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Andfivis do Lla Quimictaxis
Espormitica en on apraie

I. Introduccion:

Desde hace muchos afios se tiene evidencia de la necesidad de una sefial quimica
para que se lleve a cabo la union de los gametos en plantas y animales inferiores. Se
trata de un requisito indispensable para asegurar la conservacion de especies que se
reproducen por fertilizacion externa. El gameto masculino tiene la capacidad de
movimiento y este aspecto se ha conservado a través de! desarrollo filogenético. Sin
embargo, los mecanismos que intervienen en la modulacién de la respuesta
espermatica a su medio externo dependen de las necesidades bioldgicas de cada
especie.

En la dltima década ha existido mucho interés por definir la presencia de un efecto
quimiotactico en animales en los cuales la naturaleza a “asegurado” su contacto,
através de un sistema de transporle enddgeno especializado. Actualmente parece
claro que este encuentro no es producto de la coincidencia de los sislemas anatémicos
involucrados. Por el contrario, hay una sefat derivada de! gameto estatico o sus
células que garantiza esta reunion. Aun mas, se sabe que la respuesta quimiotactica
espermatica humana no es homogénea ni total, pero si dinamica y paulatina. Esto
quiere decir, que involucra exclusivamente a una subpoblacion de espermatozoides, y
asegura asi, que el huevo tenga un aporte constante de células para su fertilizacion.

En este trabajo se explora el potencial del fendmeno quimiotactico para modular la
respuesta espermdtica y se correlaciona con la movilidad espermatica, parametro
prondstico fundamental de la espermatobioscopia directa para inferir fecundacion. Ya
gue en principio, sin movilidad espermatica no existe aporle al sitio de fertilizacion ni
penetracion en la zona pelucida. Para evaluar este efecto, se escogié inicialmente el
indice de movilidad con la finalidad de clasificar dos categorias de pacientes que
presentaban movilidad espermatica anormal y contrastarles con un grupo control de
pacientes con cinética espermatica normal.



il. Antecedentes Cientificos:

El encuentro de los gametos de manera interna o externa ha sido objeto de
multiples estudios. Es claro el papel que juega la quimiotaxis en especies
animales y vegetales de fertilizacion externa ante la necesidad de un
quimiocatrayente, el cual es aportado por el ovocilo para que se lleve a cabo el
encuentro exitosamente, .

La actividad de los espermatozoides de uncinaria marina y ofros equinoides es
promovida por péplidos que son secretados por ovocitos de la misma especie,
habiéndose identificado mas de 74 péptidos pertenecientes a cinco clases
(Susuky et al., 1992). Es importante establecer la diferencia entre quimiotaxis y
quimioquinesis, la primera es una respuesta de las células moviles a un
gradiente de estimulo quimico. Es decir, la modulacion en la direccién de la
respuesta del espermatozoide por un quimico liberado por el huevo o sus células
subyacentes (Eisenbach et al., 1992). La segunda es la activacion inespecifica
del movimiento de los espermatozoides.

En humanos, se ha investigado la presencia de quimiotaxis espermatica al
liquido folicular, que puede contener un quimioatrayente secretado por el huevo
o las células subyacentes. Villanueva-Diaz y colaboradores mostraron evidencia
experimental de la atraccion quimica que el liquido folicular humano crudo gjerce
sobre el espermatozoide (Villanueva-Dias et al, 1990). Sin embargo, los
resultados de estos sstudios no son del todo concluyentes, presentando en
algunos casos falta de respuesta al liquido folicular (Makler et al., 1992) a una
respuesta masiva en e! 70% de la poblacion espermatica (villanueva-Dias et al.,
1992) . Estas discrepancias han sido dilucidadas por estudios que argumentan
la variabitidad de respuesta espermatica a un quimioatrayente (Cohen et al.,
1994), en comparacién con organismos de fertilizaciéon externa (Ward et al,,
1985). Es decir, solamente una fraccion de espermatozoides en un tiempo dado
es capaz de responder al quimioatrayente. La transicién de un estado fisiologico
a otro presumiblemente no ocurre espontaneamente, si no que es mediada por
cambios en el medio ambiente espermatico. Esta transicidn ocurre de manera
natural “in vivo" pero también, puede ser inducida artificialmente "in vitro". Por
ejemplo, la capacitacion es necesaria para fertilizar al hueve y crucial para la
quimiotaxis {(Makler et al., 1992; Vilianueva-Dias et al., 1992).



Los espermatozoides en el traclo genital femenino llevan a cabo un continuo
proceso de adquisicion y pérdida de la respuesta al atrayente. Par lo cual,
siempre hay un numero suficiente de espermatozoides en el tracto genital
femenino con capacidad de responder al "llamado” (Cohen et al., 1994). Por otro
lado, la inconsistencia en los resultados pueden ser debida a factores técnicos,
que incluyen la dilucidn no apropiada dal liquido folicular y la falta de distincion
entre gquimiotaxis y otros procesos que causan acumulacién espermatica
(Eisenbach et al, 1994). En el primer caso la quimiotaxis es un proceso
caracterizado por una estrecha ventana, que depende de la concentracién del
estimuiante para que se inicie y pueda ser detectada (Cohen et al., 1994) La
magnitud de la ventana es determinada por el umbral del receptor y las
concentraciones de saturacion para el estimulante especifico. En el segundo
caso, existe un reporte en donde se distingue y demuestra la presencia de
quimiotaxis acompafada de incremento en la velocidad de los espermatozoides
humanos (Rall et al., 1994) Consecuentemente, los ensayos de quimiolaxis son
muy vulnerables a cualquier desviacién de las condiciones fisiologicas y
experimentales éptimas.

La falta aparente de un fendmeno de precontacto en la comunicacion
esperma-ovocito en el proceso de fertilizacion interna ha permitido proponer una
hipGtesis (Einsenbach et ai., 1992) ante la presencia fisiolégica de una poblacién
espermatica heterogénea; algunos espermatozoides se encuentran listos para
fertilizar el huevo, mientras que otros estan prematuros o postmaduros. De
acuerdo con esta hipétesis, la poblacion de espermalozoides fertilizantes
muestra un estado dinamico con perdida gradual de su potencia, pero al mismo
tiempo otros espermatozoides maduran y adquieren capacidad fertilizante.
Después de la ovulacion, solamente los espermatozoides en estado fertilizante
son atraidos hacia el huevo, mientras los restantes son repelidos o inhibidos.

Algunas hipdtesis basan la seleccion espermatica en relacién a su morfologia
(Mortimer et al., 1982). Mientras que otras, proponen que el eyaculado de los
animales es polimorfico y adaptado a una variedad de roles {Baker et al., 1988)

Basicamente se han realizado dos tipos de estudios en mamiferos:
a) quimiotaxis a péptidos sintéticos de la clase de N-formyi-Met-Leu-Phe(N-
formyimethinyl) vy, '
b} quimiotaxis al liquido folicular.
Los péptidos sintéticos son derivados de bacterias y se sabe que son
atrayentes para los leucocitos (Schiffmann et al., 1975). La atraccion de estos
péptidos fue estudiada con espermatozoides de toros (Igbal et al., 1980} y en
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espermatozoides humanos (Gnessi., 1985} sin llegar a conclusiones firmes en
relacion a un efecto quimiotactico real o sélo un fenémeno de “atrapamiento”.

El primer estudio que presenta evidencia experimental de que el liquido
folicular humano ejerce una atraccidn quimica sobre el espermatozoide se
realizd en un modelo “in vitro™ usando platos con una matriz de agarosa al 0.8%
(Villanueva-Dias., 1990), utilizada originalmente para el estudio de quimiotaxis
en leucocitos o de células que se mueven lentamente en ensayos inmunologicos
(Cutler, 1974). Este tipo de ensayo no era el método ideal para el estudio de
estructuras de movimiento rapido, como los espermatozoides, debido a que su
movilidad es facilmente afectada por condiciones ambientales y artefactos
durante cada prueba (Makler et al., 1992). Makler y colaboradores {1992)
describen un modeio, en el que se sugiere un nuevo abordaje en la investigacion
de la quimiotaxis espermética. Asi, se desarmollo una camara sellada en la cual
una muestra de espermatozoides puede ser mantenida y observada
microscOpicamente por largos periodos de tiempo, sin pérdida de liquidos por
evaporacion, ademas la muestra puede ser comprimida hasta 10 ym sin inducir
alteraciones dentro del liquido examinado. La camara se ensayo con liquido
folicular y con N-formil, sustancias que las que se ha probado su efecto
quimioatrayente.  Curiosamente, en este ensayo no se demostro efecto
quimiotactico alguno con ninguno de los dos compuestos.

Villanueva-Diaz y colaboradores (1992) describen de igual forma un modelo
para el estudio de la quimiotaxis espermatica basado en un disefic de doble
camara, conectadas por un tubo de plastico que contenia una matriz de acido
hialurénico al 0.5% (el patron de movilidad espermdtica en esta solucion es
similar a! encontrado en el moco cervical [Ishiima et al., 1986]). Ralt y
colaboradores (1992) cuestionan sus resuitados debido a no poder distinguir
entre quimiotaxis y quimioquinesis. En su trabajo se demuestra que el liquido
folicular estimula ambas actividades: quimiotaxis y quimioquinesis, ademas de
ser responsable de movimientos similares a la hiperactivacion espermalica. De
igual forma, propone que los factores responsables de esta aclividad deben ser
{si es que son mas de uno) no hidrofébicos, con un tamafio menor de 10 kDa y
aparentemente no es una proteina, pero si puede ser un peptido de cadena
corta.

Actualmente se han identificado sustancias especificas que pueden actuar
como guimioatrayentes. Villanueva-Diaz y colaboradores (1995) usando su
modelo de doble camara sugiere que la sustancia responsable en liquido
folicular del efecto quimioatrayente debe ser un compuesto con propiedades

]
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fisicoquimicas lipidicas, debido a su resistencia a 1a tripsina, termoestabilidad y
bajo peso molecular. El experimento reveld que la progesterona, en
concentraciones similares a las enconiradas durante la ovulacién, produjo una
respuesta quimiotactica no distinguible de la inducida por el liquido folicular
maduro.

Por otro lado, se ha reportado que la progesterona puede iniciar la reaccion
acrosomal “in vitro™(Csman et al., 1989), al igual que estimular la capacitacion de
espermatozoides humanos y porcinos ( Barboni et al, 1995). Evidencias
recientes apoyan la teoria de que los efectos esteroideos no gendmicos de
varios tipos celulares son debidos a la interaccidn del esteroide con receptores
de la membrana plasmatica. El efecto de la progesterona sobre los
espermatozoides de mamiferos también parece involucrar estos receptores. Ya
que, la respuesta de los espermatozoides a la progesterona se inicia muy rapido
para ser alribuida al mecanismo esteroideo clasico que incluye unién intracelular
del complejo receptorfhormona a la cromatina y nueva sintesis proteica. En un
trabajo reciente (Sabeur et al., 1996), se mostrd evidencia de que la
progesterona inicia la reaccidén acrosomal a través de un receptor de membrana
plasmatica en el espermatozoide. En este estudio, se investigd por analisis
inmunoblot e inmunoflucresencia la habilidad del anticuerpo monoclonal C-262
(contra el dominio C-terminal de la unién esteroidea del receptor intracelular de
progesterona) para detectar una proteina especifica del espermatozoide humano
y localizar tal proteina en una regidn especifica del espermatozoide ademas de
identificar si este anticuerpo podria bloguear especificamente los efectos
mediados por la progesterona en la membrana plasmatica del espermatozoide
humano. Asi, se identificd una proteina de 50-52 kDa como receptor de
progesterona en la membrana plasmatica.

Ei péplido atrial natriurético, fue identificado en células de la granulosa y
ovocitos de mamiferos (Kim et al., 1992). Inicialmente se reporté su capacidad de
inducir la reaccién acrosomal en humanos (Anderson et al, 1992). Mas
adelante, se identificd como uno de los factores responsabies de la actividad
quimiotactica del liquido folicular, al actuar a través de receptores para la
guanilato ciclasa (Anderson et al., 1995). Se han identificado sitios de unidn
especificos en los espermatozoides humanos para este péplido (Silvestroni et
al., 1992). Su iocalizacion en areas de la pieza intermedia puede tener
significado , particular en relacion a la aclividad quimioatrayente del péptido
natriurético atriat y/o su modulacion de 1a movilidad espermatica.
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La Movilidad espermatica es uno de los principales determinantes de fertilidad
masculina (MacLeod et al., 1953; Hartman, 1965). Los espermatozoides con
pobre movilidad no pueden penetrar a través del moco cervical y arribar al sitio
de fertilizacion. La capacidad de movimiento flagelar activo es esencia para una
adecuada funcion espermatica y basica para su transporte en el tracto genital
femenino y su contacto final con el ovocito.  La movilidad del espermatozoide
depende de un refinado aparato de locomocion denominade axonema, que si
bien se ha conservade durante la evolucién, no lo han hecho los mecanismos
que inician y modulan su movimiento (Lipshultz and Howards., 1991).

La movilidad espermatica anormal (astenozoospermia) como un desorden
aislado puede existir hasta en 20% de las parejas que se atienden en clinicas de
esterilidad y puede ser un factor significativo en otro 55% de pacientes en los
que se presenta combinado con ofras alteraciones espermaticas (Lipshuitz,
1980).

El criterio usado para determinar astenozoopermia esta dado por un porcentaje
de espermatozoides menor del 50% con progresidn anterégrada categorias A
{rapidos y lineales) y B (no lineales) o0 menos de 25% de espermatozoides con
calegoria A . En el [aboratorio de andrologia INPer, tras un intento de clasificar
las subpoblaciones de pacientes con problemas de astenozoopermia, se ha
calificado de manera arbitraria la alteracién en diferentes grados usando los
mismos criterios que la OMS establece. La astenoszoopermia relativa ss refiere
a un indice de movilidad normal {A+B/100>0.5) con una movilidad tipo A menor
de 25%, la astenozoospermia leve se refiere a un indice de movilidad de 0.30 a
0.50, la moderada con un indice de 0.20 a 0.29 y la severa menor de 0.19.

La astenozoopermia puede ser debida a un amplio rango de condiciones,
incluyendo anormalidades como infeccion de la via seminal, varicocele,
trastornos inmunitarios, disfuncién epididimaria, alteraciones ultragstructurales
espermaticas, alteraciones del plasma seminal e idiopatica. La mayoria de estas
condiciones son responsables de otras alleraciones seminates y generalmente
se presentan en conjunto.

En la astenozoospermia como desorden aisiado es importante descartar
causas condicionadas por artefactos en el momento de la recoleccion o en las
técnicas de andlisis (Lipshultz and Howards, 1891). Una importante causa de
astenozoopermia aislada es el sindrome de los cilios inmdviles, que en la mitad
de los casos se asocia con situs inversus (sindrome de Kartagener) (Kartagener,
1933). Esta alteracion es causada por una anormalidad estructural de los cilios
(Afzelius, 1976). Otra causa documentada de esta alteracién es la deficiencia de
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la proteina carboxil metilasa (Lipshultz and Howards). Si bien, existen reportes
en los que no se encuentra asociacion entre su disminucién y la movilidad
espermdtica. Por el momento, de cualquier manera, su uso se limita al campo de
la investigacion,

En la actualidad no existe ningun trabajo que investigue si existe alguna
relacion entre una movilidad espermatica disminuida en grado leve y el
movimiento direccional del espermatozoide hacia una fuente atrayente, mas adn
cuando hablamos de un indice de movilidad normal, pero con una movilidad tipo
A menor de 25%.

11



I1l. Planteamiento del Problema:

La movilidad espermatica ha sido y es el mejor parametro prondstico de
fertilizacion (MacLeod et al, 1953; Hartman, -1965). Las herramientas
diagnéslicas para definir entidades patologicas en astenozoospermia son poco
especificas. Mas aun, para definir la astenozoospermia la OMS reporta dos
parametros de medicion dentro del andlisis seminal. No se sabe, si la reduccion
de 1a movilidad A es caracteristica de [a astenozoospermia con la consecuente
reduccidon del potencial ferlilizante espermatico. En tanto que, el indice de
movilidad (a+b/100) es el pardmetro mas sdlido de prondstico en la capacidad
fertilizante. La duda resalta en la evaluacién diagndstica de los pacientes con
aslenozoospérmia en donde la movilidad tipo A es menor a 25% con un indice de
movilidad normal (>0.50). ;Serda una entidad diferente? o iSerd una
manifestacion mas leve de la enfermedad?, ;Valdrd la pena monitorizarla
clinicamente?.

Desde hace algun tiempo han aparecido en 1a literatura mundial, estudios que
proponen la necesidad de conocer los mecanismos que intervienen en el
encuentro de los gametos. De manera clara, se establecié que esto era un
requisito indispensable en organismos con fertilizacidn externa, pero no resultaba
fan cbvio para organismos, como los mamiferos, con un sistema interno
encargado de asegurar el encuentro. En base a observaciones recientes, se ha
demostrado que existe quimiotaxis espermética en organismos con ferlilizacion
interna, asi como tambien, se han identificado sustancias especificas que
cumplen con esta funcion. Serd posible que en pacientes con astenozoospermia
que dificiimente llegan al sitio de fertilizacidn también manifiesten alteraciones en
su movimiento quimiotactico? o ;el modelo de estudio de quimiotaxis mostrard
diferencias entre estas dos entidades cuando se comparen con varones
euspérmicos 7. El siguiente paso es aplicar estos conocimientos a la clinica,
empezando por evaluar la respuesta quimiotdctica espermdtica a un
quimioatrayente especifico (progesterona) en pacientes con astenozoospermia
idiopatica aislada relativa y leve en relacion con pacientes sin alteracion en los
parametros seminales sin olvidar si, ;El modelo de doble camara sera dtil para
esla evaluacion?,

12
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V. Justificacion:

La movilidad espermatica anormal (astenozoospermia), como desorden aislado,
se observa en alrededor de 26% de los pacientes que se presentan para
evatuacion de subfertilidad y puede ser un factor significativo en otro 55% de
pacientes, cuando se presenta junto con otras alteraciones seminales. A pesar de
su frecuencia es poco o que se sabe acerca de los factores gue la condicionan y,
por to tanto, poco lo que se les puede ofrecer a estos pacientes. MAs adn, se
desconoce el significado real de los diferentes grados de astenozoopermia.
Sobre todo, cuando hablamos de un indice de movilidad normal pero con
progresitrr ineal rapida menor de 25% (astenozoospermia relativa). Se sabe de
la capacidad inherente de movimiento de los espermatozoides para realizar un
largo recorrido en busca de la unidn con el otro gamelo. La direccion y la
velocidad de este viaje no es un fendmeno al azar, por el contrario, dependen de
un adecuado gradiente quimico para que se lleven a cabo en forma adecuada.
Establecido esto, seria de importancia trascendente evaluar la capacidad de
quimiotaxis de los espermatozoides con movilidad alterada en comparacién con
espermatozoides sin alteraciones. |.as implicaciones clinicas serian importantes,
no solo para la evaluacion del factor masculino, si no también para establecer una
guia terapéutica mas adecuada.

13
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- - -

V. Hipotesis:

1.- Los pacientes aslenozoopérmicos leves tienen una migracion especifica
menor que la de los astenozoopérmicos relativos.

2.- Los pacientes astenozoopérmicos relativos tienen una migracion especifica
menor comparados con pacientes euspeérmicos sanos.

3.- El indice de movilidad correlaciona positivamente con la migracion especifica
del modelo de quimiotaxis de doble camara.

14



VI. Objetivos

1.- GENERAL

Evaluar la quimiotaxis a progesterona en varones con astenozoopermia
aislada idiopatica.

2.- ESPECIFICOS

a) Comparar la respuesta quimiotéctica de los espermatotozoides de varones con
astenozoopermia aislada idiopatica relativa Vs leve mediante la utilizacion de un
modelo de doble camara de migracioén.

b) Comparar la respuesta quimiotactica de los espermatozoides de varones con
astenozoopermia aislada idiopatica relativa Vs controles euspérmicos mediante la
utilizacién de un modelo de doble cdmara de migracién.

¢} Correlacionar el indice de movilidad espermatica con el resultado de migracion
especifica de los mismos pacientes.

15
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VIl. Metodologia

1.- DISENO DEL ESTUDIO

Se realizd un estudio experimental en el que&e incluyeron 29 pacientes de la
clinica de andrologta y del departamento de esterilidad e infertilidad del instituto
Nacional de Perinatologia. Los pacientes se dividieron en tres grupos de acuerdo
al indice de movilidad en 2 a2 3 espermatobioscopias directas. £l grupo control se
forméd de 10 pacientes con espermatobioscopia directa normal con un indice de
movilidad mayor de 0.5 y una movilidad tipo A mayor de 25 E! grupo con
astenozoospérmia relativa lo constituyeron pacientes ¢on un indice de movilidad
mayor de 0.5 pero con movilidad tipo A menor de 25 y, finalmente, el grupo con
astenozoospérmia leve se formé con pacientes con un indice de movilidad de
025a 050

Todos las espermatobioscopias fueron evaluadas de acuerdo a los criterios de
la Organizacién Mundia! de la Salud. Enia recolecmén de Ia muestras se usaron
las siguientes normas:

a) Abstinencia sexual de 3 a 6 dias
h) Eliminar Orina
c) Efectuar lavado genital con jabén y abundante agua
d) Colectar la muestra por masturbacién Unicamente.
€) Depositarta en un recipiente provisto por el laboratorio
f) El paciente debe ser instruido para que recolecte la muestra completa y no

solo una porcién de esta.
g) Las muestras de semen deben ser mantuvieron a 33°C inmediatamente
después de la recoleccion.
h) Se permitid que el semen se licuara durante 60 minutos después de la
eyaculacion,
k) Posterior a 1a licuefaccion, el semen es transferido a un tubo conico de plastico
estéril de 15 ml usando una pipeta Pasteur. Las alicuotas se obtuvieron para
examen después de haber medido el volumen total y haber mezclado el semen de
manera gentil.

2.- CRITERIOS DE INCLUSION GENERALES

a) Pacientes clinicamente sanos, con biometria hematica, examen general de
orina y quimica sanguinea dentro de parametros normales.
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b) Pacientes que cuenten por lo menos con tres seminogramas en su
expediente clinico

c) Los pacientes en el examen seminal deben tener entre 3 a 6 dias de
abstinencia para considerar valido el estudio.

d) Pacientes con edades entre 25 y 45 afios, con un indice de masa corporal
menor de 30 (IMC = P/T?)

e) Todos los pacientes incluidos en el estudio tenian determinacion de
anticuerpos negativa, evaluado por MAR. Los volimenes testiculares fueron
mayores o iguales a 10 cm3, asi como urocultivo y espermocultivo negativos.
Cuando estuvo disponible se registraron los resultados de las determinaciones
hormonales séricas: LH, FSH, E2, T, PRL. Evaluados por radioinmunoanalisis
(RIA) dentro de limites normales acorde a criterios de la OMS.

3.- CRITERIOS DE INCLUSION PARTICULARES

a) Grupo Control: Pacientes con espermatobioscaopia directa normal de acuerdo

a los parametros de la OMS: Volumen,-—-— 2 ml o mas
Ph 72-78
Concentracion Espermatica-—-— 20 x 108 espermatozoides/mi
Movilidad 50% o méas con progresion anterograda

progresion lineal rapida(categoria a) a

Morfologia 30% o mas con morfologia normal
Viabilidad 75% vivos o mas
Leucocitos ' Menos de 1 x 106 /ml
Prueba MAR Menos del 10% de los espermato zoides

con particulas adherentes

b) Grupc A: Pacienles con astenozoospermia relativa aislada; indice de
movilidad mayor de 0.50, pero con movilidad tipo A menor de 25%.

¢) Grupo B: Pacientes con astenozoopermia Leve aislada: Indice de movilidad
entre 0.25y 0.50.
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4.- CRITERIOS DE EXCLUSION

a) Pacientes portadores de enfermedad sistémica conocida, evaluados por
exploracidn fisica y paraclinicos: biometria hematica, quimica sanguinea, examen
general de orina.
b) Pacientes con una alleracién diferente a la astenozoopermia en el
seminograma: oligozoospermia{densidad espermatica menor de 20 x 108 ' mt Y,
teratozoospermia { mayor de 70% de espermatozoides anormales)
c¢) Pacientes con espermocultivo 0 urocultivo positivos
d) Pacientes con evidencia de :

» Varicocele: diagnosticado por exploracion fisica.

» Prueba de MAR positiva: mas de 10% de anticuerpos antiespermatozoides

« Volumen testicular menor de 10 ( calculado por la siguiente formula: [Dm92] X
[DmaZ] x 4.188)

5.- VARIABLES EN ESTUDIO
a) Variable Dependiente

« Migracion Especifica:

Definida como la diferencia entre el nGmero de espermatozoides en las camaras
con progesterona versus l0s espermatozoides que migraron a las camaras
control.

B) Variables Independientes
« Astenczoospérmia Aislada Relativa Idiopatica:

Se refiere a un indice de movilidad espermatica mayor de 0.50, con progresion
lineal rapida (tipo A) menor de 25%. Sin otra alieracion en los parametros
seminales de etiologia desconocida.

« Astenozoospérmia Aislada Leve Idiopatica:

se refiere a un indice de movilidad espermatica entre 0.25 y 0.50, sin otra
alteracion de los parametros seminates de etiologia desconocida.
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C) Definiciones Operativas

e Parametros de movilidad espermética:

Velocidad curvilinea (VCL) es calculada por la suma de las lineas rectas que
unen posiciones secuenciales de la cabeza espermatica a lo largo de su pista.
Los valores seran reportados en micrometros por segundo.

Velocidad en_linea recta {(VSL) es la velocidad linear de la célula o
"progresion”. Se calcula como la distancia en una linea recta entre el inicio y el
final de la pista observada. Se expresa en micrémetras por segundo.

Velocidad promedic (VAP) es la velocidad promedio calcutada por el promedio
de los puntos secuenciales de la cabeza espermdtica a los largo de su pista.

Los valores se reportan en micrémetros por segundo.

Movimiento lateral de la cabeza (ALH) se calcula por la media de las
amplitudes de sus desviaciones laterales en relacion al eje de progresidén. Se
reporta en micrometros.

Frecuencia de batimiento flagetar (BCF) es el nimero de veces que una pista
curvilinea cruza la pista promedio por unidad de tiempo. Se expresa en Hertz,

Linearidad (LIN) es el cociente de progresion espermética expresada como
porcentaje y se calcula al dividir la VSLNCL X 100.

Reclitud (STR) es el cociente de progresion espermatica expresada como
porcentaje y se calcula al dividir la VSLVAP X 100.

6.- MATERIAL

a) Equipo:

- Recipientes colectores estériles de polipropileno con tapa de rosca
- Tubos conicos de 15 ml de polipropileno con tapa de rosca

- Pipetas de transferencia estériles de polipropilenc de 6 ml

- Pipetas automaticas de 10 a 100 ul

- Pipetas automaticas de 100 & 1000 ul

- Puntas respectivas para cada rango

- Hemocitometro

- Cajas petri

- Tubgs de 13 x 100 mm

- Gradilla para 40 tubos
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- Portaobjetos de 22 x 22 y de 24 x 40 mm

- Aplicadores de madera

- Hamiiton Thom tVOS 2000 V 7.0 computerized analyzer {Hamilton Thom
Research, Beverly, MA)

- Sistema de doble camara. (Villanueva-Diaz, 1992)

- Microscopio de campo claro o coniraste de fase

- Contador de Células

- Centrifuga de mesa

b) Lista de reactivos

1.- Progesterona : SIGMA, Catélogo # P0O130 de 5 gr.

2.- Albimina sérica Humana: Bovina... SIGMA, Catalogo # A7034 de 100 ml
3.- Acido Hialurénico: SIGMA, Catélogo # H1751 de 100 mg.

4 - Dimetil Sulfoxido (DMSO): SIGMA, Catalogo # D5879 de 500 ml

5.- HEPES: SIGMA, Catalogo, # H3375 de 25 gr.

6.- Ham F-10: SIGMA, Catalogo, #66635de 10 gr.

C) Preparacién de reactivos:
e Progesterona { 10ug/ml.)

a.- Pesamos 0.0284 g de progesterona

b.- Se coloca en 1 tubo estéril y se le agregan 2 ml de Dimetil sulfoxido {DMSO),
concentracion final de 14200 ugP4/1 m!

c.- Tomamos 7.04 ul del stock de progesterona y se afora a 10ml agregando
992 96 ul de albamina al 10% en Ham F-10 (ya preparado}

d.- Para preparar 10 mi de esta solucion tomamos 70.4 ul del Stock H y le
agregamos 9.929 ml de albumina al 10% en Ham £-10, con lo que obtenemos
ta solucion de trabajo. Por cada mililitro de esta sclucidn tendremos 10 ug de
progesterona.

¢ Albuamina al 10% en Ham F-10

Con una jeringa estérii se toma 4.5 mi de albumina y se coloca en un tubo estéril
y se toman después5 .5 mi de Ham F-10 que debe contener
- HEPES 21 mm
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- Penicilina G 100,000 U/t
-Estreptomicina 100,000 Uit

# Solucién. Stock Ac. Hialurénico af 0.5%

1.- Se pesan 0.050 gr. de acido hialurénico y le agregamos 5 mi de Ham F-10
2.- Esta solucidn se deja reposar 12 hs

3.- Se afora la solucion a 10 ml con Ham F-10

4.- Se glicuota 1 mi en tubos ependorff y se refrigera

e Ham F-10 + BSA al 1%:

1.- Se pesa 0.1 gr albumina sérica bobina
2.- Aforar a 10 ml con Ham F-10

o Gradientes de Optiprep (Nycodenz) + BSA al 1%:

1.- Tomar 10 mi de Ficoll y le agregamos 0.10 gr.
2.- Para preparar el Nycodenz al 35%:
Tomar 3.5 ml del stock de nycodenz
Agregar 6.5 ml de Ham F-10 + BSA 1%
3.- Para preparar el Nycodenz al 15%:n
Tomar 1.5 ml del stock de nycodenz
Agregar B.5 ml de Ham F-10 + BSA 1%
7.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.:

+ Preparacién espermatica por método de gradientes de nicodenz y
sobrenadante:

1.- Se realizan los gradientes discontinucs de Nycodenz colocando Ficoll at 35%
en el tubo e inmediatamente arriba Ficoll al 15%, finalmente se coloca con
cuidado de no mezclar la muestra de semen (1 ml de cada uno)

2.- Centrifugar por 20 minutos a 1100 RPM (250 x q) a temperatura ambiente

3.- Resuspender pastilla en 1m! de Ham F-10 + 8SA 1%

4.- Centrifugar por 5 minutos a 1100 RPM (250 x g} a temperatura ambiente

5.- Resuspender en 500 ml de Ham F-10 + BSA 1%

21



6.- Se realiza swim up agregando 500 u! de Ham F-10 + BSA 1% al tubo conico
inclinado en un angulo de 45 grados sin agitar.

10.- Se incuba por 45 minutos a 37°C.

11.- De ia parte superior del tubo tomamos 300 ul, de este tomamos una alicuota
de 10 pl y se diluye 1:10 con agua destilada para determinar concentracion en el
hemocitometro.

8. MODELO EXPERIMENTAL

La migracién directa de los espermatozoides (quimiotaxis) en un gradiente de
quimioatrayente {Progesterona) se estudid para cada uno de los siguientes
grupos: astenczoospermia leve idiopatica, astenozoospermia relativa idiopética, y
grupo control sano de la siguiente manera;

{a) Se usd un sistema de doble cdmara conectadas por un tubo de plastico
llenc con 100 ul de una solucion de acido hialurdnico al 0.5% en medio de Ham
F-10 (pesoVol}

{b} La preparacidon se preincubd por 30 minutos a 37°C en una atmdsfera
controlada (5% de COy en aire)

{c} Una alicuota de 10 ul de una preparacién que contendrd 0.75 x 106
espermatozoide /ml seran depositados en el tubo de plastico y tanto los controtes
como las muestras experimentales fueron agregadas simultaneamente a las
camaras e incubadas por 10 minutos a 37°C.

{d) El experimento se detuvo extrayendo simultianeamente el liquido de ambas
camaras.

{e) Los liquidos de cada camara se transfirieron separadamente a tubos
conicos de 12 x 75-mm y se centrifugaron por 10 minutos a 1500 x g a
lemperatura ambiente. El sobrenadante se descarto por aspiracion.

{f} La pastilla sera resuspendit en 1 ml de medio de Ham F-10

(g) Una alicuota de 10 ul se contd en el hemacitdmetro, los fluidos contenidos
en cada tubo de plastico se analizaron usando el mismo procedimiento,

(h} Invariablemente las muestras se incluiyeron por triplicado.
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(i) La migracién especifica se calculd sustrayendo el numero de

espermatozoides en las camaras con fluidos controles de espermatozoides que
migraron a las camaras con progesterona.
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VL. Resultados

En este estudio experimental, se incluyeron 29 pacientes estériles: 9 pacientes
con diagndstico seminal de astenozoospermia leve aislada idiopatica (grupo 1),
10 pacientes con diagnostico seminal de astenozoospermia relativa idiopatica .
{grupo II) , 10 pacientes euspérmicos, todos seleccionados de acuerdo a los
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud {WHO., 1892). La edad promedio
de los pacientes que ingresaron al estudio fue de 31 afios, con un valor maximo
de 41 y un valor minimo de 24.

De los 29 pacientes que entraron al estudio en 14 se recolectaron datos en
relacién a determinaciones hormonales basicas : hormona luteinizante, hormona
foliculo estimulante, estradiol, prolactina y testosterona (LH, FSH, E2, PRL, T).
Asi como también, indice de masa corporal, ulirasonido y exploracion fisica
testicular en relacién a la presencia de varicocele, volumenes testiculares y
urocultivos. . En todos los casos el periodo de abstinencia se encontro entre 2y 5
dias, el diagnéstico seminal se establecia por la presencia de al menos 2
espermatobioscopias directas. las evaluaciones seminales fueron hechas de
acuerdo con los criterios de la Organizacion Mundial de 1a Salud.

Los tres grupos de pacientes tenian las siguientes caractéristicas al momento
del estudio: a) Un espermocultivo negativo. b) Evaluacién de anticuerpos
antiesperma negativos por el método de reaccion de antiglobulinas mixta. c)
determinacion de los patrones de cinética espermatica: VAP, VCL, VSL, LIN, STR,
ALH, BCF. D) Parametros seminales normales {(volumen, licuefaccion, viscosidad,
concentracion, morfologia).

El resultado del indice de movilidad determind ia asignacion de los pacientes a
uno de los {res grupos en estudio. En ningun paciente este indice fue menor de
0.25. Dehido a2 que un indice de movilidad menor de al sefialado pudiere
ciertamente y tendenciosamente modificar 1a quimiotaxis espermatica

El analisis de los resultados se efectud con comparaciones no paramétricas
debida a la distribucion sesgada de los datos y al tamafio muestral.
Con respecto a las determinaciones hormonales, La LH tubo un valor maximo

de 8.6 y un valor minimo de 3.6, con un promedio de 5.26; ia FSH con un valor
maximo de 43 y un valor minimo de 3.0 y un promedio de 9.1; la testosterona con
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un valor maximo de 21 y un valor minimo de 8.5 con un promedic de 14.8; el
estradiol con un valor maximo de 93 y un valor minimo de 10 con un promedio de
36.2, la prolactina con un valor maximo de 19 y un valor minimo de 6.5 con un
promedio de 9.2

En cuanto al analisis del indice de movilidad por grupo encontramos los
siguientes datos basados en la formula A+B/M100. En el grupo | con un valor
maximo de 46 y un valor minimo de 26 con un promedio de 38.44, una mediana
de 42, una desviacién estandar de 7.05, con intervalos de confianza del $5%
(33.02, 43.87). Para el grupo ll un valor maximo de 88, un valor minimo de 51 con
un promedio de 64.90, una mediana de 64.50, una desviacion estandar de 12.63,
con intervalos de confianza del 95% (55.86, 73.93). Y el grupo HI con un valor
méaximo de 82 y un valor minimo de 66, con un promedio de 73.70, una mediana
de 73, una desviacion estandar de 5.55, con intervalos de confianza del 95%
{69.72, 77.67) Grafica 1.
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En andlisis de la movilidad total por grupos encontramos los siguientes
resultados. En el grupo | con un valor maximo de 63 y un valor minimo de 37 con
un promedio de 48.55, una mediana de 50, una desviacién estandar de 7.71con
intervalos de confianza del 95% (43.62, 55.48). Para el grupo Il un valor maximo
de 96, un valor minimo de 57 con un promedio de 72.10, una mediana de 73.50,
una desviacién estandar de 11.60, con intervalos de confianza del 95% (63.79,
B0.40). y el grupo Il con un valor maximo de 85 y un valor minimo de 70, con un
promedio de 76.50, una mediana de 76, una desviacion estandar de 5.35, con
intervalos de confianza del 95% (72.66, 80.33). Tabla 1

MOVILIDAD TOTAL POR GRUPOS

TUTRPROMEICO U DESVIACION T T MENANA T T

: IST:‘J(_DAR‘ .

1 4955 771 50

o 72.10 11.60 73.50
m 76.50 5.35 76
Tabiat
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El analisis del de ta movilidad espermatica tipo A por grupos arrojo lo siguientes
resultados. El grupo Y con un valor maximo de 14 y un valor minimo de 6, con un
promedio de 9.55, una mediana de 10, una desviacién estandar de 2.60, con
intervalo de confianza del 95% (7.55, 11.55). El grupo Il con un vator maximo de
24 y un valor minimo de 2, con un promedio de 14.5, una mediana de 14.5, una
desviacion estandar de 6.05, con intervalo de confianza del 95% {10.16, 18.83).
El grupo lif con un valor maximo de, un valor minimo de 27, con un promedio de
36.4, una mediana de 36, una desviaciéon estandar de 9.25, con intervalo de
confianza del 95% (29.78, 43.01). Gréfica 2.
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El andlisis de |la migracién especifica ( ME ) por grupos di6 los siguientes
resultados basados en la formula: ME= Diferencia enire el nimero de
espermatozoides en las camaras con progesterona versus los espermatozoides
que migraron a las camaras control. El grupo | con un valor maximo de 26.66, un
valor minimo de - 28.50, con un promedio de 4.90, una mediana de 3.33, una
desviacion estandar de 15.88, con intervalos de confianza del 95% (- 7.30, 17.12).
E! grupo If con un valor maximo de 21.0, un valor minimo de - 27.66, con un
promedio de 4.05, una mediana de 6.33, una desviacién estandar de 14.80, con
intervalos de confianza del 95% (- 6.61, 14.71). El grupo {ll con un valor maximo
de 18 y un valor minimo de 1.0 con un promedic de 10.96, una mediana de 11.0,
una desviacién estandar de 6.16, , con intervalos de confianza det 95% (6.55,
15.37). El andlisis de varianza no paramétrico efectuado no mostréd significancia
estadistica como se muestra en la Gréfica 3 (p=0.5315)
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En cuanto al andlisis de linearidad {LIN) por grupos, como una medida de la
progresion lineal espermatica, encontramos los siguientes resultados. El grupo |
con un valor maximo de 28 y un valor minimo de 23, con un promedio de 26.44,
una mediana de 27.00, una desviacién estandar de 1.50, con intervalos de
confianza del 95% (25.28, 27.60). El grupo Il con un valor maximo de 30, un valor
minimo de 11, con un promedio da 21.70, una mediana de 22.50, una desviacion
estandar de 5.88, con intervalos de confianza del 95% (17.48, 25.91). El grupo Ill
con un valor maximo da 32, un valor minimo de 22, con un promedio de 26.50,
una mediana de 2650, una desviacién estandar de 3.24, con intervalos de
confianza del 95% (24.18, 28.81). El andlisis de varianza de kruscall wallis mostré
diferencia estadistica con p=0.03. Tabla 2

LINEARIBAR POR GRUPES

‘GRUPD ' PROMEDIO - DESVIACION ' MEDIANA = 7

ESTANDAR

{i 21.70 5.88 22.50
[} 26.50 124 26.50
Tabla? p=0.03

No existié correlacion de los parametros de movilidad espermatica con la
migracion especifica cuando se analizd prueba de Spearman para datos no
parameétricos (datos no presentados).
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IX. Discusion:

El pape! que juega la quimiotaxis espermética en animales de fertilizacién
interna y, en particular en el humano, ha sido objeto de gran debate en la dltima
década. Diversos son los experimentos que se han hecho tratando de explicar el
fenémeno con resultados en ocasiones contradictorios. Sin embargo, es posible
que la diversidad de los reportes represente la heterogeneidad de este proceso in
vitro. Es logico el tratar de asociar el parametro seminal prondstico mas
importante para la fertilizacion con el proceso de quimiotaxis. Hasta el momento
no existe ninguna publicacién en la cual se relacione la quimiotaxis con la
alleracion de la movilidad espermdtica, particularmente en aquel subgrupo de
pacientes que tienen un indice de movilidad normal con movilidad tipo A menor de
25 {astenozoaspérmicos relativos).

Inicialmente se podria pensar que el modelo biolégico no es el mas adecuado,
ya que si esta comprometida la movilidad espermatica, desconocemos Ila
repercusion que pueda tener sobre el efecto quimiotéctico. Sin embargo, se
trabajd con pacientes con un indice de movilidad por arriba de 0.25 sin ninguna
otra alteracion seminal. En este caso es mas probable que la astenozoospermia
se asocie con alteracidn de la respuesta quimiotactica.

Nuestra variable dependiente evaluada como migracion especifica muestra
una dispersion acentuada. Esta dispercidn de los datos se hace mas evidente en
el grupo de pacientes leves, cuando se compara con el grupo de pacientes
guspérmicos. Al comparar los datos en los diferentes grupos no encontramos
diferencias significativas como esperdbamos, esto puede ser debido a varias
circunsiancias.

Primero, el tamafio de la muestra puedo no haber sido suficiente como para
demostrarnos una tendencia real entre los diferentes grupos. Esto era esperado,
ya que, el disefio del estudio fue planeado como estudio piloto.

Segundo, los grupos pueden ser heterogéneos por lo que descartariamos la
hipdtesis alterna. En tal caso los pacientes astenozoopérmicos leves no tienen
una migracién especifica menor que la de los astenozoopérmicos relativos y los
pacientes astenozoopérmicos relativos no tienen una migracion especifica menor
comparados con pacientes euspérmicos sanos.
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Tercero, en el grupo de euspérmicos la distribucion de los datos fue més
homogénea, posiblemente debido a que realmente es un grupo uniforme y , a que
el modelo experimental utilizado si nos permite la evaluacién de la quimiotaxis en
este grupo de pacientes.

Asi pues, podemos sugerir en este estudio que el indice de movilidad no
correlaciona positivamente con la migracién especifica del modelo de quimiotaxis
de doble camara (datos no presentados), aunque la tendencia al evaluar las
medianas sugiere que si aumentaramos el tamarfo muestral, podriamos alcanzar
diferencias estadisticas.

Obviamente, la linearidad como pardmetro de progresidén mostrd diferencias
significativas entre los tres grupos. Esto, es resultado de ios parametros de
evaluacion en la cinética espermatica (VAP, VCL, y VSL). La linearidad, como
parametro de progresién lineal del esparmatozoide parece ser un mejor indicador
de la progresion espermatica cuando se comparé entre los grupos que cuando se
comparé la rectitud STR. Este hallazgo coincide con lo reportado en la literatura
{Davis., 1992).

La quimiotaxis es un fenomeno que se ha estudiado in vitro, con diferentes
tipos de modelos experimentales, desconocemos el impacto del medio endégeno
sobre este proceso (Villanueva et al., 1992; Makler et al.,1982; Anderson et al.,
1895 ). Aparentemente la respuesta quimotactica no es uniforme, si no por el
contrario, se desencadena de manera progresiva para una subpoblacion de
espermatozoides, lo que le da un caracter de continuidad a través del tiempo,
sobre todo en el periodo periovulatoric (Ralt et al., 1994; Villanueva et al., 1995 ).
Nosotros encontramos la respuesta de las subpoblacién esperméaticas en los
grupos de pacientes astenozoospérmicos pudiera contener una heterogeneidad
causal que no permite separar adecuadamente los grupos.

La migracién especifica que valord la diferencia entre el nimero de
espermatozoides encontrados en las cdmaras control del nimero de
espermatozoides encontrados en las camaras con progesterona, enconiramos
que el grupo euspérmicos (DE: 6.16) fue el que tubo una distribucidon de datos
mas uniforme, seguido por el grupo de astenozoospérmicos relativos (DE: 14.90)
y el grupo |1l (DE: 15.88). Estos resultados podrian comrelacionar con €l hecho de
que es mas predecible la respuesta quimiotactica espermatica en los pacientes
sanos que en los otros dos grupos de pacientes. Posiblemente, esto es debido a
la distribucion heterogénea de los datos en los grupos 1l y il ‘

Otro aspecto importante es la relacion temporal que tiene a quimiotaxis con
otros procesos espermaticos que se llevan a ¢abo in vivo previo a la fecundacion
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del ovocito. Al parecer, por 1o menos in vitro, la capacitacién es un prerequisito
para que haya una respuesta quimiotactica. Sin embargo, no se ha estudiado la
asociacian con la reaccion acrosomal. Sabemos que esta dltima depende de la
concentracién de calcio en el medio externo y que se han identificado receptores
a progesterona a nivel espermatico. ; sera la reaccion acrosomal un proceso
independiente del fenémeno quimiotactico ?, de ser asi ¢seran toda la poblacion
espermatica capaz de lievarlo a cabo? O por el contrario, ¢sera solamente la
poblacion espermatica quimiotacticamente “activa® la beneficiada de este
proceso?

Este es un estudio piloto para evaluar |a respuesta quimiotactica en presencia
de alteracién de la movilidad espermética. Por lo tanto, es necesario continuar el
estudio con una poblacién mayor para determinar el impacto real de este
fenémeno sobre la movilidad espermatica. Ademés es necesario comrelacionarlo
con otros fénomenos como {a hiperactivacion y la reaccién acrosomal.
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Conclusiones

1) La respuesta quimiotactica de los espermatotozoides de varones con
astenozoopermia aislada idiopatica relativa Vs leve es semejante, demostrado
mediante la utilizacion del modelo de doble camara de migracion.

2) lLa respuesta quimiotactica de los espermatozoides de varones con
astenozoopermia (leves y relativos} no mostrd diferencias significativas con
varones controles euspérmicos.

3) El ndmero de pacientes en el presente estudio requiere incremento en el
tamaiio muestral para mostrar diferencias estadisticas, si es que las hay.

4) Existe una tendencia a incrementarse la migracion especifica conforme
incrementa el indice de movilidad cuando se analizan las medianas en los grupos
del presente estudio.

5) El indice de movilidad espermdtica no correlaciona con el resultado de
migracion especifica de los pacientes estudiados.

6) La linearidad es un pardmetro de la cinética espermatica que debe de ser
considerado cuando se analizan grupos de pacientes.

»



Andfisis de la Quissiotaxis
Eapermitica em varonss cos astesoroospormia

Bibliografia:

e Afzelius, B.A. (1976) A human syndrome caused by inmotile cilia., Science,
193,317-319.

+ Anderson, R.A,, Feathergill, KA., Rawlins, R.G., Mack, S.R., Zaneveld, J.D.
{1995) Atrial natriurtic pepetide: A chemoattactant of human spermatozoa by a
guanylate cyclase-dependent pathway. Molecular. Reprod. Develop., 40, 371-
378

Anderson, R.A., Feathergill, KA. De Jonge C.J., Mack, S.R., Zaneveld, L.J.D.
(1992) Facilitative effect of pulsed addition of dibutyryl cAMP on the acrosome
reaction of noncapacitated human spermatozoa. J. Androl., 13, 398-408.

Baker, R.R., Bellis, M.A. (1988) “Kamikaze” sperm in mammals? Anim. Behav.,
36, 936-939.

Barboni, B., Mattioli, M., Seren, E. (1995) Influence of progesterone on boar
sperm capacitation. J. Endocrinol., 144, 13-18

Cohen, DA, Ralt, D., Tur KI., Manor, M., Makler, A. Et al. (1994) Sequential
acquisilion of chemotactic responsiviness by human spermatozoa. Biol.
Reprod., 50, 786-790.

Cutler, J.E. (1974) A simple in vitro method for studies on chemotaxis. Proc.
Soc. Exp. Biol. Med., 147, 471.

- Davis, RO: The promise and pitfalls of computer-aided sperm analysis. Infertil
Repred Med Clin North Am 1892,3:341

Einsenbach, M., Ralt D. (1992) Preconiact mammatlian sperm-egg
communication and role in fertilitation. Am. J. Physiol., 262, C1095-101.

Einsenbach, M., Tur, K.I. (1994} Human Sperm chemotaxis is not enigmatic
anymore, Fertil. Steril., 62, 233-235.

Gnessi, L., Ruff, M.R., Fraioli, F., Pert, C.B. {1985) demostration of receptor-

mediated chemotaxis by human spermatozoa. A novel quantitative bioassay.
Exp. Cell. Res,, 161, 219-230.

34



Andiisin de la Quimdotais
Espermifica en virohes con astemozroospermia

Hartman, H.G. (1965) Correlation among criteria of semen quality. Fertil. Steril.,
16, 632-644.

Igbat, M., Shivaji, S., Vijayasarathy, S., Balaram, P. (1980) Synthetic peptides
as chemoatiractants for bull spermatozoa: structure activity correlations Biochem
Biophys. Res. Commun., 96, 235-242.

Ishijima, S., Oshio, S, Mohri, H. (1986) Flagellar movement of human
spermatozoa. Gametr. Research., 13, 185-197.

Kartagener, M. (1933) Zur pathogenese der bronchiektasien bei situs viscerum
inversus. Beitr. Klin. Tuberk., 83, 489-501.

Kim, S.H., Cho, KW, Lim, S.H., Hwang, Y.H., Ryu, H., Oh, S.H. et al. {1992)
Presence and release of immuncreactive atrial natriuretic peptide in granulosa
cells of the pig ovarian follicle. Regul, Pept., 42, 153-162.

Lipshultz, L. (1980) subfertility, in Kaufman J (ed). Current Urologic Therapy,
Philadelphia, WB Saunders, 399-404.

Macleod, J., Gold, R. (1953) The male factor in fertility and infertitity. Fertil.
Steril., 4, 10.

Makler, A., reichler, A., Stoller, J., Feigin, P.D. (1992) A new model for
investigating in real-time the existence of chemotaxis in human spermatozoa.
Fertil. Steril., 57, 1066-1074.

Mortiner, D., Leslie, E.E., Kelly, RW., Templeton, A A (1982} Morphological
selection of human spermatozoa in vivo and in vitro. J. Reprod. Fertil., 64, 391-
399.

Osman, R.A, Andria, M.L., Jones, AD., Meizel, S. (1989) Steroid induced
exocytosis: The human sperm acrosome reaction. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 160, 828-833.

Ralt, D., Manor, M., Cohen, D.A., Tur, K1, Ben, S.1. et al. (1994) Chemotaxis
and chemokinesis of human spermatozoa to follicular factors. Biol. Reprod., 50,
774-785.



	Portada

	Tabla de Contenido

	Texto

	Conclusiones

	Bibliografía




