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1. RESUMEN

Se estudiaron dos grupos de trabajadores de una fabrica de empaques y mangueras,
ubicada en Xalostoc, Estado de México. El primer grupo estuvo conformado por 32
okreros expuestos a una mezcla de hidrocarburos que contenia benceno, etilbenceno
(thinner), tolueno y trementina. El segundo grupo estuvo formado por 27 trabajadores
del area administrativa de la misma empresa y que no estaban expuestos a
hitlrocarburos. El objetivo de este trabajo fue investigar las caracteristicas del semen
de obreros que estuvieron expuestos a un patrén excesivo de hidrocarburos
anymaticos que se confirmé por la presencia de niveles elevados de metabolitos de
benceno y de tolueno en la orina. El promedio de edad de los grupos fue 26.6 £+ 3.7 y
27.4 £ 5.1 anos, respectivamente. En el grupo de obreros expuestos, 37.5% tenian
entre 3 y 5 afos de exposicion a los hidrocarburos, 34.5% de 6 a 9 anos y el restante
28%, mas de 10 afios de exposicion. El 70% de los individuos de este grupo inicié su
contacto con los hidrocarburos antes de los 20 afnos. De acuerdo a los criterios del
inclice de expasicion biologica a toxicos (BEI), todos ios obreros expuestos presentaron
niveles elevados de acido hipurico (AH) (AH>2.5 g/g de creatinina), en promedio, 9.8 &
1.8 g/g de creatinina y 94% de éstos presentaron niveles elevados de acido mandélico
(AM) (AM>0.8 g/g de creatinina), en promedio, 1.5 £ 0.3 g/g de creatinina. Al realizar
una comparacion entre el semen del grupo de obreros expuestos a hidrocarburos y el
seimen dei grupo de varones no expuestos que trabajaban en ia misma empresa, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la viscosidad del semen (RM
14.00, p<0.001), en la capacidad de licuefaccion (RM 4.53, p<0.01), en ia cuenta
espermatica (13.8 £ 24.3 vs 43.2 + 44.5 x10° espermatozoides/ml, RM 4 .47, p<0.01),
en la motilidad espermatica (21.3 £ 21.9 vs 44.5 £ 24.7% de motilidad grado ill mas
grado Il, RM 8.94, p<0.001), en el porcentaje de espermatozoides con morfologia
noimal (28.7 £ 13.6 vs 41.7 £ 11.4% de formas normales, RM 26.00, p<0.001), en ia
cantidad de espermatozoides viables (80.2 £ 20.2 vs 86.6 £ 6.5% de espermatozoides
vivds, p<0.001) y en la cantidad de células germinales inmaduras con micronucleos
(CGI Mns) (32 £ 15 vs 4 + 3% de CGI Mns, p<0.001). En el grupo de obreros
expuestos, 31.3% presentaron oligoastenoteratozoospermia, 15.6%
oligoastenozoospermia, 12.5% astenozoospemmia, 12.5% astenoteratozoospermia,
6.3% azoospermia y 3.1% teratozoospemia. El numero de individuos que presentaron
eyaculados con caracteristicas nommales fué mayor en el grupo de varones no
expuestos (59.3%) que en el grupo de obreros expuestos (18.8%) (RM 6.3, p<0.001).
En conclusion, los obreros expuestos a mezclas de hidrocarburos que contenian
berceno y tolueno, presentaron anormalidades en la viscosidad y licuefaccion del
semen, mismas que sugieren alteracion de las caracteristicas fisicoquimicas del
plasma seminal. El dano producido en el proceso de espermatogénesis de estos
varones expuestos a hidrocarburos puede asumirse por una disminucion significativa
en la cuenta y en la motilidad espermatica, en el porcentaje de espermatozoides
moifologicamente normales y en la cantidad de CGI Mns encontradas, con respecto al
grupo que no estuvo expuesto. Las alteraciones encontradas en el semen de los
obreros expuestos tuvieron en su mayoria, una correlacion estadisticamente
sigrificativa, tanto con los anos de exposicidon, como con la edad de inicio a Ia
exposicion a los hidrocarburos; por lo tanto, los individuos mas dafados fueron los que
tenian mas anos de exposicion y/o los que iniciaron esta exposicion mas
tempranamente, antes de ios 20 afos de edad.



SUMMARY

Two groups of workers at a manufacturing plant for packages and hoses, located in
Xalostoc, State of Mexico (Estado de Meéxico) were studied. The first group was
comprised by 32 workers exposed to a mixture of hydrocarbons containing bencene,
et1ylbencene (thinner), toluene and trementine. The second group consisted of 27
workers from the administrative area of the same company with no history of exposure
to hydrocarbons. The objective of this study was o analyze semen characteristics of
thnse workers exposed to an excessive pattemn of aromatic hydrocarbons that was
confirmed by the presence of high levels of bencene and toluene metabolites in urine.
The average age of the groups was 26.6 + 3.7 and 27.4 £ 5.1 years, respectively. In
the: group of exposed workers, 37.5% had been exposed to the hydrocarbons for 3to §
years, 34.5% between 6 and 9 years and the remaining 28%, over a 10 year exposure
peqiod. Approximately 70% of the subjects in this group had their first contact with
hydrocarbons before they were 20 years old. Based on the biological exposure index
(BE)) to toxic materiat, all exposed workers had high fevels of hippuric acid (HA) (HA>
2.5 g/g of creatinine) of approximatety on the average 9.8 % 1.8 g/g of creatinine. About
94'% of these had high levels of mandelic acid (MA) of approximately an average
amount of 1.5 x 0.3 g/g of creatinine (MA> 0.8 g/g of creatinine). When comparing the
sernen of the group of exposed workers to that of non-exposed workers of the same
cornpany, statistically significant differences were found with respect to the viscosity of
the semen (RM 14.00, p<0.001), in the liquefaction ability (RM 4.53, p<0.01), in sperm
count {13.8 £ 24.3 Vs 43.2 1+ 44.5 x 106 spermatozoa /ml, RM 4.47, p<0.01), on sperm
molility {(21.3 £ 21.9 Vs 445 + 24.7% of grade [l motility plus grade I, RM 8.94,
p<0.001), in the percentage of sperm cells with normai morphology {(28.7 £ 13.6 Vs
41.7 £ 11.4 of normal forms, RM 26.0, p< 0.001), in the amount of live spermatozoa
(80.2 £ 20.2 Vs 86.6 £ 6.5% of live sperm cells, p<0.001) and the amount of immature
germ cells with micronuclei (IGC/Mns) (32 £ 15 Vs 4 £ 3% of IGC/Mns, p<0.001). In the
exposed group of workers, 31.3% had oligoasthenoteratozoospermia, 15.6%
oliguasthenozoospermia, 12.5% asthenozoospermia, 12.5% asthenoteratozoospermia,
6.3% azoospermia and 3.1% teratozoospermia. The number of subjects with normally
characteristic ejaculations was greater in the group of non-exposed males (59.3%) than
in tre group of exposed workers (18.8%) (RM 6.3, p<0.001). In conclusion, workers
exposed to mixtures of the hydrocarbons containing bencene and toluene, had
abnormalities in the viscosity and liquefaction of the semen, suggesting changes in the
physical-chemical characteristics of the seminal plasma. The damage produced in the
spermnatogenesis process of these men exposed to hydrocarbons can be assumed to
be in terms of significant decrease in the number of sperm and their motility, the
perceniage of morphologically normal sperm and in the amount of IGC/Mns found with
respict to the non-exposed group. The changes found in the semen of workers
exposed to hydrocarbons had in the majority, a statistically significant correlation with
both the number of years of exposure as well as with the age when initially exposed to
the hydrocarbons. Therefore, those individuals most damage were those with a greater
number of years exposed and/or those exposed at an earlier age, before 20 years old.



2INTRODUCCION

21. BASES MORFOFISIOLOGICAS DEL SISTEMA
REPRODUCTOR MASCULINO

El sistema reproductor masculino esta formado por una serie de érganos que en general
derivan de zonas especializadas del mesodermo durante el desarrollo embrionario y
comprenden a los testiculos, epididimos, conductos deferentes, prostata y vesiculas
seminales como érganos sexuales internos. Ademas incluye al pene y al escroto, como
drganos sexuales externos. A continuacion se describen los datos morfofuncionales mas
importantes de estos 6rganos. Se mencionan por separado algunos datos de la uretra y
de las glandulas de Cowper por poseer caracteristicas especiales relacionadas con las
fur ciones reproductivas del hombre.

2.1.1. TESTICULO

El lesticulo del adulto tiene un tamafo promedio de aproximadamente 4 x 3 x 2.5 cm.
Tiene una cubierta gruesa, llamada tunica albuginea, que se invagina ligeramente en su
porcidn posterior dentro del testiculo para formar el cuerpo de Hihmore (mediastino
testicular). Este mediastino fibroso envia tabiques hacia dentro para formar
cornpartimientos testiculares (cerca de 250), donde se alojan los tubulos seminiferos
(Tanagho, 1992).

El festiculo esta cubierto por delante y a los lados por la hoja visceral de la membrana
serasa o tunica vaginal, la cual se continiia con |a hoja parietal, que separa al testiculo de
la pared escrotal (Eroschenko, 1993 ). En el polo superior del testiculo se encuentra la
hidiitide o apéndice testicular, que es un pequerio cuerpo pedunculado o sésil, de aspecto
semejante a la hidatide del epididimo. El testiculo esta estrechamente adherido

posterolateralmente al epididimo, en particular en sus polos superior e inferior.



Cada lébulo o compartimiento testicular contiene de uno a cuatro tabulos seminiferos
considerablemente flexuosos, que miden aproximadamente 60 cm de longitud cada uno.
Estos convergen para formar los tubulos rectos, la rete testis y los conos eferentes hacia

el cuerpo de Highmore en donde convergen para formar el epididimo.

Cada tubulo seminifero tiene una membrana basal que da sostén a las células
seminiferas que son de dos tipos: células de Sertoli y células de la linea
esgermatogénica. El estroma entre los tubulos seminiferos contiene tejido conjuntivo laxo
en 2l que estan incluidas las células intersticiales de Leydig, vasos sanguineos y linfaticos
y escasas fibras nerviosas (Matsumoto, 1996). E! tejido conjuntivo del testiculo se
continia con el tejido conjuntivo del mediastino. En este ultimo, Los tubulos seminiferos

de cada lobulo testicular convergen para formar los tubulos rectos. Estos tubulos son

corlos, estrechos y formados por epitelio cuboidal. Estos tubulos se continuan con la aefe

1utis, que se localiza en el tejido conectivo del mediastino. Esta sele Lestis es irregular y

sus tubulos se anastomosan con la lamina ancha, que esta formada por una sola capa de
epitelio cuboidal. Estos tubulos comienzan a ensancharse al acercarse a los conductos
eferentes. Estos conductos, denominados conos eferentes, son mas bien rectos, pero al
continuarse con la cabeza del epididimo comienzan a ser muy contorneados
(Ercschenko, 1993).

La fisiologia y regulacion de la funcidon testicular se abordan en los capitulos de
Neuroendocrinologia y Espermatogénesis.

2.1.2. EPIDIDIMO

El epididimo esta situado posterolateralmente al testiculo y queda mas cerca de éste en
su polo superior. Su polo inferior se halla unido al testiculo por tejido fibroso. E! conducto
deferente se localiza por detras y por dentro del epididimo y forma parte del cordon

espermatico ( vide infa ).

El epididimo estd cubierto exteriormente por serosa. El conducto del epididimo esta
cubizrto en su interior, por epitelio cilindrico seudoestratificado ciliado en toda su longitud
y su pared esta formada por tejido conjuntivo y fibras musculares lisas.



El epididimo esta formado por un conducto considerablemente flexuoso, que en su polo
inferior (cola del epididimo) se continia con el conducto deferente (Eroschenko, 1993). A
menudo se observa en el polo superior del epididimo, un apéndice; este es un cuerpo
quistico que en algunos individuos es pedunculado, pero en otros es seésil, que se
deriomina hidatide del epididimo.

Por mucho tiempo, el epididimo fue considerado como un simple conducto en el cual los
espermatozoides son almacenados por cierto tiempo y luego transitan en el momento de
la eyaculacion. Numerosos estudios realizados principalmente en animales y algunos en
humanos, han demostrado que en el epididimo se realizan las etapas finales del
desarrollo y maduracion de los espermatozoides (Amann, 1980; Hinton, 1981). Es en esta
estructura donde estas células completan su maduracion morfolégica y adquieren la
capacidad de moverse por si solas con movimiento progresivo rapido (Shilon, 1978},
aunijue mas recientemente se haya demostrado que la maduracion en el epididimo no es

indispensable, ya que los espermatozoides que no han sido almacenados ni madurados
en ¢! epididimo por algun periodo de tiempo, también son capaces de fecundar is wie

(Craft, 1995).

En |a literatura son numerosas las publicaciones que han contribuido a describir los
fenomenos que ocurren dentro del epididimo, todas ellas incluyen las interacciones entre
los espermatozoides, el liquido luminal, el epitelioc epididimal, la sangre y los
compartimientos vasculares linfaticos, en el control del proceso de maduracién que
experimentan los espermatozoides en su transito a través del epididimo. El epitelio del
epididimo tiene todos los atributos de un epitelio muy activo metabdlicamente. Dos de las
funciones principales que realiza este epitelio y que han sido descritas son, la absorcion y
la secrecion. El resultado final de esas funciones determina la composicién del medio
[uminal. La secrecién merdcrina ha sido bien demostrada en el apice de las principales
célulais secretoras del epididimo (Nicander, 1977). Otros autores han demostrado también
secrecién de tipo holécrina y apacrina (Griffin, 1992).

El ep didimo sintetiza ciertos compuestos que son secretados a la luz del canal. Estos
compuestos incluyen proteinas, carnitina, lipidos, gliceriifosforilcolina  (GPC),

carbonidratos, esteroides y algunas otras moléculas (Hamilton, 1977). Varios de esos



conipuestos son de gran importancia para los espermatozoides que se encuentran en el
epididimo.

2.1.2.1. PROTEINAS

Las células del epitelio del epididimo y conductos deferentes sintetizan y secretan
proteinas especificas. Por medio del estudio del liquido extraido de diferentes regiones
del epididimo de rata se pudo demostrar que algunas proteinas séricas también son
encontradas en el epididimo. La cantidad de algunas proteinas varia relativamente en las
diferentes regiones del epididimo, o cual indica secrecion, absorcion o alguna actividad
proteolitica; también se encontré que el liquido del epididimo contiene moiéculas de
naturaleza protéica de bajo peso molecular y ademas se pudo observar como una parte
de las proteinas del epididimo ya no estan presentes en los conductos deferentes (Wong,
1981).

De las proteinas especificas del epididimo se pueden mencionar a la galactosiltransferasa
y la o-lactalbuminasa (Hamilton, 1981), ambas juegan un papel muy importante en la
glicosilacion de la superficie celular cuando el espermatozoide transita a través del
epididimo.

Los aminoacidos que con mas frecuencia se encuentran en forma libre en el epididimo
son glicina, acido glutamico, alanina y serina y aungue su presencia no es clara, se
postula que juegan un papel importante en el mecanismo de maduracion del
espeimatozoide (Moule, 1995).

2.1.2.2. CARNITINA

Se hzn encontrado aitas concentraciones, tanto de carnitina, como de acetilcarnitina en el
liquido epididimario (Marquiz, 1965). La camitina no es sintetizada en el epididimo, es
absorbida del térrete circulatorio, después acumulada en fas céiulas epididimanas y
posteriormente secretada a la luz del epididimo. La carnitina esta involucrada en el
metatolismo de los acidos grasos (Hilton, 1981) y dado que el espermatozoide es
deperdiente de este metabolismo, la camitina juega un papel muy importante en la

preselvacion de la viabilidad de los espermatozoides del epididimo.



2.1.2.3. LIPIDOS

Lcs lipidos constituyen una parte importante del sustrato que usan los espermatozoides
durante su estancia en el epididimo. El total de lipidos representa el 1.25% del peso neto
de! epididimo. Estos lipidos son de tres tipos, 64% son fosfolipidos, 12% es colesterol y
24% son glicéridos (Sheriff, 1980).

2.1.2.4. GLICERILFOSFORILCOLINA (GPC)

Esie compuesto es sintetizado por las células epiteliales del epididimo, es secretado y
acumulado en altas concentraciones en muchos animales, incluido el humano. Su papel
fisiologico no es claro, pero es factible que ayude a mantener el balance de la presion
osmoética en la luz del epididimo. La GPC es secretada holécrinamente, aparentemente
por control androgénico (Fourie, 1995). Se ha demostrado que mas del 70% de la GPC
es secretada por el epididimo, por lo cual se ha utilizade con cierta frecuencia como un
maicador de la funcion epididimaria {(Fourie, 1995).

2.1.2.5. CARBOHIDRATOS

En ¢l plasma epididimario existen pequefias moléculas de carbohidratos como fructuosa,
glucosa y acido citrico en concentraciones muy bajas. Sin embargo, se ha demostrado
que el epitelic del epididimo esta involucrado en Ia sintesis de carbohidratos complejos
(Fleischer,1969). La secrecién epididimaria es rica en acido sialico, el cual es incorporado
a las sialomucoproteinas y tiene efecto sobre el acrosoma de los espermatozoides que
estan en maduracion (Prasad, 1973).

2.1.2.6. ESTEROIDES
Existzn algunas evidencias de que el epididimo puede sintetizar esteroides n vihe

(Gloyna, 1969). Las enzimas involucradas en la esteroidogénesis han sido bien
identificadas en el epididimo, con lo cual se asume que esta estructura produce
testosterona (T} y dihidroepiandrosterona (DHEA). Asi, ademas del suplemento de
estervides que provee el testiculo al epididimo, este ultimo es capaz de proveerse a si
mismo de pequefias cantidades de androgenos, los cuales son esenciales para mantener
la actividad epididimaria.

La iniegridad funcional del epididimo es claramente dependiente de las hormonas

testiculares. La T y la dihidrotestosterona (DHT) son los principales andrégenos que



controlan la funcién epididimaria. Dentro del epididimo se pueden apreciar distintas
respuestas regionales por estimulo de los andrégenos; hay una respuesta mayor en la
region caudal que en la regién de la cabeza y también en los diferentes tipos de células.
Paita mantener su integridad funcional, las células ciliadas requieren niveles de
anardégenos mas bajos que fas células del epitelio que realizan una actividad meramente
secretora. Por otra parte, también son necesarios .los andrégenos para promover y
mantener la habilidad fertilizante del espermatozoide, asi como, estimularlo para que
desarrolle su capacidad de movimiento vigoroso y progresivo {Dyson, 1973). Ademas de
los androgenos, se ha demostrado que la prolactina (PRL) participa activamente en la
estirwulacion del crecimiento epididimario, sinérgicamente con fa DHT (Kreider, 1977).
Otro factor que posiblemente regula fa funcioén epididimaria es la temperatura, ya que se
ha ooservado como ésta acelera el transito de los espermatozoides por e epididimo. Lo
que no es factible de explicar, es como pese a que reduce significativamente la estancia
de lcs espermatozoides en el epididimo, al parecer, no afecta la calidad del semen
(Bediord, 1978), con lo que pudiera decirse que el calor puede afectar al desarrollo y
maduracion del espermatozoide en otra fase del proceso de espermatogenesis
(principalmente durante la espermiacion), ya que los individuos expuestos a temperaturas
altas tienen disminucién de la cuenta espermatica (De Celis, 1996).

2.1.3. CORDON ESPERMATICO Y CONDUCTO DEFERENTE

Los das cordones espermaticos se extienden desde los anillos inguinales internos, por los
conductos inguinales, hasta los testiculos. Cada corddn contiene conducto deferente,
arterias espermaticas interna y externa, arteria del conducto, plexo venoso pampiniforme
(que forma hacia arriba las venas espermaticas), vasos linfaticos y nervios. Todos los
elementos mencionados estan cubiertos por delgadas envoituras aponeuréticas. Algunas
fibras del musculo cremaster se insertan, por un extremo, en los cordones y por el otro,
en el ccnducto inguinal (Paz, 1993).

La apor eurosis que cubre el cordén espermatico esta formada por tejido conjuntivo laxo
que sos‘iene las arterias, venas y linfaticos. El conducto deferente es un pequefio tubo de
pared g-uesa, compuesto por dentro, de una mucosa y submucosa rodeada por tres

capas bien definidas de musculo liso encerradas en una cubierta de tejido fibroso. Por



arriba del testiculo, este conducto es recto y sus 4 c¢m proximales tienden a ser
contorneados (Eroschenko, 1993).

La luz de los conductos deferentes es irregular y estrecha con una capa deigada de

mucosa, una capa muscular gruesa y una capa adventicia. La superficie irregular de la luz

se debe a que posee un recubrimiento de lmiss propis, que consiste en fibras de

colagena compactadas y una fina red elastica (Eroschenko, 1993). El epitelio de los
conductos deferentes es columnar pseudoestratificado, pero un poco mas bajo que el
epitelio del epididimo. Este epitelio descansa sobre una membrana basal y en el apice de
sus células se pueden apreciar cilios. La capa muscular esta formada por una capa
longitudinal interna, una capa gruesa circular intermedia y una capa delgada longitudinal
externa de musculo liso. La capa muscular esta rodeada por adventicia, la cual contiene
nUMErosos vasos sanguineos y nervios. La adventicia se une con el resto del tejido

conectivo y rodean asi al cordon espermatico (Eroschenko, 1983).

2.1.4. PROSTATA

Es uin organo glandular y fibromuscular situado inmediatamente por debajo de la vejiga.
Normr almente pesa alrededor de 20g y contiene en su espesor a la uretra posterior, que
mide aproximadamente 2.5 cm de longitud. Estd sostenida, por delante, por los
ligamentos puboprostaticos y por debajo, por el diafragma urogenital. La prostata esta
atravesada, por detras, por los conductos eyaculadores que se dirigen oblicuamente para

abrirse en el wswmsmonisrwn en el piso de la uretra prostatica inmediatamente proxima! al

esfinter urinario estriade externo (Paz, 1993).

Seguri la clasificacion de Lowsley (Tanagho, 1992), la préstata consta de cinco idbulos:
anterior, posterior, lateral derecho, lateral izquierdo y mediano. Segun McNeal (1972)
(Tanagho, 1992) tiene una zona periférica, una central, una zona transicional, un
segmento anterior y una zona esfinteriana preprostatica. El segmento de uretra que
atraviesa la prostata es la uretra prostatica. Esta recubierta por una capa longitudinal
interna de musculo {(continuo con una capa semejante de la pared vesical). Incorporada

dentro de {a prostata esta una abundante cantidad de musculatura vesical longitudinal
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exierior. Esta musculatura representa al verdadero esfinter liso involuntario de la uretra
posterior.

La préstata queda por detras de la sinfisis del pubis; en estrecho contacto con su cara
posterosuperior se encuentran los conductos deferentes y las vesiculas seminales. Por
det-as se halla separada del recto por las dos hojas de la aponeurosis de Denonvilliers,
que constituye los remanentes de la serosa del fondo de saco de Douglas que en una
fase de su desarrollo embriologico se extendian hasta el diafragma urogenital (Paz,
1993).

En lo profundo de la capa de fibras musculares lisas circulares que tiene la prostata
(esf.nter involuntario) yace el estroma prostatico, constituido por tejido conjuntivo con
numerosas fibras musculares lisas. En él estan incluidas las glandulas prostaticas. Estas
glandulas se abren a conductos excretorios de mayor tamafo (aproximadamente 25) los

que a su vez desembocan en el piso de la uretra prostatica principalmente, entre el
vrurnondasis ¥ €l cuello vesical. Inmediatamente por debajo del epitelio de transicion

de la uretra prostatica se encuentran las giandulas periuretrales (Brandes, 1974).

La glandula prostatica tiene dos funciones, sirve como esfinter y contribuye con una parte
del eyaculado. EI muscule liso que esta orientado circularmente en el cuello de la vejiga y
del esfinter preprostatico, esta involucrado en la liberacién de la secrecion prostatica y
quizad también pueda estar involucrado en la continencia urinaria. Por otra parte, el
musculo liso y estriado de las porciones anterior y anterolateral de la prostata, el cual se
fusior:a con la parte externa del esfinter, esta involucrado en la continencia urinaria y en la
emision del semen (Blacklock, 1976).

La préstata secreta de 0.5 a 1.5 mi de un liquido lechoso, ligeramente aicalino (pH de 7.2)
que representa del 15 al 30% del volumen total del eyaculado. El liquido prostatico
contiexe fosfatasa acida, acido citrico, poliaminas y cationes bivalentes (ca*, Zn* y
Mg®") ‘Mann, 1981).

La secrecion de la prostata es merécrina predominantemente, por lo cual los granulos
secretores unidos a la membrana se fusionan con la membrana celular para liberar su

conten do (Blacklock, 1976). Ocasionalmente también se da la secrecion apdcrina, en la
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cual, parte del apice de la célula comienza a distenderse en forma de un pseudépodo. En
esle caso, los granulos secretores y fragmentos de los componentes celulares en que se
incluyen al citoplasma y algunos organelos, son secretados también (Brandes, 1974).

2.1.4.1. FOSFATASA ACIDA

La fosfatasa acida de! liquido prostatico humano es una proteina dimérica que cataliza la
hididlisis de los fosfomonoésteres. La actividad de ésta enzima esta localizada en el
epitelio glandular y basal de la glandula prostatica (Comhaire, 1989). Su sintesis y
secrecion es hormono-dependiente y se incrementa por estimulacion androgénica. La
secrecion de esta enzima puede ser afectada por la edad, excitaciéon emocional, por
algunas enfermedades, procesos inflamatorios o tratamientos farmacolégicos. La
castracion o la hipofisectomia y el tratamiento con estrogenos, pueden suprimir la
secracion de fosfatasa acida (Comhaire, 1989).

La actividad de la fosfatasa acida puede estar asociada con la actividad metabdlica del
espermatozoide porque cataliza la transferencia de fosfatos, seguida de la escision del
glicerolfosfato (Ostrowski, 1980). El semen de humano normalmente contiene varios tipos
de fosfatasas acidas de diferentes origenes. La enzima derivada de la prostata contribuye
sélo ¢on el 10 al 25 % de la actividad enzimatica sérica total (Ostrowski, 1980).

2.1.4.2. METALES BIVALENTES

De estos metales, el Zinc (Zn) es el mas comun y la concentracion que alcanza en el
liquido seminal humano es entre 2.5 y 25.7 mg/dl. El papel que tiene el Zn en la
reprocluccion no es del todo conocido, pero se ha demostrado que el espermatozoide
acumula Zn proveniente del liquido prostatico (Kvist, 1985) y es capaz de modular la
reaccion acrosomal (Delgado, 1985), la motilidad espermatica (Arver, 1982) y la
descondensacion espermatica (Huret, 1986). El Zn también esta involucrado en la
regulacion de varias enzimas. Hasta el momento se conocen algunas zinc-metaloenzimas
tales como Ia anhidrasa carbonica, carboxipeptidasa, alcohol deshidrogenasa,
deshidrogenasa glutamica, deshidrogenasa lactica y fosfatasa aicalina (Ostrowski, 1980;
Paz, 1393). Se sabe que el Zn es capaz de inhibir la actividad de la ADNasa, lo cual
puede indicar que este metal estd involucrado en el control de la destruccion de los
espermatozoides.
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2.1.4.3. CITRATO

El citrato es el principal anién en el plasma seminal humano (cerca de 376 mg/dl}. Su
secrecion es importante para mantener el equilibrio osmético de la prostata y es un
poiente fijador de iones metalicos (Mann, 1981). El citrato es producido por la via del ciclo
del acido tricarboxilico y se acumula después de su secrecién si no es utilizado. La

secrecion de citrato se realiza por medio de la bomba de Na y bajo control androgénico
(Paz, 1993).

2.1.4.4. POLIAMINAS

Se ha encontrado una alta concentracion de poliaminas alifaticas (espermina,
espermidina y putrecina) en el tejido prostatico y en el plasma seminal (Williams, 1975).
La mayor parte de la espermina proviene de la prostata. Las poliaminas también son
sintetizadas en el resto del organismo y provienen principalmente de Ia arginina por ia via
de la ornitina, catalizada por la ornitina descarboxilasa, la cual es una enzima clave,
conirolada por la T en los 6rganos sexuales (Griffin, 1992). Las tres poliaminas son
proniotoras del crecimiento celular (Paz, 1993). Se ha demostrado que la putrecina
funciona como un factor de crecimiento y es producida por los fibroblastos en condiciones
de cultivo (Pohjanpeito, 1972). La espermina y espermidina son capaces de estimular la
actividad de! cebador en el ADN de la ARN polimerasa, y estan involucradas en la
fosfcrilacion de las proteinas cromosomales no histonas (Ahmed, 1978). Se ha descrito
que las poliaminas mejoran la motilidad espermatica en el humano (Fair, 1972) y tienen
otras acciones, tales como inhibir la conversion de {a proacrosina a su forma activa, la
acrosina (Parrish, 1979). También se ha demostrado que la espermina tiene propiedades
bacteriostaticas y previene el crecimiento bacteriano en el plasma seminal (Combhaire,
1989).

La integridad funcional de la prostata es dependiente de las hormonas testiculares. La Ty
la DHT son los principales androgenos que controlan su funcion. La glandula prostatica y
otros tejidos blanco de los andrégenos, acumulan andrégenos en altas concentraciones.
La T que se acumula en la prostata es convertida rapidamente en 5-a-DHT por actividad
de la 5-a-reductasa (Griffin, 1992). La aita y prolongada captacién de andrégenos en la
prostata es debida a la presencia de receptores especificos a andrégenos localizados en
el citoolasma y nucleo de las células del epitelio prostatico (Liao, 1969).
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2.1.5. VESICULAS SEMINALES

Las vesiculas seminales estan situadas precisamente por arriba de la prostata, bajo la
base de la vejiga. Miden aproximadamente 6 cm de longitud y son de consistencia
blanda. Cada vesicula seminal desemboca a los lados del utriculo prostatico para formar
el conducto eyaculador. Los uréteres quedan por dentro de ellas y el recto se encuentra
adyacente a sus caras posteriores (Eroschenko, 1993).

La mucosa tiene un epitelio seudoestratificado. La submucosa esta formada por tejido
conjuntivo denso, cubierto por una capa delgada de musculo liso que a su vez estd
rode:ada por tejido conjuntivo (Eroschenko, 1993).

La secrecion de las vesiculas seminales es viscosa, ligeramente amarillenta y con un pH
alca.ino. Cerca del 70% del eyaculado en el humano proviene de las vesiculas seminales.
La ultima fraccion del eyaculado contiene principalmente secrecidn de las vesiculas
seminales. Durante la excitacion sexual, las vesiculas comienzan a tensarse y el musculo
liso se contrae. Las vesiculas experimentan contraccion peristaltica, lo que hace posible
que descarguen su secrecion en los conductos eyaculadores y la uretra (Benson, 1994).

La fructosa es un azucar primario que forma parte del liqguido seminal, en concentracién
aproximada hasta de 315 mg/dl. El nivel de fructosa esta bajo regulacién androgeénica,
pero muchos factores tales como el almacenamiento, la frecuencia de eyaculaciones,
niveles séricos de glucosa y estado nutricional en general, pueden afectar la
concentracion de fructosa en el plasma seminal (Mann, 1981). La fructosa se forma a
partir de la glucosa en sangre, por medio de una via enzimatica, donde experimenta
isomerizacion y luego desfosforilacion.

El acido ascorbico, el fésforo inorganico, el fosforo acido-soluble y el acido Urico también
estan presentes en el liquido seminal; éste Gitimo se encuentra en altas concentraciones
(Paz, 1993). Los principales cationes que posee éste liquido son el Na y K. El pH de la
secrecion de las vesiculas seminales pudiera indicar que el citrato y el bicarbonato son los
aniones mas importante en este liquido. E! sorbitol, el citrato de inositot, la colinesterasa y
otras proteinas solubles son sintetizadas para formar parte de este liquido que incluye
algunas prostaglandinas, que son importantes para estimular la contraccion del musculo
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liso y probablemente contribuyan al transporte del espermatozoide en el tracto
reproductor femenino (Mandl, 1972).

En general, las proteinas que estan presentes en este liquido son pocas en numero,
pueden ser insolubles en algunos pH y con frecuencia forman agregados
macromoleculares (Curry, 1990) y algunas son especie-especificas, tal es el caso de la
proteina MHS-5 que incluso sirve como marcador del semen humano (Evans, 1986). Ei
semen de humano tiene ademas otras proteinas especificas, tanto de origen prostatico,
como de vesiculas seminales, designadas también como antigenos seminales vesicula~
especificos. Estos fueron encontrados en semen recién eyaculado pero no se
encontraron presentes en esas mismas muestras después de dejarlas 30 min a
temoeratura ambiente, con lo que se presume, que son componentes estructurales del
coayulo seminal {(McGee, 1988). Las vesiculas seminales secretan ademas un inhibidor
de proteasas que estabiliza a la membrana acrosomal del espermatozoide y evita que se

realice precozmente la reaccion acrosomal (Curry, 1990).

El papel de los andrégenos para el desarrollo y manutencién de la funcionalidad de los
organos sexuales accesorios ha sido bien establecido. La produccion de T es requerida
para la diferenciaciéon de las vesiculas seminales en la pubertad, asi como para hacerlas
funcionar en toda la vida reproductiva, de tal forma que el control de la funcion de estas
vesiculas es muy similar a ia de la prostata (Markham, 1994).

El ep telio de las vesiculas seminales es capaz de metabolizar andrégenos por medio de
la actividad de las enzimas 3a, 3-B y 17-B-deshidrogenasas (Sirigu, 1981). Al encontrar
que tanto el citoso!l como el contenido nuclear de las células del epitelio de las vesiculas
seminales tienen una alta afinidad por los receptores a estrégeno, pudiera asumirse que
ademiis de los andrégenos, los estrégenos participan en la regulacion fisioldgica de estas
vesictlas (Murphy, 1980).

2.1.6. ESCROTO

Por debajo de la piel arrugada del escroto se encuentra el musculo dartos, que es
musculo liso. Por debajo de éste se identifican |as tres capas aponeurdticas y por debajo



15

de ellas se encuentra la hoja parietal de la tunica vaginal. La porcidon mas profunda del
escroto esta formada por tejido conjuntivo (Markham, 1994).

El escroto se halla dividido por un tabique en dos sacos de tejido conjuntivo. El escroto no
solo sostiene al testiculo, sino que por medio de la relajaciéon o contracciéon de su capa
muscular ayuda a regular su temperatura.

2.1.7. PENE

El pene estad formado por dos cuerpos cavernosos y el cuerpo esponjoso que contiene a
la uretra, cuyo diametro es de 8 a 9 mm. El extremo distal de estos cuerpos esta cubierto
por el glande. Cada uno de ellos esta encerrado en una vaina aponeurética (albuginea) y
todcs se hallan rodeados por una envoltura fibrosa gruesa, conocida con el nombre de
aponeurosis de Buck. Cubre a estos cuerpos una piel laxamente dispuesta y desprovista
de tejido adiposo. El prepucio forma una capucha sobre el glande.

Por debajo de la piel del pene (y el escroto) esta la aponeurosis de Colles, la cual se
extiende desde la base del glande hasta el diafragma urogenital. Esta aponeurosis se
continlia con la aponeurosis de Scarpa de la porcion baja de la pared abdominal.

Los extremos proximales de los cuerpos cavernosos se insertan en los huesos pélvicos
precizamente por delante de las tuberosidades isquiaticas. El cuerpo esponjoso ocupa
una cepresion en la linea media de la superficie ventral de los cuerpos cavernosos. En su
porcion proximal, el cuerpo esponjoso estd conectado a la cara inferior del diafragma
urogenital y a través de éste emerge la uretra membranosa: Esta porcién del cuerpo
esporjoso se encuentra rodeada por el musculo bulbocavernoso. Su porcién distal se
expar de para formar e! glande del pene.

El ligamento suspensorio del pene se origina en la linea alba y en la sinfisis del pubis y se
inserta en la cubierta aponeurdtica de los cuerpos cavernosos.

Los cLerpos cavernosos, el cuerpo esponjoso y el glande estan formados por tabiques de
tejido eréctil y de musculo liso que circundan las cavidades vasculares (Benson, 1994).



16

2.1.8. URETRA

La uretra esta rodeada por el cuerpo vascular esponjoso y el glande del pene. La mucosa
de la uretra que recorre el glande esta formada por epitelio escamoso. En ia vecindad
inmediata la mucosa es de tipo transicional. Por debajo de la mucosa esta la submucosa,
la cual contiene tejidos conjuntivo y muscular liso, asi como las numerosas glandulas de
Littre, cuyos conductos se abren a la luz de |a uretra (Tanagho, 1992).

2.1.9. GLANDULAS DE COWPER

Las glandulas de Cowper son una pareja de cuerpos de 3-5 mm de diametro y son
homologas a las glandulas de Bartolini de la mujer. Hay una glandula a cada lado de la
membrana dorsal de la uretra hasta el bulbo del pene, parcialmente incluidas en las fibras
del musculo esquelético del diafragma urogenital. Las glandulas estan divididas en
lobuios por tejido conjuntivo. Cada Iébulo es drenado por un conducto. Los conductos
mas delgados se anastomosan y forman conductos de mayor diametro y los conductos
que estan dentro de cada glandula se unen para forman un solo conducto excretor.
Usuzlmente cada conducto es rodeado por una o dos capas de musculo liso. Los
conductos mas pequeros presentan un epitelio columnar simple con actividad secretora,
el cual ocasionalmente da origen a diverticulos. Los conductos de mayor tamafno poseen
un epitelio columnar estratificado o pseudoestratificado sin actividad secretora y
ocasionalmente dan origen a glandulas intraepiteliales productoras de moco. Los
conductos excretores tienen de 3 a 4 cm de longitud y poseen un epitelio columnar
estratificado. Los conductos excretores penetran la membrana urogenital, pasan hacia
dentro> del cuerpo esponjoso del pene y recorren de 2 a 3 cm en la submucosa
pobremente definida de la uretra bulbosa. Estos conductos se abren en el piso de la
uretrz. por medio de dos aberturas muy pequeiias, una a cada lado de la linea media
(Paz, 1993).

Las glandulas de Cowper tienen el arreglo tipico de estroma y parénquima de todos los
organas sexuales accesorios masculinos. Los tubulos y los alvéolos estan rodeados por
tejido conectivo y musculo liso. Las células epiteliales escamosas son dominantes en los

tubulos y alvéolos de estas glandulas. Aunque también estan presentes otras formas
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ce.ulares, tales como las células columnares y cuboidales, que se encuentran, segtn la

fase funcional, edad, estado hormonal y actividad sexual del individuo (Paz, 1993).

La secrecion de estas glandulas es clara, ligeramente viscosa, de tipo mucoide, y se
deticarga durante la ereccion y posiblemente también durante la eyaculacién. El epitelio
glandular de los alvéolos secreta gotas de mucina, la cual probablemente colabora con la
lub-icacién uretral. La secrecién del moco, que es rico en sialoproteinas, ocurre por
exccitosis (Paz, 1983; Markham, 1994).

Corno todas las glandulas que forman parte del sistema reproductor masculino, estas
glandulas accesorias también funcionan bajo un control androgénico muy estricto, tanto
para la proliferacion celular durante su crecimiento, como para su actividad secretora
durante la vida reproductiva del varon (Markham, 1994).
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2.2. NEUROENDOCRINOLOGIA DEL SISTEMA
REPRODUCTOR MASCULINO

Los procesos de produccion y maduracion espermatica son regulados por control
endocrino. El hipotalamo regula al aparato reproductor por medio de la secrecion
intermitente de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) a una frecuencia y
cor centracion especifica (Granner, 1992). Esta hormona es un decapéptido que es
sinletizado por el hipotalamo. La estimulacion adrenérgica del hipotalamo genera fa
secrecion intermitente de la GnRH en el sistema porta hipotalamo-hipéfisario. La
liberacion de GnRH es una propiedad intrinseca del hipotalamo y es un mecanismo calcio
dependiente e independiente de AMPc o de GMPc. Esta secrecion también esta regulada
por acciones, tanto estimuladoras, como inhibidoras de factores extrahipotalamicos
(neurotransmisores, progesterona y otros esteroides). Los pulsos de GnRH ejercen su
principal efecto en la parte anterior de la hipdfisis, donde se inicia la sintesis, el
almacenamiento y la secrecion de las gonadotrofinas, de la hormona luteinizante {LH) y
de la foliculo estimulante (FSH). Aunque el control hipotalamico es permisivo, la
conservacion de las concentraciones normales de gonadotrofinas depende de la amplitud
y frecuencia especificas de los pulsos de GnRH. El mecanismo por el cual la secrecion de
una sola hormona regula la liberacion de dos hormonas diferentes, la LH y la FSH no se
conoce totalmente, pero puede involucrar algunas diferencias en la frecuencia de los
pulsos de la secrecion de la GnRH. Las desviaciones minimas alteran seriamente la
secrecion hipofisaria normal de gonadotrofinas (Bousfield, 1994). La alteracion del
hipotalamo o de las vias de comunicacion hacia la parte anterior de la hipofisis da como
resultado atrofia gonadal, ello demuestra la importancia del hipotalamo para conservar la
funcion reproductora normal. Sobrepuesta a la secrecion adrenérgica de GnRH es la
inhicicion de los niveles, tanto hipotalamicos como hipofisarios originados por el

incremento de la concentracion de T.

La LH y FSH son glicoproteinas compuestas por dos cadenas polipeptidicas
dencminadas o y B. Las diferencias en sus caracteristicas funcionales e inmunolégicas
estan determinadas precisamente por sus subunidades (Granner, 1992). Ambas
hormonas son secretadas por el mismo tipo de células basofilas de la hipéfisis (Griffin,
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1932). La LH interactua con receptores de alta afinidad en las células de Leydig y ésto
incrementa la sintesis de T (Baker, 1976). La estimulacidén para este proceso
esleroidogénico involucra la activacion de enzimas intracelulares, tales como adenil-

cinasa y la protein-cinasa (Bousfield, 1994).

Aunque el papel que desempena la FSH no es completamente conocido, para que se
realice el proceso de la espermatogénesis se requiere de la presencia de niveles altos de
T en el medio intratesticular. La accion de ia FSH se inicia cuando se une a [os receptores
de superficie que se encuentran en las células de Sertoli (Bousfield, 1994). Esta
ascciacion da como resultado un incremento de la concentracion de AMPc en las células
de Sertoli, la activacion de proteinas del tipo cinasas AMPc-dependientes y un incremento
en ia sintesis de ARN y de proteinas que incluye a las proteinas fijadoras de androgenos
(ABP) y de las que forman el complejo de enzimas aromatasa que convierten la T a
estradiot (E;) (Hall, 1994). La ABP es importante para mantener los niveles de T altos en
el medio intratesticular.

L.a FSH por si sola no incrementa la secrecion de T. La accion sinérgica de FSH y LH no
estd ampliamente conocida, pero es posible que involucre {a interaccion de las células de
Leyclig y de Sertoli. La funcién normal de estas células es muy importante para mantener
la calidad y cantidad de la produccién y maduracién espermatica {(Mattison, 1990).

2.21. REGULACION DE LA SECRECION DE GnRH Y
GONADOTROFINAS

La cantidad de secrecion de LH es controlada por la accién de los esteroides sexuales en
el hipotalamo e hipéfisis. Tanto la T como el E; pueden inhibir la secrecion de LH. La T
puede ser aromatizada hasta E; en el hipotalamo y en la hipéfisis, pero las dos hormonas
pueden actuar independientemente (Griffin, 1992).

La T disminuye los niveles de LH inicialmente con la reduccion de la frecuencia de los
pulscs. En contraste, el E; disminuye los niveles de LH con la reduccion de la amplitud de
los pulsos, sin cambios en la frecuencia de los mismos. La DHT también puede ejercer
una retroalimentacion negativa en la secrecion de LH, que es muy similar a la que realiza

la T (Hall, 1994). La T también puede ejercer una retroalimentacion negativa sobre la
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secrecion de LH a nivel de la hipdfisis, esto genera una respuesta disminuida de LH a la
estimulacion aguda de GnRH en presencia de niveles plasmaticos normales de E; (Hall,
1934).

La concentracién sérica de FSH incrementa selectivamente |a proporcion de células
germinales en el testiculo (Griffin, 1992; Hall, 1994). En los tibulos seminiferos se
encuentra un inhibidor especifico de FSH, no estercide, la inhibina, que es capaz de
reqular la secrecién de FSH. Sin embargo, estudios realizados en ratas castradas,
indicaron que las concentraciones, tanto de FSH como de LH, fueron mantenidas dentro
de los limites normales por la sola accion de la T, en ausencia de otros factores
tesiculares (Mattison, 1990). Adicionalmente, la presencia de E; produce una selectiva
disminucion en los niveles de LH. Cuando la T esta presente en concentraciones no
fisiologicas, pero el E; esta en niveles fisiologicos, éste cambio en el indice T/ E; permite
la elevacién selectiva de ios niveles de FSH con niveles normales de LH (Hall, 1994,
Granner, 1992).

2.2.2. FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA DE LOS ANDROGENOS

La via de sintesis de T que se realiza en la glandula suprarrenal y el testiculo y que
comienza a partir de moléculas de colesterol y la conversion de ésta a androgenos
activos y metabolitos de estrégenos, se muestra en la figura 1.
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Suprarrenales y testiculo COLESTEROL

20,22 desmolasa

v
PREGNENCQLONA
3 B hidroxiesteroide
deshidrogenasa
v
PROGESTERONA

17 hidroxilasa

17 HIDROXIPROGESTERONA

17.20 desmolasa

v

ANDROSTENDIONA

17p hidroxjesteroide

deshidrogenasa
v
Testiculo TESTOSTERONA
Tejidos Periféricos 5o reductasa aromatasa
DIHIDROTESTOSTERONA

ESTRADIOL

Figura 1. SINTESIS DE TESTOSTERONA
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El srecursor esteroide es el colesterol, y éste puede ser sintetizado d¢ »ova 0 provenir de

la poza plasmatica, por un mecanismo de endocitosis mediado por receptores de
paiticulas lipoprotéicas de baja densidad (Griffin, 1992). En la glandula suprarrenal, gran
parte de este colesterol es esterificado y almacenado en vesiculas citoplasmicas, para

estar disponible para la sintesis de esteroides. Sin embargo, parece ser que los testiculos

obtienen cerca de la mitad del colesterol requerido para la formacion de T, por sintesis e

wove, €N contraste con los ovarios que utilizan colesterol derivado de lipoproteinas como

su principal fuente de sustrato para la formacién de hormonas esteroides (Granner, 1992;
Griffin, 1992).

Los pasos enzimaticos que estan involucrados en la conversién de colesterol hasta T son
cinco. En estos procesos participan cinco enzimas: la 20.22 desmolasa, 3f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17a hidroxilasa, 17.20 desmolasa y la 1783
hidroxiesteroide deshidrogenasa (Wilson, 1975). Bajo la estimulacion de la glandula
sup-arrenal por la ACTH (o el AMPc), se activa una esterasa y el colesterol libre formado
es transportado al interior de las mitocondrias, donde la reaccién inicial en el proceso es
la ruptura de la cadena lateral del colesterol por el complejo enzimatico de escision de
cadena lateral citocromo P-450 (20.22 desmolasa) para formar pregnenolona (Griffin,
1992). Esta separacion de la cadena lateral comprende hidroxilaciones en secuencia,
prirero en C,; y después en C,, seguidas por {a escisién de la cadena lateral (eliminacién
del fragmento de 6 carbonos, isocaproaldehido) para formar un esteroide de 21 carbonos.
Una proteina dependiente de ACTH puede unirse y activar al colesterol o al complejo
enzimatico de escision de cadena lateral citocromo P-450. La aminoglutetimida es un
inhibidor muy eficiente de este complejo enzimatico y de la biosintesis de esteroides Esta
reaccion inicial es un proceso limitante en la sintesis de T, donde el citocromo P-450 que
participa esta bajo el control regulatoric de la LH (Ganner, 1992). Las otras cuatro
enzimas que participan en la via de sintesis de la T estan localizadas en los microsomas
(Matsumoto, 1984). La 3p hidroxiesteroide deshidrogenasa oxida el anillo A del esteroide
a ura configuracion A* 3 ceto (Bousfield, 1994). Evidencias recientes indican que la
actividad de 17« hidroxilasa y de la 17.20 desmolasa son realizadas por un mismo
citocromo P-450 (Griffin, 1992).
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Mientras que las primeras cuatro reacciones enzimaticas en la via de sintesis de la T
taribién se presentan en las glandulas suprarrenales, la actividad enzimatica de 1a 178

hidroxiesteroide deshidrogenasa se encuentra solamente en el testiculo (Matsumoto,
19134).

No obstante que la T es el principal producto de secrecién del testiculo, algunos de los
precursores de la via metabdlica, asi como pequefas cantidades de DHT, androsterona,
ancrostenediona, progesterona, 17-hidroxiprogesterona y E;, son también secretados
directamente por el testiculo (Wilson, 1975; Hall, 1994). La T sirve como una prohormona
para la produccion de DHT y E; . Los principales sitios de formacion de estas hormonas
son los tejidos blanco de los andrégenos vy el tejido adiposo, respectivamente (Wilson,
1975 y Matsumoto, 1994).

Normaimente el 75% del E; producido en el varén es derivado de la conversion de T
hasta E, (por aromatizacion) en los tejidos periféricos (Griffin, 1992) y solo el 25% del E,
es secretado directamente por las células de Leydig (Hall, 1994). La DHT es formada por

accion de la 5 a-reductasa en los tejidos periféricos (Wilson, 1975).

2.2.3. TRANSPORTE DE TESTOSTERONA Y SU LIBERACION EN
LOS TEJIDOS

Aprcximadamente el 44% de la T circula unida a una glicoproteina, la f-globulina fijadora
de T (TeBG) y un 54% unida a ia albumina y a otras proteinas del plasma, sélo el 2%
permanece libre. Aunque la TeBG ha sido considerada solamente como una proteina
transportadora, se ha demostrado que tiene un papel importante como amortiguador de la
accion de la T en los tejidos blanco de esta hormona (Duncan, 1891).

Las concentraciones de T en la linfa testicular y en sangre venosa de los testiculos son
similares. Sin embargo, debido a la gran magnitud de su flujo, la principal ruta de
secrecion de T es a través de la vena espermatica. En los testiculos normales se
encuentran cerca de 25 pg de T, de manera que el contenido total de la hormona debe
recarnbiarse varios cientos de veces cada dia para proveer los 5 a 10 mg de T que se
secretan diariamente por testiculo (Pardridge, 1986).
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La cantidad de T disponible para entrar dentro de las células depende del 6rgano en
cuzstion como una funcién del tiempo de transito capilar, de la velocidad de disociacion
de las proteinas que se encuentran unidas y de la permeabilidad de las células
endoteliales (Pardridge, 1986).

En estudios de biodisponibilidad tisular realizados i vive, se ha visto que casitodala T

unida a la albumina esta disponible para ser captada por el cerebro, mientras que la T
unida a la TeBG no se transporta de manera significativa al cerebro (e! cerebro se utiliza
coIno un tejido no hepatico representativo) (Griffin, 1992).

Aun cuando el tiempo de transito capilar en el higado es mas prolongado que en el
cerebro, es corte en relacién con el tiempo medio de disociacion de la TeBG, de manera
que la T disponible para su transporte al interior de los hepatocitos es similar a aquella en
cerebro, o cerca del 40-50% de T plasmatica total en hombres normales (por ejemplo, la
fraccion libre mas la fraccion unida a albumina). En contraste con ésto, ya que el E; se
disocia mas rapidamente de la TeBG, tanto el E; unido a la albamina, como el unido a la
TeBG estan disponibles para el transporte al interior de los hepatocitos (Griffin, 1992).

2.2.4. METABOLISMO DE LOS ANDROGENOS

La T y sus metabolitos son excretados primariamente en la orina, esta hormona
secetada por la glandula suprarrenal, no es un compuesto 17-cetoesteroide, pero el
higado convierte alrededor del 50% de T a androsterona y a etiocolanolona, que si son
comipuestos 17-cetoesteroides; la otra mitad se recupera en forma de metabolitos polares
(dioles, trioles y conjugados) (Granner, 1992). Se piensa que estos metabolitos de
excrecion son en general inactivos. Una pequefa fraccion del metabolismo de la T da
lugzr inicialmente a dos tipos de metabolitos activos, los cuales a su vez median muchas
acciones androgénicas (Wilson, 1975). Estos metabolitos se forman en tejidos periféricos
de tal forma que la T sirve como una prohormona. La primera categoria de metabolitos
activos la constituyen los esteroides Sa-reducidos, principalmente la DHT, que media
nurrerosas reacciones androgénicas en tejidos blanco. La segunda categoria de
metabolitos activos de T la constituyen los estrogenos formados por la aromatizacion de
androgenos en diversos tejidos periféricos (Griffin, 1992).
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2.2.5. ACCION DE LOS ANDROGENOS

Los conceptos actuales de la accion androgénica en ias células blanco se puede observar
eri el siguiente diagrama:

Regulacién De Gonadotrofinas

/\ | Diferenciacidn Sexual
— T >TR— TR ——
Estimulacién Para La Formacién De
T Conductos De Wolff
1
.....5_..GD\ DR DR - — B —— Espermatogénesis
Le_E AN
’ Maduracién Sexual En
La Pubertad

Células Blanco

Figura 2. ACCION ANDROGENICA

Enre las principales funciones de los andrégenos estan la regulacion de la secrecion de
gonadotrofinas por el sistema hipotalamo-hipofisario, la formacién del fenotipo masculino
durante la diferenciacion sexual y la promocion de la maduracién sexual en la pubertad
(Griffin, 1992).

Dentro de la célula, la T puede ser convertida a DHT por la Sa-reductasa. Las dos
hormonas se unen a la misma proteina receptor a andrégeno de alta afinidad (R). Cuando
el receptor a androgeno no esta unido al esteroide, se encuentra predominantemente en
el nGcleo. La unién det andrégeno con el receptor para formar los complejos hormona-
reczptor: testosterona-receptor (TR) y dihidrotestosterona-receptor (DR) es un
preITequisito necesario para la reaccion de transformacién en la que los complejos
hormona-receptor adquieren afinidad aumentada por los componentes nucleares (TR*y
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DR*) para interactuar con los sitios aceptores y efectuar una respuesta biologica
(Bousfield, 1994). No obstante que la naturaleza y el nimero de sitios aceptores para los
receptores de androgenos en {a cromatina no se conocen, probablemente, los complejos
receptores interactuan con secuencias de ADN especificas de los genes andrégeno-
regulados, para potenciar la tasa de transcripcion geneética y produccion de ARNs
mensajeros especificos (Mason, 1985).

Ccn base en estudios en humanos y en animales, se sabe que el complejo TR es
res;ponsable de la regulaciéon gonadotréfica y de la virilizacion de los conductos de Wolff
du-ante la diferenciacion sexual, mientras que el complejo DR es responsable de la
virilizacion externa durante la embriogénesis y de la mayoria de las caracteristicas
seiwales secundarias masculinas del adulto (Mason, 1985). Las concentraciones de
receptor androgénico son muy elevadas en los organos accesorios del aparato

reproductor masculine que dependen de andrégenos para su desarrollo.
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2.3. ESPERMATOGENESIS

La secuencia de eventos celulares que dan como resultado la formacion de
espermatozoides maduros a partir de las espermatogonias, se denomina
espermatogénesis y ocurre dentro de los tubulos seminiferos, mismos que conforman
casi el 70% del testiculo. Este proceso de formacion de espermatozoides puede ser
dividido en tres fases distintas desde el punto de vista funcional: la fase proliferativa,
durante {a cual las espermatogonias se dividen para formar la poblacion de células
madres (poblacion de células A, de reserva) y las ofras, llevan a cabo divisiones mitéticas
para iniciar posteriormente su diferenciacion y producir espermatocitos. La fase de
crecimiento, es cuando los espermatocitos aumentan su volumen y la fase de
maduracién donde experimentan la division meiotica para dar origen a espermatidas
haploides, las cuales entran a la fase de espermiogénesis, durante la cual, las
espermatidas aun redondas se diferencian en espermatozoides y por un proceso de
espermiacioén son liberados a la luz del tabulo seminifero de donde se desplazaran con
molilidad independiente hacia el epididimo (Kerr, 1992; Russell, 1993).

Cacla tabulo seminifero esta delimitado por una membrana basal y en su interior se
encuentran ias células de Sertoli, de origen somatico, que colaboran muy estrechamente
con el desarrollo de los espermatozoides. Las células de Sertoli tienen una forma
columnar y estan unidas a la membrana basal por su parte proximal y con su parte distal
alcanzan la luz dei tubulo seminifero (Chaturvedi, 1993). Las espermatogonias estan
presentes en el compartimiento basal del tubulo seminifero y estan separadas de las
ofras células germinales en desarrollo por las uniones estrechas de tipo “Gap” de las
células de Sertoli.

En ¢l hombre existen tres tipos de espermatogonias, las cuales se caracterizan por el
patriin de tincion que adquiere la cromatina en sus nucleos:

La cromatina de la espermatogonia A “oscura’ (dark: Aq), se observa muy densa e
interisamente tefiida, con una pequena area central palida y un citoplasma que esta
adosado a la lamina basal del tubulo seminifero. Este tipo de espermatogonias son las

células madres o de reserva, debido a que su indice mitético es bajo y son relativamente
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resistentes a los agentes agresores externos (como quimioterapéuticos, otras sustancias
quimicas toxicas o radiaciones} que pueden afectar la espermatogénesis (De Celis,
1936). Después de una agresion gonadotdxica, las espermatogonias A4 también llamadas
Ay, comienzan a dividirse por mitosis para restablecer las poblaciones celulares
afectadas. La destruccion completa de las espermatogonias de este tipo, por ejemplo,
altas dosis de radiacion ionizante 0 algun proceso con compromiso vascular, causan una
pérdida irreversible de la capacidad reproductiva porque el testiculo ya no es capaz de
llevar a cabo el proceso de espermatogenesis (Klinefelter, 1993).

2.3.1. FASE PROLIFERATIVA

Una parte de las espermatogonias madres permanecen en esa condicion, con lo que
constituyen una fuente permanente de células germinales a lo largo de la vida del
hornbre. Durante la fase proliferativa de la espermatogénesis, algunas espermatogonias
A4 i:omienzan a dividirse por mitosis para dar origen a dos células hijas, una de las cuales
permanece como célula madre y la otra se diferencia en espermatogonia A “palida” (pale:
A;). Estas células muestran una cromatina débilmente tedida y uno o dos nucléolos
unidos estrechamente con la membrana nuclear. Posteriormente, las espermatogonias A,
se dividen varias veces por mitosis y luego se diferencian en espermatogonias B, las
cuales tienen pequefias masas de cromatina intensamente tefidas a lo largo del borde de
la membrana nuclear. (Las células madres conservan un complemento diploide de
cromosomas: 46 cromosomas, durante la division mitotica en la fase proliferativa). Las
espermatogonias indiferenciadas (tipo A) en los primates, incluyendo al humano tienen un
indize relativamente bajo de divisiones mitéticas (Matsumoto, 1996), lo cuai da como
resultado que el nimero de espermatogonias B disponibles para iniciar meiosis sean
pocas, con lo que la eficiencia de la espermatogénesis se limita a su minima condicién.
Adicionalmente, se ha demostrado que este tipo de espermatogonias son muy sensibles
a la radiacién y a los gonadotéxicos y con mucha frecuencia son afectadas por este tipo
de aigentes agresores externos (De Celis, 1996).

En la Oitima de varias divisiones mitéticas, cada espermatogonia B da origen a dos
células hijas; estas espermatogonias no se separan completamente unas de otras
durznte las divisiones mitéticas, realizan una citocinesis incompleta, lo que origina grupos
de células germinales que permanecen conectadas entre ellas a través de puentes
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citoplasmicos que les permiten intercambio de material y desarrollarse en forma
sinzrénica durante todo el proceso de espermatogénesis (Dym, 1994). Estas células
inician su desplazamiento hacia la luz del tibulo seminifero y entran a la siguiente fase
del proceso de espermatogénesis.

2.3.2. FASE DE CRECIMIENTO

Las: células que se encuentran en esta fase se llaman espermatocitos primarios o
preleptoténicos. El crecimiento de estas células es en realidad muy limitado, dado que
practicamente alcanzan justo el doble del volumen de las espermatogonias que acaban
de salir de una divisidn mitética. Sin embargo, la caracteristica principal de estas células
no es su tamafio sino su actividad, ya que es precisamente en este momento cuando

entran a la siguiente fase de la espermatogenesis.

2.2.3. FASE DE MADURACION

Esta fase de maduracion se lleva a cabo con la meiosis, que es un evento muy
prolongado (aproximadamente 24 dias en el humano). Estas células llegan a ser
“asimiladas” dentro del compartimiento “adluminal’ de los tubulos seminiferos por la
formacién de uniones estrechas (uniones celulares inter-Sertoli) por arriba de ellas. Todas
las otras células germinales meidticas y posmeidticas residen en el compartimiento
adluminal (detras de las uniones estrechas), mientras que todas las espermatogonias
residen fuera de esta barrera, en el compartimiento basal. Las células germinales en el
compartimiento adluminal son entonces aisladas y no tienen acceso directo a los
nutrientes, hormonas o algunas otras sustancias, provenientes del flujo sanguineo y el
liqu do intersticial, por lo que son dependientes de las células de Sertoli que les proveen a
todas ellas de tales requerimientos.

Los espermatocitos preleptoténicos son ligeramente mas pequefios que las
esparmatogonias B y tienen menos masas de cromatina en los bordes de sus
mernbranas nucleares. lLa sintesis activa de ADN ocurre precisamente en los
espuirmatocitos en preleptoteno, donde el contenido de ADN de cada cromosoma es
completamente duplicado, de tal forma que, teéricamente, cada espermatocito de este

tipo seria diploide {(2N) por tener 46 cromosomas, pero como cada cromosoma esta
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constituido por 2 cromatidas hermanas idénticas, en realidad el contenido total de ADN de

esas células germinales es dos veces el contenido diploide (4N).

2.3.3.1. FASE MEIOTICA

2.3.3.1.1. MEIOSIS |

De:pués de completarse la sintesis de ADN y la formacién de cromatidas hermanas, los
espermatocitos en preleptoteno inician la profase de la primera division meidtica (meiosis
), la cual se caracteriza por su larga duracién (Thompson, 1991). Durante la profase |,
tanto la célula germinal como su nucleo, incrementan gradualmente su tamafo. Los
caribios morfolégicos nucleares que reflejan los cambios en los cromosomas de estas
células, sirven de base para hacer la clasificacion de los espermatocitos primarios de
acLerdo a la etapa de la profase en que se encuentren (leptoteno, cigoteno, paquiteno,
diploteno o diacinecis) (Russell, 1990; Bustos Obregon, 1975; Clermont, 1963).

Los espermatocitos en leptoteno aumentan el tamarfio de su nucleo, tienen sus
cromosomas mas visibles, desapareados, con pequenas e irregulares condensaciones de
cromatina (cromémeros) a lo largo de toda su extensién a intervalos irregulares y se
observan como finos filamentos en forma de rosario dentro del nucleo. Los cromosomas
leploténicos son diferentes de los de la profase mitética porque parecen simples aunque
son dobles, se asocian a la membrana nuclear y se acumulan en un lado del nucleo.
Estys cromosomas frecuentemente demuestran una  configuracion  tipo
“boliquet’(Thompson, 1991).

Los espermatocitos en cigoteno son ligeramente mas grandes y se caracterizan porque
sus cromosomas se observan como filamentos largos y condensados y es aqui donde se
inicia la alineacion de los cromosomas homélogos. Durante esta fase se forma el
complejo sinaptonémico. Estos complejos comienzan a formar un armazoén protéico que
cubre a las cromatidas, estabiliza el apareamiento y facilita su recombinacion. El
apareamiento puede comenzar en cualquier parte de la cromatida, que ya tiene un
acortamiento muy evidente, a veces comienza en un extremo y sigue hasta el otro
extremo: en otras ocasiones, la fusion es simultanea en varios sitios del cromosoma
(Chaturvedi, 1993).
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Les espermatocitos en paquiteno se caracterizan por su nucleo grande y ovoide que
contiene pequefias masas densas de cromatina y nucléolos esféricos y prominentes. La
sintesis de RNA se realiza en estos espermatocitos en paquiteno (especialmente en
espermatocitos que transitan entre el estadio medio hacia el estadio tardio (estadios ill y
IV y 1a terminacién de la meiosis (estado V1) (Matsumoto, 1996).Los cromosomas de los
espermatocitos en paquiteno completan su apareamiento, los cromosomas se contraen
longitudinalmente y se acortan y permanecen asi aproximadamente 2 semanas. Cada
cromosoma esta constituido por 2 cromatidas hermanas unidas por sus centrémeros
(centrémeros hermanos), de tal forma que cada par de cromosomas homdlogos esta
compuesto por cuatro cromatidas y se les denomina cromosomas bivalentes o tétradas,
cajda cromatida tiene un centromero independiente (Matsumoto, 1996). Durante el
paquiteno se realiza el entrecruzamiento cromosémico donde ocurre el intercambio de
material genético entre las cromatidas internas de los cromosomas homélogos. (Esta
rec:ombinacion genética s6lo se realiza por los cromosomas de las células germinales,
que son las que tienen una combinacion unica de material genético).

Los pares de cromosomas de los espermatocitos en diploteno comienzan a separarse a
lo largo de toda su longitud, la separacion no es completa, ya que los cromosomas
homélogos quedan unidos por los quiasmas, que son las regiones donde se realizd el
intercambio genético (Thompson, 1991). Los quiasmas son considerados como la
expresién del proceso de recombinacion genética, por medio de la cual algunos
seymentos cromosomicos con ciertos bloques de genes se intercambian entre los
miembros homologos de los pares. Durante el diploteno los espermatocitos son mas
grandes que cualquier tipo de célula germinal, en cualquiera de sus fases y tienen un
nucsleo grande y muchas areas claras entre bandas muy prominentes de cromatina. Las

crematidas de la tétrada se vuelven visibles y desaparece el complejo sinaptonémico.

Durante la diacinesis, los cromosomas se acortan, alcanzan su maxima condensacion,
eslan completamente separados de la membrana nuclear y se distribuyen mas
homogéneamente en el nucleo, el nucleolo desaparece. Despues de la prolongada
prcfase |, los estadios subsecuentes de la meiosis |, ocurren muy rapidamente
{(Matsumoto, 1996).

La diacinesis es rapidamente seguida por !a prometafase |. En este estadio la

coridensacion de los cromosomas alcanza su maxima expresion. La membrana nuclear
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se rompe y los microtubulos del huso meiético se unen a los centrémeros. Cada
homdlogo se une a uno de los polos por medio del centrémero homdlogo y las dos
cromatidas se comportan como una sola.

En la metafase | los cromosomas se alinean ecuatoriaimente y los centriolos se ubican
en los polos diametraimente opuestos. Es entonces. cuando los pares de cromosomas

homélogos que se hayan unidos por los extremos, se disponen a ser atraidos a los polos.

En la anafase | las cromatidas hermanas de cada homologo, que siguen unidas por los
centrémeros hermanos, comienzan a ser separadas y arrastradas hacia los centriolos de
cada uno de los dos polos.

Du-ante la telofase |, los pares de cromatidas llegan a los polos y comienzan a agruparse
juegos de cromosomas haploides en los polos opuestos de la célula. Después de este
estadio, la célula se divide para dar origen a dos espermatocitos secundarios haploides
(con 23 cromosomas o con un numero cromosomico N), cada uno de ellos con un par de
cromatidas hermanas todavia unidas por sus centromeros (con lo que su contenido de
ADN realmente es 2N). Los espermatocitos secundarios son esféricos y mas pequerios
que los espermatocitos primarios. Su niclec es redondo y la cromatina demuestra un
patron de distribucion relativamente homogéneo e intensamente tefiida. Este estadio tiene
una duracion muy corta, al rededor de 8 horas (Matsumoto, 1996).

2.3.3.1.2. MEIOSIS Il

Después de la primera division meidtica, los espermatocitos secundarios entran a una
segunda divisién meiética, la cual es muy similar a una division mitdtica, excepto porque
los espermatocitos secundarios al entrar a esta division de meiosis Il sélo contienen una
carnja cromosomica haploide.

La profase !l es un estadio muy corto y se caracteriza basicamente por el inicio de ia

forraacion del huso acromatico.

La metafase Il se inicia cuando el huso esta completamente formado. Cada uno de los 23

cromosomas de los espermatocitos secundarios posee un par de cromatidas hermanas
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toc avia unidas por sus centrémeros hermanos; posteriormente, estos pares comienzan a

alinearse ecuatoriaimente y se disponen a dirigirse hacia los polos.

Durante la anafase Il los centromeros hermanos se separan y cada cromatida representa

a Ln cromosoma. Posteriormente comienzan a migrar hacia los polos opuestos.

En la telofase Il las cromatidas se agrupan mas estrechamente. Posteriormente la célula
se divide para dar origen a dos espermatidas, cada una con un numero haploide y un
contenido N de ADN (Thompson, 1991).

La meiosis es un periodo en el proceso de espermatogénesis donde algunas de ias
células germinales meidticas experimentan apoptosis. Dado que no hay divisiones
mitoticas adicionales, el numero de espermatidas hijas que resulta de la meiosis
cornpleta, representa el nimero de espermatozoides que seran eventualimente liberados
de las células de Sertoli, si se considera que no hay degeneracién celular subsecuente
(Matsumoto, 1996).

2.3.3.2. ESPERMIOGENESIS

La espermiogénesis es el proceso por medio del cual las espermatidas se transforman en
espermatozoides maduros. Este proceso involucra muchos cambios morfolégicos y
funsionales, sin mas divisiones celulares. Los cambios mas evidentes son: 1) la formacién
del acrosoma, el cual contiene las enzimas necesarias que le permitiran al
espermatozoide atravesar las cubiertas del ovulo para fecundarlo, 2) los cambios
nucleares, entre ios mas importantes, la supercondensacion del material nuclear para
forrnar la cabeza, 3) el desarrolio del flagelo, que le permitira al espermatozoide
desplazarse, 4) la reorganizacion del citoplasma y organelos celulares y 5) la
espermiacion, que se refiere a la disociacion de las espermatidas de las células de
Sertoli, para su posterior liberacién en la luz del tibulo seminifero (Kretser, 1994;
Kie-szenbaum, 1994). Varios de esos cambios ocurren simultdneamente. pero al proceso
de 2spermiogénesis se le ha dividido artificialmente en cuatro etapas para su estudio: en
la fase de Golgi, de cofia, acrosomial y de maduracién. Durante estas fases es posible

observar seis tipos de espermatidas: S,, Spi, Sw2, Sc, Sa1, S« las cuales se distinguen por
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diferencias en su morfologia nuclear y por el desarrollo del acrosoma y flagelo
(Chaturvedi, 1993).

2.3.3.2.1. FASE DE GOLGI

Dirante esta fase, en el complejo de Golgi de la espermatida S, se pueden identificar
granulos proacrosomiales que producen una vesicula acrosomal prominente, la cual mella
al nucleo y comienza a extenderse lateraimente, lo que define el polo cranial de la
espermatida. Posteriormente el par de centriolos se desplazan hacia el lado opuesto (polo
caidal) de la espermatida. El centriolo proximal se adosa con el nucleo en la llamada fosa
nu:lear de implantacion y el centriolo distal comienza a formar el axonema o flagelo, el
cuil estd compuesto por un par central y nueve pares externos de microtubulos. Las
espermatidas S, se caracterizan por poseer un nucleo esférico y central, que contiene
grzndes masas de cromatina y una vesicula acrosomal hemisférica aparentemente vacia,
sobre la superficie del nicleo (Chaturvedi, 1993).

2.3.3.2.2. FASE DE COFIA

Duante esta fase, el granulo acrosomal se aplana sobre el nicleo y se extiende
lateralmente, para formar el capuchdén o cofia. La cromatina nuclear comienza a
coridensarse y el complejo de Golgi migra hacia el polo caudal; es cuando comienza a ser
una espermatida S,,. Este tipo de espermatida tiene un nicleo central, ligeramente
irreguiar y su contenido de cromatina es mas homogéneo y posee una vesicula
acrasomal o cofia. Posteriormente, la espermatida gira 180 grados hasta que la superficie
acraysomal se oriente hacia la lamina basal y el polo del flagelo se extienda hacia la luz del
tubuilo seminifero (Matsumoto, 1996; Chaturvedi, 1993).

2.3.3.2.3. FASE ACROSOMIAL

Durante esta fase, el nucleo de la espermatida se elonga y se condensa, para formar en
algunas regiones, cumulos densos y dispersos de cromatina. Las histcnas que se
encuentran en el ADN y que tienen un papel importante en algunos eventos de la meiosis,
tales como el apareo de cromosomas, la condensacion y descondensacion de los
cromosomas, son sustituidas por proteinas de transicion testiculo-especificas, durante la
elongaciéon nuclear. Posteriormente estas proteinas de transicion son reemplazadas por
protaminas  espermatozoide-especificas, durante las ultimas etapas de la

espermiogénesis. Al verificarse la condensacion nuclear, no existe transcripcion de
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genes, por lo cual durante la espermiogénesis como tal, existe sintesis de largos ARMm
que se encuentran acumulados para ser utilizados posteriormente. El nicleo comienza a
orientarse hacia el polo cranial, mientras que el citoplasma es desplazado hacia el poio
caudal de la espermatida. En el citoplasma, comienza a observarse un arreglo
longitudinal de microtibulos que estan dispuestos en forma paralela a la direccion del
desarrollo del flagelo y forman una estructura cilindrica denominada “Manchete” o
“manguillo”. El desarmollo del flagelo también ocurre en esta fase de la espermiogénesis y
cornienza cuando el cuello o la parte conectora forma y luego se fusiona con las nueve
fibras externas de la pieza media, las cuales rodean y comren en forma paralela al
axcnema y sirven como soporte para el flagelo. Estas fibras se unen y forman una
especie de cinta que se adelgaza distalmente y quedan sélo dos columnas que
permanecen alrededor del axonema hasta el nivel de la pieza media, la cual también es
estabilizada por una vaina de fibras. Por otra parte. las mitocondrias comienzan a
organizarse en un arreglo espiral alrededor de las fibras de la pieza media, para proveer
un soporte estructural adicional y para generar la energia necesaria para la motilidad
espermatica (Matsumoto, 1996).

Las espermatidas Sy, Se caracterizan por un nucleo asimétrico ligeramente elongado que
contiene cromatina mas homogéneamente distribuida y que comienza a unirse a la
membrana plasmatica. En las espermatidas S., el nucleo se elonga aun mas y se tifie
intensamente. La porcién apical del nucleo es cénica y la parte caudal es globular. En
esta fase, el manguiilo alcanza su maxima longitud y rodea al flagelo que se encuentra
clatamente visible. En las espermatidas del tipo Sy, el niicleo comienza a condensarse y a
aplanarse. En esta etapa de la espermiogénesis el flagelo esta totaimente formado y
visible, mientras que el manguillo comienza a ser indistinguible (Sharpe, 1994).

2.3.3.2.4. FASE DE MADURACION

Esta es la ultima fase de la espermiogénesis, las espermatidas del tipo Sq, tienen un
nticleo muy simitar a las del tipo Sq,, pero se diferencian porque en las Sq, el flagelo esta
rodeado por granulaciones eosinofilicas (mitocondrias) que forman la pieza media. En
esta fase también se observa como el citoplasma residual de la espermatida se separa de
ésta para formar una estructura esférica, el cuerpo residual, el cual es retenido y
englobado por la célula de Sertoli, incluso hasta después de que el espermatozoide es
liverado en la luz del tubulo seminifero (proceso de espermiacion). Posteriormente, este
cuepo residual es degradado por la participacion de lisosomas de la célula de Sertoli.
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S4ls una pequedia cantidad de citoplasma es retenida en la unién de la cabeza con el
flagelo (equilibrador), misma que es eliminada conforme se completa la maduracion del
espermatozoide en el epididimo (Chaturvedi, 1983). La espermiacion es faciimente
alterada por un inadecuado medio hormonal o por influencias externas, tales como calor o
exposicibn a sustancias toxicas. Esto produce una reducida liberacion de
espermatozoides a la luz del tubulo seminifero (Russell, 1991). Se ha demostrado que la

elongacion de! flageio en la espermatida y la adquisicién de movimiento, puede ayudar a

esta célula a salir de la célula de Sertoli. Se han logrado obtener cuerpos residuales is

«o y al ponerlos en contacto con células de Sertoli, comienzan a observarse cambios en

la c3lula de Sertoli, por ejemplo liberacion de interleucina 1 (Kierszenbaum, 1984).

Durante el periodo en que el espermatozoide se transporta a través del tracto genital
masculino, experimenta pequefios, pero significativos cambios funcionales,
espacialmente durante su transito por el epididimo, donde adquiere su madurez
morfoldgica y capacidad para desplazarse rapidamente hacia adelante, en linea recta. En
su gran mayoria, los espermatozoides eyaculados tienen una cabeza oval, la cual esta
corr puesta por un nucleo, donde estan altamente condensados los cromosomas, las
nucleoproteinas y la cofia del acrosoma, la cual cubre aproximadamente 2/3 de la regién
anterior de la cabeza (Kerr, 1992). Sélo la region postacrosomal de la cabeza no esta
cubierta por el acrosoma. E! cuello es la region de implantacion del flagelo en la cabeza.
El flagelo es la parte movil del espermatozoide y esta constituido por un complejo
axonémico, con un par central de microtubulos, rodeados por nueve dobletes externos de
microtubulos, que a su vez estan cubiertos por la membrana citoplasmatica en casi 2/3 de
toda la longitud del flagelo (Linck, 1979). La pieza media del espermatozoide es la parte
anterior del flagelo y esta compuesta por un axonema central que estabiliza los nueve
pares de fibras que rodean en forma externa y que corren en forma paralela a los nueve
dobletes. La pieza principal es mas o menos larga y es la parte media del flagelo. A este
nivel, el axonema esta rodeado y estabilizado por dos columnas longitudinales, las cuales
estan montadas juntas por una vaina fibrosa. La pieza terminal es la pequefia parte
posterior del flagelo, la cual estd compuesta por el axonema cubierto por la membrana
citoplasmica pero sin la vaina de fibras (Sharpe, 1994).
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2.3.4. ESTADIOS Y ORGANIZACION DE LA ESPERMATOGENESIS

El oroceso de espermatogénesis se realiza en forma continua, por lo que es posible
observar diferentes estadios de! desarrolio de las células germinales dentro de los tubulos
serviniferos en un mismo periodo de tiempo (Matsumoto, 1996). En secciones
transversales del tubulo seminifero, las células germinales que se encuentran en distintas
fases del desarrollo mantienen una disposicion ordenada y se agrupan juntas en
ascciacién celular o estado de espermatogénesis. En el humano se reconocen seis
estadios de la espermatogénesis que en conjunto constituyen un ciclo de epitelio
seminifero. Cada estadio esta conformado por el tipo de células que a continuacién se

mencionan:

Estadio |: espermatidas S, y Sa

Estadio Il: espermatidas S,y Sg. y cuerpos residuales

Estadio lll: espermatidas Sy y espermatocitos primarios en preleptotene
Estadio [V: espermatidas Sy, y espermatocitos primarios en leptotene
Estadio V: espermatidas S,y espermatocitos primarios en paquitene

Estadio VI: espermatidas S. en asociacién con espermatocitos primarios y secundarios

En el testicuto humano las células germinales en el mismo estadio de desarrollo se
organizan a lo largo de la longitud del tubulo seminifero con una disposicion helicoidal,
con un radio progresivamente disminuido, de tal forma que las células mas inmaduras
estian localizadas en la parte mas externa, a continuacion de la membrana basal y
conforme maduran, migran concéntricamente hacia la luz del tubulo seminifero (Schuize,
1984). Las ultimas fases de diferenciacion incluyen a los espermatocitos, espermatidas y
espermatozoides.

El ciclo de epitelio seminifero es la serie de cambios que se pueden apreciar en una area
del epitelio seminifero, en el intervalo de tiempo necesario para que sucedan dos
apariciones de la misma asociacién celular. El periodo de tiempo necesario para que se
realice un ciclo del epitelio seminifero en el humano es de 16 + 1 dias (Rowley, 1970;
Kreiser, 1994). La duracién del proceso de espermatogénesis en forma completa, es
decir, desde la formacién de la espermatogonia A, hasta la liberacion de la espermatida
S 2s de aproximadamente 74 + 4 dias (4.6 ciclos de epitelio seminifero) {Matsumoto,
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1696). Como resuitado de la larga duracion de la espermatogénesis y el transito adicional
de los espermatozoides por el epididimo, de aproximadamente 12 dias (Rowley, 1970),
cualquier agresion gonadotoxica, que sea capaz de afectar al desarrollo de fas células
germinales, reduce la cantidad de espermatozoides eyaculados, meses después de haber
ocurrido (Matsumoto, 1996).

2.3.5. REGULACION ENDOCRINA DE LA ESPERMATOGENESIS

El proceso de espermatogénesis se inicia y se mantiene por la LH y FSH desde la
puoertad (Griffin, 1992). Esto se ha demostrado a través de numerosos estudios (Paz,
1933:; Griffin, 1992; Matsumoto, 1996), pero actuaimente, aun se desconoce el papel
especifico de cada una de estas hormonas en los diferentes estadios de maduracion de
las células germinales. E! testicuic es muy activo endocrinolégicamente, desde la etapa
errbrionaria y posteriormente en el inicio de la pubertad, porque produce esteroides y
otras hormonas en sus células de Leydig y de Sertoli (Hall, 1994; Sharpe, 1994).

So1 numerosos los procesos de retroalimentacién entre el testiculo, la hipdfisis y el
sis’ema nervioso central, los que regulan los niveles circulantes de LH y FSH. La LH
también llamada hormona estimulante de las células intersticiales (ICSH) por la accion
que ejerce sobre estas células (Matsumoto, 1996), es una hormona de primordial
importancia para la funcion testicular, dado que la deficiencia de esta hormona afecta al
funcionamiento de este organo reproductor. La FSH controla el numero de células de
Seitoli durante los periodos fetal y neonatal (Griffin, 1992), también se le relaciona con la
regulacion de la diferenciacion y funcion de las células de Sertoli (Kierszenbaum, 1994) y
juno con la T, se ha observado que la FSH incrementa el proceso de espermatogénesis
(Griffin, 1992). Aunque este Ultimo también pudiera ser regulado por la transferrina e
inhibina (Kierszenbaum, 1994). No obstante que ios esteroides parecen ser los agentes
prirnarios que ejercen efectos de retroalimentacion en el sistema nervioso central, la FSH
pucliera también tener efecto directo sobre las células germinales en el tubulo seminifero
y aunque este concepto es todavia cuestionado, se pudiera reforzar con la observacion
de que los niveles plasmaticos de FSH se incrementan cuando los tubulos seminiferos
son danados (Sharpe, 1994).
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Otras hormonas reguladoras incluyen a la PRL, la cual tiene mucha influencia sobre ia
esieroidogénesis y la hormona de crecimiento, que prepara la espermatogénesis porque
aclua sobre las células de Leydig que han sido estimuladas previamente por la LH, su
accion pudiera ser mediada por el factor de crecimiento insulinoide tipo 1 (IGF-1}
sintetizado localmente (Hakovirta, 1993).

Las células de Leydig tienen una gran actividad metabdlica caracterizada por su reticulo
endoplasmico liso, microtitbulos, mitocondrias, inclusiones lipidicas, lisosomas, cristales
de Reinke y un prominente complejo de Golgi {Jégou, 1992) y en sus membranas se
pueden apreciar numerosas microvellosidades. Estas células sintetizan T por el estimulo
de LH y son portadoras de receptores de andrégenos, codificados por un gene ligado al
cramosoma X, el cual puede ser causante de insensibilidad androgénica al sufrir una
mutacion genética o delecion. Las células de Leydig ademas pueden secretar factores
paracrinos que actuan sobre las células de Sertoli para estimular la produccion de
interleucina-1a (IL-1a) (Griffin, 1992).



40

2.4. INFERTILIDAD POR CAUSA DE FACTOR MASCULINO

La infertilidad en el varon actualmente es un fendmeno muy comun en parejas que no
han podido lograr ningun embarazo. En 1990 Mosher y cols (Mosher, 1990) publicaron
que el 45% de las parejas en edad reproductiva y sexualmente activas presentan
periodos de infertilidad o son infértiles indefinidamente por causa del factor mascuiino y
aunque no se cuenta con datos estadisticos mas actualizados, se ha observado una
tendencia hacia el incremento de esta causa de infertilidad entre las parejas jovenes (De
Ce'is, 1996).

Se ha observado que esta causa de infertilidad contribuye con mucha frecuencia a que
fracase el proceso de fecundacion, 0 que ni siquiera se inicie este proceso como es el
caso de: 1) individuos que tienen un alto porcentaje de espermatozoides inmoviles que
sori incapaces de llegar hasta el 6vulo o con alteraciones morfoldgicas graves que les
impidan desplazarse hasta el dvulo o que aunque puedan llegar hasta éste o a estar
cerza de él, el reconocimiento especie-especifico entre los gametos no se pueda verificar;
2) 2spermatozoides que tienen adecuada motilidad y son morfolégicamente normales,

per> que no son capaces de realizar la reaccion acrosomal; 3) que las enzimas

necesarias para atravesar las capas celulares (comulus oopfores) y la capa de

glicoproteinas (zona pellcida) que cubren al 6vulo, estén presentes en el acrosoma pero
por alguna causa no funcionen adecuadamente, o que los espermatozoides no cuenten
con estas enzimas por carecer de region acrosomal; 4) que en el eyaculado se encuentre
un alto porcentaje de espermatozoides aparentemente normales, con adecuada motilidad,
per> con anormalidades genéticas, sobretodo de tipo numérico, y al descondensarse los
nucleos de los gametos, etapa donde precisamente éstos ahora llamados pronuclecs se
fusionan dentro del ovocito fecundado, para formar un solo nucleo; asi, esta fusién no
progresa hacia la segmentacion en el desarrollo embrionario, por incompatibilidad
numérica de cromosomas (Figa-Talamanca, 1994).

Algunas anormalidades en la funcion reproductiva masculina pueden, por si solas, ser
insuficientes para causar infertilidad, pero cuando se combinan con problemas de la

funcion reproductora femenina, aunque sean minimos, pueden causar la infertilidad de
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esa pareja (McMaster, 1993), como por ejemplo, cuando el moco cervical es hostit o
contiene alguna sustancia toxica que lo haga hostil, o el tracto genital femenino tenga
algun proceso infeccioso; asi los espermatozoides que no sean lo suficientemente aptos,
no podran llegar hasta el évulo y fecundarlo (Skakkebaek, 1994). Es frecuente tambien ef
caso de falla ovarica o desarreglos hormonales femeninos combinados con
oligoastenozoospermia (Matisson, 1990).

Tradicionaimente la infertilidad masculina es considerada como una condicién patolégica
muy renuente al tratamiento, pero la razén principal de esta situacioén, es que en la
mayoria de los casos se ignora la verdadera causa de! problema y sin un adecuado
diagndstico no se puede ofrecer un tratamiento racional, y por lo tanto efectivo. En
gereral, el tratamiento de la pareja infértil esta a cargo del médico ginecélogo y como
corsecuencia, el factor masculino es poco estudiado (Jequier, 1993). Sin una historia
clinica completa o una adecuada expioracion fisica, donde se pongan de manifiesto las
posibles causas de infertilidad, tales como habitos de conducta cotidiana y sexual, estilos
de vida, y actividades laborales, con consideracion también de!l entorno mas inmediato al
individuo v los factores y agentes con los que tiene contacto en forma habitual o repetida,
no s posible llegar a determinar la causa real de infertilidad masculina y aunque pudiera
ser transitoria, por su naturaleza misma, podria hacerse permanente, dado que el agente
causal no se evita (sustancias toxicas), se reduce (agentes fisicos) o se resuelve
(infecciones o varicocele) (Figa-Talamanca, 1993).

Cuzindo se realiza un cuidadoso estudio del varén infértil, sélo en un bajo porcentaje de
los individuos estudiados no se identifica la causa de infertiidad y con base en los
estudios adecuadamente realizados y publicados, se ha podido conocer que la etiologia
de la infertilidad masculina se puede dividir en cuatro grupos: 1) la mas comun de las
condiciones identificables es la disfuncién testicular que produce una reduccién en fa
cueita espermatica o espermatozoides funcionalmente anormales (Jequier, 1993); un
enorme nimero de factores pueden causar esta condicién, entre los que se pueden
incluir el descenso tardio de los testiculos, traumatismos, anormalidades genéticas,
infesciones severas y algunas enfermedades en la nifiez o adolescencia (Jequier, 1993);
asi como la exposicién a sustancias toxicas en forma cronica en la nifiez o la
adolescencia (De Celis, 1996); 2) la presencia de una lesién obstructiva que pueda
inteiferir con la funcién de los vasos deferentes; 3) varones con problemas para lograr la

ereccion o la eyaculacién por causa de factores psicogénicos, tales como el estres o
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tra:amientos con farmacos, por ejemplo, los antihipertensivos (De Celis, 1996), son
prablemas relativamente faciles de resolver, aunque en la mayor parte de los casos no se
resuelven. En el caso de pacientes que tienen problemas tanto de ereccion como de
eyaculacion debido a una lesién severa de la medula espinal por algun traumatismo, se
observan problemas, no solo para la eyaculacion, sino también a nivel del proceso de
espermatogénesis (Toledo, 1992) y 4) las enfermedades endocrinas también pueden
generar infertilidad en el varon, tales como alteraciones en el eje hipotalamo-hipéfisis-
testiculo (Reyes, 1993), enfermedad de Cushing, desérdenes tiroideos o problemas en
los receptores a andrégenos (Toledo, 1992).

En muchas ocasiones, la infertilidad masculina se diagnostica y de alguna manera se
trala con base solamente en el diagnéstico que resulta de la apariencia de las muestras
de semen y de la aparente capacidad funcionai de los espermatozoides que se observan
en estas muestras, con lo cual es dificil establecer si efectivamente hay potencial para la
reproduccién o si los espermatozoides del paciente en evaluacién son incapaces de
fecundar por los mecanismos naturales (Calamera, 1988). Es dificil aun ahora encontrar
estudios bien controlados e integrales de la infertilidad masculina (De Celis, 1996).
Actualmente los pacientes varones con infertilidad ya sea primaria o secundaria, acuden a
clinicas de reproduccion asistida donde al examinar sus muestras de semen, sélo se

puede seleccionar alguna de las estrategias ya establecidas para la capacitacion de la

muistra de semen i «he Y con ello prepararla para realizar alguna maniobra para

consequir el embarazo. Como por ejemplo, realizar una inseminacion intrauterina,
fert lizacion i «whe, 0 algln otro tipo de manejo de gametos que actualmente se realizan

en centros de reproduccién asistida de paises desarrollados (Berg, 1997). En algunos

paises en vias de desarrollo tales como México, ahora ya se comienza a colectar ias
muestras de semen de pacientes infértiles y se intenta capacitarlas i viae , pero en su

gran mayoria son pacientes que previamente no han sido estrictamente estudiados y de
los cuales, con mucha frecuencia podrian tenerse mas alternativas para lograr el
embarazo sin manipulacion de los gametos (Jequier, 1993). Una de las mas importantes
causas de infertilidad en México, al igual que en muchos paises con alta actividad
industrial, es la contaminacién ambiental por téxicos en el area de actividades laborales,
lo cual es poco considerado como problema fundamental de la infertilidad y cuando es
considerado, en muchas ocasiones no es facil de resolver debido a a situacion misma del
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obrero (De Celis, 1996). Es entonces cuando el manejo de la pareja infértil por causa del

factor masculino toma en consideracion fa posible participacion de un donador de semen.

Es claro que las deficiencias de la motilidad espermatica (Yovich, 1990) o las deficiencias
para experimentar reaccién acrosomal (Cummins, 1991) y la excesiva formacién de
especies reactivas del oxigeno (Rosselli, 1995) son alteraciones cbservadas en pacientes
infértiles, pero poco se conoce acerca de la eticlogia de las mismas y sin conocer las
calisas que pudieran originar estas alteraciones, poco se puede hacer para prevenirlas o
resolverlas. Actualmente, es mas comun observar alta tecnologia en técnicas de
reproduccion asistida que han hecho posible la inyecciébn de espermatozoides con
defectos numéricos o funcionales a la subzona del ovocito (Sakka, 1992) o incluso dentro
del citoplasma del ovocite (Palermo, 1992). En ninguna de esas publicaciones se
menciona que hayan realizado una historia clinica detallada del paciente o el estudio de
las posibles causas de la infertilidad.

En el futuro, el empleo de esas novedosas tecnologias en reproduccion asistida traeran
proolemas de salud con implicaciones genéticas de consideracion. Incluso hoy mismo ya
es osible observar como pacientes con fibrosis quistica que son infértiles por causa de
ausencia congénita de conductos deferentes, a los cuales se les extrajeron
espermatozoides de epididimo, tuvieron hijos con fibrosis quistica, sin la utilizacion de
estas técnicas; esos pacientes no hubieran podido tener hijos por si solos y de esta forma
se evitaria el nacimiento de nifios con deficiencias de salud (Patrizio, 1988; Olar, 1980;
Rignt, 1991).

Es por todo ésto que es necesario subrayar que el estudio de la infertilidad masculina no
debe circunscribirse al analisis de las muestras de semen; es necesario indagar mas
acerca de la conducta sexual del paciente, de sus antecedentes clinicos, de su estilo de
vidz, de sus actividades domeésticas y laborales y de su entorno inmediato, para de esa
forma, tener una idea integral de las condiciones que pueden generar infertilidad en el
pacente y si es posible, poder ofrecerle mas alternativas de solucion a su infertilidad,

ante:s de manipular artificialmente sus gametos.
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. ANTECEDENTES

Actualmente se ha dado a conocer, a través de algunas comunicaciones, que del 10 al
15% de las parejas en el continente americano presentan periodos de infertilidad o son
infértiles indefinidamente (Mosher, 1990). En poco menos de la mitad de los casos es por
causa del factor masculino, a pesar de que la libido y funciones sexuaies se conserven
aparentemente normales {Jequier, 1983; Calamera, 1988; Matison, 1990). Los estudios
realizados en esta area han sugerido que la exposicion a ciertos toxicos como sustancias
quimicas o agentes fisicos que estan presentes en el medio ambiente externo, domeéstico
o laboral, potenciaimente pueden ejercer un efecto adverso sobre la fertilidad masculina
(Lancranjan, 1975; Whorton, 1977; Braunstein, 1978; Whorton, 1879; Whorton, 1981,
Wrobek, 1983; Silbergeld, 1983; Foster, 1984; Assennato, 1987; Welch, 1988; Stachel,
1989; Winder, 1989; Ratcliffe, 1989; Paul, 1989; Daniels, 1990; Feichtinger, 1992, Scala,
1992; Bonde, 1993; Skakkebaek, 1994; De Celis, 1996), debido a que varios casos de
infartilidad se han podido asociar con la exposicion cotidiana a algunos téxicos (Zenick,
1994). Este efecto tdxico en ciertos casos puede alterar el comportamiento sexual, con ia
disminucién de la libido o la potencia sexual (Figa-Talamanca, 1994) y por consecuencia
la fecundidad, por accion directa sobre las células germinales inmaduras durante la
essermatogénesis y en la calidad del semen (Klinefelter, 1993), o actuar de manera
adversa sobre el sistema nervioso central o periférico, sobre el sistema endocrino o sobre
los 6rganos reproductores (MacMaster, 1993). En el sistema nervioso o endocrino, por
ejemplo, cuando se modifica el balance hormonal en cuanto a los niveles séricos de T, de
FSH o de LH (Baker, 1976) y en los organos reproductores, cuando se ven afectadas las
funciones epididimarias o testiculares (Aman, 1980), que por si solas o en su conjunto,
afectan la produccion de gametos, su ciclicidad, transporte (MacMaster, 1993), capacidad
fertilizante o la integridad de su genoma antes de la fecundacion (Cummins, 1991).

En general, las caracteristicas macro y microscopicas del semen refiejan la funcion
testicular y en individuos expuestos a agentes toxicos ambientales, se observan

alteraciones en el proceso de espermatogénesis. Esto implica una baja eficiencia para la
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reproduccion por los mecanismos naturales ya que estos toxicos, de alguna manera,

blcquean este proceso en cualquiera de sus etapas (Kolmodin, 1989; Induiski, 1990).

El epitelio germinal es uno de los tejidos que tiene mas riesgo genético, debido a que
constituye una poblacion celular que esta en continua proliferacion, por lo que es capaz
de acumular fos dainos geneéticos inducidos a través de toda la vida reproductiva del varon
(Shelby, 1993) y reacciona con particular sensibilidad a los cambios que puedan
ocasionarle algunos téxicos que modifican su equilibrio biologico (Feichtinger, 1991} y que
temporalmente sean capaces de alterar el proceso de la espermatogénesis. No obstante,
cabe mencionar que todos los estadios de las células germinales, tales como
espermatogonias en diferenciacion, espermatocitos, espermatidas y espermatozoideé,
son estadios de corta duracidén, con lo que los dafios genéticos acumulados tienen
vig2ncia por un periodo de tiempo relativamente corto (Shelby, 1993).

Durante su desarrollo o al inicio de la pubertad, todo el sistema reproductor masculino es
especialmente vulnerable al efecto nocivo de diversos factores ya sean quimicos, fisicos
o bioldégicos, que puedan causarle dafios irreversibles. Sin embargo, se sabe que el
tes'iculo humano de un individuo adulto puede funcionar en el umbral de ia patologia
(Amann, 1980) y que su epitelio germinal es relativamente resistente a la toxicidad, ya
que: se ha demostrado que posee un tipo de espermatogonias denominadas A cero (o de
resarva), que son capaces de dividirse bajo condiciones de niveles moderados de
toxicidad para restaurar la poblacién celular, con lo cual el proceso de espermatogénesis
puede continuar en forma normal en la mayoria de los casos (Klinefelter, 1993). Las
espermatogonias que estan en maduracion y que quiza son las mas susceptibles al dafio
xenobidtico, estan protegidas por la barrera hemato testicular, que de alguna manera
regdla el paso de ciertos agentes toxicos que pudieran encontrarse en la circulaciéon
gereral. La penetracion de algunos de ellos parece darse por difusion simple, de manera
que las moléculas pequefas o las liposolubles son las que con mayor frecuencia
atreiviesan esta barrera (Figa-Talamanca, 1994).

Desde hace por lo menos 20 afos, a través de los estudios que se han realizado para
describir los dafios provocados por la exposicién a agentes ambientales toxicos, se ha
comunicado que de aproximadamente cien compuestos de los que ha sido evaluado su

efecto téxico en el proceso reproductive, muchos de ellos mostraron toxicidad en el varén
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(Damstra, 1993), y las investigaciones han aportado sélidas evidencias de que algunos de
esios toxicos estan presentes en el ambiente laboral (Skakkebaek, 1994).

Entre los agentes que provocan efectos adversos sobre el proceso de espermatogénesis,
figuran los hidrocarburos aromaticos (Fredricsson, 1993), los hidrocarburos halogenados,
talas como algunos nematocidas, por ejemplo el dibromocloropropano (DBCP) (Whorton,
1977; Egnatz, 1980; Levine, 1981; Lantz, 1981; Whorton, 1983; Potashnik, 1987, Olsen,
1890; Pease, 1991) u otros pesticidas como kepon (Whorton, 1977, Cannon, 1978),
ca‘baril (Ratcliffe, 1987), dibromuro de etileno (Ter-Haar, 1981; Ratcliffe, 1987, Schrader,
1988) y algunos éteres de glicol, utilizados en la fabricacién de pinturas, tintas o
adhesivos (Welch, 1988). Otros disolventes como el disulfuro de carbono (CSz) (WHO,
1979: Vanhoorne, 1994) y ciertos metales pesados y no metales como plomo
(Lancranjan, 1975; Braunstein, 1978; Wildt, 1983; Assennato, 1987, Winder, 1989),
caimio, boro (Smith, 1960; Krasovskii, 1976; Gennart, 1982), manganeso, mercurio
(Lauwerys, 1985) talio, cobre (Holland, 1988) y la mayoria de todos los compuestos
quimicos o mezclas que son utilizadas para tefir, pintar o para sellar (Scala, 1992;
Skakkebaek, 1994). Entre los tdxicos que se ha demostrado que son capaces de
atravesar la barrera hemato testicular, figuran los hidrocarburos aromaticos o
halogenados, algunos disolventes y el plomo (Figa-Talamanca, 1994).

Es probable que la exposicion a estos agentes toxicos con los que por lo general se tiene
contacto por actividad faboral, sea cuando menos una de las causas del deterioro gradual
de la calidad del semen que se ha observado en el transcurso de casi seis décadas
(James, 1980) y que ésto contribuya a que la infertilidad por causa del *factor masculino”
se haya incrementado actualmente. Las modificaciones en la calidad del semen que se
han observado a través del tiempo han hecho necesarios ciertos ajustes en los
parametros de normalidad, es decir, mientras que en los afios 40's un individuo era
considerado normal si tenia 100 millones de espermatozoides o mas por mi y deil 70 al
80% de espermatozoides morfolégicamente normales (Carlsen, 1992), entre las décadas
de los 50's y 60°s se redujo esta cantidad a un promedio de 60 x 10° células por mi, con
un porcentaje de 50% o mas de formas normales (Schirren, 1961). Actualmente, de
acuerdo con los criterios vigentes de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), sélo
requiere de 20 millones de espermatozoides, de los cuales solo el 30% o mas con
morfologia normal, para ser considerado como un individuo potenciaimente fértil (WHO,
1935). Posiblemente entre las causas que han deteriorado la calidad del semen se
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encuentra el aumento de factores ambientales tdxicos (Figa-Talamanca, 1994) o el
incremento de los efectos adversos de estos factores por un fendmeno de potenciacion
debido a la exposicion combinada de alguno de ellos, o por el contacto mditiple
simultaneo, o simplemente por una exposicién muy prolongada a estos toxicos.
Actualmente ya se ha comenzado a considerar también como posibles agentes causales
los estilos de vida tales como fumar tabaco, mariguana y/o el consumo de otras drogas o

alcohol o simplemente por estar sometido a continuo estrés (Vanhoorne, 1993).

La mayoria de las investigaciones realizadas para valorar el efecto toxico de algunas de
las sustancias que ya se han mencionado, han demostrado que en los individuos que
eslan expuestos a estos agentes en forma cronica (por mas de seis meses), primero se
obsierva una disminucion de la motilidad de los espermatozoides y si se continta la
exposicion, se observa una reduccion del nimero de espermatozoides en el eyaculado
(Matison, 1990). Este hallazgo en el semen es denominado oligoastenozoospermia
(WHO, 1995). Esta es una de las patologias que se presentan con mayor frecuencia en
los individuos infértiles (Ohashi, 1992) y se define como aquella alteracion en que la
concentracion espermatica es menor a 20 millones de espermatozoides por mi y la
molilidad rapida y progresiva o lineai progresiva lenta esta disminuida o es nula, y aun
cuzndo la morfologia celular sea normal, la calidad de ese semen no es adecuada para la
fecindacion por los mecanismos naturales (Marchini, 1991). Esta entidad patologica de
oligoastenczoospermia que afecta al proceso de reproduccion, tiene en algunos casos,
un origen desconocido. Se le ha tratado de asociar con ciertos eventos, como
desequilibrios hormonales, anomalias genéticas, alteraciones congénitas, infecciones o
sustancias téxicas en el plasma seminal (Feichtinger, 1991, Induiski, 1990).

Practicamente todas las actividades en la industria involucran la exposicion a ciertos
maieriales téxicos. Los disolventes organicos empleados en la fabricacion de numerosos
productos, son generalmente mezclas de tetracloruro de carbono, benceno, trementina,
lacais, “thinner”, xileno, tolueno, n-hexano, cloruro de metileno y dicloruro de etileno (Sato,
1987). De todos éstos, los que siempre estan presentes en las mezclas son el benceno y
el tolueno (Grimmer, 1983), ambos hidrocarburos de la serie aromatica.

Al tolueno se le ha clasificado como un disolvente téxico que puede ser tolerado por los
trabajadores en concentraciones menores a 100 ppm en el aire ambiental por periodos
cortys de tiempo (menores a seis horas continuas). En dosis mas altas es capaz de
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causar la muerte por afeccién cardiaca y a dosis bajas pero cronicas, puede afectar al
sistema nervioso central y ademas resultar como un agente nefro y/o hepatotoxico
(Lznders, 1991).

El henceno es considerado como un disolvente toxico que es capaz de afectar al sistema
nervioso central. La exposicion a altas dosis de benceno (mas de 10 ppm en el aire
amdiental), puede causar aiteracion cardiaca y respiratoria, mismas que pueden conducir
a la muerte del individuo que este en este caso (Yardley-Jones, 1991). La exposicion a
benceno en dosis bajas o moderadas, pero cronicas puede causar leucemia (Kuiper-
Goodman, 1977). Incluso se han publicado investigaciones clinicas que demuestran que
un individuo puede desarrollar leucemia varios aios después de que la exposicion a este
discivente se ha suspendide (Mason, 1985).

Se ha publicado que obreros expuestos cronicamente a hidrocarburos aromaticos, entre
ellos, benceno y tolueno, por periodos mayores a seis meses, han desarrollado
enfermedades que alteran el indice de la proliferacién celular, porque son agentes
potencialmente carcinogénicos, y afectan especialmente a la piel, pulmén, higado y vejiga
(Buchet, 1995), asi como también inducen el intercambio de cromatidas hermanas y la
formacion de micronucleos (Mns) en diferentes linajes celulares (Tafazoli, 1995; Chorazy,
1994).

La ruptura de cromosomas y el funcionamiento defectuoso del huso acromatico durante la
divisidn celular, inducidos por los hidrocarburos aromaticos, causa pérdida de
cromasomas o de fragmentos de cromosomas durante la anafase. Durante la telofase,
este material rezagado es rodeado por una envoltura nuclear, lo que da origen a uno o
varios nucleos secundarios en las células hijas. Estos Mns son mas pequefos que el
nucleo principal y en ocasiones estan separados de éste, lo que facilita observarios; o se
encuentran en cercania, sobrepuestos al nucleo principal, como sucede en los
espermatocitos de ratén, tratados con agentes quelantes o radiacion ionizante (Russo,
1992; Tates, 1992).

Las caracteristicas tdéxicas de los hidrocarburos estan determinadas por sus propiedades
fisicoc uimicas {Sato, 1987) y en particular por las que a continuacion se describen:
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La presion de vapor de estos disolventes determina su volatilidad, misma que los hace
capaces de tener una gran dispersion en el medio ambiente de trabaje, con lo cual se
facilita su ingreso al organismo por medio de la via respiratoria y la piel, alguna fraccién
es excretada por las mismas rutas (Lauwerys, 1983). Después de su inhalacion, a través
de los alvéclos puimonares, se difunden a la sangre y son transportados por todo el
or¢ganismo por el sistema circulatorio, para su distribucion en Ios diversos tejidos del
orcanismo (Lauwerys, 1985).

Los: coeficientes de particidon especificos de estos disolventes que expresan su
disiribucién en diferentes fases, tales como agua/sangre y aguallipido, se han
conelacionado con su mayor facilidad de adsorcion en el aparato respiratorio y en la piel,
con una biodistribucion y bioacumulacién en érganos con alte contenido de lipido y aun
con su efecto depresor o narcético en el sistema nervioso central (Sato, 1887; Bergman,
1973).

Las alteraciones en la salud que resuitan por la exposicion a disolventes organicos varian
considerablemente, de acuerdo con el patréon de exposicion en cuanto a su duracion y a
la concentracion ambiental en el sitio de trabajo (Bergman, 1979). Pero en general, se
distinguen efectos téxicos por exposicion aguda o crénica; ésta Ultima, segun lo
establecido por Angerer (Angerer, 1985), se refiere a las alteraciones que se producen en
los trabajadores, que por lo menos tienen tres meses de exposicién cotidiana o repetida,
a coricentraciones relativamente bajas o moderadas.

El mismo autor refiere que en ese patrén de exposicion, la toxicidad crénica esta
deteriminada fundamentalmente por la adicion de los efectos nocivos, debidos a la accién
contiriua del disolvente organico, en su composicion original o de sus metabolitos, ya que
por e andlisis de la cinética de estas sustancias, se ha demostrado que una fraccion
impor:ante de sus metabolitos es rapidamente excretada por via urinaria y otra fraccion es
retenida por mucho tiempo en el organismo {(Angerer, 1985; Lauwerys, 1983).

Los indices de exposicidn a toxicos y sus valores limite, de acuerdo al tipo de compuesto
quimico de que se trate, mas cominmente aceptados en los Estados Unidos de
Norteamérica son los TLV { Threshold limit value) y los BEI (Biological exposure indices) y
fueron propuestos en la “American conference governmental industrial hygienists” en
1994 (ACGIH, 1994).
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Lcs TLVs representan, con ciertas excepciones, el promedio de la concentracion tiempo-
peso (TWAs) de as sustancias volatiles asociadas al ambiente de las actividades de un
area industrial, es el indicador de la composicion del aire ambiental externo que rodea al
obrero. Estas guias fueron disefiadas para conservar la salud de trabajadores que se
exponen cronicamente durante 7 a 8 h diarias o 40 h a la semana y no sélo durante su
vida como obrero sino hasta después de su jubilacion (ACGIH, 1994).

Los BEI representan los niveles de un quimico especifico o agente toéxico o de sus
metabolitos en un tejido, fluido o aire de exhalacién, en los cuales sea factible prevenir la
respuesta biologica adversa para la salud de los obreros expuestos a estos tdxicos, sin
cor siderar el momento en que el toxico fue inhalado, ingerido o absorbido por la piel
(ACGIH, 1994).

Los TLV contenidos en los BEI, establecen que los compuestos que tienen en su
estructura, un anillo de carbonos con un hidrégeno por carbono unido por energia que
puede dar crigen a diferentes formas por resonancia, tales como el benceno, tolueno y
xileno, no deben de estar en concentraciones mayores a 10, 100 y 100 ppm,
respectivamente (ACGIH, 1994).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, muchos estudios epidemioldgicos se han realizado para investigar si
algunos toxicos con los que se tiene contacto por exposicion laboral, tienen alguna
participacion en la etiologia de la infertilidad masculina. Esto ha sido motivado porque de
1955 a la fecha, se ha observado un inexplicable incremento de la frecuencia de
infertilidad en parejas muy jovenes {de entre 15 y 24 anos) (Mosher, 1990; Matison, 1990)
y «l considerar que el sistema reproductor de un individuo joven es especialmente
vulnerable, los dafios que pueda sufrir en este caso podrian resuitar irreversibles. Cabe
mencionar que puede existir la participacion de algunos estilos de vida en el incremento
de .a infertilidad de los individuos jovenes; tales estilos de vida se refieren a la dieta, el
ejercicio, el tipo de ropa, estar sometido a estrés continuo, el fumar tabaco, mariguana y/o
la adiccion a otras drogas o al alcohol {Skakkebaek, 1994). Mucho se ha documentado
sobre las alteraciones que provocan estos habitos, sobre todo en el sistema endocrino y
en el reproductor. Por otra parte, estos estilos de vida pueden ser factores que deterioran
en gran medida la salud de los individuos y de esta forma facilitan que algunos tdxicos del
amb'ente laboral repercutan de manera mas agresiva sobre la capacidad reproductiva,
esta interrogante aun permanece por dilucidar.

En estudios realizados en poblaciones de obreras en Estados Unidos de Norteamerica y
en agunas poblaciones de Europa, se ha encontrado que tanto el benceno como el
tolueno son capaces de deteriorar la capacidad reproductiva femenina, porque pueden
inducir ciclos anovulatorios, bloguear la implantacién o provocar abortos, entre otras
alteraciones (Figa-Talamanca, 1994). Sin embargo, no hay informacion que contenga
datos concluyentes acerca de los efectos que estos disolventes pueden ejercer sobre la
calidad del semen o sobre el potencial de fertilidad masculina en poblaciéon mexicana, con
los es'ilos de vida actuales que esta poblacion presenta.
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Con base en lo anterior, el interés de la presente investigacién fué estudiar cual es la
contribucion de las actividades laborales, especialmente |la exposicion cotidiana a
tenceno y tolueno, en la frecuencia de alteraciones en el semen de una poblacién de
obreros mexicanos, expuestos cotidianamente a estos disolventes organicos en una

fabrica de empaques y mangueras de plastico.

5. HIPOTESIS

Los: varones que estan expuestos en forma cotidiana a mezclas de disolventes organicos
gue: contienen benceno o tolueno o ambos, presentan alteraciones en el proceso de

espermatogénesis.
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6.OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Conocer las caracteristicas del semen de una poblacion de obreros, que manejan
cotidianamente benceno y tolueno, que laboran en una fabrica de empaques vy
mangueras de plastico ubicada en Xalostoc, Estado de México.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

6.2.1. Conocer las caracteristicas del semen de esta poblacion de obreros estudiada.

6.2.2. Determinar la correlacion entre la presencia de micronucleos (Mns) en las células
gerninales inmaduras del semen eyaculado de estos obreros y el tiempo que han estado
expuestos a benceno y tolueno.

6.2.3. Determinar la asociacion entre las caracteristicas del semen y las concentraciones

de metabolitos de benceno y tolueno en la orina en estos obreros.



54

7. MATERIAL Y METODOS

7.1. DISENO DEL ESTUDIO

7.1.1. UNIVERSO DE TRABAJO

Varones de 18 a 45 anos de edad, trabajadores de una fabrica de empaques Yy
mangueras de plastico, ubicada en Xalostoc, Estado de México.

7.1.1.1. GRUPO DE VARONES EXPUESTOS: obreros del area de produccion de la

fabrica estudiada, expuestos a benceno y tolueno, por tres meses o mas.

7.1.1.2. GRUPO DE VARONES NO EXPUESTOS: empleados del area

adniinistrativa de la misma fabrica y que no estaban expuestos a benceno ni a tolueno.

7.1.2. SELECCION DE LA MUESTRA

7.1.2.1. TAMANO DE LA MUESTRA: Se estudiaron 32 obreros expuestos y 27

varones no expuestos.

7.1.3. CRITERIOS DE INCLUSION DE LOS OBREROS EXPUESTOS

Edad de 18 a 45 afos.

Normalidad de las funciones sexuales.

Fertilidad comprobada por haber procreado hijos previamente al estudio.

Sin patologias asociadas.

Sin habitos de ingesta frecuente de farmacos, alcohol o tabaquismo positive (de mas de
cinco cigarrillos diarios).

Con exposicién cronica a benceno y tolueno por tres meses o mas.
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Sin antecedentes de exposicion a material radioactivo.
Sin antecedentes de terapia con antineopiasicos.

Que: sean habitantes de {a Ciudad de México o del Estado de México.

7.1.4. CRITERIOS DE NO INCLUSION DE LOS OBREROS
EXPUESTOS

No se incluyeron at estudio los individuos que presentaron infertilidad secundana previa a
la fecha de inicio de la exposicion a disoiventes organicos.

7.1.5. CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS VARONES NO
EXPUESTOS

Edad de 18 a 45 afios.

Noimalidad de las funciones sexuales.

Fertilidad comprobada por haber procreado hijos previamente al estudio.

Sin patologias asociadas.

Sin habitos de ingesta frecuente de farmacos, alcohol o tabaquismo positivo (de mas de
cin:o cigarrillos diarios).

Sin exposicion a benceno o tolueno.

Sin antecedentes de exposicién a matenal radioactivo.

Sin antecedentes de terapia con antineoplasicos.

Que sean habitantes de la Ciudad de México o del Estado de México.
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7.2. DESCRIPCION DE LAS TECNICAS

A lodos los participantes se les elaboré una historia clinica, examen fisico completo y se
les aplico un cuestionario dirigido para conocer su entorno inmediato y descartar posibles
interacciones con otros agentes téxicos del medio externo o doméstico, que hubieran
podido interferir con los resultados del estudio. Se anexa al presente el cuestionario que
fue: aplicado.

Se informd a tfodos los participantes sobre las caracteristicas y objetivos del estudio y se
aclararon todas sus dudas al respecto, antes de firmar su carta de consentimiento
informado (formato en anexo) para su participacion en el proyecto. A cada participante se le
di6 a conocer los resultados de las espermatobioscopias realizadas y los reportes
coirespondientes fueron anexados a los expedientes del Departamento Médico de la
Empresa.

7.2.1. MUESTRAS DE SEMEN

Cada participante fue evaluado por medio de tres espermatobioscopias, realizadas en el
transcurso de dos meses para considerar valores promedio (WHO, 1995). Las muestras
fueron obtenidas por masturbacion después de tres dias de abstinencia de eyaculacion y
en el dia quinto de la semana laboral, con lo que fue posible evaluar a las muestras de
semen en el dia en que la concentracion de los disolventes y de sus metabolitos era mas
alta en el organismo, porque se acumularon en toda una semana laboral, de acuerdo a lo
establecido por Angerer (Angerer, 1985). Las muestras de semen fueron procesadas en
el lLaboratorio de analisis clinicos de la unidad de medicina familiar “La Villa” del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), que se encuentra ubicada aproximadamente a 300

metros de la fabrica.

7.2.1.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y pH
Cada muestra se colectd en un recipiente de vidrio y se mantuvo a 37° C durante 60 min

para facilitar y evaluar su licuefaccion, misma que se calific6 como completa o
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incompleta. La viscosidad se clasificd como normal o densa en grado 1, 2 o 3, segln
fuera el caso. La apariencia, como homogénea o heterogénea. El pH se midid con tiras
rezctivas con un rango de 7.5 a 14. El volumen total del eyaculado se midié en tubos
conicos y graduados de vidrio.

7.2.1.2. AGLUTINACION ESPERMATICA

Pa-a determinar el tipo y porcentaje de la aglutinacion de los espermatozoides de las
muestras de semen, se revisaron diez campos microscopicos con objetivo 40X y se
cuantificd el porcentaje de espermatozoides aglutinados y el tipo de asociacion que

tenian, ya fuera cabeza-cabeza, flagelo-cabeza, flagelo-flagelo o asociacién mixta.

7.2.1.3. CUENTA ESPERMATICA

El "umero de células espermaticas por ml se determiné por medio de una camara de
Neubauer, donde el semen se tomo con una pipeta para cuenta de leucocitos o de “sali” y
se diluyd con una solucion salina fisiolégica que contenia 3.7% de formaldehido, hasta
log-ar una dilucién de 1:20 y se mezcl6 perfectamente. Ei liquido del tallo de la pipeta fué
descartado y por un proceso de capilaridad se prepararon las camaras de Neubauer,
mismas que se depositaron en camara himeda por 10 min y después se observaron por
microscopia éptica en contraste de fases con objetivo 40x (Zukerman 1977, WHO, 1993).

7.2.1.4. MOTILIDAD ESPERMATICA

De cada muestra se tomd un volumen de 10 ul y se deposité en un portaobjetos, se
cukrid con un cubreobjetos de 22 x 22 mm, y se observo la motilidad de los
espermatozoides por medio de microscopia optica en contraste de fases a 40x para

identificar las siguientes categorias: grado Ill, progresion rapida y lineal, grado Il
progresion lenta o moderada pero lineal; grado i, motilidad s 44, no progresiva; grade 0,

células inmoviles (Bartoov, 1991; Mathieu, 1992; WHO, 1995). Se realizé una sumatoria
de los porcentajes de motilidad grado Il mas grado I, el resultado que se obtuvo fué el
porzentaje considerado para establecer normalidad o astenozoospermia en las muestras
de semen. De acuerdo a los criterios de la OMS 1995, se consideraron normales las
mustras que tuvieran una sumatoria de grado Il mas grado Il igual o superior a 50%, o
que el porcentaje de motilidad grado lll fuese igual o superior al 25%, o que el porcentaje
de iotilidad grado Il fuese igual o superior a 50%.
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7.2.1.5. MORFOLOGIA ESPERMATICA

La morfologia de los espermatozoides fue evaluada por medio de tincién de Papanicolaou
modificada para espermatozoides (WHO, 1995) y microscopia 6ptica con el objetivo de
inmersion en aceite y con base en los criterios de la OMS, se registraron las formas
nonnales, defectos en cabeza, pieza media y flagelo (WHO, 1995, Menkveld, 1991).

7.2.1.6. VIABILIDAD ESPERMATICA

La viabilidad espermatica se valoré por medio de tinciéon con azul de tripano, donde 100pl
de semen se depositaron en tubos de vidrio y se incubaron con 100pl de una solucién de
azul de tripano al 1%, en solucidn salina, por 10 min a una temperatura de 37°C; después

se observaron por microscopia optica en contraste de fases con objetivo 40x (Cook,
1990).

7.2.1.7. BACTERIAS Y DETRITUS CELULARES

La presencia de bacterias y detritos celulares se cuantificd en esta preparacion en fresco
y se realizaron estimaciones gruesas. Posteriormente, la concentracién de bacterias por
ml se calculé con el empleo de la técnica de “inmersion del portacbjeto”, para la cual se
deposité 50 ul de semen con una aguja hipodérmica estéril (21G; 12.5ul} en un
portaobjeto, se extendié uniformemente y se dejé de 48 a 72 h a temperatura ambiente.
La cantidad de bacterias por ml se calculd por la muitiplicacién de la cantidad de colonias
que se encontré en el portaobjeto por un factor de 80 (WHO, 1995). La concentracion de
bacterias se clasificd en grados desde grado uno hasta grado seis, de acuerdo ai
siguiente patrén:

Grado | para una concentracion de cero hasta 1 x 10°® Unidades formadoras de colonias
(UFC) por mi.

Grado Il para una concentracién de 1.1 x 10° hasta 2 x 10° UFC / ml.

Grado Il para una concentracion de 2.1 x 10%hasta 3 x 10°UFC / m.

Grado IV para una concentracion de 3.1 x 10°hasta 4 x 10°UFC / ml.

Grado V para una concentracion de 4.1 x 10°hasta 5 x 10°UFC / ml.

Grado VI para una concentracion de 5.1 x 10° hasta 6 x 10° UFC / ml,
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7.2.1.8. LEUCOCITOS

Se registré también el porcentaje de células positivas a peroxidasa (leucocitos) y células
negativas a peroxidasa (células germinales inmaduras), por tincién para peroxidasa con
azul de orto-toluidina, para la cual se mezcld 0.1 ml de semen con una solucion
cornpuesta por 1 ml de una solucién saturada de NH,CI (25g/100 ml); 1 ml de Na,EDTA al
5% (viv) en amortiguador de fosfatos 0.1M, pH 6.0; 9 ml de orto-toluidina al 0.025% (v/v),
mas 50 pl de H,O; ai 30% (v/v) en agua destilada. La mezcla del semen con el reactivo
se agité por espacio de 2 min, después se dejo en reposo durante 20-30 min a
temperatura ambiente y se volvié a agitar. Se tomé un volumen de 10ul y se coloco en
portaobjetos, el cual se cubrié con un cubreobjetos de 22 x 22 mm y se observd por
meiio de microscopia dptica con objetivo 40x. Se hizo una estimacién del porcentaje de
células peroxidasa-positivas y negativas en los preparados en fresco (Nahoum, 1980). La
cor:centracién de células germinales inmaduras y leucocitos se calculd al multiplicar el
nurnero de estas células por cada 100 espermatozoides, por la densidad espermatica por
ml vy dividido entre 100 (WHO, 1995).

7.21.9. CELULAS GERMINALES INMADURAS CON MICRONUCLEOS
(C(3/Mns)

Posteriormente al analisis inicial, cada muestra fue centrifugada 15 min a 400g, el
sobrenadante fue descartado y el paquete celular fue resuspendido en 5 ml de "Testes
Isolation Medium" (TIM) (Dietrich, 1883), la mezcla fue centrifugada 15 min a 400g y el
sobrenadante fue descartado nuevamente; este lavado de células fue repetido dos veces.

COMPOSICION DEL TIM (Dietrich, 1983 ) Cada 10 L de TIM contienen: NaCl (60.5g).
KCi (33.9g), CaCl, 2H,0 (1.8g), MgSC, 7H0 (3g), Na;HPO, (8.5g), KH.PO, (0.99),
Glucosa (10g) y de 8 a 20 mi de solucion de rojo fenol al 5%. La osmolaridad debe ser de
300 mOsmol /L yel pH de 7.2-7.3.

Se tomaron 100ul de suspensién celular y se depositaron sobre un portaobjetos, se
dejaron sedimentar por espacio de 15 min. A las preparaciones se les afiadio 50ul de
fijador de Helly (Conn, 1860) y se mezclaron suavemente con las gotas de suspension
celular. Después de una hora de fijacion, las laminillas fueron sumergidas en etanol al

70%, donde se mantuvieron hasta el momento de su tincion.
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Las preparaciones fueron tefiidas con el método de PAS (Conn, 1960) y posteriormente
tefiidas con hematoxilina de Mayer (Sigma) al 15% por 20 min. Se lavaron bajo una
coniente suave de agua comun y fueron deshidratadas en una serie creciente de etanol
(70 80 y 96%) por espacio de 3 min en cada cambio, las preparaciones fueron aclaradas
con mezclas de alcohol-xileno (1:1), después se sumergieron en Xxileno, dos veces, en
dos recipientes distintos, por espacio de 5 min en cada recipiente, posteriormente fueron
montadas con balsamo de Canada.

Con este procedimiento de tincién fue posible observar los acrosomas rosados o rojos, el
citoplasma de color violeta a azuloso, los nucleos y micronucleos (Mns) de color azul
(Tales, 1983). En las laminillas preparadas fueron revisados todos los campos
microscopicos posibles, por un movimiento de zig zag con el objetivo de inmersion en
aceite, donde se busco la presencia de Mns en el citoplasma de las células germinales
inmaduras en las 5 preparaciones (Tates, 1983; Russo, 1992). Ei porcentaje de células
gerninales inmaduras con microntcleos (CGI/Mns) se calculd por medio de la division del
numero de CGl/Mns entre el numero de células germinales inmaduras (CGIl) encontradas
en |las 15 laminillas de cada paciente (que equivalen a cinco laminillas por cada muestra)
y el resultado se multiplicé por cien (Tates, 1983; Russo, 1992; Tates, 1992).

7.2.2. MUESTRAS DE ORINA

A iodos los integrantes de ambos grupos se les realizaron determinaciones de
melabolitos urinarios de benceno y tolueno por medio de la técnica de Ogata y cols
(Ocata, 1988) por cromatografia de liquidos de alta resolucion HPLC-UV (Sistema
Shinadzu LC-6A). La presencia de estos metabolitos fue considerada como indicador
biologico de la exposicién a estos disolventes (Sollenberg, 1977; Ogata, 1988).

El mismo dia de obtencion de la tercera muestra de semen (quinto dia de la semana
laboral) se recolectaron tres muestras de orina, una por la mafnana, antes de ia jornada,
otrz1 aproximadamente a la mitad y otra al final de su jornada. La primera recoleccion se
reaizd en casa, la segunda y tercera en el area de trabajo. Las tres muestras fueron
derositadas en recipientes de vidrio que contenian algunos cristales de timol, para evitar
la proliferacion de bacterias y se mantuvieron en refrigeracién (entre 4 - 8 °C) hasta su
proesamiento. Se mezclaron las tres muestras de cada participante en un solo recipiente
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de vidrio para realizar una sola determinacién de toda la orina colectada en la jornada
labcral del quinto dia.

7.2.2.1. ACIDO HIPURICO (AH)

Se realizd la determinacion de acido hipdrico (AH) como indicador biolégico de la
expysicion a tolueno por HPLC-UV. Se hizo una determinacion de creatinina en una
alicuota de orina segun la técnica de Tietz (Tietz, 1976). Se tomd un volumen de 1 ml de
la ir uestra de orina, perfectamente mezclada y se colocd en un tubo coénico de 15 ml para
centrifugar, se le afiadié 40ul de HCI concentrado, se mezcld y se le afadio 0.3 g de NaCli
y 4 ml de acetato de etilo, se agitdé por 2 min. Se centrifugé a 100 g por § min y se
transfirieron 200u! de la capa orgénica a un tubo donde se evapord a sequedad con el
empieo de un bafio de Maria y una suave corriente de nitrégeno. Se redisolvié el residuo

en z00u! de agua destilada.

Se prepararon los estandares segun las instrucciones del fabricante y se analizaron
simultaneamente estandares, muestras problema, controles y blancos. Se tomaron 5ul de
la ruestra para HPLC-UV, se monitorearon a una longitud de onda de 254 nm. La fase
movil empleada fue una solucion mixta de [agua/acetonitrilo/acido acético glacial
(90/10/0.2% viv)] 3 ml/ min (Lauwerys, 1983; Scllenberg, 1977; Matsui, 1978).

7.2.2.2. ACIDO MANDELICO (AM)

Para el monitoreo biolégico del benceno, se empied el método de hidrélisis enzimatica del
conienido de acido mandélico (AM) urinario por cromatografia de gases, (Ogata, 1988;
Dirmikis, 1974); éste método se empleé como pretratamiento para la HPLC-UV.

El jugo de Helix pomatia (que contiene B glucoronidasa y sulfatasa) se diluyo cinco veces

en zmortiguador de acetato de sodio 0.2M pH 5.0; de esta dilucién se tomaron 100ul que
se afiadieron a una mezcla de 100pl de orina y 800ul de amortiguador de acetato de
sodio 0.2 M, pH 5.0.

La rezcla final se incubd 6 h a 37°C, posteriormente se centrifugé a 3000 rpm por 5 min.
Del sobrenadante se tomaron 10ul para la HPLC-UV. La fraccién del acido mandelico se

monitored a una longitud de onda de 210 nm. La fase mévil fue una solucidon mixta de
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[2)mM KH,PO, (pH 3.3) que contenia sodio 1-decano sulfonato TmM]/CH,CN (85/15)
(Cgata, 1988).

Los resultados de los metabolitos urinarios fueron expresados, después de la correccion
de la concentracién de creatinina y fueron comparados con el indice de exposicion
biclogica a toxicos (BEI), donde se propuso un limite de AH normal en individuos
expuestos a tolueno, de 1.5 g/g de creatinina. Lauwerys y cols. proponen un tentativo
valor permisible maximo de 2.5 g/g de creatinina (Lauwerys, 1983). Para los individuos
expuestos a benceno (etilbenceno y estireno), el BEl propone un limite de AM maximo de
0.8 g/g de creatinina.

La exposicién a la mezcla de disolventes fué considerada como elevada cuando fa suma
de Is cocientes de los niveles obtenidos entre el nivel normal propuesto por la BEi de los
diferentes metabolitos fue mayor a uno. La férmula utilizada para calcular la exposicion a
tas mezclas fue la siguiente:

AH / BEl de AH + AM / BEl de AM = 1
Donde: BEI de AH o de AM es el valor establecido como normal de exposicion.

7.2.3. MUESTREO DEL AIRE AMBIENTAL DE LA FABRICA Y
OFICINAS

Ei mitodo de muestreo utilizado para evaluar la concentracion de los solventes en el
ambiente interior de la fabrica fué por medio de cilindros de carbén activado que captaron
muesiras de aire ambiental en forma continua durante 8 h y posteriormente fueron
enviados a analisis al laboratorio para determinar el tipo de disolvente y su concentracion.
En las oficinas administrativas se utilizo el mismo método de muestreo para confirmar que

en el aire ambiental de esas areas no habia hidrocarburos.

7.3. ANALISIS ESTADISTICO

Para buscar diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la edad entre ambos

grupos estudiados se utilizé andlisis de varianza. Para expresar los resultados de las
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muestras de semen, se calcularon medias geométricas y sus desviaciones estandar,
dado que los valores obtenidos no presentaron distribucién normal. Para el analisis
estadistico de los resultados de las muestras de semen y de orina se utilizé la prueba de
U de Mann-Whitney [Minitab para Windows, version 10. MINITAB Inc. PA, (USA), 1994].

Se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman para la evaluacion de la
significancia estadistica entre ias alteraciones encontradas en el semen y los metabolitos
ur narios cuantificados [Number Cruncher Statistical System, version 4.21. Utah (USA)},
1986].

Fue realizada una prueba de Chi cuadrada para comparar las diferentes caracteristicas
del grupo de obreros expuestos y el grupo de varones no expuestos. En los casos de que
alguna de las categorias registré cinco individucs 0 menos, se realizé la prueba exacta de
Ficher para realizar el analisis [Minitab para Windows, version 10. MINITAB inc. PA,
(UiSA), 1994].
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8.4.1.2. VISCOSIDAD

La viscosidad del semen fue clasificada como acuosa, normal o densa {en 1°, 2° ¢ 3°
grado) y en el grupo de obreros expuestos se observé que solo el 12.5% (cuatro obreros)
presentd viscosidad normal; los demas (28 obreros) presentaron viscosidad densa en 1°,
2° y 3° grado en 21.9%, 31.3% y 34.4%, respectivamente. Ningun obrero presenté
viscosidad acuosa. En el grupo de varones no expuestos, el 66.7% (18 varones) presentd
viscosidad normal, sélo 33.3% (nueve varones) presentaron viscosidad anormal, con
14.8%, 11.1% y 7.4% para densidad de 1°, 2° y 3° grado, respectivamente. En este grupo
tampoco se encontré ningtin eyaculado con viscosidad acuosa. Al comparar la viscosidad
de las muestras de semen de ambos grupos se encontrd que el grupo de obreros
expuestos presentd eyaculados de mayor viscosidad que el grupo de varones no
expuestos a hidrocarburos (RM de 14.00, p<0.001) (Tabla 4). Al relacionar el tiempo de
expiosicion a los toxicos en los obreros expuestos, con la viscosidad de sus eyaculados,
se 2ncontro cierta tendencia a incrementarse la viscosidad conforme mayor era el tiempo
de exposicién. También se observd que los individuos que comenzaron su exposicién a
los toxicos mas jovenes, presentaron viscosidad mas densa y los que comenzaron su
eXFosicion mas tardiamente, en general, presentaron viscosidad normal (Tablas 5 y 6).

8.4.1.3. LICUEFACCION

Dehido a la densidad de las muestras de los obreros expuestos, se cbservo que sdlo el
34.4% (11 obreros) completé su licuefaccién, en el restante 65.6% (21 obreros) no se
observo licuefaccion o se presentd licuefaccion incompleta, con persistencia de coagulos
de moco. En el grupc de varones no expuestos, el 70.4% (19 varones) presentd
licusfaccion completa y sélo el 28.6% (ocho varones) presenté licuefaccion incompileta.
Cuzndo se realizé la comparacién de ambos grupos, se observd que los eyaculados de
los varones no expuestos presentaron mayor capacidad para licuarse, que los eyaculados
del Jrupo de obreros expuestos (RM 4.53, p<0.01) (Tabla 4). Se encontré también cierta
tenclencia a conseguir la licuefaccion conforme era menor el tiempo de exposicién a los
disclventes y mas tardio el inicio a la exposicion a estos toxicos (Tabias 7 y 8).
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Tasla 4 Viscosidad y licuefaccién del semen del grupo de obreros expuestos y el grupo de
valones no expuestos.

Expuestos No Expuestos
VARIABLES n=32 n=27 RM IC 95% P

Viscosidad normal 4 18

1400 3.27-68.51 p <0.001

anormal 28 9

Licuefaccion completa 11 19
4.53 1.33-15.89 p<0.01

incompleta 21 8

Tabla § Porcentaje de los diferentes grados de viscosidad de acuerdo al tiempo
de exposicion a los hidrocarburos.

Tiempo de Viscosidad Viscosidad Viscosidad Viscosidad
Exposicién normal grado i grado |l grado (il
3 a b anos
16.6 % 33.3% 33.3% 16.6 %
n=12
6 a 9 afos
9.2% 182 % 36.3 % 36.3%
n=11
10 a 15 afos
11.2% 11.3% 223 % 55.2 %
n=9
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Tabla 6 Porcentaje de los diferentes grados de viscosidad de acuerdo a la
edad de inicio a la exposicidn a los hidrocarburos.

Edad de inicio a | Viscosidad Viscosidad Viscosidad Viscosidad
la exposicion normal grado | grado ll grade il
15 a 20 afos

45% 136 % 364 % 45.5 %
n=22
21 a 25 afos
17.0 % 33.2% 33.2% 16.6%
n=6
26 a 30 afios
50.0 % 500 % 0% 0%
n=4

Tabla 7 Capacidad de las muestras para licuarse en relacién al
tiempo de exposicion a benceno y tolueno.

Anos de exposicion Licuefaccion Licuefaccion
completa incompleta
3 abafios
50 % 50 %
n=12
6 a 9 anos
36 % 64 %
n=11
10 a 15 anos
22 % 78 %

n=9
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Tabla 8 Capacidad de las muestras de semen para
licuarse en relacion con la edad de inicio a {a exposicion
a los hidrocarburos

Edad de inicio a la Licuefaccion Licuefaccion
exposicion completa incompleta
15 a 20 afos
18% 82 %
n=22
21 a 25 afos
67 % 3%
n==6
26 a 30 arios
75 % 25 %
n=4
8.4.2. AGLUTINACION

En cuatro de ios obreros expuestos (que representa el 13.4%, dado que se tuvieron que
excluir a dos obreros que presentaron azoospermia), no se enconfré ningun tipo de
aglutinacidn entre los espermatozoides, el restante 86.6% (26 obreros) presenté algun
tipc de asociacion entre los espermatozoides, ya fuera cabeza-cabeza, flagelo-cabeza,
flagelo-flagelo o asociaciéon mixta. Esta dltima fue la mas frecuentemente observada y se
encontrd aglutinacion de este tipo desde 5% hasta 60% en las muestras. Los porcentajes
de aglutinacién mas frecuentes fueron entre 5 y 10%, y los presentaron el 43.8% de los
obr2ros. El promedio de aglutinacion de este grupo fue 14.8 + 18.2%. En el grupo de
varones no expuestos también se encontraron tres varones (11.1%) sin ninguna
asociacién entre sus espermatozoides. En este grupo, el porcentaje de aglutinacién
minimo observado fue 5% y el maximo, 80% (en sélo un varén). El porcentaje de
aglutinacion mas frecuente fue 10% (que fue observado en diez varones, que representan
el 37% de este grupo), donde la asociacién mas comunmente observada fue también la
mix:a. En este grupo, el promedio de agiutinacién fue 15.7 £ 21.3%. Al comparar ambos
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grupos, no se encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa (Tabla 3). El
porcentaje de aglutinacién no tuvo ninguna asociacion con la viscosidad de las muestras,
ni oon la licuefaccion incompleta en ninguno de los dos grupos estudiados. Por otra parte,
se encontrd una correlacion no significativa entre el porcentaje de aglutinacion y la edad
de inicio a la exposicion a los téxicos (r = 0.31), es decir que se observd mayor porcentaje
de aglutinacién en los individuos que iniciaron mas jovenes la exposicion a los
disolventes. Sin embargo, no se encontrdé ninguna correfacion entre el incremento del
por:entaje de aglutinacién y el tiempo de exposicion.

8.4.3. CUENTA ESPERMATICA

En el grupo de obreros expuestos, se encontré que la cuenta espermatica vario de cero
(en dos obreros, que representan el 6.3%) hasta 120 x 10°® espermatozoides por ml (en un
solo varén del grupo, que representa el 3.1%). El valor mas frecuente fue 20 x 10°
espermatozoides por mi, que se observo en 12.5% de esta poblacion. El 53.1% de estos
obieros presentaron oligozoospermia severa o moderada con cuentas espermaticas
desde 2 hasta 18 x 10° espermatozoides por ml. El promedio de este grupo fue 13.8 £
24.3 x 10° espermatozoides por ml. En el grupo de varones no expuestos no se encontro
azoospermia, la cuenta espermatica minima fue 8 y la maxima fue 180 x 10°
espermatozoides por mi; el promedio fue 43.2 £ 44.5 x 10° espermatozoides por ml. La
cuenta mas frecuentemente encontrada en este grupo fue 18 x 10° espermatozoides por
ml. Al comparar el grupo de expuestos con el grupo de no expuestos se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.001) (Tabla 3). Se observo que el grupo
de obreros expuestos presentaron cuentas espermaticas mas bajas que el grupo de no
exouestos (RM 4.47, p<0.01) (Tabia 9). En el grupo de obreros expuestos se observé que
los. que tenian mas aflos de exposicion o que iniciaron esta exposicion a edad mas
temprana, presentaron cuentas espermaticas mas bajas y al relacionar estas variables, se
encontraron correlaciones altamente significativas de 0.74 y de 0.57, respectivamente
(Gréficas 1y 2).
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Tabla 9 Normozoospermia y alteraciones encontradas en el semen del grupo de obreros
expuestos y en el grupo de varones no expuestos

B Expuestos No Expuestos
DIAGNOSTICOS n=32 n=27 RM IC 95% P

[Mormozoospermia 6 16 6.3  1.71-2456  p<0.001*
QOligozoospermia 14 4 447 1.12-21.39 p<0.01*
Astenozoospermia 23 6 8.94 2.39-3541 p<0.001*
Teratozoospermia 16 1 26.0 - p <0.001*
Azoospermia 2 0 - - p=0.1+
(CGcMNs 32 5 - - p=0.01"+

* Estadisticamente diferentes por Chi cuadrada.

4 Analisis realizado por la prueba de exacta de Fisher, dado que algunas variables presentaron
¢rupos menores de cinco individuos, razén por la cual no fue posible calcular las razones de
raomios (RM), ni los limites de confianza (IC 95%).

Efecto del tiempo de exposicidon sobre

la cuenta espermatica
140

120 ¢

100

Millones de espermatozoides / mi
1
L g

a4
Q
T

e

6 7 8 9 10 12 14 15

Afos de exposicion
Gréfica 1 r=0.74

+
$
.
¢
5




74

Cuenta espermatica de acuerdo a la edad
de inicio a la exposicion

140
E 120} .
P
S 100
8
g,
© =
£ 80
a
i 60 . ¢ N
o !
©
g 4O
c
g *
s 20 - ¢

o4 $ ¢
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 30

Grafica 2 Edad de inicio a la exposicion

r=0.57

8.4.4. MOTILIDAD ESPERMATICA

La motilidad grado lil mas la motilidad grado If de los espermatozoides de las muestras del
grupo de obreros expuestos, estuvo disminuida en 26 individuos (de 30 considerados,
datlo que los otros dos cbreros de este grupo eran azoospérmicos). Esto significa que et
86.8% presentd astenozoospermia Unicamente o en combinacién con alguna otra
alteracion. En los eyaculados de cinco obreros (16.6%) no se observo ningun tipo de
motilidad. E! porcentaje mas frecuentemente encontrado en los eyaculados fue de 20%
de motilidad. E! porcentaje mas alto encontrado fue de 78% y solo lo presentd un
individuo. El promedio de este grupo fue de 21.3 £ 21.9%. En el grupo de varones no
expuestos, practicamente todos los eyaculados presentaron algun grado de motilidad; el
valor de motilidad grado Il mas grado Il minimo observado fue 10% (en el 3.7%) y el
maximo fue 87% (también en el 3.7%). El promedio de este grupo fue 44.5 + 24.7%. Al
coraparar ambos grupos se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
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el porcentaje de motilidad grado Il mas grado Il (p<0.001) (Tabla 3). Ademas al comparar
al grupo de obreros expuestos contra el grupo de varones no expuestos a estos toxicos,
se encontré que la exposicion a los hidrocarburos si afecté a la motilidad de ios
espermatozoides, dado que la motilidad de los espermatozoides del grupo de obreros
expuestos fué menor que la del grupo de varones no expuestos (RM de 8.94, p<0.001)
(Tasla 9). Se observé también, que el porcentaje de motilidad grado ill y Il estuvo
disrninuido en individuos que tenian mas afios de exposicion a los disolventes y en los
que iniciaron su exposicion mas jovenes, se encontraron correfaciones significativas de
0.67 y 0.52, respectivamente (Graficas 3 y 4). La motilidad también estuvo afectada por la
viscosidad y la aglutinacion; se encontraron correlaciones significativas entre estas
variables y la motilidad, 0.56 y 0.53, respectivamente. La disminucion del porcentaje de
motilidad no fue debida al porcentaje de espermatozoides no viables en las muestras de
semen, pues la asociacion entre ambas variables no fue significativa (r = 0.27).
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8.4.5. MORFOLOGIA ESPERMATICA

La :antidad de espermatozoides con morfologia normal estuvo disminuida en el grupo de
obraros expuestos. Se encontré teratozoospermia sola o en combinacion con otra
alteracion en 16 obreros (que representan 53.3%, aqui también se consideraron sélo 30
obraros, al excluir a los dos obreros azoospérmicos). El porcentaje de formas normales
minimo encontrado fue 12% y el maximo fue 64%. El promedio de este grupo de obreros
fue 28.7 + 13.6%. En el grupo de varones no expuestos, el porcentaje de formas
normaies minimo observado fue 28% vy el maximo fue 67%, con lo que sdlo se encontrd
teratozoospermia en un individuo (que representa el 3.7%). El promedio del grupo de
varones no expuestos fue 41.7 £ 11.4%. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas cuando se compararon ambos grupos (p<0.001) (Tabla 3). Se encontrd
tarbién que la cantidad de espermatozoides morfolégicamente anormales fué mucho
ma'or en el grupo de expuestos que en el grupo de no expuestos (RM de 26.0, p<0.001)
(Tabla 8). Por otra parte, los individuos que tenian mas tiempo en contacto con los
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disolventes  organicos, presentaron mayor cantidad de espermatozoides
morfoloégicamente anormales. La correlacion entre ambas variables fue de 0.61. También
se encontrd cierta tendencia no significativa de presentar mas espermatozoides
anormales en aqueilos individuos que iniciaron mas jovenes el contacto con los
disnlventes organicos (r = 0.31) (Gréaficas 5 y 6).
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8.4.6. VIABILIDAD ESPERMATICA

Al evaluar la viabilidad espermatica en las muestras de semen de los obreros se encontrd
que: el porcentaje minimo de espermatozoides vivos fue 70% y el porcentaje maximo fue
87%, el porcentaje mas frecuente fue 80%, que lo presentd el 40% (12 obreros, aqui
también se tuvieron que considerar sélo 30 obreros, dado que los otros dos fueron los
azcospérmicos). E! promedio de este grupo fue 80.2 + 20.2% de espermatozoides
viables. En el grupo de varones no expuestos también se encontré que el porcentaje
mirimo de espermatozoides vivos fue 70% y el porcentaje maximo encontrado fue 98%,
en este grupo e! porcentaje mas frecuente fue 90%. En este grupo no expuesto a
hid ‘ocarburos, el promedio fue 86.6 + 6.5%. Cuando se compararon ambos grupos se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p< 0.001) (Tabla 3). No se
encontré ninguna asociacion entre el porcentaje de espermatozoides no viables y el
tieripo de exposicién, o con la edad de inicioc a la exposicion a los toxicos o con alguna
otra variable.
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8.4.7. CONCENTRACION DE BACTERIAS

En cuanto a la concentracion de bacterias en los eyaculados del grupo de los obreros
expuestos, el 56.3% de los eyaculados presentaron una concentracion grado il (una
coricentracion de 1.1 x 10° hasta 2 x 10° Unidades formadoras de colonias (UFC) / ml),
que: en este grupo fue la concentracion minima encontrada y ia mas frecuente también.
La maxima concentracion fue de grado V {concentracion de 4.1 x 10° hasta 5 x 10° UFC /
ml) y la presentaron dos individuos (que representan el 6.3%). €l promedio de este grupo
fue 2.7 + 0.9, concentracion que corresponde al grado Ill: de 2.1 x 10° hasta 3 x 10° UFC /
ml. En el grupo de varones no expuestos, la concentracion de bacterias minima y también
la rnas frecuente fue la de grado ! (concentracion de 1.1 x 10° hasta 2 x 10°UFC / mi) y la
maxima concentracion fue de grado VI (concentracion de 5.1 x 10° hasta 6 x 10° UFC /
ml), que la presentaron tres individuos (que representan el 11.1% de este grupo). El
promedio de este grupo fue 2.2 + 1.6, concentracion que corresponde al grado Ii: de 1.1 x
10° hasta 2 x 10° UFC / mi. Al realizar una comparacién entre la concentracion de
bacterias observada en ambos grupos, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas {p<0.01) (Tabla 3). No se encontrd ninguna correlacion entre la
coricentracidn de bacterias en los eyaculados de ambos grupos y alguna otra vanable.

8.4.8. LEUCOCITOS

La cantidad de leucocitos en los eyaculados de los obreros expuestos varié de 1 x 10°
leucocitos por ml (en el 12.5% del grupo) a 20 x 10° leucocitos por mi (en el 3.1% del
gn.po). La cantidad de leucocitos mas frecuentemente encontrada fue 2 x 10° leucocitos
por ml. El promedio encontrado fue 4.5 + 4.1 x 10° leucocitos por mi. En el grupo de
varones no expuestos, la cantidad minima de leucocitos fue 1 x 10° por mt y la maxima
fue 15 x 10°leucocitos por ml. La cantidad de leucocitos mas frecuentemente encontrada
fue 2 x 10° leucocitos por ml y el promedio fue 3.4 + 2.8 x 10° leucocitos por mil. Al
comparar ambos grupos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 3). No se encontrd ninguna asociacién entre la cantidad de leucocitos encontrados

en las muestras de semen de aiguno de los grupos y otra variable.
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8.4.9. CELULAS GERMINALES INMADURAS CON
MICRONUCLEOS (CGl/Mns)

En todas las muestras de semen del grupc de obreros expuestos se observaron CGIl/Mns.
La zantidad minima de CGi/Mns encontrada fué 12% (en el 9.4% del grupo) y la maxima
fué 59% (en el 3.1% del grupo). La cantidad de CGI/Mns mas frecuentemente observada
fue 12%. Se observaron células inmaduras con un solo Mn grande o células con hasta
dos Mns (Fig 3-6). El promedio de este grupo fue 32 £ 15% de CGl/Mns. En el grupo de
varones no expuestos, la cantidad minima de CGI/Mns fue 1% (en el 11.1% de este
gruoo) y la maxima fue 12% (que la presenté un solo varén y que representa el 3.7%). En
este grupo, predominaron los varones sin CGI/Mns, que en este caso fueron cinco
individuos (que representan el 18.5% de este grupo). El promedio de este grupo fue 4 ¢
3% Cuando se compard la cantidad de CGI/Mns de ambos grupos, se pudo observar que
la iendencia a formar estas estructuras intracelulares fue mas aita en los obreros
expuestos, que los varones no expuestos, dado que en el grupo de expuestos, el 100%
presentd CGI/Mns y en el grupo de no expuestos, solo el 80% presentaron cuando menos
un Mn en sus células germinales inmaduras. Al comparar la cantidad de CGIl/Mns que
pre;sentd cada grupo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001)
(Taola 3). En el grupo de obreros expuestos se observé que los individuos que tenian
mavor tiempo de exposicion presentaron mayor numero de CGIIMns'(TabIa 10). Se
encontré una correlacion aitamente significativa ( r= 0.72, p<0.001 ) (Gréfica 7). También
se nbservd que mientras mas jovenes iniciaron su contacto con los disolventes, mayor
cantidad de CGIMns contenian sus eyaculados (Tabla 11). Los datos obtenidos
mostraron una correlacion de 0.48 entre ambas variables {p< 0.001) (Grafica 8).
Iguialmente se observd que conforme mayor era el porcentaje de espermatozoides con
moifologia anormal, mayor fue la cantidad de CGI/Mns. Se encontré una correlacion
significativa de 0.50 (p<0.001).



81

Fig 3a-3f. Micronucleos en células germinales inmaduras (CGIl /Mns) en muestras de
semen de obreros expuestos a disolventes organicos en su medio laboral. Se
idenntifican claramente los Mns (flechas) como pequeiias estructuras esféricas basofilas
en el citoplasma de las células, cerca del nlucleo o en la regiébn subyacente a la
membrana plasmatica . E= espermatozoides. [Tincibn de PAS contratefiida con
hematoxilina (Conn, 60; Tates 92) ].
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Fig 3c - 3f.
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Tabla 10 Porcentaje de CGI/Mns de acuerdo al periodo de
exposicion en anos

Tiempo de Porcentaje de CGI/Mns

Exposicion

3 a5 anos (12-33)
n=12 22+ 9%

6 a9 anos (13-54)
n=11 29212 %

10 a 15 afos (38-59)
n=9 50+8%

Tabla 11 Porcentaje de CGl/Mns de acuerdo a la edad de
inicio a la exposicion a hidrocarburos

Edad de inicic a la Porcentaje de CGI/Mns
exposicion
15 a 20 arios (13-59)
n=22 37+15%
21 a 25 anos (12-33)
n=6 2318%
26 a 30 anos (26-34)
n=4 2529 %
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8.4.10. DIAGNOSTICOS DE LAS MUESTRAS DE SEMEN

Al considerar todas las caracteristicas de las muestras de semen de los obreros
expuestos, se encontro que el 31.3% (diez cbreros) fueron
olic vastenoteratozoospérmicos, el 18.8% (seis obreros) fueron normozoospérmicos, el
15.6% (cinco obreros) presentaron oligoastenozoospermia, el 12.5% (cuatro obreros)
presentaron astenozoospermia, otro 12.5% presentd astenoteratozoospermia, un 6.3%
(dos obreros) presentd azoospermia y un 3.1% restante (un obrero) presentd
teriatozoospermia. En el grupo de individuos no expuestos, el 59.3% del grupo (16
varones) fueron normozoospérmicos, el 22.2% (seis varones) presento
astenozoospermia, el 11.1% (tres individuos) presentd oligozoospermia y los restantes
dos; individuos (que representaron el 7.4% del grupo) presentaron oligoastenozoospermia
y uvligoteratozoospermia, respectivamente. (Tabla 12). El numero de individuos que
presentaron un eyaculado con caracteristicas normales fué mayor en el grupo de no
expuestos que en el grupo de obreros expuestos (con un RM de 6.3, p<0.001) (Tabla 9).

Tabla 12 Normozoospermia y alteraciones encontradas en el
semen del grupo de obreros expuestos y en el grupo de varones

no expuestos
Diagndéstico del semen Expuestos No expuestos

Normmozoospermia 18.8% 59.3%
Oligozoospermia 11.1%
Astenozoospermia 12.5% 22.2%
Teratozoospermia 3.1%
Oligoastenozoospermia 15.6% 3.7%
Oligoteratozoospermia 3.7%
Astenoteratozoospermia 12.5%
Oligoastenoteratozoospermia 31.3%

Azoospermia 6.3%
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E! porcentaje de normozoospermia y de las alteraciones encontradas en el semen de los
obreros expuestos, de acuerdo al tiempo de exposicion y a la edad de inicio a la

exfosicion a los hidrocarburos, se pueden observar en las tablas 13 y 14.

Tahla 13 Porcentaje de normozoospermia y de alteraciones encontradas en el semen
de :acuerdo al periodo de exposicion en anos

Tiempo de exposicion en anos
Diagnostico del semen Jab 6a9 10a 15
Normozoospermia 314 % 5% 0%
Qligjozoospermia 18.7 % 15 % 346 %
Astanozoospermia 312% 40 % 346 %
Teratozoospermia 12.5 % 40 % 27 %
Azcospermia 6.2 % 0% 38%

Tatla 14 Porcentaje de normozoospermia y de alteraciones encontradas en el semen
de acuerdo a la edad de inicio a la exposicion en afos

Edad de inicio a la exposicién en afios
Diaignostico del semen 15a20 21a25 26 a 30
Normozoospermia 17 % 50 % 33%
Olicozoospermia 100 % 0% 0%
Astenozoospermia 82 % 14 % 4%
Teratozoospermia 80 % 13 % 7%
Azcospermia 100 % 0% 0%




87

8.5. MUESTRAS DE ORINA

8.5.1. ACIDO HIPURICO (AH)

En cuanto a la concentracion de metabolitos urinarios en el grupo de obreros expuestos,
se encontré que la concentracion minima de acido hiparico (AH) fue 2.7 y la maxima fué
29.2 g/g de creatinina, la concentracién mas frecuentemente encontrada fue 7 g/g de
creatinina (en el 6.3% de los obreros); el promedio del grupo fue 9.8 + 6.4 g/g de
creatinina (Tabla 15). En este grupo de obreros expuestos, todos los individuos
presentaron niveles elevados de AH segun lo establecido por el indice de exposicion
bioldgica a téxicos (BEl) (AH> 2.5 g/g de creatinina). En el grupo de varones no
expuestos, [a concentracién minima de AH fue 0.2 y la maxima fue 1.8 g/g de creatinina,
con un promedio de 0.5 + 0.4 g/g de creatinina (Tabla 15); la concentracion mas
frecuente fue 0.2 g/g de creatinina, que se encontré en el 25.8% de este grupo de
varones y en ninguno de ellos se encontraron niveles elevados de AH. Al comparar la
concentraciéon de metabolitos urinarios presentada en ambos grupos, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.001) (Tabla 15). Se observd que los
individuos que tenian mas tiempo de exposicion presentaron cierta tendencia no
significativa (r = 0.35) a excretar mas cantidad de metabolitos de tolueno en la orina (AH).
Por el contrario, no se encontré ninguna correlacién entre la edad de inicio a la exposicion
con los disolventes y la cantidad de AH excretado. En el grupo de obreros expuestos se
encontrd una correlacion de 0.48 entre la concentraciéon de AH cuantificado en {a orina y
la cuenta espermatica, lo que significa que a mayor cantidad de AH encontrado en la
orira, fue menor la cuenta espermatica. La motilidad y la cantidad de espermatozoides
moifolégicamente normales también mostraron cierta tendencia a disminuir, aunque no
sighificativamente, conforme los niveles de AH estuvieron altos; ésto se puso de
manifiesto con correlaciones de 0.34 y 0.30, respectivamente. El porcentaje de CGIl/Mns
tarr bién presentd una correlacion de 0.48 con los niveles altos de AH en el grupo de
obraros, lo que demostré una clara tendencia de estas células germinales a formar Mns
por la presencia de disolvente en el organismo. La concentracién de AH encontrado en la
orira de los individuos estudiados no presenté ninguna correlacién con alguna otra
variable.
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8.5.2. ACIDO MANDELICO (AM)

La concentracion minima de acido mandélico (AM) en el grupo de obreros fue 0.8 y ia
méxima fue 1.96 g/g de creatinina, con un promedio de 1.5 + 0.3 g/g de creatinina (Tabla
15). Todas las concentraciones fueron distintas entre si. El 94% de los obreros expuestos
presentaron niveles elevados de AM, de acuerdo a los criterios del BEI (AM> 0.8 g/g de
creatinina). En el grupo de varones no expuestos, la concentracién de AM minima y la
mas frecuentemente encontrada fue cero y la maxima fue 0.9 g/g de creatinina. El
promedio de este grupo fue 0.09 + 0.04 g/g de creatinina (Tabla 15) y sélo el 25% de este
grupo presento niveles elevados de AM. Al comparar la concentracion de AM presentado
poI ambos grupos se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001)
(Tabla 15). Contrariamente a lo encontrado con respecto a los niveles de AH excretados
en la orina, la concentracion de AM en la orina no presentd ninguna correlacion con

alguna de las variables consideradas.

Tabla 15 Concentracién de metabolitos urinarios en el grupo de obreros expuestos y el
grupo de varones no expuestos

Acido Hiptrico
Media £ Sd  Mediana Minimo Maximo P

Expuestos 9864 10.6 2.7 29.2

p<0.001*
No expuestos 05104 0.6 0.2 1.8

Acido Mandélico

Exouestos 15103 1.5 0.8 1.96

p<0.001*
No expuestos 0.09+0.04 0.07 0 09

Los valores limite permisibles segun lo establecido por el BEI son para AH> 2.5 g/g de
creatinina y AM> 0.8 g/g de creatinina.
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3. DISCUSION

E:t presente trabajo es una investigacion para determinar la frecuencia de trabajadores
cue estan expuestos a un patrén excesivo de hidrocarburos aromaticos (que se pudo
Foner en evidencia por medio de la presencia de niveles elevados de metabolitos
urinarios de benceno y de tolueno) y que presentan alteraciones en el proceso de
espermatogénesis. Se estudid una poblacion de obreros de una empresa fabricante de
empaques y mangueras, ubicada en Xalostoc, Estado de México. Se estudié también a
u1 grupo de varones que trabajaban en la misma empresa pero que no tenian contacto
con estos toxicos para conformar un grupo de comparacion.

En esta poblaciéon los obreros estaban expuestos a una mezcla de diferentes
hidrocarburos entre los que se encontraban benceno, etilbenceno (thinner), tolueno y
trementina. Todos los obreros expuestos estudiados presentaron niveles urinarios
elevados de acido hipurico (AH>2.5g/g de creatinina), que es un indicador biolagico de la
exposicién a tolueno y un porcentaje considerable (94%) presentaron niveles urinarios
elevados de acido mandélico (AM>0.8g/g de creatinina), que es un indicador bioldgico de
la exposicion a benceno y a etilbenceno. Esto fue tomado en cuenta para considerar los
efectos adversos aditivos que pudiera ejercer esta mezcla sobre el procese de
espermatogénesis de los obreros expuestos a la misma.

En cuanto a las caracteristicas del semen de los obreros expuestos, se encontraron
ciertas modificaciones que sugieren alteracion en el proceso de espermatogénesis, de la
presencia de sustancias extrafias y posiblemente toxicas en el eyaculado. Una de las
caracteristicas encontradas en el semen de los obreros estudiados, es el incremento del
volumen total del eyaculado. Esta caracteristica ha side encontrada también en
potilaciones de varones expuestos a toxicos o grandes fumadores, donde se han
encontrado incluso residuos de estas sustancias toxicas en la orina o en el plasma
seminal (Chia, 1994). En esta poblacién se observé cierta tendencia no significativa al
incremento del volumen del semen de los obreros expuestos, 2.7 + 1.4 vs 2.5 + 1.1. Otro

ejeraplo muy claro fue la viscosidad de las muestras de semen, dado que sélo cuatro
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obreros presentaron viscosidad normal, el resto present viscosidad anormal (grados 1°,
2° 0 3°%). Hubiera sido importante realizar estudios pertinentes para descartar o confirmar
la presencia de sustancias extrafias en el plasma seminal con técnicas analiticas, como
electroforesis o HPLC-UV, pero las condiciones de trabajo en que se estudiaron las
muestras de semen (tales como su estudio en un laboratorio aledafo a la fabrica, con
muchas limitaciones de equipo y reactivos, donde se.desarrollo la mayor parte de este
estudio), impidieron darles el tratamiento adecuado de conservacion para poder realizar
alguno de esos métodos para busqueda de sustancias extrafias al plasma seminal. Sin
i2mbargo, podria considerarse como un dato indicador de la presencia de algunos téxicos
en el plasma seminal el hecho de que los dos varones expuestos que resultaron
éizoospérmicos presentaron viscosidad anormal (grado Ill), cuando generalmente los
eyaculados desprovistos de células espermaticas, por lo general presentan una
viscosidad acuosa o normal (Barrat, 1988). Se encontré también que la viscosidad
anormal (densa en grado 1°, 2° o 3°) impidid que estas completaran su licuefaccién;
allemas se observé cierta tendencia a perder esta capacidad de ficuefaccién conforme
era mayor el tiempo de exposicion y/o la exposicion se habia iniciado en edad temprana,
lo que podria sugerir también la presencia de sustancias toxicas en el plasma seminal o
un dafo a otro nivel del sistema reproductor masculino por efecto de una exposicion
cronica y en dosis suficientes a estas sustancias.

Con respecto al porcentaje de aglutinacion de los espermatozoides podria decirse que se
esperaba que hubiera una diferencia significativa entre el grupo de expuestos y el grupo
de no expuestos, dado que la presencia de sustancias toxicas o extrafias en el plasma
seminal genera una aglutinacion inespecifica (de tipo mixta) entre los espermatozoides
(Fredricsson, 1993). Sin embargo, los promedios de aglutinacion fueron muy similares
entre el grupo de individuos expuestos y el grupo de no expuestos (14.8 £ 18.2% vs 15.7
t+ 2°.3%), por lo que podria pensarse que de ser cierto que habia hidrocarburos en el
plasma seminal, quiza este tipo de sustancias provocan otro tipo de alteraciones, tales
com> una viscosidad anormal, pero no generan una asociacion entre los
espermatozoides, e incluso es posible que provoquen que los espermatozoides no se
adhieran entre ellos, dado que se observd que el porcentaje de aglutinacion entre los
espermatozoides de los individuos no expuestos fue en promedio ligeramente mayor y
coincde mas con lo observado en otros grupos de varones normales, fértiles y no
expuestos de {a poblacion abierta de la ciudad de México que han sido voluntarios para
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parlicipar en otros estudios (datos no publicados del Laboratoric de la Unidad de
Invizstigacion Médica de Biologia de la Reproduccién).

Otr> posible indicador del dano al proceso de espermatogénesis por efecto de la
exgosicion a sustancias téxicas fue la frecuencia de oligozoospermia en el grupo de
obreros expuestos (53.1%), de hecho, los individuos que tenian mas afios de exposicion
0 que iniciaron muy jovenes (menores de 20 aiios) su contacto con estos hidrocarburos
presentaron cuentas espermaticas mas bajas. Esto se ha observado en otras poblaciones
de varones que han tenido contacto con toxicos {Gennart, 1992), incluso, se ha postulado
que estos varones se mantienen con cuentas espermaticas bajas mientras contintien su
contacto con los tdxicos (Whorton, 1977). Se han realizado estudios prospectivos
longitudinales en obreros expuestos a diferentes tipos de tdxicos (entre los que se
encontraban hidrocarburos aromaticos) y se demostré que después de suspender el
contacto con estas sustancias, en algunos de ellos se observd una recuperacion discreta
de la funcion testicular, generaimente en aquellos que no habian sido severamente
afectados. Los que habian desarroliado azoospermia por causa de ia toxicidad de ios
hidiocarburos, permanecieron azocospérmicos mucho tiempo después de suspender el
manejo de estos toxicos (en promedio 8 afos después fueron evaluados) y se postula
que en estos individuos el dario es irreversible (Whorton, 1981).

El {esticulo de un individuo adulto puede funcionar en condiciones adversas (Amann,
1980), contrariamente a lo que sucede durante su desarrollo o al inicio de la pubertad,
donde el sistema reproductor mascuiino es especialmente vulnerable al efecto nocivo que
pudieran causarle diversos factores (Feichtinger, 1991). Es decir, que cuando un hombre
que rebasa los 20 afos tiene una exposicion a un toxico en forma aguda, se puede
observar una discreta y transitoria declinacion de la espermatogénesis. La exposicion
moderada pero cronica a estos tdxicos pudiera originar quiza una alteracion de mayor
magnitud, aunque también sea transitoria en la mayor parte de los casos (De Celis,
1996). En el varon, el epitelio germinal es un tejido que tiene un ailto indice de
proliferacién, pero reacciona con sensibilidad a la toxicidad que puedan causarle algunos
factores quimicos o fisicos. Por tal motivo podria pensarse que fue frecuente el hallazgo
de nligozoospermia en esta poblacién de obreros estudiados, dado que ademas de que
manejan sustancias téxicas que son capaces de atravesar la barrera hemato-testicular
que protege a las células germinales, desde que iniciaron su contacto con estos toxicos,
han seguido en contacto con ellos hasta el momento en que fueron evaluados.



92

En este estudio la mayor parte de los obreros expuestos estudiados (22 de los 32, que
representa el 70%) estaban en el grupo de edad de inicic a la exposicidn de 15 a 20 afios,
y €l resto (10 de 32 que representa el 30%) comenzaron después de los 20 afos. Esto
significa que aungue se demostroé que el inicio a la exposicion a toxicos tuvo un efecto
adverso, estadisticamente significativo (r=0.57), hubiera sido ideal tener grupos
hotnogéneos de comparacion en cuanto a la edad de inicio a la exposicion, es decir, que
hubiera sido interesante tener mas cobreros con una edad de inicio de mas de 20 afios.
Sin embargo, no fue posible conjuntar un grupo mas grande con esta caracteristica, dado
que en Mexico, debido a la situacion econdmica general del Pais, desde hace muchos
anos, este tipo de personas se ven obligadas a trabajar desde el inicio de su adolescencia
(en promedio 13 afos). Existen algunas publicaciones que se refieren a este respecto,
que: demuestran que los varones jovenes que inician tempranamente su contacto con
disniventes tienen mas probabilidades de ser oligozoospérmicos e incluso azoospérmicos
por efecto del contacto cronico con hidrocarburos que aquellos varones que inician su
coritacto con estas sustancias en una edad madura, mayores de 25 afos (Egnatz, 1980;
Fredricsson, 1983; Foster, 1984). Por otra parte, se ha demostrado que e! calor extremo
puede provocar una disminucion en la cuenta espermatica (Bedford, 1978) de hecho, la
cuenta espermatica puede variar considerablemente en las diferentes estaciones del afio,
asi tiende a bajar en la primavera y se incrementa en el invierno (Chia, 1994). En el
presente estudio se trato de minimizar el efecto del calor de la primavera y se estudiaron
a los individuos en el otofio, donde las condiciones climaticas son mas favorables. Sin
embargo, debe considerarse |la temperatura del ambiente laboral, que aunque estaba
mas baja que en primavera, pudiera ser un factor que contribuyera a disminuir la cuenta
espermatica; aunque la ventaja de estudiar varones nc expuestos que trabajan en la
misma empresa y que su cercania hace que la temperatura sea similar, de alguna
manera iguala el potencial adverso de la temperatura sobre la cuenta espermatica en
ambos grupos.

Con respecto a la motilidad de los espermatozoides se han publicado algunos trabajos
donde se demuestra que la presencia de sustancias toxicas en el plasma seminal, afecta
la rnotilidad de las células espermaticas (Fredricsson, 1993). Incluso, se ha observado en
estudios « wihe como disminuyd la motilidad espermatica cuando los espermatozoides

se pusieron a interactuar con moco cervical humano enriquecido con hidrocarburos
aromaticos (Skakkebaek, 1994). De hecho, se ha encontrado con mucha frecuencia no
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Por otra parte, en varias de las historias clinicas realizadas a los participantes de este
estudio, se pudo observar que la mayoria de los obrercs expuestos que estan muy cerca
de la normalidad o que son normales de acuerdo a [os criterios de la OMS, sus padres y/o
sus abuelos también fueron obreros expuestos a una gran cantidad de toxicos, lo que
podria sugerir, que ésto se deba a una resistencia adquirida heredada, dado que aunque
no se ha demostrado contundentemente, ya existen algunos estudios poblacionales que
tratan de este fenémeno de heredabilidad de la resistencia adquirida a través de varias
generaciones, sobretodo con respecto a la respuesta hacia los agentes agresores del
medio ambiente (Figa-Talamanca, 1994). En este estudio, no fue posible realizar un
analisis estadistico acerca de esta observacion dado que algunos obreros no conocieron
a sus padres o abuelos.

IJna de las contribuciones importantes de este trabajo es que el patron de exposicién que
se encontrd (en la poblacidn mexicana) no se habia estudiado y que esta en el término
rnedio, dado que en Estados Unidos se cumple la norma intemacienai (HA>2.5 y MA>0.8
¢/g de creatinina) y en muchas poblaciones de Sudamérica y en Filipinas los obreros
estan expuestos a concentraciones muy altas de hidrocarburos (HA en promedio de 43 y
MA en promedio 2 g/g de creatinina) (Cucueco, 1993).
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