada en millo-
nes por ml de semen fue mayor de 15, los resultados promedio
del TIMP y TPOh fueron también superiores al 60% (Tabla I).
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En la muestras con morfologia normal superior al 40%

(Tabla I). La anomalia morfolégica de los espermatozoides

mas frecuente fue la de cabeza. Cuando el porcentaje de

cabezasanormales fue superior al 40%, los valores promedio de

TIMP y del TPOh fueron bajos (47% y 26%, respectivamente)
(Tabla I).

TABLA I. RELACIONES ENTRE LOS PARAMETROS SEMINALES CLASICOS, EL TIMP Y EL

TPOh.
Parametro valores TIMP (%) P TPOH (%) P
Seminal limites x+ES x+ES
Densidad <40 5143 34+12
espermatica <0,0025 <0,025
(x106/ml)  >40 61£2 59+ 4
Motilidad > 15 4843 18+11
progresiva <0,0005 <0,0005
( x 106/m1) > 15 63+2 60+ 4
Morfologia <40 5043 37+11
normal 0,0005 <0,025
(%) > 40 61+2 60+ 4
Cabezas <40 60+2 59+ 4
anormales 0,0005 <0,01
(%) » 40 47+4 26+16

Fig. 1 Ovulo de hamster con wvarias cabezas espermiticas
descondensadas (flechas) en su citoplasma. Preparacién en fresco. 8.000
x (400 x 20).

2. Relacién entre los resultados del TIMP y los del TPOh
puede apreciarse en la Fig. 3. En las muestras del semen en las
que menos del 50% de los espermatozoides respondieron al
TIMP, el porcentaje de penetracién fue significativamente
menor (p < 0,0005) que el observado en las muestras en las que
mas del 50% de sus espermatozoides dieron positivo ¢l TIMP.

DISCUSION

Los pardmetros convencionales del semen (densidad, motili-
dad y morfologia espermdticas) han sido relacionados con al-
gunos tests funcionales, lo cual ha generado opiniones diver-
sas y contradictorias. La densidad espermitica segin Chang y
col?., no guarda relacién con el funcionamiento de la mem-
brana plasmdtica. Asimismo, ciertos investigadores que han
estudiado los contajes espermiticos y el TPOh aseveran que no
existe correlacién entre ellos!%14.16.22 Sin embargo, otros
han demostrado que la relacién existe no solo con el porcentaje
de 6vulos de hamsters penetrados!8 sino tambien con la ferti-
lidad clinica (niimero de nacimientos)6. )

Nuestros resultados indican que cuando la densidad espermé-
tica es superior a 40 millones por ml, hay integridad funcio-
nal de la membrana plasmdtica del espermatozoide y la capaci-
dad fertlizante es buena (TIMP y TPOh > 60%).
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Fig. 2 Pasos metodolégicos para la realizacién del espermograma, el
TIMP y el TPOh.
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Fig. 3 Relaciones entre el TIMP y el TPOh.
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La motilidad espermdtica (expresada en porcentaje, millones
por ml o millones por eyaculado) ha sido correlacionada con
las mencionadas pruebas funcionales (TIMP vy
TPON)8:9:10,16,22 Aynque los resultados son controversia-
les, algunos autores ademds de encontrar altas correlaciones
entre estas variables, han determinado que 12 millones de es-
permatozoides mdtiles por ml permite la identificacién
correcta de donantes fértiles como tales2. Nosotros pudimos
establecer que un valor similar (15 millones) fue el limite por
debajo del cual las respuestas al TIMP y al TPOh fueron
bajas.

Owro paridmetro a considerar es la morfologia de los
espermatozoides, la cual proporciona informacién importante
acerca de su funcién, pues las formas normales poseen
caracteristicas estructurales consideradas como uno de los fac-
tores bdsicos en la determinacién del potencial fertilizante
masculino!®. Numerosos autores coinciden en que existe una
correlacién significativa entre este parametro y el porcentaje de
penetracién del 6vulo de hamster! 718, Tambien se ha comu-
nicado que un 40% de espermatozoides morfologicamente
normales permite la identificacién correcta de individuos férti-
les con un 100% de especificidad. Esta cifra (40%) coincide
con nuestros resultados en los cuales sefialamos que aquellas
muestras con mas del 40% de formas normales dieron un por-
centaje de penetracién alto.

Al considerar la anomalia morfolégica mas frecuente, la de
cabeza espermdtica, observamos que ésta se relaciona con un
bajo porcentaje de respuesta a los tests funcionales. Este dato
concuerda, en parte, con los hallazgos de quienes han estable-
cido que un aumento en el nimero de espermatozoides
anormales se correlaciona significativamente con una
disminucion de la fertilidad. Nosotros encontramos que un
40% de cabezas espermadticas defectuosas es una cifra limite
por encima de la cual las respuestas al TIMP yal TPOh son
bajas; este valor coincide con el propuesto por Bostofte y
col”. como valor limite de este pardmetro, para el pronGstico
de la fertilidad masculina. Las alteraciones morfolégicas de los
espermatozoides, sobre todo aquellas de la cabeza, podrian ser
consideradas como causa suficiente para justificar la disminu-
cién de la capacidad fertilizante, pues es quizas la porcion del
espermatozoide mas comprometida en los eventos de fusién de
membranas de los gametos que precede a la penetracion pro-
piamente dicha.

En lo referente a la relacién entre la capacidad fertilizante "in
vitro" (TPOh) y el test del hinchamiente espermatico (TIMP),
nuestros resultados sugieren una asociaciéon muy importante
entre ambas pruebas y en este sentido coincidimos con Jeyen-
dran y colll. Estos investigadores muestran que cuando el
porcentaje de respuesta al TIMP es inferior al 55%, el TPOh
tambien es menor al 55%. Sobre este particular nosotros ob-
servamos que valores del TIMP menores de 50% se relacionan
con bajos porcentajes de fertilizacién "in vitro” (10%); Este
valor del TPOh ha sido considerado por numerosos autores
como incompatible con la fertilidad masculina!®.

Finalmente resulta necesario comentar que las muestras de
semen con buen contaje de espermatozoides motiles progre-
sivo, en general, tienen un alto porcentaje de formas normales;
en este particular coincidimos con Makler!2, quien demostr6
que el mayor porcentaje de espermatozoides morfologicamente
normales se encuentra en la fraccién de los mdtiles. En nues-
tro trabajo estas dos caracteristicas (motilidad y morfologia
normal) se relacionan con una mayor respuesta al TIMP y es-
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tas tres, a su vez, con una capacidad fertilizante elevada. La
interpretacion de tales relaciones nos lleva a concluir que el
TIMP podria ser incorporado al espermograma de rutina como
un pardmetro adicional cuyo resultado, conjuntamente
interpretado con la motilidad progresiva en millones por ml y
el porcentaje de cabezas anormales, permitiria estimar la capa-
cidad fertilizante cuando no sea posible la realizacién del
TPOh.
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