Rev Int Androl. 2012;10(Espec Congr):19-40

Revista Internacional de

Andrologia

www.elsevier.es/andrologia

POSTERS

V Congreso Iberoamericano de Andrologia (ANDRO)
VI Congreso de la Sociedad Argentina de Andrologia (SAA)

Buenos Aires, Argentina, 19-21 de abril de 2012
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DECAPITADO
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La proteina centrobina (100 kDa) se localiza en los centriolos de
células somaticas y en el aparato de acoplamiento cabeza-cola
(AACC) de las espermatidas y espermatozoides. El AACC establece
una conexion firme entre la cabeza y cola del espermatozoide. La
rata mutante hypodactyly (hd) expresa una forma truncada de cen-
trobina en su extremo C-terminal. Ademas de exhibir trastornos
esqueléticos, una reduccion en el nimero de digitos en sus patas,
los animales machos son estériles debido a la decapitacion masiva
de las espermatidas durante la etapa final de la espermiogénesis.
Ovillos de colas decapitadas se encuentran en el epididimo. La
expresion génica y la localizacion de centrobina fueron analizadas
por PCR e inmunocitoquimica en 22 muestras de espermatozoides,
16 provenientes de pacientes infértiles y 6 de donantes fértiles. Se
determind la ausencia de centrobina ARN mensajero en dos pacien-
tes y una marcada disminucion de ARN mensajero en 7 pacientes y
en 2 donantes, en correlacion con la observacion de espermatozoi-
des decapitados. El estudio inmunocitoquimico demuestra la acu-
mulacion anormal de centrobina en el AACC y la presencia de cen-
trobina en el extremo libre de la cola donde la decapitacion ha
ocurrido. Nuestro analisis estructural, bioquimico y molecular de la
espermatogénesis del mutante hd y de los espermatozoides huma-
nos indica que centrobina es un biomarcador de interés para la eva-
luacion del mecanismo de decapitacion del espermatozoide y para
la clasificacion de las formas clinicas de pacientes con el sindrome
de cuello fragil (easily sperm decapitation syndrome). Centrobina
posee un componente espiralado (coiled-coil) que favorece la for-
macion de homodimeros o heterodimeros. Nuestras observaciones
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sugieren que la forma truncada de centrobina afecta la formacion
de homodimeros o la asociacion de centrobina con otras proteinas
que participarian en la formacion del AACC. Consecuentemente, un
defecto en la organizacion y estabilidad del AACC condiciona la
decapitacion del espermatozoide.

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO DE ESPERMATOZOIDES
BOVINOS SOBRE LA EFICIENCIA DE LA INYECCION
INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDES (ICSI)
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Introduccion: El rendimiento de la técnica ICSI en la especie
bovina es muy inferior al de otras especies, debido en parte al des-
conocimiento de las condiciones dptimas para su implementacion,
lo que ha impedido alcanzar altas tasas de desarrollo embrionario y
el nacimiento de un mayor nimero de animales. El objetivo de este
estudio basico fue evaluar el efecto en el desarrollo embrionario de
la incubacion de espermatozoides bovinos previo a su utilizacion en
la técnica ICSI.

Metodologia: Se incubaron espermatozoides con 0,1 mM de NaOH
(ICSI-NaOH), tratamiento que habia demostrado previamente una
alta eficiencia en ratones, con 5 mM de DTT (ICSI-DTT), tratamiento
ampliamente utilizado en bovinos y con medio de lavado de esper-
matozoides (ICSI-ST).

Resultados: La tasa de desarrollo embrionario a las 72 h de culti-
vo con los tratamientos ICSI-ST e ICSI-DTT (69 y 71% respectivamen-
te) fue superior (p < 0,05) a lo observado con ICSI-NaOH (49%) y a
los controles ICSI y SHAM (7 y 53%, respectivamente). Resultados
similares se observaron en la tasa de generacion de blastocistos al
dia 9, con un 29, 22 y 17% de blastocistos para ICSI-ST, ICSI-DTT e
ICSI-NaOH, respectivamente, mientras que la tasa de formacion de
blastocistos de los controles fue de 0y 12% (ICSI y SHAM, respecti-
vamente). Adicionalmente, la evaluacion de la fecundacion exitosa,
medido por la formacion del prondcleo masculino o la descondensa-
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cion de la cabeza espermatica, fue superior en los tratamientos
ICSI-ST (77%) e ICSI-DTT (77%), comparado con ICSI-NaOH (57%).

Conclusiones: El pretratamiento de espermatozoides con NaOH y
DTT previo a la ICSI, no es necesario para un adecuado desarrollo
embrionario in vitro en la especie bovina.

OPTIMIZAQION DEL ENSAYO DE TUNEL PARALA
EVALUACION DE FRAGMENTACION DE ADN ESPERMATICO
EN SEMEN
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El estudio de fragmentacion del ADN espermatico es utilizado
como un parametro predictivo de la capacidad fertilizante masculi-
na. La técnica de TUNEL es frecuentemente empleada para evaluar
la integridad del ADN de los espermatozoides en el semen humano.
Sin embargo, en el semen coexisten dos tipos de sub-poblaciones de
espermatozoides fragmentados: los necrosados/fragmentados y los
vivos/fragmentados, por lo que la evaluacion de la fragmentacion
de ADN en el total de los espermatozoides presentes en el semen
implica una sobreestimacion de células con ADN danado si no se
toma en cuenta la cantidad de espermatozoides muertos/fragmen-
tados. En este trabajo presentamos una modificacion a la técnica
de TUNEL para la evaluacion de espermatozoides vivos por micros-
copia de fluorescencia y contraste de fase. Se utilizaron 20 mues-
tras de semen de hombres sub-fértiles. Los espermatozoides fueron
incubados en medio hipo-osmético (prueba de HOS) y posteriormen-
te fijados para la realizacion del ensayo de TUNEL. Como control
positivo se incubaron espermatozoides a 100 °C para provocar la
muerte de las gametas. Los espermatozoides no reactivos a la prue-
ba de HOS fueron 21,7% + 10,9% (media + desviacion estandar; ran-
g0 8-45%) y en el 27,6% = 12,8% (rango 10-59%) se detectd ADN frag-
mentado. Todos los espermatozoides a los cuales se les indujo la
muerte mostraron HOS no reactivo y fragmentacion de ADN positi-
va. Nuestros resultados ponen de manifiesto que el ensayo de TUNEL
convencional no es un método preciso para el analisis de la capaci-
dad funcional espermatica. El problema puede ser reducido median-
te incubacion de los espermatozoides en medios hipo-osmoticas
previo a la fijacion. Esta modificacion del método podria ser utiliza-
da clinicamente ya que permite evaluar con mayor precision los
resultados de TUNEL sin incrementar el costo del ensayo de forma
significativa.

HIPERVISCOSIDAD SEMINAL: LA PREINCL}BACION
CON N-ACETILCISTEINA FACILITA EL ANALISIS
DE SEMEN SIN AFECTAR LOS PARAMETROS SEMINALES
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La hiperviscosidad seminal (HVS) puede afectar seriamente las
caracteristicas fisicas del semen y por lo tanto tener un grave
impacto en la capacidad reproductiva del hombre; reduciendo la
movilidad, posiblemente debido a un “efecto de captura” que impi-
de la progresion de los espermatozoides por el tracto genital de la
mujer. Asi mismo, la HVS puede interferir en la correcta homogeni-
zacion de la muestra provocando errores de exactitud en el analisis
de semen. El objetivo de este trabajo fue la utilizacion de N-acetil-
cisteina (NAC) in vitro en muestras de semen con HVS para la eva-
luacion de los parametros seminales (concentracion, movilidad,
vitalidad, morfologia, fructosa, acido citrico y alfa-glucosidasa neu-

tral). Se utilizaron 40 muestras de semen con HVS. Los parametros
seminales fueron evaluados por duplicado. Cada muestra fue sepa-
rada en dos fracciones. La fraccion 2 (F2) fue incubada con NAC (20
UM, concentracion final), mientras que la fraccion 1 (F1) fue utiliza-
da como control. Ambas fracciones fueron incubadas por 20 minutos
a temperatura ambiente y luego se evaluaron los parametros semi-
nales. Todas las muestras tratadas con NAC redujeron su viscosidad
hasta condiciones normales. Una clara variabilidad se observo en la
concentracion y movilidad espermatica entre los duplicados en F1,
mientras que en F2 las diferencias fueron aceptables de acuerdo a
las especificaciones de la OMS 2010. Un incremento significativo de
la movilidad fue observado luego de la incubacion con NAC. Todos
los parametros bioquimicos evaluados mostraron gran variabilidad
entre los duplicados del grupo F1, sin embargo no hubo diferencias
en F2. No se observaron diferencias significativas en la vitalidad y la
morfologia entre ambas fracciones ni en los duplicados. Nuestros
resultados demuestran que la incubacion con NAC de muestras con
HVS es un tratamiento que puede facilitar significativamente la
manipulacion y analisis de muestras seminales con viscosidad
aumentada.

HERMAFRODITISMO VERDADERO EN UN ADULTO
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Introduccioén: Se presenta el caso de un varon de 20 aios que
consulta por micropene, y ginecomastia, oriundo de zona rural y
criado como campesino. Al examen fisico se constatan genitales
ambiguos.

Objetivos: Realizar diagnostico diferencial, evaluando corres-
pondencia entre genotipo, fenotipo, rol e identidad de género, para
adecuar el tratamiento médico y quirurgico.

Metodologia: Evaluacion uro-andrologica, sexoldgica y psiquiatri-
ca. Métodos complementarios: Laboratorio: ejes hipofiso-gonadal/
suprarrenal/tiroideo. RMN, ecografia de abdomen y pelvis. Uretro-
fibrocistoscopia. Doppler dinamico de cuerpos cavernosos. Anato-
mia patoldgica. Cariotipo/gen SRY. MINI: Entrevista Neuropsiquiatri-
ca Internacional.

Resultados: 47 Kg, 155 cm. Genitales externos: escroto trans-
puesto y bifido con aspecto de labios mayores, pene con glande sin
meato, con prepucio. Meato urinario hipospadico en periné. Sin
caracteres sexuales secundarios masculinos. Ginecomastia, vello
pubico con distribucion ginecoide. Laboratorio: estradiol, LH, FSH
en valores normales para mujer. Testosterona: total 2,10 (2,5-9,0);
libre 3,6 (9,0-55); Biodisponible 0,45 (2,0-4,0). RMN/Ecografia:
hemiltero izquierdo, génada en hemiabdomen derecho, sin prosta-
ta, ni vesiculas seminales, gonada en hemiescroto izquierdo. Uretra
femenina sin verumontanum. Doppler dinamico normal. Anatomia
patologica: ovotestis en gdnada intrabdominal e intra escrotal
izquierda. Cariotipo XX, sin SRY. Cirugia: exéresis de ovotestis intra-
abdominal derecho e intraescrotal izquierdo. Correccion de: hernia
inguinal derecha, transposicion penoescrotal (Glenn-Anderson);
incurvacion ventral con reseccion y plicatura de albuginea (Nesbit-
Modificada); MINI: trastorno distimico.

Conclusiones: Se realiz6 diagnostico de hermafroditismo verda-
dero, confirmado por imagenes, histopatologia y cariotipo. El rol y
la identidad de género asumidos por el paciente corresponden a el
sexo de crianza y no al genotipo (XX). El Tratamiento médico y qui-
rurgico fue adecuado a la identidad y rol de género (varon). Se rea-
lizé adecuacion quirlrgica de genitales externos a masculinos, y
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reposicion androgénica por hipogonadismo postquirurgico. Ausente
trastorno de la identidad sexual. Presenta trastorno distimico de
inicio temprano (sintomas depresivos desde la adolescencia).

RELACION DE LAS INFECCIONES POR CHLAMYDIA
TRACHOMATIS Y UREAPLASMA UREALYTICUM
CON LA MOTILIDAD Y MORFOLOGIA ESPERMATICA

G. Bastidas, M. Onate, N. Onate, Z. Laurentin, A. Sanoja,
L.P. Escovar y D.P. Escovar

Centro Valenciano de Fertilidad y Esterilidad (CEVALFES).
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Introduccion: La infertilidad conyugal es actualmente un proble-
ma de distribucion mundial y magnitud creciente. El factor mascu-
lino es responsable de un 30 a un 50% de esos casos cuyo origen en
muchas ocasiones no esta bien identificado, refiriéndose a una gran
cantidad de factores entre ellos la patologia infecciosa de tipo ines-
pecifico de la via seminifera, generalmente asintomatica y cuya
relacion con la infertilidad conyugal aun es génesis de controver-
sia.

Objetivos: Analizar la relacion entre las infecciones por Chla-
mydia trachomatis y Ureaplasma urealyticum con la motilidad y
morfologia espermatica.

Metodologia: Se realizé una investigacion de tipo descriptiva,
transversal, en la cual se revisaron los archivos clinicos de
157 pacientes que acudieron a Cevalfes entre diciembre del 2010 y
diciembre del 2011, cuyos analisis microbiologicos resultaron positi-
vos para Chlamydia trachomatis y Ureaplasma urealyticum, rela-
cionandolos con los parametros de motilidad y morfologia esperma-
tica. Los datos fueron analizados con el apoyo del SPSS statistics
version 20.0.

Resultados: La motilidad espermatica no se ve afectada por la
infeccion de Chlamydia trachomatis y no se encontro diferencia sig-
nificativa entre los valores normales y los valores alterados de la
motilidad espermatica en los pacientes positivos para Ureaplasma
urealyticum. Asi mismo, se encontré que la morfologia espermatica
se ve alterada en un 82% en pacientes positivos para Chlamydia
trachomatis y en un 81% en pacientes positivos para Ureaplasma
urealyticum.

Conclusiones: Con los datos obtenidos se puede concluir que el
parametro afectado por la infeccion con Chlamydia trachomatis y
Mycoplasma spp. es la morfologia mas no la motilidad.

FRACTURA DE PENE: INCIDENCIA,'EVALUACIC')N
DIAGNOSTICA, CONDUCTA TERAPEUTICA'Y SEGUIMIENTO

R.A. Belén, J. Gracia Salord y R. Argenti

Servicio de Urologia. Hospital Nacional de Clinicas.
Universidad Nacional de Cordoba. Argentina.

Introduccion: La fractura de pene es una ruptura traumatica de
la albuginea, debido a un traumatismo cerrado en un pene erecto.

Objetivos: Evaluar incidencia, metodologia diagnostica, conduc-
ta terapéutica y el seguimiento para determinar la calidad de res-
puesta sexual.

Metodologia: Desde el ano 1995 al 2009 efectuamos tratamiento
quirdrgico en 47 pacientes con fractura de pene. Entre marzo del
2009 y marzo del 2011 en el Hospital Nacional de Clinicas, Universi-
dad Nacional de Cordoba se realiz6 cirugia de 12 pacientes con frac-
tura de pene, que son los pacientes incluidos en este trabajo pros-
pectivo, con una edad media de 28,6 anos (19 a 39 afos) con un
seguimiento medio de 8,9 meses (6 a 12 meses). Se evalud la inci-
dencia en nuestra ciudad con la poblacion masculina de 15 a 49
anos. Todos fueron sometidas a anamnesis, examen fisico, analisis
de orina y una ecografia del pene. Se efectud tratamiento conser-

vador de 12h previo a la cirugia en 10 pacientes y dos pacientes no
fueron intervenidos quirirgicamente. Un seguimiento durante 90
dias para la actividad sexual y las quejas asociadas, ademas del
examen local.

Resultados: Todos los casos se presentaron con lesion unilateral,
y la principal causa de fractura de pene fue la relacion sexual. No
hubo complicaciones intraoperatorias o postoperatorias. Ellos recu-
peraron su actividad sexual a las 4 semanas después de la repara-
cion con IIEF-5 de 25 puntos.

Conclusiones: La fractura de cuerpos cavernosos es una urgencia
urologica. La incidencia en Cérdoba capital es de 5/318.303
(0,0019%). La anamnesis y el examen fisico en la mayoria de los
casos permiten arribar al diagnostico. El reposo, frio local y medi-
cacion durante 12h previo a la cirugia facilitan la localizacion del
traumatismo y decidir la via de abordaje, cuando no hay compromi-
so uretral. El seguimiento no deberia ser menor a 3 meses. La cali-
dad de respuesta sexual post tratamiento es excelente.

SIGNOS DE DISGENESIA'YY E’XPRESIC')N ATIPICA DE

MARCADOR OCT-3/4 EN GONADAS DE PACIENTES
PREPUBERES CON SINDROME DE INSENSIBILIDAD
A LOS ANDROGENOS

E. Berensztein', M. Costanzo', M. Warman', M. Ciaccio’, E. Vaiani',
G. Guercio', S. Gil', I. Di Palma’, N. Saraco', R. Marino',

P. Ramirez', N. Pérez Garrido', R. Ponzio?, M. Bailez3,

M.A. Rivarola' y A. Belgorosky'

'Laboratorio de Cultivo Celular y Biologia Molecular. Servicio de
Endocrinologia; Servicio de Cirugia. Hospital de Pediatria
Garrahan. Argentina. ?Instituto de Investigaciones en
Reproduccién. Facultad de Medicina. Universidad de Buenos
Aires. Argentina.

Introduccion: En testiculo humano (TES) prepuber (PP), el recep-
tor de androgenos (AR) se expresa en células peritubulares (CP) e
intersticiales (Cl), incluyendo células de Leydig (CL) pero no en
células de Sertoli (CS). El tipo mas grave de insensibilidad a los
androgenos (CAIS) presenta TES disgenéticos, con ausencia de célu-
las germinales (CG) maduras. OCT-3/4 es un factor de transcripcion
especifico de células embrionarias que se expresa en carcinoma in
situ (CIS) y gonadoblastoma. OCT-3/4 esta ausente en CG de TES
normales PP.

Objetivos: Caracterizar el grado de alteracion de TES de pacien-
tes PP con CAIS o insensibilidad parcial (PAIS). Se estudiaron, 9
pacientes PP (CAIS: n = 7, PAIS: n = 2) orquidectomizados entre
0.25y 6.3 afios de edad, diagnosticados por fenotipo clinico, estu-
dios hormonales, falta de respuesta de SHBG al estimulo con tes-
tosterona (n = 9) (Belgorosky. JCEM. 1987) y por analisis molecular
del gen AR (n = 5) (4 mutaciones M749V, R631X, E603X, L621P y
una delecion, del1550-1569ex1). Se estudio H&E, inmunoexpre-
sion de OCT-3/4, ARy ER (n = 9) y secrecion de testosterona en
cultivo primario (n = 3). TES PP sin patologia endocrina fueron
utilizados como control (C, n = 10). Se observé disgenesia testicu-
lar en 7/9 casos; CIS y/o OCT-3/4 en 5/9; hiperplasia de CL 4/9.
Expresion de AR en 3/9 Unicamente en CL, localizacion citoplas-
matica diferente al C (nuclear). Expresion citoplasmatica de ER en
CL, diferente a C (ER negativo). La secrecion de testosterona en
cultivo confirmé presencia de células esteroidogénicamente acti-
vas, pero no respuesta a hCG, diferente a C. Las alteraciones
encontradas no son consecuencia de la posicion intraabdominal/
inguinal de las génadas ya que no se observaron en TES PP con
igual localizacion (Berensztein. ENDO. 2010). OCT-3/4, marcador
de eleccion para predecir posible riesgo de gonadoblastoma, se
encuentra en los CAIS y PAIS en TES PP. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren la necesidad de realizar biopsia testicular para
definir conducta terapéutica en PP.
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EFECTO DE DIFERENTES CEPAS DE ESCHERICHIA COLI
UROPATOGENA SOBRE LA FUNCION MITOCONDRIAL
Y LA MOTILIDAD DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS
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El 15% de los casos de infertilidad masculina se debe a infeccio-
nes urogenitales, siendo mayormente aislada la bacteria Escheri-
chia coli de serogrupos causantes de infecciones al tracto urinario.
Esta bacteria altera la viabilidad y motilidad espermatica y disminu-
ye el potencial de membrana mitocondrial (Aym). La disminucion
del Aym se ha relacionado con la apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial (PTPm) y con el aumento del anion
superéxido (0,) intracelular. Los factores solubles o sobrenadantes
de la bacteria también disminuyen la motilidad y el Aym. El objeti-
vo de este trabajo fue comparar el efecto in vitro de diferentes
cepas de Escherichia coli sobre la funcion mitocondrial y la motili-
dad de espermatozoides humanos. En una primera serie de experi-
mentos, se incubaron separadamente espermatozoides humanos
con 3 cepas de Escherichia coli y con sus sobrenadantes. Se evalud
la motilidad progresiva, la apertura del PTPm, el Aym, la viabilidad
y la produccién de O, intracelular de los espermatozoides. En una
segunda serie de experimentos se expusieron espermatozoides a
otras 6 cepas de Escherichia coli y se les evalué motilidad, Aym y
viabilidad. Los sobrenadantes de las 3 cepas de la primera serie de
experimentos disminuyeron la motilidad progresiva. Ninguna de las
3 cepas fue capaz de abrir el PTPm, alterar el Aym ni la viabilidad.
Solo el sobrenadante de una de las 3 cepas aumento el O, intrace-
lular. En la segunda serie de experimentos se observé que cinco de
las seis cepas disminuyeron la motilidad aunque ninguna de ellas
redujo el Aym ni la viabilidad espermatica. En conclusion, los efec-
tos negativos observados en los espermatozoides humanos depen-
den de la cepa de Escherichia coli que esté actuando sobre el game-
to masculino.

EVIDENCIAS SOBRE LA EXPRESION DE RECEPTORES

DE FACTORES DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO (FGFRS)
EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS Y EL EFECTO DEL FGF2
EN LA FUNCIONALIDAD ESPERMATICA

G.N. Buffa’, T. Guillardoy', M.M. Calamera?, A. Gogorza',
M.H. Vazquez-Levin' y C.l. Marin Briggiler’

'Instituto de Biologia y Medicina Experimental. Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas (IBYME-CONICET).
2Laboratorio de Estudios en Reproduccién (LER). Buenos Aires.
Argentina.

Introduccion: Los receptores de factores de crecimiento fibro-
blastico (FGFRs) se encuentran presentes en diversos tipos celulares
y su interaccion con el ligando FGF2 desencadena la activacion de
varias vias de transduccion de sefales que regulan la funcionalidad
celular. En la literatura existen evidencias escasas sobre la expre-
sion y funcion de estos receptores en espermatozoides.

Objetivos: Analizar la expresion de FGFRs en espermatozoides
humanos y evaluar el efecto del FGF2 sobre la funcionalidad esper-
matica.

Metodologia: Se evalu6 la expresion proteica de los FGFR tipo 1,
2, 3y 4 en espermatozoides mediante “Western immunoblotting” y
se determind su localizacion por inmunocitoquimica utilizando anti-
cuerpos policlonales (Santa Cruz Biotech). Se analizé el efecto del
FGF2 sobre la motilidad espermatica utilizando un sistema compu-
tarizado (Hamilton-Thorne Research) y sobre la ocurrencia de la

exocitosis acrosomal (EA) mediante uso de la aglutinina de Pisum
sativum acoplada a FITC.

Resultados: En extractos de espermatozoides humanos se detec-
taron formas proteicas del peso molecular esperado para los FGFRs
1, 2, 3y 4. Los receptores fueron inmunolocalizados en el flagelo y
en la region acrosomal de espermatozoides no capacitados (en mas
del 70% de las células, n > 4), presentando una localizacion similar
luego de la incubacién en condiciones capacitantes. La incubacion
de espermatozoides con FGF2 (1, 10 o 100 ng/ml) no modificé el
porcentaje de espermatozoides motiles ni parametros cinematicos
de la motilidad. Sin embargo, el FGF2 inhibid la ocurrencia de EA
inducida por progesterona 5 pM (inducibilidad: 20 + 5%, 12 + 1%*, 4
+2%*, 2 + 1%* para control, FGF2 1, 10 y 100 ng/ml, respectivamen-
te; media + EEM, *p < 0,05 vs control, n = 5).

Conclusiones: Los FGFR tipo 1, 2, 3 y 4 se expresan en los esper-
matozoides humanos y se localizan en el flagelo y en la region acro-
somal. El FGF2 ejerceria un efecto modulador de la EA inducida por
agentes fisiologicos.

NIVELES DE PROTAMINACION E HISTONAS TESTICULARES
COMO HERRAMIENTA PARA EL ESTUDIO
DE LA COMPACTACION CROMATINICA

N.E. Cabral, M.A. Gonzalez Torres, M. Faut, P. Naveira y V.Y. Rawe

REPROTEC. Patologia de Gametas y Embriones. Buenos Aires.
Argentina.

Introduccién: El remodelamiento de la cromatina durante la
espermatogénesis implica una serie de pasos consecutivos que termi-
nan por remplazar las histonas presentes en el nucleo espermatico
por proteinas fuertemente basicas denominadas protaminas. La
remanencia de histonas y/o la disminucion en el contenido de prota-
minas esta ligada a una condensacion incompleta o aberrante de la
cromatina y a una pobre integridad del ADN. Estos nlcleos “inmadu-
ros” serian mas susceptibles al dafo en el material genético, reper-
cutiendo negativamente en las técnicas de reproduccion asistida.

Objetivos: Determinar si existe una correlacion entre los niveles
de histonas remanentes en el nlcleo espermatico y la ausencia de
protaminas como indicadores del estado madurativo del nicleo.

Metodologia: Se estudiaron 125 pacientes que consultaron por
infertilidad masculina. Para determinar la presencia de histonas
remanentes en el nlcleo espermatico se empled la técnica de tin-
cion con azul de anilina (AA), mientras que para determinar la
ausencia de protaminas se empled cromomicina A, (CMA,). El anali-
sis de correlacion de Pearson fue realizado con el software estadis-
tico SPSS 16.0.

Resultados: El analisis de correlacion demostré esta asociacion
positiva, altamente significativa, entre los valores de CMA, y AA,
encontrandose un r = 8,18 (p < 0,01).

Conclusiones: Los niveles de histonas testiculares en el nicleo
espermatico son inversamente proporcionales a los niveles de pro-
taminas. Al ser técnicas faciles y econémicas de realizar se podrian
utilizar como marcadores diagndsticos en la practica clinica, ya que
servirian como herramientas predictivas para determinar el estado
madurativo del nlcleo espermatico y evaluar la potencial vulnera-
bilidad que tendran estos nucleos frente al dafo.

AUMENTO DEL DANO DEL ADN ESPERMATICO EN
PACIENTES CON DEFECTOS EN LA COMPACTACION
CROMATINICA

N.E. Cabral, M.A. Gonzalez Torres, M. Perco, M. Faut y V.Y. Rawe

REPROTEC. Patologia de Gametas y Embriones. Buenos Aires.
Argentina.

Introduccion: Durante la espermatogénesis los espermatozoides
remplazan la mayoria de las histonas testiculares por proteinas
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fuertemente basicas denominadas protaminas. Esta remodelacion
de la cromatina espermatica tiene como funcion compactar el
nucleo y protegerlo del ataque de endonucleasas y sustancias reac-
tivas del oxigeno.

Objetivos: Determinarla susceptibilidad al dafo en el ADN esper-
matico en base a los niveles de compactacion de la cromatina.

Metodologia: Se estudiaron 125 pacientes que consultaron por
infertilidad masculina. Los defectos en la compactacion de la cro-
matina se evaluaron con el uso de cromomicina A, (CMA, presencia
de protaminas) y azul de anilina (AA, presencia de histonas testicu-
lares). La fragmentacion del ADN se determind mediante el ensayo
de TUNEL (epifluorescencia). El analisis de correlacion y x? se reali-
z0 con el software estadistico SPSS 16.0 y Epidat 3.0, respectiva-
mente.

Resultados: El coeficiente de Pearson (r) mostro correlacion posi-
tiva significativa entre TUNEL y CMA, (r = 0,244; p < 0,01) y TUNEL y
AA (r = 0,278; p < 0,01). Al comparar el TUNEL, de pacientes que
presentan CMA, alterada (> 30%) y normal (< 30%), se obtuvo un x?
de 29,33 (p = 0,0001) y un Odd Ratio de 8,85 (1C95%, 3,84-20,42).
De igual manera, en pacientes con valores alterados de AA (> 30%) y
normales (< 30%), el %? fue de 34,01 (p = 0,0001) y una Odds ratio de
12,61 (1C95%, 4,93-32,20).

Conclusiones: En esta poblacion de estudio, los niveles de com-
pactacion de la cromatina estan directamente relacionados con los
niveles de fragmentacion del ADN. Pacientes con valores de CMA,
patologico tienen un riesgo 8,85 veces mayor de presentar valores de
TUNEL patologicos (> 20%). Ante valores de AA patologicos, existe una
probabilidad 12,61 veces mayor de presentar valores de TUNEL alte-
rados. La compactacion de la cromatina juega un papel principal en
determinar el grado de vulnerabilidad al dafo del ADN.

PARAMETROS SEMINALES BASICOS QUE TENEMOS
QUE TENER EN CUENTA PARA SOSPECHAR DANO
EN EL ADN ESPERMATICO

N.E. Cabral, M.A. Gonzalez Torres, M. Faut y V.Y. Rawe

REPROTEC. Patologia de Gametas y Embriones. Buenos Aires.
Argentina.

Introduccion: Los parametros seminales basicos nos ofrecen una
primera aproximacion sobre la calidad de la muestra en hombres
infértiles. En muchas ocasiones, esta informacion no es suficiente
por lo que se debe emplear un analisis mas profundo. En busca de
marcadores predictivos de un posible dano en el ADN, nos pregunta-
mos si existe algln parametro del espermograma basico que nos
indique la aplicacion de técnicas especificas en este sentido.

Objetivos: Determinar si los parametros seminales basicos se
encuentran de alguna manera asociados a valores de fragmentacion
del ADN evaluados por TUNEL.

Metodologia: Se analizaron 125 pacientes que consultaron por
infertilidad masculina. Los parametros basicos determinados segln
los criterios de la OMS fueron: volumen, pH, viscosidad, concentra-
cion espermatica/ml, movilidad progresiva. Los niveles de fragmen-
tacion del ADN se evaluaron mediante la técnica de TUNEL. El ana-
lisis de correlacion de Pearson y comparacion de medias (test-U de
Mann Whitney) se realizé con el software estadistico SPSS 16.0.

Resultados: Observamos una correlacion negativa entre el por-
centaje de TUNEL y la concentracion espermatica/ml (r = -0,345;
p < 0,01), y TUNEL y el porcentaje de espermatozoides con movili-
dad progresiva (r = -0,485; p < 0,01). Agrupando pacientes con y sin
estos dos parametros alterados, observamos una diferencia signifi-
cativa entre las medias de los porcentajes de TUNEL (z = -3,368;
p < 0,01). El volumen eyaculado, el pH y la viscosidad no mostraron
correlacion significativa con el test de TUNEL.

Conclusiones: En este estudio se observo que cuando la concen-
tracion o la movilidad espermatica, parametros de gran importan-

cia clinica, se encuentran disminuidos, la presencia de niveles de
fragmentacion del ADN es alta. Por otro lado, los pacientes que
presentan simultaneamente movilidad y concentracion espermatica
disminuida, los valores de TUNEL son ain mas elevados. Esto no
indica que, si tenemos en cuenta estos valores se podrian realizar
inferencias sobre la integridad genética de la muestra espermati-
ca.

MONOBROMOBIMANE. UN MARCADOR DE MADURACION
EPIDIDIMARIA

M.E. Cabrillana, A. Andersen, R. Lopez, E.O. Pietrobon,
M.A. Monclus, P.V. Boarelli, T.E. Saez Lancellotti, A.E. Vincenti
y M.W. Fornés

Laboratorio de Investigaciones Andrologicas de Mendoza (LIAM).
Instituto de Histologia y Embriologia de Mendoza (IHEM).
Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Cuyo.
Mendoza. Instituto de Investigaciones. Facultad de Ciencias
Médicas. Universidad del Aconcagua. Mendoza. Argentina.

En el epididimo los espermatozoides sufren oxidacion y/o estabi-
lizacion en proteinas ricas en cisteina. En trabajos previos de nues-
tro laboratorio, se demostré con monobromobimane (mBBr, marca-
dor de tioles), que ODF1 es una proteina diana en este proceso.
También, cuando los sulfhidrilos, incluidos los de ODF1, son blo-
queados por mBBr se observa caida del porcentaje de espermato-
zoides moviles progresivos, en rata y humano. Nuestros objetivos
son determinar como afecta el bloqueo de grupos tioles sobre la
motilidad espermatica y evaluar el estado de estas proteinas en
espermatozoides de muestras astenozoospérmicas. Para ello, utili-
zamos muestras de semen y por técnicas de Swim up separamos los
espermatozoides en dos fracciones: A: moviles progresivos y B:
moviles no progresivos mas inmaviles. Luego los incubamos con
mBBr 0,3 mM. Obtuvimos videos en microscopio de contraste de
fase a los 10, 20 y 30 minutos en Ay tomamos fotografias en micros-
copio de fluorescencia en Ay B. En estos ensayos, se semicuantifico
la intensidad de fluorescencia de los flagelos de espermatozoides de
ambas fracciones, tanto en muestras normozoospérmicas como
astenozoospérmicas. Por otro lado, se evaluaron los cambios en la
motilidad espermatica luego de incubar con mBBr. Los resultados
obtenidos, nos indican que existe un aumento significativo en la
afinidad por mBBr en las muestras astenozoospérmicas comparado
con las normozoospérmicas en las todas las fracciones. Con respec-
to a los patrones de motilidad observados en la fraccion A, luego del
bloqueo de los sulfhidrilos, se destaca un aumento en el porcentaje
de espermatozoides no progresivos e inmoviles. Esto nos lleva a
pensar que cuando se bloquean los sulfhidrilos se afecta la motili-
dad progresiva. Finalmente, los espermatozoides de muestras aste-
nozoospérmicas pueden no haber completado el proceso de madu-
racion epididimario y por lo tanto una incorrecta oxidacion de
proteinas flagelares, entre ellas ODF1, aumentando su afinidad por
mBBr.

EL ESTRES OXIDATIVO INDUCE ALTERACIONES
ESTRUCTURALES DE PROTEINAS EN EL TEJIDO
CAVERNOSO DE RATAS DIABETICAS

A. Castela'?, R. Soares?, P. Gomes?, R. Costa?, P. Vendeira*
y C. Costa??

'Instituto de Biologia Celular e Molecular; 2Departamento de
Bioquimica (U38/FCT); 3Departamento de Biologia Experimental.
Faculdade de Medicina. Universidade do Porto. Portugal. “Clinica
Saude Atlantica. Clinica Urolégica Vendeira. Porto. Portugal.

Introduccion: La disfuncion eréctil (DE) es una de las complica-
ciones mas frecuentes en los hombres diabéticos. La hiperglicemia
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contribuye al aumento del estrés oxidativo (EO) en el cuerpo caver-
noso (CC) diabético, la promocidn de alteraciones en los componen-
tes celulares del pene. Sin embargo, no queda claro los mecanismos
por los cuales el EO induce modificaciones en el tejido cavernoso
diabético, contribuyendo a la progresion de la DE.

Objetivos: Evaluar/cuantificar las modificaciones en proteinas
estructurales del CC causados por el EO en una etapa temprana y
tardia de la diabetes.

Metodologia: Ratas Wistar se dividieron en 4 grupos (n = 5/gru-
po): 2y 8 semanas de diabetes inducida por estreptozotocina (dia-
betes tipo 1) y controles pareados por edad. El EO sistémico se
evalub en muestras de sangre mediante la deteccion por cromato-
grafia de glutation oxidado (GSSG)/glutation reducido (GSH). Los
dafos oxidativos en proteinas del CC fueron evaluados por los cam-
bios estructurales detectados por Western Blot e inmunohistoquimi-
ca de 3-nitrotirosina (3-NT).

Resultados: Nuestros resultados revelaron un aumento significa-
tivo de GSSG/GSH a las 8 semanas de diabetes (ratas diabéticas:
1,619 + 0,216 vs controles: 0,779 + 0,238; p < 0,05), lo que sugiere
un incremento sistémico del EO. En consonancia, el aumento signi-
ficativo de la nitracion de proteinas (grupo diabético: 3,398 + 0,332
vs controles: 2,284 + 0,092; p < 0,05) solo se observo en lo grupo de
8 semanas de diabetes, indicando las modificaciones oxidativas mas
graves de proteinas en una etapa tardia de la enfermedad.

Conclusiones: Hemos demostrado que, sistémicamente, y en el
pene los efectos del EO se detectan en la diabetes establecida. Las
modificaciones inducidas por el EO en proteinas del pene parecen
ocurrir sélo en la etapa avanzada de la enfermedad, y pueden ser
responsables de las disregulaciones estructurales/funcionales en
mecanismos celulares/moleculares esenciales para el proceso eréc-
til normal, contribuyendo al desarrollo/progresion de la DE asocia-
da a la diabetes.

DISFUNCION ERf:CTIL Y DIABETES: INCREMENTO
EN LA EXPRESION DE MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO
EN TEJIDO CAVERNOSO DIABETICO HUMANO

A. Castela™?, R. Soares?, P. van Antwerpen?, K. Zouaoui
Boudjeltia®, T. Roumeguere®, P. Gomes?, P. Vendeira’, R. Virag?
y C. Costa??

'Instituto de Biologia Celular e Molecular; 2Departamento de
Bioquimica (U38/FCT); 3Departamento de Biologia Experimental.
Faculdade de Medicina. Universidade do Porto. Portugal.
“‘Facultad de Farmacia. Université Libre de Bruxelles (ULB).
Laboratério de Quimica Farmacéutica. Bruselas. Bélgica.
>Laboratério de Medicina Experimental (ULB 222 Unit). Montigny-
le-Tilleul. Bélgica. *Departamento de Urologia. Erasme Hospital.
ULB. Chaussée de Lennik. Bruselas. Bélgica. "Clinica Saude
Atldntica. Clinica Urolégica Vendeira. Porto. Portugal. éCentre
d’Exploration et Traitement de [’impuissance (CETI). Paris. Francia.

Introduccion: La disfuncion eréctil (DE) es una complicacion fre-
cuente de la diabetes. El aumento del estrés oxidativo (EO) ejerce
acciones perjudiciales en el pene diabético que conduce al desarro-
llo y progresion de la DE. Sin embargo, aln se estd investigando los
efectos del EO en cuerpo cavernoso (CC) diabético humano.

Objetivos: El objetivo del trabajo es evaluar/cuantificar los mar-
cadores de EO 3-nitrotirosina (3-NT) y mieloperoxidasa (MPO) en el
tejido cavernoso de pacientes diabéticos con DE.

Metodologia: Se recogieron fragmentos de CC durante la cirugia
de 18 pacientes diabéticos con DE y 10 individuos sin diabetes e sin
DE. La generacion de lesiones oxidativas en las muestras de CC se
evaluaron mediante la deteccion de 3-NT y MPO, utilizando técnicas
de inmunohistoquimica y inmunofluorescencia doble para la 3-NT/a-
actina de musculo liso (a-AML) y MPO/a-AML. El analisis cuantitati-
vo de la intensidad de estos biomarcadores de oxidacion se realizd

mediante el plug-in de deconvolucion de color del software Ima-
geJ.

Resultados: Nuestros resultados revelaron que la expresion de
NT-3 y MPO se localizé predominantemente en la zona perivascular
en todas las muestras de CC. La cuantificacion de inmunohistoquimi-
ca mostraron un incremento significativo de los niveles de expresion
de 3-NT (grupo diabético: 109,6 + 4,13 vs controles sin diabetes:
89,9 + 1,31; p < 0,01) y de MPO (grupo diabético: 128,9 + 2,32 vs
controles: 112,6 + 2,45; p < 0,001) en el CC diabético, lo que indica
efectos importantes del EO en el tejido cavernoso diabético.

Conclusiones: Estos resultados preliminares sugieren que el EO
induce modificaciones en proteinas en tejido cavernoso diabético,
particularmente en los componentes muscular liso y endotelial. El
incremento del MPO puede también obstaculizar la bioactividad del
oxido nitrico en las células perivasculares. Ambas alteraciones pue-
den ser responsables de la alteracion de procesos celulares, contri-
buyendo en la DE del diabético.

LA FRAGMENTACION DEL ADN DURANTE LA CAPACITACION
Y REACCION ACROSOMAL DE ESPERMATOZOIDES
HUMANOS

J. Cicaré, A. Caille, C. Zumoffen, S. Ghersevich y M.J. Munuce

Laboratorio de Estudios Reproductivos. Area Bioquimica Clinica.
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. Universidad
Nacional de Rosario. Argentina.

La integridad del ADN espermatico es un requisito para la fecun-
dacion normal. El objetivo de este trabajo basico fue estudiar la
fragmentacion del ADN espermatico humano durante el proceso de
capacitacion (cap.). Espermatozoides motiles (n = 10) recuperados
por swim up en presencia de H,0, 200 pM o medio control se incuba-
ron 22 hs a 37 °Cy 5% CO,. Se midié: viabilidad (Eosina Y) lipoperoxi-
dacion de las membranas (LPO), fosforilacion en tirosina (FRT, Wes-
tern blot y ac. antifosfotirosina), reaccion acrosomal (RA) basal e
inducida con fluido folicular (Pl = RA inducida - RA espontanea,
Pisum sativum) y fragmentacion del ADN (técnica de dispersion de
la cromatina). Los datos presentados como media + SEM, fueron
analizados por ANOVAYy post test (p < 0,05 significativo). El % de ADN
fragmentado fue: control: 15,8 + 3,1; tratado H,0,: 26,3 + 2,7* con-
trol post-cap.: 36.6 + 2,4**; d) tratado H,0, post-cap.: 42,2 + 2,01;
e) control post-RA: 44,7 + 2,3%; f) tratado H,0, post-RA: 46,2 + 1,6%
(*p < 0,001 vs a) y d), **p < 0,001 vs a), tp < 0,001 vs b) p < 0,05 vs.
c), tp < 0,01 vs. c)). Tanto la viabilidad (> 80%) como la LPO resulta-
ron no diferentes entre tratados y controles [0,5 + 0,2 a 1,3 + 0,8
nmol MDA/ (108 cels/ml)]. El patron de FRT fue comparable entre
ambos grupos asi como la Pl: control: 26,8 + 3,9 vs tratado H,0,:
23,9 + 4,3%, NS. Nuestros datos sugieren que durante la incubacion
bajo condiciones capacitantes y luego de la induccion de la RA,
habria un aumento significativo en el grado de fragmentacion del
ADN sin que se vieran afectadas las vias de sefializacion que condu-
cen a la RA. Esto se veria magnificado ante el pre tratamiento con
oxidantes.

EVALUACION DE LA RECUPERACION DE LA
ESPERMATOGENESIS POST HIPOXIA HIPOBARICA
INTERMITENTE PROLONGADA EN RATON (MUS
MUSCULUS). ROL DEL KETOPROFENO

A. Cornejo'?, R. Hartley'? y E. Bustos-Obregon’

Laboratorio de Biologia de la Reproduccion. ICBM. Facultad
de Medicina. Universidad de Chile. Santiago. Chile. 2BIOREN.
Universidad de La Frontera. Temuco. Chile.

En el presente estudio se evaluo el efecto protector del ketopro-
feno en ratones sometidos a un modelo de hipoxia hipobarica inter-
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mitente prolongada. Esta evaluacion se realizé enfocada en para-
metros reproductivos referidos a variables espermaticas e
histopatologicas testiculares. El modelo consideré 3 grupos de
ratones: normoxicos, hipoxicos e hipoxicos tratados con ketoprofe-
no; los cuales fueron sometidos a hipoxia por 66,4 dias imitando las
jornadas laborales de los trabajadores de asentamientos mineros,
alternando 4 dias por sobre los 4.200 msnm (altura simulada), y
4 dias bajo los 500 msnm. En relacion a los parametros hematologi-
cos, el hematocrito se increment6 en ambos grupos expuestos. De
las variables espermaticas de los animales tratados con ketoprofe-
no se destacé la disminucion del recuento, una recuperacion en la
teratozoospermia y en el estado de compactacion de la cromatina.
En el analisis anatomopatoldgico, hubo una recuperacion en el
peso de cauda epididimaria, no asi en el peso testicular, el que
disminuy6 considerablemente. En el analisis histopatologico de los
tubulos seminiferos se observo una recuperacion en los animales
tratados, referente al dafno histopatoldgico, con una menor vacuo-
lizacion y descamacion, aunque el taponamiento tubular si se vio
incrementado. En el analisis morfométrico hubo un aumento en el
area intersticial, con una disminucion del diametro tubular y la
altura epitelial, aumentando el diametro luminal. Finalmente en el
analisis inmunohistoquimico se observo un marcado aumento de la
expresion tanto de HIF-1a como de COX-2. Este estudio, demuestra
la capacidad del ketoprofeno de reducir los efectos deletéreos de
la hipoxia hipobarica intermitente a nivel testicular. Sin embargo
no se podria considerar que se logra una recuperacion completa de
la espermatogénesis post hipoxia prolongada aunque sea intermi-
tente.

ESPERMOGRAMA'Y REACCION ACROSOMAL INDUCIDA
POR ACIDO GLUTAMICO EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS

A.A. Cruceno, C. Aguilera-Merlo, G. Orellano, E.M. Chaves,
L. Scardapane y W.M. Fornes

Cdtedra de Histologia. Facultad de Quimica, Bioquimica y
Farmacia. Universidad Nacional de San Luis (UNSL). San Luis.
Argentina. Laboratorio de Investigaciones Androldgicas de
Mendoza (LIAM). Facultad de Ciencias Médicas. Universidad
Nacional de Cuyo (UNCuyo). Mendoza. Argentina.

Una correcta interpretacion del espermograma convencional y la
introduccion de nuevos test diagnosticos resulta fundamental para
profundizar el estudio del varon infértil. Los objetivos del presente
trabajo fueron: 1) analizar la calidad seminal de pacientes con pro-
blemas de fertilidad; 2) evaluar cualitativa y cuantitativamente
espermatozoides capacitados para desarrollar reaccion acrosomal
(RA) con progesterona (P) y 3) comparar la accion inductora del
acido glutamico (Glu) versus progesterona. Se analizaron 30 mues-
tras seminales provenientes de un laboratorio bioquimico privado
de la ciudad de San Luis (Argentina). Previo consentimiento infor-
mado, se indic6 a cada paciente de manera escrita la forma de
obtencion de muestras. Las mismas fueron obtenidas por masturba-
cion con un periodo de abstinencia sexual entre 3-7 dias y se eva-
luaron los parametros: volumen, motilidad, concentracion y morfo-
logia, siguiendo las recomendaciones de la WHO (1999 y 2010) para
analisis seminal. Se diagnostico el tipo de espermograma de cada
paciente y se los clasifico en normales (n = 10) y alterados (n = 20).
Los espermogramas alterados se agruparon en: leves (n = 5), mode-
rados (n = 6) y severos (n = 9), a aquellos que mostraron uno, dos o
tres parametros modificados, respectivamente. A los resultados
obtenidos se les aplicé una prueba de t-test no pareada (Graph Pad
Instat). Diferencias de p < 0,05 fueron consideradas significativas.
Pacientes con espermograma normal o levemente alterado no pre-
sentaron cambios en la morfologia y motilidad espermatica, pero si
mostraron un amplio rango en la concentracion. Espermogramas
moderados y severamente alterados presentaron marcadas altera-

ciones en concentracion, motilidad y morfologia espermatica. Prue-
bas funcionales para evaluar RA después de un periodo de capacita-
cion in vitro e incubacion, los eyaculados normales y alterados
tratados con un inductor convencional, P y uno de prueba, Glu,
demostraron capacidad de responder a la RA. En conclusion, se
comprobé que Glu indujo una respuesta acrosomal semejante o
mayor a la inducida por P4, aunque no fue estadisticamente signifi-
cativa.

VERIFICACION DE LOS VALORES DE REFERENCIA OMS
2010 PARA EL ESTUDIO DEL SEMEN

S. Curi, H. Repetto, P. Chenlo, N. Pugliese, J. Ariagno, J. Vazquez,
M. Sardi y G. Mendeluk

Laboratorio de Fertilidad Masculina. Area Citologia.
Departamento de Bioquimica Clinica. Hospital de Clinicas
(INFIBIOC). Buenos Aires. Argentina.

Introduccion: OMS 2010 publica valores de referencia (VR), sin
embargo los laboratorios deben verificarlos en individuos sanos fér-
tiles. La nueva version del manual sugiere informar movilidad pro-
gresiva (MP) y morfologia en valores absolutos (VA) pero no sugiere
intervalos de referencia.

Objetivos: Verificar los VR publicados, en individuos de nuestra
region, y estimar el rango para los VA de los parametros del semen.
Se estudiaron 20 hombres de la provincia y ciudad de Bs As, de 20 a
45 anos, con fertilidad probada por curso de un embarazo o naci-
miento en los Gltimos 12 meses. Se excluyeron individuos con pato-
logias por consulta andrologica, se completd un cuestionario de
habitos personales. La verificacion se efectud por la guia C28-A2 de
la NCCLS.

Resultados: Las caracteristicas de los donantes en mediana y
desvios estandar (DE) fueron: peso 85 Kg (10,4), altura 1,73 cm
(0,07), promedio de hijos 2 (0,79), fertilidad reciente de 7 meses de
vida (4), edad de su pareja 28,6 anos (5,6), frecuencia de relacio-
nes 3 (1,2) por semana y volumen testicular 21,8 ml (4.8). No con-
sumian alcohol, marihuana y drogas terapéuticas, 35, 80 y 75% res-
pectivamente. No guardaban el celular, ni utilizaban la notebook
cercano a los testiculos el 70% y 90%. No se hallaron outliers. De
acuerdo a la guia C28-A2 los valores propuestos por OMS 2010 son
verificados a excepcion del volumen en el que se obtuvieron 3 valo-
res inferiores a 1,5 ml. El rango y mediana de espermatozoides en
millones por eyaculado con MP, viables y normales fueron: 7,7-460
(66,63), 22,19-453 (179,3) y 1,9-126,7 (26,14). Se hallé 3 (15%) leu-
cospermias, los test inmunoldgicos fueron negativos y la viscosidad
normal.

Conclusiones: Se verifica el valor de corte de OMS 2010 para los
parametros del semen a exclusion del volumen. Se requiere del
orden de millones de espermatozoides con MP y normales para
lograr el embarazo por fertilizacion natural.

DIAGNOSTICO DE INFERTILIDAD MASCULINA: NECESIDAD
DE VALORACIONES FUNCIONALES Y CROMATINICAS

G. Curti, M. Canepa, L. Cantl y J.M. Montes
Laboratorio Fertilab. Montevideo. Uruguay.

El analisis del semen es un procedimiento rutinario en el estudio
de la pareja infértil. El espermatozoide debe exhibir un conjunto
Unico de propiedades bioldgicas para conseguir fertilizacion y
desarrollo embrionario normales. Dada esta complejidad, resulta
dificil diagnosticar alteraciones fisiologicas mediante el estudio
estandar de las variables recomendadas en los manuales de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Buscando una evaluacion
mas integral, se desarrollaron test que evallan caracteristicas
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espermaticas funcionales y cromatinicas, y sus resultados se corre-
lacionaron positivamente con el éxito reproductivo. El objetivo de
este trabajo fue estudiar la incidencia de alteraciones espermati-
cas funcionales y cromatinicas en una poblacion de pacientes con
infertilidad conyugal subdividida en base a la normalidad de los
parametros seminales estandar segln la ultima edicion del manual
de la OMS. A su vez se pretendio identificar y correlacionar las
caracteristicas alteradas con mayor frecuencia en la subpoblacion
normal para los parametros estandar. Para ello se estudiaron los
parametros estandar segun la OMS en muestras de 110 pacientes y
6 donantes fértiles (control). Se realizaron también test comple-
mentarios funcionales (sobrevida, hiposmotico, de estrés), y adi-
cionales (azul de anilina, nitroblue-tetrazolium, TUNEL). Los
pacientes se dividieron en dos grupos (A: todos los estandar nor-
males; B: al menos uno de ellos alterado). EL 96,61% de las mues-
tras presento alterada al menos una de las variables analizadas.
Los grupos Ay B mostraron diferencia significativa en todos los
test complementarios. En el grupo A, el 93,68% de las muestras
presento6 al menos un test complementario alterado, y la variable
afectada con mayor frecuencia fue la fragmentacion del ADN
espermatico (16,95%). Concluimos que la profundizacion en el
estudio seminal introduciendo en la rutina ensayos funcionales y
cromatinicos, redunda en un diagnostico mas afinado de la inferti-
lidad del vardn. Los parametros de la OMS deben considerarse
como un abordaje primario.

ESTUDIO DEL SEMEN HUMANO: IMPLEMENTACION
DE UN METODO OBJETIVO

P. Chenlo, J. Ariagno, N. Pugliese, H. Repetto, M. Sardi Segovia,
G. Mendeluk y S. Curi

Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Farmacia y
Bioquimica-UBA. INFIBIOC. Hospital de Clinicas “José de San
Martin”. Buenos Aires. Argentina.

Introduccion: Las normativas internacionales establecen que los
métodos analiticos empleados por el laboratorio deben estar valida-
dos y que toda la informacion referida a su desempefio debe estar
debidamente registrada (1SO 15.189). La incorporacion de un méto-
do objetivo en el laboratorio de fertilidad requirié del desarrollo de
un protocolo de validacion.

Objetivos: Estandarizacion y validacion del sistema CASA, SCA
(Sperm Class Analyzer) para los parametros de concentracion y
movilidad espermatica.

Metodologia: Se emplearon muestras de semen provenientes del
trabajo asistencial en el periodo 2009-2010. Se estandarizo el tipo
de velocidad para la clasificacion en grados (n = 20) y la profundi-
dad adecuada de la camara (n = 28). Para la validacion se determino
precision (n = 3 en diferentes niveles de concentracion), limite de
deteccion (n = 13 azoospermias), intervalo de medicion (n = 1) y
estudio de comparacion de métodos (n = 100). Para los calculos se
empled el programa MedCalc, considerando estadisticamente signi-
ficativo un a > 0,05.

Resultados: Se hallé alta correlacion lineal en la clasificacion
del movimiento empleando velocidad curvilinea o velocidad pro-
medio (r = 0,99; p < 0,001), estableciendo el uso de la primera
para obtener resultados comparables con otros sistemas objeti-
vos. También, se normatizé el empleo de camaras de 10 um de
profundidad debido a que se obtienen mejores imagenes para el
analisis sin afectar la movilidad. La imprecision media fue 13,29%,
14,26% y 18,75% para recuento, moviles progresivos y moviles gra-
do (a) respectivamente. Se hall6 alta correlacion con el método
manual, tanto en concentracion (r: 0,97 p < 0,0001), moéviles pro-
gresivos (r: 0,84 (p < 0,001) y mdviles grado (a) (r: 0,82 p <
0,0001). Se comprob¢ linealidad (r: 0,99, p < 0,001), entre 0,98 x

106y 125 x 10¢ esp/ml, aunque el limite de deteccion fue de 7,83
x 10 elementos/ml.

Conclusiones: El método propuesto cumple con los requisitos
necesarios para su empleo en la clinica, siendo indispensable la edi-
cién de las imagenes por parte de un operador calificado.

EFECTO DE LA MELATONINA EN LA FECUNDACION
IN VITRO SOBRE LA CALIDAD Y DESARROLLO
EMBRIONARIO EN BOVINOS

C. Cheugueman’, M. Arias', J. Risopatron?, R. Felmer?
y R. Sanchez*

'Centro de Biotecnologia de la Reproduccion (CEBIOR-UFRO);
2Departamento de Ciencias Bdsica; *Departamento de Ciencias
Agrondémicas y Recursos Naturales; “Departamento de Ciencias
Preclinicas. Facultad de Medicina. Universidad de La Frontera.
Temuco. Chile.

Introduccion: La fecundacion in vitro (FIV) involucra la co-incu-
bacion de los gametos durante 18-22 horas, generandose radicales
libres, los cuales afectan directamente el desarrollo y calidad de los
futuros embriones. La utilizacion de melatonina durante la FIV
podria contrarrestar este efecto mejorando la calidad de los
embriones generados. El objetivo de este trabajo fue conocer el
efecto de diferentes concentraciones de melatonina en el proceso
de FIV y desarrollo de blastocistos.

Metodologia: Se realizaron 2 experimentos de IVF en medio Fert-
Talp considerando los siguientes tratamientos: Exp. 1) Control sin
melatonina, melatonina 10 pM, 100 uM y 1.000 pM (n = 3). Exp. 2)
Control sin melatonina, melatonina 1 pM, 0,1 pM y 0,01 pM (n = 4).
Luego, los embriones se cultivaron en KSOM, evaluandose a las 72
horas el porcentaje de division, y luego el porcentaje de blastocis-
tos al dia 7 del cultivo.

Resultados: Tanto en los experimentos 1y 2 no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos en relacion al por-
centaje de division embrionaria a las 72 horas post FIV (Exp. 1: 78 +
4% vs 70,2 + 7%, 69 + 8%, 50 + 27. Exp 2: (61,2 + 20% vs 67,5 + 10%,
53,2 + 12%, 65,7 + 19%). Sin embargo, en el experimento 1 el por-
centaje de blastocistos obtenidos al dia 7 fue menor en los trata-
mientos con Melatonina (23,2 + 6% vs 5,6 + 4%, 9,6 = 6%, 2 + 1%),
siendo estadisticamente significativo en el tratamiento 1.000 pM
versus el control. En el experimento 2 el porcentaje de blastocistos
al dia 7 fue similar en todos los tratamientos, y no se encontraron
diferencias significativas (20 + 6% vs 26 + 3%, 18 + 5%, 15 + 6%).

Conclusiones: Melatonina en concentraciones altas (10 uM a
1.000 pM) causa una detencion del desarrollo embrionario, proba-
blemente debido a la deplecion de los niveles fisiologicos de espe-
cies reactivas de oxigeno que son necesarias para el proceso de
fecundacion. En dosis menores (0,01 uM a 1 pM) no tiene efecto
sobre el porcentaje de division, ni sobre el porcentaje de blastocis-
tos obtenidos.

CIRUGIA PROTESISZA PENEANA EN CUBA.
ESTUDIO MULTICENTRICO

R. Fragas Valdés

Servicio de Urologia del Hospital Universitario “Comandante
Manuel Fajardo”. Clinica Central “Cira Garcia”.

Objetivos: Presentar los resultados de varios centros que consti-
tuye, en parte, la salida del protocolo de cirugia protésica peneana
en nuestro pais, que se llevaron en UROLOGIA 2009. Coordinado por
el Grupo Nacional de Sexologia.

Metodologia: Entre 1995-2009, en el pais se aplico dicho protoco-
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lo, generalizado a todo el pais en los ultimos cinco afios. Operamos
536 pacientes, hidraulicas 1% (ambicor 6 pacientes), el 99% protesis
maleables (530), PROMEDON 354 (66%), AMS y HR (Brasil), 80 (15%),
cada una. Siempre que fue posible, preservamos el tejido eréctil.
Las vias de abordaje fueron: penoescrotal 85% (456 pacientes), sub-
coronal 14% (75 pacientes), en 1% (6 casos donde se utilizo la via
infra-pubica con alargamiento peneano. Etiologia DE: diabetes
mellitus: 128 (28%), enfermedad vascular 204 (38%), e. Peyronie: 76
(14%), fibrosis post priapismo: 27 pacientes, cirugia radical prosta-
tica, pélvica y por estrechez uretral: 27 pacientes (10%, cada uno) y
otras. Complicaciones: edema/hematoma 3% (16 pacientes cada
uno), retencion urinaria 2%, infeccion peri-protésica 2%, erosion de
la protesis 2%, neuralgia 2% (11 pacientes cada uno), lesion del tabi-
que o uretra 1,5% (8 casos), perforacion de la crura 0,5%, fallecidos
0,5% (DM, cardiopatia isquémica), con tres pacientes cada uno. Sin
complicaciones 90% (482 pacientes), satisfechos 95% (509 pacientes
y/o0 sus parejas).

Conclusiones: Las protesis peneanas maleable han podido ser
generalizada en nuestro pais, en los ultimos 5 afos. Las complica-
ciones pueden ser evitadas, cumpliendo las normas técnicas de esta
cirugia, incluida la profilaxis antibidtica. Los pacientes diabéticos
con cardiopatia isquémica, son un grupo de alto riesgo de letalidad.
El acompanamiento psicologico, la consejeria y el consentimiento
informado garantizaron una buena satisfaccion de los pacientes y
sus parejas (95%).

ALARGAMIENTO PENEANO: UNA CIRUGIA POLEMICA.
¢CUANDO Y COMO LA HACEMOS?

R. Fragas Valdés y C.T. Garcia Alvarez

Clinica Central “Cira Garcia”. Hospital Universitario
“Comandante Manuel Fajardo”. La Habana. Cuba.

Introduccion y objetivos: El pene pequeio es una preocupacion
de muchos hombres, la gran mayoria no requeriran tratamiento qui-
rargico, pero si educacion y consejeria. Nosotros queremos comen-
tar las indicaciones psicomédicas de esta cirugia y presentar nues-
tra experiencia con este procedimiento.

Metodologia: Se realiza un analisis critico de las indicaciones
del alargamiento peneano. Segln el Prof. Rosselld, un pene de un
adulto con menos de 9 cm, en elongacion o ereccion, es necesario
el alargamiento peneano, siempre que el paciente se queje de
“pene pequeiio” y en otros con pene en 9 cm, seria conveniente,
si después de una consejeria adecuada, no reconoce que su pene
es normal. La cirugia consiste en la Seccion del ligamento suspen-
sor del pene, avance del 6rgano y refijado. Operamos 23 casos:
Dos casos de extrofia vesical y epispadias. Dos con hipospadias
dos pacientes con falectomia parcial por cancer de pene. 12
pacientes que se le coloco protesis peneana, dos casos operados
de Peyronie (faloplatia) que tenian entre 8 y 9 cm de largo del
pene en elongacion, 1 caso con hipogonadismo, DM1, con micro-
pene, diabético, 2 casos donde fue conveniente el alargamiento,
en jovenes de 20 afos, con pene de 10-11 cm, con ideas irreduc-
tibles de tener “el pene pequeio”, recomendada la cirugia por
especialistas de salud mental del equipo multidisciplinario. En la
mayoria de los casos los resultados estético y funcional han sido
satisfactorios.

Conclusiones: Consideramos que los buenos resultados, depen-
den de una adecuada seleccion de los casos y la preparacion téc-
nica del equipo médico. Compartimos los criterios de la SLAIS que
plantea que: la cirugia de aumento peneano esta indicada en algu-
nas situaciones, donde se busca el restablecimiento funcional del
pene. Pero excepcionalmente puede ser alargado en situaciones
donde es necesario o conveniente, bajo consentimiento informa-
do.

EXPERIENCIA PRELIMINAR EN VITRIFICACION
DE ESPERMATOZOIDES

A. Gallo, M.E. Ducatelli y R. Coco

Laboratorio de Andrologia. Fecunditas. Medicina Reproductiva.
Buenos Aires. Argentina.

Introduccioén: La vitrificacion es un método que se esta comen-
zando a desarrollar para criopreservar espermatozoides. La vitrifi-
cacion es una congelacion ultrarapida que evita la cristalizacion
intracelular, solidificandose la célula por elevacion extrema de la
viscosidad del medio durante el enfriamiento. Existe bastante expe-
riencia en ovocitos y embriones, pero no con espermatozoides.
Dado que la técnica implica obtener del eyaculado una fraccion
pura de espermatozoides, la misma al estar libres de células poten-
cialmente contaminantes asegura un almacenamiento y un uso mas
confiable al desvitrificarse.

Objetivos: Presentar nuestros resultados preliminares en una
pequena serie de 10 eyaculados normales.

Metodologia: Los eyaculados fueron conservados en test yolk en
proporcion 1:1. Luego se realizé un Swin Down con dos fracciones
de Percoll isotonico al 90 y 50%, dejandolo migrar por una hora en
estufa. Se recupero la fraccion 90% y se realizé un lavado. Sobre el
pellet se realizo un Swim Up. Se recogio la parte superior del sobre-
nadante y se agregd en proporcion 1:1 el medio de vitrificacion
(HTF+1% HSA+0,25M de Sucrosa) a 37 °C durante 5 minutos. Gotitas
de 30 pl de esta suspension fueron depositadas sobre un colador
sumergido en N2 liquido. Solidificadas las mismas se criopreserva-
ron en viales. Para la desvitrificacion, las gotitas solidificadas fue-
ron disueltas en medio de desvitrificacion (HTF+1%HSA) durante 10
minutos a 37 °C.

Resultados: El porcentaje de espermatozoides progresivos desvi-
trificados fue: 1) 60%, 2) 58%, 3) 87,5%, 4) 25%, 5) 33%, 6) 50%, 7)
30%, 8) 17,7%, 9) 7,5%, y 10) 49%.

Conclusiones: Teniendo en cuenta que con la criopreservacion
lenta la recuperacion de espermatozoides moviles progresivos rara
vez supera el 50%, los resultados hallados en esta pequefa serie
muestra una tendencia similar, con la ventaja que al desvitrificar se
puede usar la muestra directamente en el procedimiento de repro-
duccion asistida, sin pérdida adicional.

FACTOR MASCULINO EN EL ESTUDIO DE LA PAREJA
INFERTIL

D. Garcia Garcia, J. Jiménez Parra, L. Torres Varas,

A. Arrieta Sotil, E. Quinteros Montano, M. Montesino Semper,
M. Ruiz Ramo, M. Pinos Paul, A. Santiago Gonzalez de Garibay
y J.L. Arrondo

Complejo Hospitalario de Navarra. Pamplona. Espana.

Introduccion: El porcentaje de parejas que no consiguen el
embarazo tras el primer ano de intentarlo se sitGa en torno al 15%.
Con este trabajo se pretende hacer una descripcion del perfil del
varon que consulta por infertilidad en el entorno sanitario publico
de Navarra.

Metodologia: Se presenta un estudio retrospectivo de los datos
clinicos de varones de parejas infértiles entre enero de 2006 y
diciembre de 2008 en el entorno sanitario publico de Navarra (Espa-
fia). Se analizan los resultados de historia clinica, exploracion fisi-
ca, ecografia testicular, seminograma (segun los valores de referen-
cia de la guia de la OMS afio 2010) y perfil hormonal mediante la
explotacion de la Historia Clinica Informatizada.

Resultados: Del total de 1.046 parejas que consultan por inferti-
lidad, el 96,17% completan el estudio del varon. De ellos, el 76,67%
corresponden a infertilidad primaria y el 20,27% a secundaria. Los
varones estudiados tenian una edad mediana de 35 afios (rango
20-62 aios) y el tiempo de evolucion de la infertilidad fue de
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24 meses de mediana (rango 2-168 meses). En un 10% de casos hubo
un posible contacto con toxicos y un 22,85% de varones tenian ante-
cedentes uroldgicos. En la exploracion fisica y/o ecografia se detec-
taron un 15% de anomalias (varicocele y atrofia testicular funda-
mentalmente). Un 73,46% de los pacientes presentaron
espermiograma normal. De entre los seminogramas alterados, el
hallazgo mas frecuente correspondio a oligoastenozoospermias
(9,44%). Se biopsiaron el 37,5% de las azoospermias (4,8%). Se
detectaron un 2,7% de alteraciones hormonales y un 0,6% de ano-
malias congénitas no conocidas.

Conclusiones: La demanda de consultas por infertilidad en nues-
tro medio es de 0,6/1.000 habitantes/afno. En el 26,54% de los varo-
nes se aprecian alteraciones en el espermiograma.

NIVEL DE ESPECIES REACTIVAS EN LA POBLACION
DE ESPERMATOZOIDES SEPARADOS CON EL
“ENSAYO DE SELECCION ESPERMATICA”

L.V. Gatica, D.R. Unates, H.A. Guidobaldi y L.C. Giojalas

Centro de Biologia Celular y Molecular. FCEFN. Universidad
Nacional de Cérdoba. Argentina.

Introduccion: La fecundacion esta asociada al buen estado fisio-
logico de los espermatozoides (E), el cual involucra la capacitacion
espermatica y un bajo nivel de oxidacion celular, siendo las espe-
cias reactivas derivadas del anion superoxido (O,) y del 6xido nitri-
co (ON) las responsables del estrés oxidativo. Un mecanismo fisiolo-
gico que permite la seleccion de los E capacitados (cap) es la
orientacion de su movimiento siguiendo un gradiente de concentra-
cion de una molécula atractante, fendmeno denominado quimio-
taxis. En nuestro laboratorio hemos desarrollado el “Ensayo de
Seleccion Espermatica” (ESE), que permite seleccionar E cap
mediante quimiotaxis hacia la Progesterona (P).

Objetivos: Evaluar el nivel de ON y de O, en la poblacion esper-
matica seleccionada con el ESE, y su correlacion con el estado capa-
citado.

Metodologia: La muestra de E preparada bajo condiciones capa-
citantes, se expuso a un gradiente pM de P en la camara del ESE. En
la poblacion espermatica antes de aplicar el ESE y en la recuperada
al final del ESE, se determinaron los siguientes parametros: % de E
con ON 'y O,, mediante el uso de marcadores fluorescentes (DAF-2
DA y DHE, respectivamente), y % de E cap mediante la técnica de
CTC y la determinacion de la reaccion acrosémica inducida con
A23187 evaluada con Coomasie Blue. El nivel de variacion en estos
parametros se determino luego de aplicar el ESE mediante el calcu-
lo del indice de variacion (IV%E).

Resultados: Después de aplicar el ESE en presencia de P, se obser-
v6 una disminucion significativa en el IV%E conteniendo ON y 0,,
mientras que el IV%E cap aumento significativamente (p < 0,05).

Conclusiones: Estos resultados preliminares muestran que la
poblacion espermatica separada con el ESE en presencia de proges-
terona permite seleccionar E en su mejor estado fisiologico, aque-
llos que estan capacitados y con menor contenido de especies reac-
tivas.

HIPERINSULINEMIA'Y TRASTORNOS
DE LA ESPERMATOGENESIS

M. Gomez Alzugaray y Y. Pifa Rivera
Instituto Nacional de Endocrinologia. La Habana. Cuba.

Las causas que dan origen a los trastornos de la espermatogénesis
pueden ser multiples y en su mayoria no pueden ser determinadas.
Uno de los factores se ha planteado que puede ser la hiperinsuline-
mia relacionada con los estados de resistencia insulinica (RI). Con el

objetivo de conocer la asociacion de la hiperinsulinemia y Rl con la
presencia de trastornos espermaticos, estudiamos a 50 hombres
que consultaron por infertilidad, los cuales se agruparon en normo-
zoospérmicos y con trastornos de la espermatogénesis (oligozoos-
permarios, astenozoospérmicos y oligoastenozoospérmicos). A todos
se les realizo: prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) de 2 horas
determinando glicemia e insulinemia cada 30 minutos, colesterol y
triglicéridos y se uso el indice de Homa para determinar RI. Se reco-
gieron datos clinicos. En los resultados se observo un nimero mayor
de obesos en los pacientes con trastornos espermaticos (45,45% y
26,37%, respectivamente). Las cifras de glicemias fueron similares
en ambos grupos sin diferencia estadistica (media 4,24 en normozo-
ospérmicos y 4,34 en pacientes con trastornos espermaticos). En la
PTG los niveles de insulina en ayuna fueron de 13.11 en los pacien-
tes con patologias y 10.54 en los normozoospérmicos. Las cifras de
Insulina a partir de los 30 minutos se mantuvieron elevadas en los
pacientes con trastornos espermaticos. El indice de Homa fue mayor
en pacientes con trastornos espermaticos (2,57 vs 2,04). Los niveles
de colesterol y triglicéridos no presentaron diferencias entre ambos
grupos. Se concluye que el sobrepeso y las hiperinsulinemias se pre-
sentaron con mayor frecuencia en pacientes con trastornos esper-
maticos.

LARUTA CANONICA WNT/B-CATENINA EN SEMINOMA
CLASICO: UN ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.
REPORTE PRELIMINAR

F. Guerra', G. Mendeluk’, L. Palaoro', L. Jufe?, H. Pascucelli?,
S Lopez-Costa® y S. Demiceu?

'Laboratorio de Fertilidad Masculina. Area Citologia.
Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Farmacia y
Bioquimica-UBA. INFIBIOC. Hospital de Clinicas “José de San
Martin”. Argentina. *Laboratorio de Anatomia Patolégica;
3Servicio de Urologia. J.M. Hospital Ramos Mejia. Buenos Aires.
Argentina.

La pérdida o reduccion de ciertas moléculas de adhesion, como
la E-cadherina, se asocia con el desarrollo de carcinomas y con el
cambio a un fenotipo invasivo y metastasico. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la expresiéon de E-cadherina, B-catenina y
algunas moléculas relacionadas con la ruta Wnt/p- catenina en
seminomas clasicos por técnicas de inmunohistoquimica, para
investigar la contribucién de esta ruta en el desarrollo de este tipo
de tumor. Se utilizaron once muestras de archivo de tacos en para-
fina de seminomas clasicos procedentes del Laboratorio de Anato-
mia Patoldgica del Hospital Ramos Mejia, Buenos Aires, Argentina.
De éstos, ocho estaban asociados a carcinoma in situ (CIS). E-cad-
herina fue positiva en dos seminomas y un CIS, presentando una
distribucién membranosa. B-catenina se expreso principalmente
en células de Sertoli, en algunos gonocitos malignos del CIS y en
las membranas de las células seminomatosas de todas las muestras
(11/11). B-Catenin nunca fue detectada en el citoplasma o los
nucleos de las células neoplasicas. 6/11 CIS mostraron inmuno-
marcacion para vimentina solo en células de Sertoli, mientras que
6/11 seminomas clasicos presentaron débil expresion de este mar-
cador. Dos CIS y siete seminomas expresaron fosfatasa alcalina
placentaria. Ningln tumor mostré positividad para c-Myc o Cyclina
D1. Los resultados indicarian ausencia de activacion de la ruta
WnT, debido a la falta de expresion de vimentina en 5/11 semino-
mas, a la baja expresion de este marcador en el resto de los casos,
y a la ausencia de marcacion nuclear de B-catenina. Estos resulta-
dos se confirman por la ausencia de expresion de D1-Cyclina y
c-Myc en todas las muestras. Es necesario confirmar este reporte
preliminar con mayor nimero de casos, y de confirmarse, investi-
gar otras probables rutas para el desarrollo de seminomas clasi-
cos.
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CORRELACION ENTRE EL TEST DE TUNEL Y PARAMETROS
DEL ESPERMOGRAMA

M. Guinzburg, S. Montero y L. Baccini

Departamento de Endocrinologia. IACA Laboratorios.
Bahia Blanca. Argentina.

Introduccion: La evaluacion de la fertilidad masculina requiere
un estudio basico de las variables espermaticas. El analisis del
semen, en el que se determinan volumen, pH, concentracion de
espermatozoides, movilidad y morfologia, es la prueba clinica mas
importante para evaluar el factor masculino, pero no revela defec-
tos que afectan la integridad del genoma, lo cual es de vital impor-
tancia en el inicio y mantenimiento de un embarazo.

Objetivos: Evaluar la correlacion de los parametros del espermo-
grama (motilidad, morfologia y concentracion) con la integridad del
DNA del espermatozoide medida a través del test de Tunel.

Metodologia: Se analizaron en forma retrospectiva 37 muestras
de semen a las cuales se les realizo6 espermograma y test de Tunel
(Terminal DesoxiNucleotidil Uridin Trifosfato, dUPT, Deoxynucleoti-
dil Tranferase Nick-End Labelling Assay) (In Situ Cell Death Kit -
Roche). Se empled un citdmetro de flujo Facscalibur de cuatro colo-
res (Beckton Dickinson). Para el analisis estadistico se aplico el
coeficiente de correlacion de Spearman.

Resultados: La comparacion del test de Tunel con la morfologia
espermatica, movilidad progresiva (a+b), y recuento de espermato-
zoides/ml arrojo los siguientes resultados: r = 0,409, p < 0,05;
r=0,141 p = 0,40; r = 0,515 p < 0,05 respectivamente.

Conclusiones: No se demuestra una fuerte correlacién entre los
aspectos analizados en el espermograma y el test de Tunel. Por lo
tanto un estudio basico de semen con parametros dentro de la nor-
malidad no descarta la presencia de otras anomalias que afectan la
fertilidad, como es el caso de la integridad del DNA.

DISMINUQIC')N DE LA FRAGMENTACION DEL ADN
ESPERMATICO POR COLUMNAS DE ANEXINA V
EN MUESTRAS CON FINES CLINICOS

F. Horta, C. Musri, J. Crosby, A. Mackenna, R. Smith y C. Huidobro

Laboratorio de Andrologia y Laboratorio de Medicina
Reproductiva. Unidad de Medicina Reproductiva. Clinica

Las Condes. Chile. Instituto de Investigaciones Materno Infantil.
Facultad de Medicina. Universidad de Chile. Chile.

La fragmentacion del ADN espermatico es considerada un factor
que puede influir negativamente en los resultados clinicos de pare-
jas que son sometidas a técnicas de reproduccion asistida (TRA). La
técnica de separacion de los espermatozoides que se utilizaran para
la inseminacion de los ovocitos, constituye una parte muy impor-
tante del procedimiento de reproduccion asistida. La separacion
magnética de espermatozoides por columnas de anexina V es una
novedosa técnica que incluye una separacion previa por gradientes
junto a un filtrado que remueve espermatozoides apoptoticos, al
reconocer la externalizacion de fosfatidilserina en la superficie de
espermatozoides con ADN fragmentado. Una adecuada disminucion
de la fragmentacion del ADN, podria contribuir a los resultados de
TRA. Los objetivos fueron: 1. Determinar la disminucion de la frag-
mentacion del ADN con el uso de columnas de anexina V. 2. Identifi-
car si existe alteracion de la motilidad tras realizar la filtracion por
las columnas. Las muestras seminales fueron obtenidas de 12 suje-
tos. Se realizd un espermiograma, se evalud la fragmentacion del
ADN a través del ensayo TUNEL en la muestra nativa y la muestra
filtrada. Se analizo la motilidad espermatica de las muestras nativa,
separada por gradientes y filtrada por columnas. Se observé una
disminucion de un 72,1% de fragmentacion del ADN espermatico
medido por TUNEL (p < 0,05) en las muestras filtradas (4,42% + 0,66)
respecto al semen nativo (15,83% + 1,76). No se observo diferencias

(p > 0,05) en cuanto a la motilidad espermatica entre la separacion
por gradientes (70,42% + 5,74) y el uso columnas (70,33% + 7,29).
Los resultados demuestran que el uso de columnas de anexina V
remueve eficazmente la fragmentacion del ADN espermatico en el
semen nativo, sin alterar la motilidad de la separacién espermatica.
Los resultados observados sugieren que el uso de Columnas de
Anexina V, podria ser incorporado como metodologia con fines clini-
cos, para la disminucion de espermatozoides con ADN fragmenta-
do.

VASO-VASOSTOMIA MICROQUIRURGICA. RESULTADOS
TRAS 18 ANOS DE EXPERIENCIA

J.D. Jiménez Parra, D. Garcia Garcia, L. Torres Varas,
A. Sotil Arrieta, E. Quinteros Montano, M.A. Pinos Paul,
M. Ruiz Ramo y J.L. Arrondo Arrondo

Complejo Hospitalario de Navarra. Pamplona. Espana.

Introduccion: La reversion microquirrgica de la vasectomia es
una técnica demandada cada vez mas por los pacientes en la con-
sulta de andrologia. Aportarnos nuestros resultados.

Metodologia: Se realiza una revision retrospectiva de los pacien-
tes intervenidos de vaso-vasostomia bilateral entre los afios 1992 y
2010. En total fueron 59 pacientes. La técnica se realiz6 en todos
los casos con anestesia local (mepivacaina al 2%). La sutura se rea-
lizo6 con microscopio optico (lente de 8,5 aumentos) y en dos planos
(mucosa con Nylon 10/0 y adventicia con polipropileno de 9/0). Se
realiz6 una revision de las historias clinicas y se actualizaron telefo-
nicamente los datos (control de gestacion anual en los pacientes
que no habian conseguido descendencia).

Resultados: Se han documentado datos de 55 pacientes (4 perdi-
dos para el seguimiento). El tiempo medio de intervencion fue de
130 minutos. La edad mediana fue de 38 afos (rango de 28-51). El
tiempo mediano transcurrido entre la vasectomia y la reconstruc-
cion micro quirdrgica fue de 5,5 afos. En 25 pacientes éste fue
mayor de 5 afos y en 34 menor. La causa mas frecuente de inter-
vencion fue el cambio de pareja. Un 67,3% de los pacientes presen-
taron espermiogramas positivos (n = 37) en los primeros 6 meses
tras la cirugia. De los seminogramas positivos, 13 (35%) fueron de
pacientes con mas de 5 afios de evolucion. Obtuvimos un total de 16
embarazos (29%), 13 pertenecientes al grupo con menos de 5 afos
entre ambas cirugias.

Conclusiones: Hemos constatado resultados inferiores a la media
en seminogramas positivos y en tasa de embarazos, no obstante,
hemos incluido a todos los pacientes sin excluir aquellos realizados
durante la curva de aprendizaje.

TRATAMIENTO DE LA DISFUNCION EBECTIL EN PACIENTES
CON APNEA OBSTRUCTIVA DEL SUENO: NUESTRA
EXPERIENCIA

G. Lendinez, S. Moreno, J. Leal, F. Rivera, J. Amaya y E. Camacho

Unidad de Andrologia. Servicio de Urologia. Hospital Universitario
de Valme. Sevilla. Espana.

Introduccioén: El sindrome de apnea/hipopnea obstructiva del
suefio (SAHOS) se define como el cese intermitente del flujo aéreo
en nariz y boca durante el suefio. Aunque en ocasiones van unidas,
no es lo mismo SAHOS que EPOC. Este trastorno va a producir
hipoxemia, hipercapnia y acidosis respiratoria. Se ha encontrado
alteracion del reflejo bulbocavernoso por polineuropatia periférica
en estos pacientes debido a una disminucién de la ppO, arterial.
Esto, unido a la interrupcion del suefio profundo, va a ocasionar una
disfuncion cerebral que se manifiesta con hipersomnia diurna, dete-
rioro intelectual, cambios de personalidad y alteraciones del com-
portamiento. Todas estas alteraciones pueden derivar en la disfun-
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cion eréctil (DE). Revisamos la literatura y exponemos nuestra
experiencia.

Metodologia: En los ultimos 10 afios hemos asistido en nuestra
Unidad a 74 pacientes con DE, con una media de edad de 54 anos,
diagnosticados de SAHOS por el Servicio de Neumologia tras estudio
con polisomnografia, que consultaron por disfuncion eréctil de 3,45
anos de evolucion media. Se realizo estudio segun nuestro protoco-
lo y se instaurd tratamiento individualizado en funcion del tipo de
DE y la patologia asociada. Todos ellos fueron tratados por el Servi-
cio de Neumologia con dispositivos de presion continua positiva en
la via aérea (CPAP), excepto dos pacientes.

Resultados: En tres pacientes se decidi6 abstencion terapéutica
debido a patologia de base severa y doce abandonaron el trata-
miento. Los resultados obtenidos en el resto de los pacientes fue-
ron: a) 20 con IIC (inyeccion intracavernosa) consiguiendo en 17
buena respuesta y en 3 s6lo mejoria; b) 30 con PDE5-Is (inhibidores
de la fosfodiesterasa 5), teniendo en 21 buena respuesta, en 6
mejoria y en 3 ninguna respuesta; y c) 9 sin ninglin tratamiento para
su DE, y 8 evolucionaron de forma favorable y 1 experimenté mejo-
ria.

Conclusiones: 1) Hay que considerar el SAHOS como posible cau-
sa de DE. 2) No hay contraindicacion para el tratamiento de la DE
en el contexto del SAHOS per se, aunque si lo puede haber por la
patologia acompanante. 3) Se debe instaurar un tratamiento indivi-
dualizado en funcion del tipo de DE y las caracteristicas del pacien-
te. 4) En nuestra serie hemos tenido buenos resultados y bajo indice
de abandonos.

DISFUNCION ERECTIL POSTRASPLANTE DE HiGADO

0. Levalle', L. Chavez?, V. Descalzi?, F. Gruz?, E. Mormandi’,
N. Kogovsek!', S. Aszpis'y P. Otero'

'Seccién de Andrologia. Divisién de Endocrinologia. Hospital
Durand. Buenos Aires. Argentina. *Unidad de Hepatologia

y Trasplante Hepadtico. Instituto Trasplante Multiorgdnico.
Hospital Universitario Favaloro. Buenos Aires. Argentina.

Introduccion: A pesar de la creencia de que la funcion sexual
puede mejorar luego del trasplante hepatico (TH), algunos pacien-
tes padecen una vida sexual insatisfactoria. Existen pocos datos
longitudinales sobre los cambios endocrinos que ocurren luego del
trasplante de higado.

Objetivos: Evaluar la prevalencia de la disfuncion sexual eréctil
(DSE) y los factores asociados con su desarrollo, especialmente en
relacion con el estatus de los esteroides sexuales.

Metodologia: Se invitd a 54 pacientes varones post-TH a contes-
tar 5 items del International Index of Erectile Function (IIEF-5) y del
Hamilton Depression Rating Scale (HS). Se definié como DSE un IIEF-
5 < 21 y depresion HS > 8 puntos, respectivamente. Se evaluaron los
niveles séricos de testosterona (T), T biodisponible (Tbio), andros-
tane-3alpha, 17 beta-diol (3-DIOL-G) (metabolito glucuronido de la
dihidrotestosterona), SHBG, glucosa e insulina.

Resultados: Las principales etiologias de la cirrosis fueron HCV,
HBV, alcohol, NASH y criptogénica, reflejando una prevalencia de
30, 22, 17, 11 y 11%, respectivamente. La edad media fue 60 (20-
78) anos de edad y el seguimiento fue de 6 a 168 meses. El 85%
estaban inmunosuprimidos con inhibidores de calcineurin. Los
cuestionarios fueron respondidos por 49 pacientes: 5 pacientes
(10,2%) tuvieron mas de 21 puntos en el IIFE-5 (funcion eréctil
normal) mientras que 21 (42,9%) lograron menos de 8 puntos (no
depresion), p < 0,003. No se hall6 correlacion alguna entre edad/
DSE - edad/HS ni entre DSE/HS. Se estableci6 una correlacion
inversa entre laedady T (p < 0,02) y Tbhio (p < 0,003), y una corre-
lacion directa entre IIFE-5 y T (p < 0,04), Tbio (p < 0,03) y 3-diol
(p < 0,03).

Conclusiones: 1) En nuestra serie se hallé una prevalencia sor-
prendentemente alta de DSE y aparenta no estar relacionada a la
condicion psicologica. 2) El hipogonadismo no parece mejorar des-
pués del TH, tal vez por las alteraciones gonadales pre-existentes
(dafio téxico-metabdlico) y por los efectos colaterales de la inmu-
nosupresion farmacologica. 3) Se requieren nuevos estudios para
hallar otras razones de la relacion entre la evolucion del hipogona-
dismo y el trasplante hepatico, y para explorar la posibilidad de la
androgenoterapia post trasplante.

POTENCIACION DE FACTORES TOXICOS Y ESTILO
DE VIDA SOBRE LOS PARAMETROS SEMINALES

M. Lopez Seoane', M. Epelede’, G. Molina?, A. Tissera®, R. Molina*
y J. Olmedo*

'Servicio de Urologia. Sanatorio Allende. *Cirugia UHN 4 Cdtedra
Facultad de Ciencias Médicas UNC. 3Laboratorio de Andrologia y
Reproduccion (LAR). Cordoba. “Fundacion Uroldgica de Cordoba
para la Docencia e Investigacion Médica (FUCDIM). Cérdoba.
Argentina.

Introduccién: Se han publicado numerosos trabajos del efecto
nocivo de ciertos habitos toxicos y estilo de vida sobre los parame-
tros seminales con resultados controvertidos.

Objetivos: Determinar si hay efecto de potenciacion entre distin-
tos factores toxicos sobre los parametros seminales.

Metodologia: Se estudiaron 2.083 pacientes (2007-2010). Se com-
pleto para cada paciente un cuestionario especifico a tal fin. Los
parametros seminales fueron evaluados seglin normas OMS 1999. Se
excluyeron los pacientes que presentaban varicocele, antecedentes
de trabajar con agroquimicos, tomar medicacion cronica, criptor-
quidia, orquitis urleana, alteraciones hormonales y cirugias geni-
tourinarias. Se consideré como factores toxicos: alcohol, tabaco,
indice de masa corporal (IMC). Como covariables: edad, abstinencia
y horas de portar celular. Para el estudio estadistico se realizd MAN-
COVA.

Resultados: Se ajustaron las medias de todas las variables de los
parametros seminales por edad, abstinencia y horas de portar celu-
lar. Al estudiar el impacto de todos los factores en los parametros
seminales solo se observa diferencias significativas en el volumen
seminal y acido citrico (AC). En el variable volumen encontramos
una potenciacion entre los factores Alcohol e IMC (p < 0,016). O sea
que a mayor IMC y mayor cantidad de alcohol ingerido, los pacien-
tes presentan un volumen seminal mas disminuido. En los niveles de
AC se observa una interaccion de los factores tabaco y alcohol
(p < 0,006), encontrandose valores mas bajos de AC en los pacientes
que mas fuman y toman alcohol.

Conclusiones: Las variables biologicas como los parametros semi-
nales son eventos muy complejos y responden a fuentes multifacto-
riales, por eso a pesar de estudiar un nimero importante de pacien-
tes solo podemos demostrar la potenciacion del efecto negativo de
algunos factores sobre los parametros seminales.

VALORES DE REFERENCIA DEL TEST HIPOSMOTICO
MODIFICADO (VHOS). TEST PARA EVALUAR EN FORMA
INTEGRAL LA MEMBRANA ESPERMATICA

M. Lopez Seoane!, M. Epelde’, G. Molina?, A. Tissera®y R. Molina?

'Servicio de Urologia. Sanatorio Allende. Cérdoba. Argentina.
2Cirugia UHN 4 Cdtedra Facultad de Ciencias Médicas UNC.
Argentina. Laboratorio de Andrologia y Reproduccion (LAR).
Cérdoba. Argentina.

Introduccion: Los métodos cominmente utilizados para evaluar
integridad de la membrana plasmatica (MP) del espermatozoide
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como el test hipo osmético (HOS) y el test de eosina (TE) dan
informacion de la integridad y funcionalidad de uno de los com-
partimentos de la MP de la cabeza (TE) o de la cola (HOS). En
algunos casos la baja correlacion entre HOS y TE podria deberse a
la diferencia en la labilidad de la MP entre ambos compartimen-
tos. Un nuevo método test hipo osmotico Vivo (VHOS) propuesto
por nuestro grupo (Fertil Steril. 2006:85(6)) evalua los espermato-
zoides reactados vivos (VHOS), evaluando asi la MP en su totali-
dad.

Objetivos: Determinar valores de referencia para este nuevo
método VHOS. Disefo: Prospectivo

Metodologia: Se estudiaron 65 muestras de semen de voluntarios
fértiles que habian logrado el embarazo dentro de 12 meses de bus-
queda. A cada muestra se determind, luego de 15 minutos de incu-
bacion en medio hipoosmoético (Jeyendran et al. 1984) el porcenta-
je de espermatozoides reactados vivos (VHOS) y el porcentaje de
reactados totales (HOS total: vivos y muertos). Estadistica: Para la
determinacion de los valores de referencia se realizo el analisis des-
criptivo donde se consider6 el percentil 5% como limite inferior de
referencia.

Resultados: De acuerdo a nuestros resultados obtuvimos un valor
de referencia (p 5%). VHOS = 39,8% y de HOS total = 56,5%.

Conclusiones: Creemos que la prueba VHOS evaluaria en for-
ma integral el estado anatomofuncional de la MP del espermato-
zoide, el cual seria un test de mayor utilidad en la clinica. Estu-
dios posteriores seran necesarios para demostrar su utilidad
clinica.

EFECTO DE LA TESTOSTERONA EN LA APOPTOSIS
DE CELULAS ADENOHIPOFISARIAS

M.L. Magri, S. Zarate, G. Jaita, J. Ferraris, G.Eijo, M. Imsen,
D. Pisera y A. Seilicovich

Inbiomed (Instituto de Investigaciones Biomédicas). Facultad de
Medicina. Universidad de Buenos Aires. Argentina.

En condiciones basales, la adenohipdfisis de ratas machos adul-
tas presenta una tasa de recambio diario de su parénquima celular
de 1.5%, siendo ésta la mitad que la observada en ratas hembras.
En ratas machos y hembras, los esteroides gonadales regulan la
renovacion celular adenohipofisaria. El estradiol ejerce acciones
proapoptoéticas en células adenohipofisarias provenientes de ratas
hembras gonadectomizadas (GNX). La testosterona (T), actuando
por vias clasicas, ejerce acciones antiapoptoticas en sistema ner-
vioso, células B pancreaticas, células cancerosas prostaticas,
entre otros. Nuestro objetivo fue evaluar el efecto directode la T
sobre la apoptosis de células adenohipofisarias provenientes de
ratas machos GNX. Para ello, ratas machos Wistar de 2 meses de
edad fueron GNX y luego de 15 dias, las adenohipdfisis fueron
extraidas. Las células adenohipofisarias en cultivo primario fueron
incubadas con T (108-10° M) durante 24 hs. La apoptosis fue eva-
luada mediante el método de TUNEL en células totales y somato-
tropos, los cuales fueron identificados por inmunocitoquimica. La
T indujo una disminucion significativa de la apoptosis en células
adenohipofisarias totales tanto a T 10 M (Control: 11,4%, T: 5,7%,
p < 0,01, %?) como a 10°M (Control: 11,9%, T: 6,6%, p < 0,01, %2).
En somatotropos, la T 10®M indujo una disminucion significativa
de la apoptosis (Control: 8%, T: 5,3%, p < 0,05, x?) asi como a 10°
M (Control: 9,5%, T: 4,5%, p < 0,01, %2). Nuestros resultados mues-
tran que la T, en concentraciones fisioldgicas, induce un efecto
antiapoptotico en células adenohipofisarias totales y somatotro-
pos de ratas machos GNX. Este efecto podria tener relevancia en
el desarrollo de los tumores adenohipofisarios en individuos de
sexo masculino.

HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH) EN
ESPERMATOZOIDES COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA
Y/0 DE ORIENTACION TERAPEUTICA. RESULTADOS
PRELIMINARES

M. Mandiola, J. Martinez, L. Rodriguez, M. Soubelet, B. Ruiz,
V. Dominguez, J.L. Carbonero, F. Atutxa, A. Garcia-Barberena,
Y. Alvarez y K. Palacin

Unidad de Reproduccion Asistida. Hospital Quirén Donostia.
Espana.

Introduccion: Desde hace unos meses realizamos “FISH en esper-
matozoides” en 3 grupos de pacientes: oligozoospermias severa
(grupo 1), fracasos de implantacion (grupo 2), abortos de repeticion
(grupo 3), pues aln con cariotipo en sangre periférica normal pue-
den formar gametos aneuploides por alteraciones en la meiosis for-
mando embriones aneuploides.

Objetivos: Evaluar si el FISH en espermatozoides es una herra-
mienta diagnostica util y/o sirve como orientacion terapéutica en
estos 3 grupos.

Metodologia: Recogemos retrospectivamente resultados de 115
muestras de FISH. Criterios inclusion: Grupo 1: < 5 millones esper-
matozoides/ml. Grupo 2: 3 transferencias FIV-ICSI sin gestacion.
Grupo 3: > 2 abortos tras embarazo espontaneo o tras tratamiento
sin otra causa.Opciones tras FISH alterado: semen conyugal sin DGP-
ICSI-DGP- Semen donante.

Resultados: 115 muestras: Grupo 1: 37.4%. Grupo 2: 47,8%. Gru-
po 3: 14,8%. El 27,8% presentaron alteraciones distribuidas: Grupo
1: 27,9%. Grupo 2: 20%. Grupo 3: 52,9%. Cromosomas estudiados
(X-Y-13-15-16-17-18-21-22) las alteraciones estan:- 56,25% autoso-
mas, 31,25% sexuales,12,5% autosomas + sexuales. Tras resultado
alterado opciones elegidas: 15,6% semen conyugal sin DGP- 18,8%
ICSI-DGP- 34,4% semen donante- 31,2% abandono. El 45,4% de las
parejas que hicieron algun tratamiento consiguieron embarazo,
siendo los tratamientos con donante los de mayor éxito (72,7%).

Conclusiones: Vistos los altos porcentajes de patologias en FISH
de estos 3 grupos y, aunque el nimero de casos no sea todavia ele-
vado, podemos concluir:-El FISH en espermatozoides es una buena
herramienta diagnostica y orientadora en estos grupos de pacien-
tes, siendo el tratamiento con donante (FISH normal) es la que logra
mayores tasas de gestacion.

PRUEBAS FUNCIONALES EN UNA POBLACION
CON FERTILIDAD PROBADA

G. Mendeluk, M. Pugliese, M. Sardi, P. Chenlo, H. Repetto, S. Curi,
J. Ariagno y L. Palaoro

Laboratorio de Fertilidad Masculina. Area Citologia.
Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Farmacia y
Bioquimica-UBA. INFIBIOC. Hospital de Clinicas “José de San
Martin”. Buenos Aires. Argentina.

El Manual OMS-2010, establece valores de referencia para ciertos
parametros espermaticos. Sin embargo en el laboratorio clinico
andrologico se realizan pruebas para las cuales aln no se han defi-
nido dichos valores. El objetivo del presente trabajo es reportar los
resultados hallados en una poblacion de hombres con fertilidad pro-
bada. Se procesaron 37 muestras de semen provenientes de
20 donantes con edades comprendidas entre 20 y 50 anos con ferti-
lidad probada por curso de un embarazo o nacimiento en los Ultimos
12 meses, sin antecedentes de abortos habituales y un tiempo
transcurrido entre la suspension de la contracepcion y el embarazo
no mayor a 12 meses. Se excluyeron dadores con enfermedades cro-
nicas y/o desordenes andrologicos. Se realizo seleccion espermatica
por swim-up en esterilidad, se determino la fosforilacion de protei-
nas en tirosina (inmunocitoquimica) y la hiperactividad post-swim-
up, a las 5 y 18h en muestras incubadas en condicion capacitante.
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El criterio para la deteccion de espermatozoides hiperactivos fue
VCL > 35 ym s, ALH > 2,5 pm, STR > 85% (SCA-Microoptic). Se esta-
bleci6 el N° total de espermatozoides moviles progresivos recupera-
dos post swim up por eyaculado, el porcentaje de recuperacion en
relacion a moviles totales y la sobrevida a las 18h, el % de esperma-
tozoides fosforilados e hiperactivos a los distintos tiempos. Los
intervalos de confianza del 95% para las medianas fueron: 12,8-32,5
millones de espermatozoides; 33,0-50,8%; 40,0-70,0%; 2,0-5,9%;
7,2-22,0%; 54,0-82,8%; 14,5-23,4%; 25,5-38,5%; 7,6-14,2% respecti-
vamente. No se hall6 correlacion entre los parametros analizados
(Spearman test; r < 0,6). Tanto el porcentaje de espermatozoides
hiperactivos como el porcentaje de espermatozoides con proteinas
fosforiladas en tirosina mostré diferencias significativas a los distin-
tos tiempos estudiados (Anova, Friedman; p < 0,001). Estamos
caracterizando a esta poblacion en relacion a las pruebas mencio-
nadas. Estudios multicéntricos con un mayor nimero de casos seran
necesarios para establecer valores de referencia también para estos
parametros.

ESTUDIO DE LA MOTILIDAD CILIAR EN LA CLINICA
ANDROLOGICA

G.R. Mendeluk?, S. Lopez-Costa?, S. Scigliano?®, G. Menga?,
N. Katz?, M. Andrian Aeberhard?, L. Palaoro' y S. Demiceu?

"Laboratorio de Fertilidad Masculina. Departamento de
Bioquimica Clinica. Facultad de Farmacia y Bioquimica-UBA.
INFIBIOC. Hospital de Clinicas “José de San Martin”. *Servicio
de Urologia. Hospital J.M. Ramos Mejia. Argentina. 3Centro
Respiratorio. Hospital de Nifios “Ricardo Gutiérrez”. Argentina.
“Clinica Médica. Hospital de Rehabilitacién Respiratoria

“M. Ferrer”. Buenos Aires. Argentina.

El movimiento espermatico se logra gracias a una estructura de
microtubulos que es comdn a otras cilias del cuerpo; frente a fallas
graves de la motilidad se deberian descartar patologias sistémicas,
en particular respiratorias. Es nuestro objetivo reportar un caso
paradigmatico estudiado por un método novedoso. Paciente de 39
anos que consulta por infertilidad primaria con antecedente de
déficit de a-1-antitripsina. Presenta un espermograma con 877,5 x
10¢ espermatozoides/eyaculado, resultando el 100% inmoviles; sin
embargo el 57% se hallaron vivos con 13% de formas normales (OMS-
2010). El paciente es no fumador; debido a su disnea fue tratado
como asmatico desde los 13 afos. El valor de a-1-antitripsina fue
122 mg/dl (VR > 150 mg/dl. La tomografia computada de pulmon
permitio el diagndstico de bronquiectasias. Se analizaron muestras
de cepillado nasal que fueron observadas vivas (medio de cultivo
Médium 199; 37 °C) al microscopio de contraste de fase para deter-
minar morfologia, frecuencia y patron de batido ciliar (video digital
de alta velocidad, camara Prosifica), constatandose frecuencia de
batido ciliar de 8,2 hz en promedio y patrén de batido ciliar ligera-
mente curvo algo rigido, poco amplio y metacroénico, en todos los
campos analizados. No se observo movilizacion de particulas ni de
liquido periciliar. El estudio ultraestructural (microscopio electroni-
co Zeiss EM109) revel6 defecto de brazo interno de dineina en el
97% de las cilias observadas, con adecuada orientacion ciliar. EL
déficit de a-1-antitripsina se asocia frecuentemente a enfisema pul-
monar sin embargo en este paciente se hallaron bronquiectasias. La
inmotilidad espermatica oriento el estudio de la motilidad ciliar. El
paciente cursa con dos patologias autosomicas recesivas, déficit de
a-1-antitripsina (incidencia 1/3.500) y disquinesia ciliar primaria,
(incidencia 1/12.000), una asociacion de patologias respiratorias
rara vez vista en la clinica. Habria dos temas a considerar la morbi-
mortalidad del paciente y el consejo genético en caso de decidirse
fertilizacion asistida de alta complejidad.

PGD POR CARIOTIPADO MOLECULAR EN PAREJA
ABORTADORA

A. Mondadori, M.E. Ducatelli, J. Mincman y R. Coco

Laboratorio Reprogenoma. Fecunditas. Medicina Reproductiva.
Argentina.

Introduccion: Esta reconocida la alta tasa de aneuploidia ovocita-
ria con el aumento de la edad, pero no tanto de las espermaticas.

Objetivos: Documentar la contribucion paterna en el origen de
los embriones aneuploides en un varén de 46 afos casado con una
mujer de 44 anos.

Metodologia: La pareja consulta por siete procedimientos ICSI
por astenozoospermia y varicocele bilateral, de los cuales cinco ter-
minaron en abortos clinicos por diferentes aneuploidias. La pareja
solicita un PGS y realiza 6 procedimientos pero sin PGS por los pocos
embriones logrados. Dos de ellos dieron embarazos, pero no evolu-
tivos. La pareja realiza otros dos procedimientos para acopio de
blastocistos, logrando ocho, los cuales fueron biopsiados, vitrifica-
dos y transferidos en ciclo posterior segun el resultado genético. El
cariotipado se realiz6 con aCGH V3 y el origen de las aneuploidias
con QF-PCR con STRs especificos. La paciente fue transferida con un
blastocisto desvitrificado a CGH normal y logré un embarazo evolu-
tivo de 12 semanas.

Resultados: De los 8 blastocistos, uno resulté normal. Los 7 res-
tantes tuvieron aneuploidias multiples: a) -2, -5, -6, -18, +15; b)
-10, -11, +9, +13; ¢) +2, +7, +12, +13, +18, +20; d) -9, -22, +8, +11,
+12, +15, +16, +17, +18; e) -19, -20, +14; f) -17, +1, +19y g) -2, -12,
-13, -17, -21, +8, +9, +20. En cinco de los siete embriones anorma-
les se constato origen paterno de una de las trisomias halladas.

Conclusiones: La combinacion del aCGH con QF-PCR con STRs
especificos es una herramienta util para determinar el origen de las
aneuploidias embrionarias. Es llamativa las multiples aneuploidias
ovocitarias en un mismo embrion, a diferencia de las espermaticas
que fueron Unicas, como asi también la tasa de 62,5% de aneu-
ploidia espermatica (5/8). Estos resultados nos obliga a recapacitar
cuando se indica ovodonacion en mujeres de mas de 40 afios con
esposos de igual edad.

FACTOR INFECCIOSO SEMINAL Y SU RELACION CON LA
EDAD EN PACIENTES QUE CONSULTAN POR FERTILIDAD

G. Molina', A. Tissera?, E. Metrebian', R. Colla’, A. Sosa', R. Molina?
y S. Metrebian’

'Servicio de Urologia. Hospital Privado de Cordoba. Argentina.
2Laboratorio de Andrologia y Reproduccion (LAR). Cérdoba.
Argentina.

Introduccion: La infertilidad masculina puede ser causada por
varios factores, entre ellos los agentes infecciosos. Es bien conocido
que los habitos sexuales, estabilidad de pareja etc. varian con la
edad de las personas.

Objetivos: Evaluar la prevalencia de infeccion segun la edad en
pacientes que concurren al Laboratorio de Andrologia (LAR).

Metodologia: Se incluyeron pacientes que concurrieron al LAR
entre agosto de 2009 a septiembre de 2011, entre 20 y 60 anos.
Para la investigacion de Chlamydia trachomatis (CHt) se realiz6 cul-
tivo celular en 913 muestras de semen e hisopado uretral y para la
investigacion de Micoplasma hominis (Mh) y Ureaplasma urealyti-
cum (Uu) se utilizo el kit comercial Mycofast Evolution Il en 938
muestras. Se cultivaron 809 muestras en agar sangre para gérmenes
comunes (GC). Para el analisis estadistico, se utiliz6 en la asocia-
cion de variables cualitativas chi cuadrado. Una p < 0,05 se conside-
ré estadisticamente significativa.

Resultados: No se encontro una diferencia significativa entre las
frecuencias de distribucion de los diferentes gérmenes por edad. La
prevalencia general (sin discriminar por edad) fue 12,9% (n = 913)
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para CHt, 6,7% (n: 938) para Mh, 17% (n = 938) para Uuy 19,8% (n =
809) para GC. Si se considera cuantos pacientes estan infectados
por algin germen (sin discriminar por edad), se obtuvo que el 57,8%
presenta positividad. No se encontro diferencia significativa entre
las frecuencias de distribucion de total de positivos para algin ger-
men por edad.

Conclusiones: Nuestros resultados resaltan la necesidad de estu-
diar el factor infeccioso en pacientes que consultan por infertilidad
debido a la alta prevalencia (57,8%) observada al investigar todos
los gérmenes. La frecuencia de distribucion de los gérmenes anali-
zados, no presentan diferencia significativa con la edad de los
pacientes. El factor infeccioso deberia ser estudiado en todos los
pacientes que consultan por fertilidad ya que el semen podria
actuar como reservorio de gérmenes trasmisibles a su pareja con las
complicaciones reproductivas ya conocidas.

EFECTO TOXICO DE GELES LUBRICANTES SOBRE
LA MOVILIDAD ESPERMATICA

G. Molina', A. Tissera?, E. Metrebian’, R. Colla', A. Sosa’',
S. Metrebian’ y R. Molina?

'Servicio de Urologia. Hospital Privado de Cordoba. Argentina.
2Laboratorio de Andrologia y Reproduccion (LAR). Cérdoba.
Argentina.

Introduccion: Pacientes que estan en tratamientos por fertilidad
presentan sequedad vaginal y utilizan lubricantes comerciales para
las relaciones sexuales. También los hombres suelen utilizarlos para
la recoleccion del semen. Estos lubricantes son de venta libre y con
la aclaracion de no ser espermicidas. Varias publicaciones extranje-
ras denuncian efecto dafino de estos lubricantes sobre la movilidad
espermatica.

Objetivos: Evaluar el efecto de los lubricantes vaginales locales:
Falic (F), Ky (K), Vimax (V), Hidrogel (H), Multi-O (M) y Gel BKB utili-
zado para ecografia tras vaginal (G) sobre la movilidad espermatica.

Metodologia: Se realizaron 3 ensayos y cada lectura se realizo
por duplicado. En cada ensayo se realizé a un pool de sémenes nor-
males un “Swim Up”. Posteriormente se incubaron los espermato-
zoides moviles recuperados con soluciones 0,1%, 5%, 10% de cada
lubricante en estudio. Se determiné el % de espermatozoides movi-
les totales a la hora y a las 4 hs postincubacion. La toxicidad esper-
matica se evalud con el indice de movilidad espermatica (IME) cal-
culado por la relacion entre el % de espermatozoides moviles en la
solucion en estudio y el % de espermatozoides de la solucién control
(0,1%). Valores < 0,75 son predictivos de pobres resultados en repro-
duccion asistida e indican toxicidad espermatica.

Resultados: A la hora de incubacion se observo que el H afecto
significativamente la movilidad espermatica a las dos concentracio-
nes investigadas (0,5% = 0,57 y 10% = 0,22). A las 4h de incubacion la
movilidad espermatica menos afectada fue con los lubricantes: F
(0,5% = 0,63y 10% = 0,64), V (0,5% = 0,69 y 10% = 0,68) y M (5% =
0,92y 10% = 0,68).

Conclusiones: Estos resultados confirman que geles etiquetados
como “no espermicidas” afectan la movilidad y sobrevida esperma-
tica, por lo tanto la indicacion del tipo de Gel sugerida por el médi-
co debera ser tenida en cuenta si la pareja se encuentra en trata-
miento por fertilidad.

CONTRIBUCION DEL BANCO DE SEMEN PROPIO
A LA FERTILIDAD HUMANA EN URUGUAY

J.M. Montes, L. Cantu, M. Canepay G. Curti
Laboratorio Fertilab. Montevideo. Uruguay.

La infertilidad humana involucra al 15% de las parejas, y es
particularmente trascendente en paises como Uruguay que exhi-

ben tasas de natalidad bajas. La criopreservacion de espermato-
zoides es una importante herramienta terapéutica para el mane-
jo de esta patologia, y muchas veces se convierte en la Unica
posibilidad que tiene un hombre para ser padre bioldgico. Ejem-
plos son pacientes que se someteran a tratamientos oncologicos,
vasectomias, 0 que estaran expuestos a distintas condiciones que
actdan en detrimento del funcionamiento gonadal. El propdsito
del presente trabajo es presentar el estado actual del arte de la
criopreservacion de semen propio asi como nuestra experiencia
en sus aplicaciones clinicas y resultados terapéuticos desde el
comienzo de las actividades del banco en 1989. Se realiz6 una
revision retrospectiva de los datos hasta el afio 2010, analizando
la cantidad de solicitudes anuales de criopreservacion de esper-
matozoides; la procedencia del material criopreservado; la indi-
cacion de criopreservacion; y la distribucion etaria de los pacien-
tes, los resultados obtenidos en TRA, y los motivos de cancelacion
del programa de criopreservacion segln la indicacion. Se compa-
raron los resultados obtenidos con los reportados en la literatura
internacional y se hizo especial énfasis en el analisis de los
pacientes oncoldgicos, discriminando por tipo de tumor y grupo
etario. El banco de semen de Fertilab se ha consolidado como el
Gnico en el Uruguay, habiendo criopreservado espermatozoides
de mas de 900 pacientes. Los resultados en términos de tasas de
embarazo con espermatozoides descongelados son comparables
o superan a los reportes internacionales. Los resultados de este
trabajo justifican plenamente la existencia del banco de semen y
reafirman la eficacia de las técnicas y procedimientos por noso-
tros realizados en pro de la fertilidad humana y la salud repro-
ductiva del pais.

CIRUGIA DE ALARGAMIENTO PENEANO
POSTAMPUTACION PARCIAL POR TUMOR.
PRESENTACION DE UN CASO

D. Moreno, J.P. Oha Hurtado, J.M. Lourenco da Cunha,
G. Alz( y M. Rodriguez Peha

Servicio de Urologia. Hospital Militar Central. Buenos Aires.
Argentina.

Introduccion: Las cirugias de alargamiento peneano por motivo
estético habitualmente fracasan dado que no satisfacen en forma
objetiva las expectativas de los pacientes que las solicitan ya sea
por motivos psicoldgicos del paciente, por complicaciones o pobres
resultados postoperatorios. La Unica indicacion clara de esta cirugia
son los pacientes que fueron sometidos a amputacion parcial del
pene por tumor.

Caso clinico: Paciente de 54 afos que fue sometido 8 meses antes
a una penectomia parcial por tumor. En el postoperatorio alejado
manifesto su preocupacion por el grado de acortamiento peneano
resultante. Se decidi6 intervenir quirGrgicamente al paciente prac-
ticandose una plastica para alejar la raiz peno-escrotal (técnica
similar a la que se utiliza para corregir el pene palmeado) la cual se
asocio a la seccion de los ligamentos suspensorios del pene. Se logro
un alargamiento en estiramiento maximo de cm. La resultante esté-
tica luego de la plastica fue aceptable y el grado de conformidad
del paciente fue bueno.

Conclusiones: La cirugia de alargamiento peneano es un procedi-
miento valido en pacientes previamente sometidos a penectomia
parcial por tumor cuando los alcances de la cirugia y sus posibles
complicaciones son correctamente explicados.
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VALORES DE REFERENCIAS LOCALES (CORDOBA)
PARA LOS PARAMETROS DEL SEMEN HUMANO

J. Olmedo?, A. Tissera', M. Lopez Seoane 3, G. Molina *
y R. Molina'

'Laboratorio de Andrologia y Reproduccion (LAR). Cérdoba.
Argentina. ?Fundacién Urologica de Cordoba para la Docencia

e Investigacion Médica (FUCDIM). Cérdoba. Argentina. 3Servicio de
Urologia. Sanatorio Allende. Cordoba. Argentina. “Cirugia UHN 4.
Cdtedra Facultad de Ciencias Médicas UNC. Argentina.

Introduccién: Los nuevos valores de referencia publicados por
la OMS 2010 han sido discutidos por varios autores con opiniones
controvertidas. La OMS propone que cada region geografica y cada
laboratorio deberian contar con sus propios valores de referen-
cia.

Objetivos: Evaluar los valores de referencia de una poblacion de
voluntarios de Cérdoba que habian logrado el embarazo dentro de
los 12 meses de busqueda y sus parejas estaban cursando con un
embarazo no mayor a 24 semanas (6 meses).

Metodologia: Disefio prospectivo, de cohorte. Se estudiaron
2.487 muestras de semen, los cuales se dividieron en 3 grupos: Gru-
po de voluntarios fértiles (GF, n = 80), grupo de pacientes que con-
sultan por fertilidad, o sea fertilidad desconocida (GFD, n = 2.101),
y un grupo de pacientes con factor masculino (GFM, n = 306). Los
parametros seminales fueron evaluados segin OMS 1999.

Estadistica: para la obtencion de un valor de corte que discrimine
poblacion fértil de pacientes con factor masculino se utilizaron cur-
vas ROC (Receiver Operator Characteristic Curve). Un valor de
p < 0,05 se considerd estadisticamente significativo.

Resultados: Los valores de corte arrojados por las curvas ROC
entre el GF y el GFM para los principales parametros seminales son:
concentracion/ml = 23,33 x 10¢/ml, movilidad total = 48% y morfo-
logia espermatica = 7%.

Conclusiones: En este trabajo, para obtener el valor de corte, se
utiliz6 una poblacion con factor masculino puro. Lo que se pretende
lograr, es obtener un valor de corte que discrimine con la mayor
especificidad y sensibilidad posible la poblacion fértil de la infértil
por factor masculino. Consideramos que los valores de referencia
que obtuvimos para nuestra poblacion local, serian una mejor ayu-
da de orientacion para el especialista en reproduccion, quien debe
tomar conductas terapéuticas y eficaces que lleven a la pareja que
consulta por fertilidad a lograr el éxito reproductivo.

EVALUACION VASCULAR Y NEUROFISIOLOGICA

DE PACIENTES DIABETICOS CON DISFUNCION ERECTIL

Y SU CORRELACION CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO
CON IPDE,

J.P. Ona, D. Moreno, O. Villanueva, M. Matiazzi,
J.M. Lourenco da Cunha, G. Alz(, M. Kura y M. Rodriguez Pefia

Servicios de Ecografia, Neurologia, Nutricién y Urologia.
Hospital Militar Central. Buenos Aires. Argentina.

Objetivos: Correlacionar, en pacientes diabéticos parametros de
la evaluacion vascular y neurofisioldgica con la respuesta al trata-
miento con inhibidores de la fosfodiesterasa 5 (IPDE;).

Metodologia: Se estudiaron 67 pacientes diabéticos quienes
consultaron por DSE de tiempo variable de evolucion evaluandose
los siguientes parametros: glucemia basal promedio (GBP) en el
Ultimo ano y hemoglobina glicosilada (Hbgli), eco doppler peneano
con drogas vasoactivas, medicion de velocidad de pico sistolico
(VPS) y velocidad de fin de diastole (VFD), evaluacion neurofisiolo-
gica y medicion de valores de reflejo bulbo-cavernoso (RBC), velo-
cidad de conductancia motora (VCM) y potenciales evocados
pudendo-corticales (PEPC). Parametros de neuropatia autonémica

(NA) por electromiografia de cuerpos cavernosos (EMG-CC). En
todos los pacientes se realizd tratamiento con sildenafil 50 o 100
mg y se evalud la respuesta al tratamiento a los 6 meses dividién-
dolos en 2 grupos: Grupo 1 (G1) - Buena respuesta; Mejoria de los
parametros de ereccion segun IIEF, grupo 2 (G2)- Sin respuesta al
tratamiento.

Resultados: La edad promedio de la poblacion estudiada fue de
53 afos (rango 21-71) 7 pacientes evidenciaron buena respuesta al
tratamiento (G1) y 5 no respondieron. En ambos grupos los valores
de los parametros estudiados fueron los siguientes: GBP: G1: 174,0
+ 49,5 mg/dl vs G2: 292,0 + 22,0 (p < 0,05). VPS: G1: 27,35 + 5,28
cm/seg vs G2: 10,45 + 4,51 (p < 0,05), VFD: G1: 3,8 + 0,5 cm/seg vs
G2: 6,8 +1,2 (p <0,05), RBC: G1: 38 + 8,7 mseg vs G2: 34,6 + 10,11.
VCNI: G1: 40,11 + 12,4 m/seg vs 45,8 + 23,1, PEPC: G1: 45,5+ 19,3
mseg vs G2: 45,3 + 23,6. El tiempo de evolucion promedio de la DSE
es de 1,5 anos para G1 vs 5 anos para G2.

Conclusiones: La DSE es una patologia de alta prevalencia en la
poblacion diabética. Varios factores han sido implicados en su desa-
rrollo. Nuestros resultados indican que las alteraciones vasculares
de los cuerpos cavernosos ejercerian una mayor importancia en la
severidad del cuadro y en la tasa de respuesta al tratamiento con
IPDE,. Los parametros neurofisiolégicos no mostraron diferencias
significativas entre ambos grupos.

ESTUDIO DE EPIDIDIMOS DE RATAS HIPOTIROIDEAS
UTILIZANDO MICROSCOPIA ELECTRONICA

DE TRANSMISION, AGNOR, INMUNOMARCACION

Y PHALOIDIN

L.A. Palaoro, M.Rosales, O.E. Canessa, S. Peressini, A.E. Rocher
y G.R. Mendeluk

Laboratorio de Fertilidad Masculina. Area Citologia.
Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Farmacia y
Bioquimica. UBA. INFIBIOC. Hospital de Clinicas “José de San
Martin”. Buenos Aires. Argentina.

Las ratas hipotiroideas muestran alteraciones en la movilidad de
los espermatozoides recuperados de epididimos, asi como en las
estereocilias que tapizan el extremo luminal de las células del epi-
telio epididimario. El objetivo del presente trabajo fue la investiga-
cion de los cambios en el epitelio del epididimo de ratas tratadas
con "'lodo, para lo cual se recurrio a la técnica de AgNOR, la micros-
copia electronica de transmision (TEM), la inmunomarcacioén con
anticuerpo anti-actina de musculo liso (SMA) y la marcacion con
Phaloidin unido a un fluorocromo (Ph) observada con microscopia
confocal. El recuento de las particulas NOR no diferencié cambios
en la capacidad proliferativa del epididimo de ratas hipotiroideas
en relacion al lote control (4,8 + 0,38 vs 4,6 + 0,32; p < 0,001), pero
la técnica de TEM revel6 cambios en las mitocondrias de las ratas
hipotiroideas: matriz mitocondral menos densa, crestas mitocon-
driales retraidas o ausentes. La inmumarcacion con SMA no detect6
actina en el citoesqueleto de las células epididimarias, y sdlo marco
las células musculares lisas que rodean el tubulo. La marcacion con
Ph mostroé un patron difuso de actina tanto en citoplasma como en
la zona de estereocilias, indiferenciable entre ratas controles e
hipotiroideas. Los resultados muestran cambios apoptoticos inci-
pientes en células de epitelio de epididimo de ratas hipotiroideas
utilizando TEM; la técnica de AgNOR no aporta datos de utilidad.
Las técnicas utilizadas para la investigacion del citoesqueleto de
actina, no permiten explicar las alteraciones de las estereocilias en
el hipotiroidismo. La despolimerizacion de actina ha sido reportada
en animales hipotiroideos, y siendo Ph un marcador de actina fibri-
lar (polimerizada), podria interpretarse que hay un predominio de
actina monomérica en epididimo, o bien que la tecnologia utilizada
carece de la sensibilidad para diferenciar los cambios en animales
hipotiroideos.
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ANALISIS DE PARAMETROS SEMINALES EN VARONES
SUBFERTILES SIN Y CON VARICOCELE
(PRE-POSQUIRURGICO)

M.M. Pijoan

Sanatorio Parque. Servicio de Urologia. Laboratorio Central del
Sanatorio Parque. Cdtedra de Fisiologia. Facultad de Ciencias
Médicas (UNR). Rosario. Santa Fe. Argentina.

Introduccion: Durante afios el varicocele ha sido la patologia de
mayor incidencia causal de infertilidad masculina.

Objetivos: Comparar parametros seminales de pacientes subfér-
tiles primarios con varicocele post varicocelectomia vs pacientes
subfértiles primarios sin varicocele.

Metodologia: Se realizé historia clinica, laboratorio basico y
espermograma en 228 pacientes con subfertilidad primaria con y
sin varicocele. Un grupo de 120 con varicocele izquierdo y uno o
mas parametros alterados (concentracion, motilidad o morfologia
espermatica) en dos muestras de semen, sometidos luego a vari-
cocelectomia y evaluacion de los parametros a los 6 y 9 meses y un
grupo control de 108 pacientes subfértiles primarios sin varicoce-
le.

Resultados: La mejoria en la concentracion post cirugia fue
20,06% (p < 0,0001) a los 6 y 26,31% (p < 0,0001) a los 9 meses. La
motilidad aument6 21,32% (p < 0,001) a los 6 y 28,28% (p < 0,0001)
a los 9 meses. La morfologia mejord 26,8% (p < 0,0001) y 57,38%
(p < 0,0001) a los 6 y 9 meses. No surgieron diferencias significativas
entre el grupo pre-quirtrgico y el control, y si entre el control y el
post-quirurgico. Los porcentajes de mejoras entre el grupo post-
quirlrgico a los 6 meses y 9 meses de la cirugia fueron 7,5%
(p < 0,0001) concentracion, 5,28% (p < 0,0001) motilidad y 25,32%
(p < 0,0001) morfologia. Hubo diferencias significativas (p < 0,05)
en todos los parametros entre grupo control y postquirdrgico,
excepto en concentracion a los 6 meses.

Conclusiones: Se evidenciaron cambios de los parametros
seminales luego de la varicocelectomia, progresivos en el tiem-
po. La comparacion entre pacientes subfértiles primarios sin y
con varicocele no manifest6 diferencias en los parametros, pero
si mejoras en la motilidad y la morfologia entre los datos de
estos dos grupos y el grupo tratado a los seis meses de cirugia y
en los tres parametros a los nueve. Ante la presencia de varico-
cele en pacientes subfértiles, la varicocelectomia es un factor a
considerar.

GINECOMASTIA: UNA FORMA INUSUAL DE,PRESENTACIC')N
DE LA HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA (HSC)
EN EL VARON ADULTO

U.M. Pragier y R.J. Lutfi

Seccién de Andrologia. Servicio de Endocrinologia. CMPFA
Churruca Visca. Buenos Aires. Argentina.

Introduccién: La ginecomastia, crecimiento del parénquima
mamario en el hombre, puede observarse en situaciones fisioldgicas
(ej: puberal) o patoldgicas (prevalecen los farmacos y causas idio-
paticas). El denominador comin es el disbalance estrogenos/testos-
terona. La HSC en el varén adulto puede manifestarse en el contex-
to del estudio por esterilidad (dafo variable en espermatogénesis,
hipogonadismo y/o alteraciones aisladas en gonadotrofinas o testos-
terona), a partir del hallazgo de restos adrenales testiculares (RAT)
en una ecografia, o no diagnosticarse nunca.

Objetivos: 1) Analisis de un caso de HSC que se presenta en el
varon adulto con una ginecomastia, forma poco habitual, 2) Planteo
de estrategias a seguir.

Metodologia: Varon de 26 afios que consulta por aparicion de
molestias en mama izquierda, sobre una ginecomastia de larga

data. Datos potencialmente relevantes: consumo esporadico de
marihuana, ingesta de pollo 4 veces/semana. No consume medica-
cion. Desarrollo puberal normal. Antecedentes maternos de cancer
de mama. Al examen fisico, ginecomastia izquierda difusa (corrobo-
rado por mamografia). Aporta: 1) Hepatograma, funcion renal y
tiroidea, CEA, alfa-fetoproteina y p HCG normales. FSH 2 UI/LLH 5
UI/L prolactina 9 ng/ml testosterona 7,36 ng/ml testosterona bio-
disponible 13,98 (VR: 6,5-10,2 nmol/l), 2) Ecografia testicular nor-
mal. Se solicita 170H progesterona: 7,5 mcg/l. Se indica prueba de
ACTH.

Resultados: 170H progesterona basal: 3,8 60 minutos: 14,6. Cor-
tisol basal 18,7 60 minutos 25. Se confirma diagndstico de HSC. Se
solicita estudio genético (CYP21) y espermograma. Se indica tamoxi-
feno 20 mg/d.

Conclusiones: La descripcion de este caso ilustra sobre la necesi-
dad de recordar el diagndstico de HSC en un vardn adulto con gine-
comastia, principalmente en presencia de alteraciones en las gona-
dotrofinas y/o testosterona. La ausencia de RAT no descarta posibles
alteraciones, presentes o futuras, en el espermograma por lo que se
recomienda la evaluacion periddica del mismo y de la necesidad del
uso de corticoides a tal fin, en cada caso.

VALIDEZ DIAGNOSTICA DE LA PRUEBA DE TUNEL
EN ESPERMATOZOIDES PARA DETERMINAR LA CAPACIDAD
REPRODUCTIVA

N. Pugliese, P. Chenlo, E. Zeitler, H. Repetto, M. Sardi,
G. Mendeluk, J. Ariagno y S. Curi

Laboratorio de Fertilidad Masculina. Area Citologia.
Departamento de Bioquimica Clinica. Hospital de Clinicas.
INFIBIOC. Buenos Aires. Argentina.

Introduccion: Para definir una prueba diagnostica como adecua-
da es necesario considerar su validez, que se expresa por su sensibi-
lidad y especificidad. Ellas miden la capacidad de identificar correc-
tamente a las personas enfermas y a las no enfermas.

Objetivos: Determinar la validez de la prueba de TUNEL en la
determinacion de la fragmentacion del DNA espermatico como diag-
nostico de capacidad reproductiva.

Metodologia: Se determiné la fragmentacion del DNA espermati-
co por la prueba de TUNEL/loduro de propidio por citometria de
flujo en: 20 donantes sanos con edades comprendidas entre 20 y 45
anos y con fertilidad probada por curso de un embarazo o nacimien-
to en los Ultimos 12 meses y en 20 pacientes atendidos en la division
Ginecologia, area de Infertilidad Matrimonial del Hospital de Clini-
cas, que habian fracasado en procedimientos de Inyeccion intra-
citoplasmatica de espermatozoides (ICSI) con mujeres menores de
35 afos que aportaron ovocitos saludables. Las pruebas estadisticas
se llevaron a cabo con MedCalc version 9.5.0.0. Se consideré como
significativo un a > 0,05.

Resultados: El estudio de curva ROC (caracteristica operativa
del receptor) llevada a cabo con la muestra fértil e infértil esti-
ma un valor de corte de 26% con sensibilidad de 85% y especifici-
dad de 89%, el area bajo la curva es de 0,917, error estandar
0,0461, p < 0,001. El valor predictivo positivo (VPP), consideran-
do una prevalencia del 6% para la infertilidad por causa masculi-
na, es de 32,8% y el VP negativo de 98,9. De acuerdo a las carac-
teristicas de la curva si el valor de corte utilizado es mayor a
32%, la sensibilidad de la prueba disminuye a 50%, manteniéndo-
se la especificidad.

Conclusiones: Los parametros de sensibilidad y especificidad
obtenidos para la prueba de TUNEL/ioduro de propidio (valor de
corte: 26%) permiten considerarla como una prueba valida en la
deteccion de alteraciones en la capacidad reproductiva del hombre
que consulta por infertilidad.
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EFECTOS DE LA EDAD EN LA RESPUESTA TESTICULAR
A UN INHIBIDOR DE AROMATASA LETROZOLE

R.S. Rios, P. Céspedes y M.A. Ebensperger

Endocrinologia; Urologia. Hospital San Borja Arriaran. Santiago
de Chile. Chile. Instituto de Desarrollo Materno Infantil (IDIMI).
Universidad de Chile. Santiago de Chile. Chile.

El hipotalamo es sensible a inhibidores de aromatasa CYP 19
como el letrozole, que aumenta los pulsos de GnRH, y de LH. No
esta claro si la respuesta de la célula de Leydig es independiente de
la edad y el peso, por ello se decidi6 evaluar la respuesta a letrozo-
le en forma intermitente, por un mes, comparando las respuestas
en varones mayores y menores a 40 anos que consultaron por infer-
tilidad, disfuncion eréctil o sobrepeso. Se determinaron por RIA:
LH, testosterona total (T), TSH, estradiol (E), prolactina, peso e
IMC. Se descartaron hipotiroidismo, hiperprolactinemia, hipogona-
dismo hipergonadotropo y diabetes. Se estudiaron 26 pacientes. La
edad promedio fue 39 afos (19-78), el IMC fue: 27,2 + 5,4, el peso
fue: 78 + 16 kg, la T result6 en: 381,5 + 120 ng/ml, 5 de los 26 tubo
T < 300 ng/ml. La LH fue normal en todos. Previo consentimiento
recibieron letrozole 2 mg oral, dia por medio, un mes, luego se les
midio: T, Shbg, estradiol, LH post 30 dias de tratamiento. Al compa-
rar la poblacion menor de 40 aios (13/26) vs mayores de 40 afos
(13/26), resulto lo siguiente: Edad promedio 29,5 vs 57,6, Peso:
78,4 + 17,2 kg vs 86 + 18,8 (p: NS), IMC: 26,3 + 3,31 vs 31,5 + 5,82
(p: NS), T basal: 365,7 + 98,8 ng/ml vs 388,64 + 145 (p: NS), Tpost:
914,24 + 372 ng/ml vs 598,7 + 184 (p: 0,01), LH: 3,77 + 1,25 Uu/ml
vs 3,8 + 1,3 (p: NS), LH post: 14 + 8,35 Uu/ml vs 12,03 + 10,1 (p:
NS), E basal: 27,19 + 15,6 pg/ml vs 34,2 + 29 (p: 0,06), E post: 26,1
+ 23 pg/ml vs 26,6 + 22,5 (p: NS). La poblacion presenté un incre-
mento de LH y T significativo, siendo mas elevada la respuesta de T
en los menores de 40 afos, la LH no tuvo diferencias en su eleva-
cion, indicando que la respuesta de T, presumiblemente testicular,
fue mayor en los menores de 40 anos, independiente del efecto
hipotalamico. Es posible que esta menor respuesta de T al letrozole
esté modulada por la tendencia no significativa de mayor peso y de
IMC y los mayores niveles de estradiol de los pacientes mayores.

CARACTERISTICAS DE UNA POBLACION CON SINDROME
METABOLICO E HIPOGONADISMO, ASOCIACION
CON EDAD Y GRASA VISCERAL

R.S. Rios"? y B. Ratkam?

'Universidad de Chile. *Endocrinologia. Hospital San Borja
Arriaran. Chile. 3Clinica Davila. Santiago de Chile. Chile.

El sindrome metabdlico (SM) se asocia a hipogonadismo, general-
mente hipogonadotropo (Hg), no se sabe con certeza el mecanismo
pero se piensa en efectos hipotalamicos y testiculares. Con el fin de
dilucidar como la edad o la grasa visceral afectan los niveles de
testosterona (T), decidimos evaluar estos parametros en una pobla-
cion de varones con SM. Se evaluaron pacientes varones sin antece-
dentes de diabetes, que consultaron en preventivos. Se determina-
ron los niveles de LH, testosterona total (T), Shbg, TSH, estradiol,
prolactina, perfil lipidico, insulinemia, Homa. Antropométricamen-
te se midio: IMC, cintura, grasa visceral (Impedanciometria OMROM
500).Los examenes hormonales se evaluaron por RIA. Se selecciona-
ron aquellos pacientes con criterios de sindrome metabolico segiin
IDF. Descartando ademas aquellos con hipotiroidismo, hiperprolac-
tinemia e hipogonadismo hipergonadotropo. Se estudiaron 100
pacientes. La edad promedio fue 38,47 afos (19-60), el IMC fue:
33,2 + 4,7 ds, el peso fue: 99 + 16 kg, la cintura: 109,4 + 11 cm,
grasa visceral: 15,8 + 4,2%, masa magra: 30,8 + 2,64%. La glicemia
fue: 96,4 + 13,2 ng/ml, la insulina: 18,3 + 10,4 Uu/ml, Homa: 4,6 +
3, colesterol: 201 + 35 mg/ml, triglicéridos: 237 + 153 mg/ml, T

resultd en: 381,5 + 120 ng/ml, 17% (17/100) de los pacientes tuvo T
< 300 ng/ml. Al comparar la poblacién hipogonadica (Hg) con la
normal: 83% (83/100), la edad fue 37,2 + 11,2 vs 43.5 + 13,2 (p:
0,05), la testosterona: 414 + 110 ng/ml vs 249,64 + 7,6 (p: 0,05), la
insulina:17,51 £ 0,3 Uu/ml vs 21,3 + 19,5 (p: 0,05), homa: 4 + 2,7 vs
5,12 + 3,5 (p: 0,06), grasa vis: 15,2 + 4% vs 18,24 + 6,5 (p: 0,05)
masa magra: 31,82 + ,63% vs 29,82 + 9,5 (p: 0,08), peso: 981 + 6 kg
vs 103,11 + 6,4 (p: 0,06), IMC: 32,84 + ,6 vs 34,85 = (p: 0,05), cintu-
ra: 108,51 + 0,8 cm vs 113,11 + 1,3 (p: 0,05), Shbg: 26,561 + 1,57
Nmol/ml vs 16,65 + 0,5 (p: 0,05). La poblacion estudiada presentd
una incidencia de hipogonadismo hipogonadotropo relativamente
baja, siendo los hipogonadicos significativamente mayores en edad
y en indicadores de obesidad androide (grasa visceral) y con ten-
dencia a ser mas obesos seglin peso. Indicando que el efecto de la
grasa visceral en la produccion de T probablemente esté modulado
por la edad de los pacientes.

ALELOS DEL GEN CFTR EN VARONES INEERTILES
SIN EVIDENCIA CLINICA DE FIBROSIS QUISTICA:
INTERES DE SU ESTUDIO

F. Rivera, G. Lendinez, S. Moreno, J. Leal, J. Amaya y E. Camacho

Unidad de Andrologia. Servicio de Urologia. Hospital Universitario
de Valme. Sevilla. Espana.

Introduccion y objetivos: La fibrosis quistica (FQ) es una enfer-
medad autosdmica recesiva entre cuyas manifestaciones clinicas se
incluyen problemas reproductivos. El gen de la FQ se ha denomina-
do CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance) y la muta-
cion mas frecuentemente observada es la A-F508. Al existir obser-
vaciones sobre una mayor incidencia de mutaciones de dicho gen en
individuos sanos con calidad y/o cantidad espermatica reducidas,
nos propusimos evaluar la frecuencia de la aparicion de alelos en
varones que consultan por infertilidad sin evidencia clinica de FQ.

Metodologia: Pretendemos identificar en pacientes con azoos-
permia, oligozoospermia/oligoasteno-terazoospermia severa, mal-
formaciones urogenitales o historia familiar de FQ la frecuencia de
mutaciones del gen CFTR. La técnica que se utiliza es extraccion de
DNA de leucocitos con amplificacion de exones del gen CFTR
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior
estudio de mutaciones, llegando a identificar hasta el 80% de ellas.

Resultados: Examinamos un grupo de 94 varones que consultan
por infertilidad o subfertilidad con las caracteristicas descritas
anteriormente, detectandose en 19 de ellos (20%) mutaciones
correspondientes al gen CFTR, siendo la mas frecuente la A-F508, y
sobre todo en varones azoospérmicos (31,8% de ellos), particular-
mente con azoospermia excretora (63,1%).

Conclusiones: A causa de esta frecuencia de mutaciones en el
gen CFTR en este tipo de pacientes, sin evidencia clinica de FQ, se
recomienda este analisis en referencia al consejo genético previo a
las técnicas de reproduccion humana asistida.

DETERMINACION DEL GRADO DE FRAGMENTACION
DE DNA ESPERMATICO POR MEDIO DE TECNICA DE TUNEL
CON FLUORESCENCIA FRENTE A LUZ OPTICA

R.N. Rolando, L. Maria Rodriguez, G. Rey Valzacchi y S. Gogorza

Laboratorio de Andrologia. Servicio de Ginecologia y Urologia.
Hospital Italiano de Buenos Aires. Argentina.

Introduccién: Las roturas o lesiones en las cadenas del ADN
espermatico estan vinculadas con una disminucion del potencial
reproductivo masculino. Actualmente existen varias técnicas para
determinar indices de fragmentacion de DNA espermatico (fDNAe)
para las cuales los laboratorios suelen utilizar el mismo valor de
corte, sin conocerse si las distintas técnicas son comparables entre
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si. La técnica de TUNEL es de las mas frecuentemente utilizadas,
pudiendo la misma revelarse con fluorescencia o con luz optica. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la fDNAe por estas dos técnicas
y comparar el porcentaje de muestras patologicas utilizando el mis-
mo criterio de corte.

Metodologia: Las muestras de semen fueron obtenidas por mas-
turbacion, abstinencia sexual de 3-5 dias; y analizadas segln para-
metros basicos de espermograma (concentracion y motilidad esper-
matica). Se procesaron por gradiente de densidad y se realizaron
extendidos por duplicado para cada muestra recuperada post-capa-
citacion, con el fin de analizarlos por el mismo observador con kit
para luz 6ptica (TDAB) y kit para fluorescencia (TF). Se tom6 como
valor de corte del TUNEL 20%, siendo el frecuentemente utilizado
por los laboratorios en base a la literatura.

Resultados: Se realizaron 48 determinaciones de fDNAe por
ambas técnicas. Los resultados para TDAB fueron mas elevados (X:
34,59, DE: 23,45) que las determinadas por TF (X: 18,13, DE: 17,57).
(p < 0,01). Se observé que para TDAB se obtuvieron valores de
TUNEL patologicos en el 71% de la poblacion estudiada, mientras
que para TF los resultados por encima del punto de corte fueron
solo en el 35% de los de los casos analizados. En 20 pacientes (42%)
que tuvieron valores normales con TF fueron patoldgicos con TDAB.

Conclusiones: Se observa que los resultados de fDNAe para ambas
técnicas son diferentes y que posiblemente los valores mas eleva-
dos por TDAB se deba a una menor especificidad de la determina-
cion. En base a esto se proponen que los laboratorios que realizan
TUNEL expresen la técnica de revelado, debiendo tener diferentes
puntos de corte.

EFECTO NO GENOMICO DE LA TIROXINA EN LA MOTILIDAD
ESPERMATICA

M. Rosales, N. Pugliese, P. Chenlo, V. Mesch y G. Mendeluk

Laboratorio de Fertilidad Masculina. Area Citologia. Laboratorio
de Endocrinologia. Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad
de Farmacia y Bioquimica. UBA. INFIBIOC. Hospital de Clinicas
“José de San Martin” Buenos Aires. Argentina.

Introduccion: Las hormonas tiroideas tienen dos mecanismos de
accion: el gendmico a través de la union a receptores nucleares que
permiten controlar la expresion de determinados genes; y el no
gendmico a nivel de la membrana celular, que controla el funciona-
miento de canales idnicos, receptores acoplados a proteina-G y vias
de sefalizacion que involucran proteinas kinasas. En el espermato-
zoide, se han descripto efectos no gendémicos involucrados en el
proceso de capacitacion. Objetivo: evaluar el efecto no genémico
de T4 en la motilidad espermatica.

Metodologia: Se emplearon 17 muestras de semen procesadas de
acuerdo a OMS 2010, que se evaluaron antes y después de 20 y 40
minutos del agregado de 2 pg de T4 (control negativo: iguales medi-
das, a los mismos tiempos sin agregado de la hormona). La cinética
espermatica se midié mediante un sistema objetivo asistido por
computadora (Sperm Class Analyzer; Microptic S.L) en camaras Leja
de 10 uym de profundidad, se capturaron un minimo de 400 esper-
matozoides y se analizaron 25 imagenes digitalizadas por segundo
de cada uno. Se calculd para cada espermatozoide la velocidad cur-
vilinea (VCL), rectilinea (VSL), la promedio (VAP) y los indices de
progresion: linealidad (LIN) y rectitud (STR) y en base a las veloci-
dades y sus respectivas progresiones se clasifico a los espermatozoi-
des en diferentes categorias, por velocidad, rectitud y linealidad en
moviles progresivos, no progresivos y moviles totales. El criterio
para la deteccion de espermatozoides hiperactivos fue VCL > 35 um
s, ALH (amplitud lateral de la cabeza) > 2,5 pm, STR > 85%.

Resultados: El porcentaje de espermatozoides hiperactivos
aumento significativamente con el agregado de T4 a los 20 minutos
(p < 0,05) y se mantuvo a los 40 minutos, verificandose el efecto no

genomico de la hormona. No hubo diferencias significativas en el
resto de los parametros cinéticos estudiados.

Conclusiones: El presente trabajo aportaria conocimiento basico
al rol de T4 en la fisiologia espermatica.

EL ACEITE DE OLIVA MEJORA LOS PARAMETROS
ESPERMATICOS Y SEMINALES ALTERADOS .
EN CONEJOS POR DIETAS HIPERCOLESTEROLEMICAS

T. Saez, P. Boarelli, M. Cid-Barria, A. Funes, A. Romero,
E. Pietrobon, A. Vincenti y M. Fornés

Laboratorio de Investigaciones Andrologicas de Mendoza (LIAM).
Instituto de Histologia y Embriologia (IHEM) e Instituto de
Investigaciones de las Fs. de Medicina de la Universidad Nacional
de Cuyo y Universidad de Aconcagua. Mendoza. Argentina.

La dieta grasa, que para este trabajo consiste en la adicion de
grasa vacuna (primer jugo bovino - denominacion SENASA) al ali-
mento balanceado para conejos, promueve en machos de raza neo-
zelandés un incremento del colesterol sérico acompanado de cam-
bios seminales y espermaticos. Entre los cambios seminales hemos
reportado anomalias morfologicas espermaticas y disminucion del
numero de espermatozoides en semen. En tanto que los cambios
celulares (espermaticos) consistieron en: elevacion del colesterol
de membrana plasmatica (estudiado por la deteccion de filipina,
antibiético especifico para colesterol), disminucion del porcentaje
de espermatozoides reaccionados en presencia de progesterona,
decremento de la capacitacion espermatica (demostrado por una
disminucion del nimero de bandas de proteinas fosforiladas en tiro-
sina - “Western-blot”), disminucion del nimero de espermatozoides
moviles y falla en la resistencia al test hiposmotico (HOST). Si la
dieta grasa se mantiene pero le asociamos aceite de oliva virgen al
alimento notamos luego de 60 dias una mejoria de los parametros
arriba mencionados. En trabajos recientes hemos comenzado el
estudio de las proteinas reguladoras del colesterol intracelular
como SREBP 1y 2, tanto a nivel hepatico como testicular de los 2
grupos de estudio con resultados indicativos de una variacion de
SREBP1 y 2 a nivel hepatico pero no en células del tibulo seminifero
en animales bajo el efecto del aceite de oliva. La infertilidad mas-
culina y la obesidad-hipercolesterolemia son fenémenos aln sin un
completo analisis, por lo que el estudio en especies de laboratorio
podria arrojar novedosos enfoques de andro-patologia y tratamien-
tos.

VITRIFICACI()N DE ESPERMATOZOIDES: UNA ALTERNATIVA
A LA INYECCION INTRACITOPLASMATICA DE
ESPERMATOZOIDES EN PACIENTES CON ]
OLIGOASTENOZOOSPERMIA SEVERA (CASO CLINICO)

R. Sanchez"?, M. Schulz'?, J. Risopatron'?3, V. Isachenko*
y E. Isachenko*

'Centro de Biotecnologia en Reproduccion (BIOREN-CEBIOR):
2Departamento de Ciencias Preclinicas; *Departamento

de Ciencias Bdsicas. Facultad de Medicina. Universidad

de La Frontera. Temuco. Chile. “Departamento de Obstetricia
y Ginecologia. Hospital de Mujeres. Universidad de Ulm.
Alemania.

Introduccion: El tratamiento de eleccion para pacientes con oli-
gozoospermia severa es la inyeccion intracitoplasmatica de esper-
matozoides (ICSI), pero su alto costo limita su aplicacion en paises
cuyos sistemas de salud no cubren este procedimiento médico. Por
lo que habitualmente estos pacientes quedan sin terapia y solo tie-
nen la adopcion como alternativa terapéutica. La nueva técnica de
vitrificacion permite almacenar espermatozoides post seleccion
espermatica hasta obtener la concentracion minima para realizar
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ciclos de inseminacion intrauterina (lIlU). Con esta metodologia se
han obtenido 2 embarazos, 1 en curso y 1 recién nacido vivo. La
Unica excepcion es pacientes con un alto grado de fragmentacion
del ADN.

Caso clinico: A) Pareja con no fertilidad de 3 afos, el varéon de 35
afos; B) Pareja con 2 procedimientos de ICSI, un recién nacido, el
varon de 32 afos. Espermatozoides motiles fueron obtenidos por
“swin-up”, resuspendidos en medio Vitrisperm®, almacenados en
pajuelas a una concentracion de 0,5-1,5 x 10¢ células/ml, y vitrifi-
cadas en contacto directo en nitrégeno liquido. Se realizo estimula-
cién ovarica con letrozol (Femara, Novartis, Chile), 5 mg por cinco
dias (3-7 dias del ciclo). Al obtener un foliculo de 20 mm se adminis-
tré 5.000 Ul de hCG (Gonacor, Ferring, Chile) y después de 36 horas
se realizo la IlU. Las muestras post desvitrificacion utilizadas para la
IIU presentaron una concentracion de 3,0 x 10° espermatozoides/
ml, motilidad mayor de 60% y fragmentacion del ADN menor del
10%. La evolucion de un desarrollo fetal normal fue confirmada y
controlada por ecografia 3D.

Conclusiones: Se reportan los primeros 2 embarazos, 1 evolucio-
nando y un recién nacido vivo, con espermatozoides vitrificados y
utilizados en 1IU. Las técnicas de vitrificacion sin el uso de criopro-
tectores permeables efectivamente preservan la funcion esperma-
tica y abre la posibilidad de almacenar espermatozoides motiles
siendo una alternativa terapéutica para pacientes oligoasthenozo-
0Spérmicos severos.

MORFOLOGIA ESPERMATICA: ESTUDIO
DE LAS VARIACIONES INTER E INTRAOPERADOR

M. Sardi Segovia, J. Ariagno, H. Repetto, N. Pugliese, P. Chenlo,
G. Mendeluk y S. Curi

Laboratorio de Fertilidad Masculina. Area Citologia.
Departamento de Bioquimica Clinica. Hospital de Clinicas.
(INFIBIOC). Buenos Aires. Argentina.

Introduccién: El andlisis de las encuestas del Programa de Eva-
luacion Externa de Calidad (PEEC), permite inferir que los errores
en la morfologia difieren del desempefio de calidad deseable.

Objetivos: Determinar las causas de la insuficiente reproducibili-
dad entre e interoperador en la clasificacion morfoldgica.

Metodologia: Se utilizaron 124 fotografias de OMS’2010, repeti-
das hasta alcanzar un total de 150, renumeradas al azar y envia-
das a operadores expertos (OE). En una encuesta del PEEC se envi6
a participantes del programa (PP) una muestra con 100 esperma-
tozoides numerados. Los OE (n = 18) y PP (n = 30) debieron com-
pletar una planilla clasificando a los espermatozoides como nor-
males o anormales. Se estimd el Grado de concordancia (GCo)
como el N° de OE que coincidian con la clasificacion de OMS o N°
de PP con equivalente categorizacion/N° total de participantes x
100. Se consider6 alta concordancia (ACo) si el % era > 80%, mode-
rada (MCo) entre 60 y 79% y baja (BCo) < 60%. El grado de concor-
dancia intraoperador (GCl) se calculé como el N° de fotografias
repetidas que cada operador coincidié en su evaluacion/N° total
de fotografias repetidas x 100.

Resultados: Los OE mostraron 66% de ACo en donde el 82% de
espermatozoides (EZ) eran anormales, 27% de MCo y 7% de BCo, en
estos dos ultimos grupos predominaban los EZ con defectos mini-
mos y los EZ normales. Con los PP se obtuvieron resultados simila-
res, ACo (60%), MCo (30%) y BCo (10%) manteniéndose la caracte-
ristica de que los EZ en que se obtenia menor concordancia
presentaban anomalias menores. El GCI promedio fue de 81% en el
72,2% de los operadores, y disminuy6 al 65,0% en el 27,8% restan-
te. Solo se obtuvo 100% de GCl en 2 espermatozoides anormales.
En los normales y ligeramente anormales, las concordancias fue-
ron variadas.

Conclusiones: El criterio vigente que considera a los defectos
minimos como anormales compromete la reproducibilidad entre e
intraoperador.

ALTERACIONES EN LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS
DE LAS UNIONES INTERCELULARES DE CELULAS DE
SERTOLI INDUCIDAS POR LA ACCION IN VITRO

DEL MONO-(2-ETILHEXIL) FTALATO (MEHP):

PAPEL DEL GLUTATION

C. Sobarzo', R. Nogueira de Morais?, L. Lustig’, B. Denduchis'
y H. Schteingart?

'Instituto de Investigaciones en Reproduccién. Facultad
de Medicina UBA. Argentina. ?Centro de Investigaciones
Endocrinolégicas (CEDIE). Hospital de Nifios R. Gutiérrez.
Buenos Aires. Argentina.

Se ha descrito que el metabolito activo del di-(2-etilhexil) ftala-
to, el MEHP, es un toxico que induce estrés oxidativo y atrofia testi-
cular. El objetivo de este trabajo es estudiar, en cultivos de células
de Sertoli (CS), el efecto del MEHP sobre la integridad de las unio-
nes intercelulares y la participacion del glutation (GSH) en el dafo
por estrés oxidativo. Se aislaron CS de ratas de 20 dias de edad y se
cultivaron por 5 dias en medio quimicamente definido bajo estimu-
lacion (E) o no (C) con MEHP (200 pM) durante las Gltimas 24 horas.
Los niveles de GSH intracelular total se determinaron por un méto-
do espectrofotométrico. Los datos se expresan como% del basal,
media + DS, n = 6 (basal: 344,7 + 21,8 pmolGSH/pugDNA). El MEHP
disminuyé significativamente los niveles de GSH intracelular a un
valor de 24 + 5* vs el basal (*p < 0,01). Por inmunofluorescencia (IF)
y “Western blot” (Wb) se determinoé la localizacion y expresion de
las proteinas de las uniones adherentes: N-cadherina (N-cad) y a y
B-cateninas; estrechas: ocludina, claudina-11y “zonula occludens”
(ZO-1) y de las nexo: Conexina-43 (Cx-43). Observamos un patron
lineal de IF localizado en las uniones inter-Sertoli, tanto en los C
como en los E. Sin embargo, observamos para N-cad, a-catenina y
Z0-1 una deslocalizacion de la sefal desde las zonas de contacto
entre las células hacia el citoplasma en los E comparados a los C.
Por Wb detectamos un aumento en la expresion de N-cad, a-cateni-
nay Z0-1, y una disminucion significativa de Cx-43 en los E respecto
de los C. No se detectaron variaciones en la expresion de claudi-
na-11y ocludina. En base a nuestros resultados y a los obtenidos en
otros modelos sugerimos que MEHP induce estrés oxidativo, eviden-
ciado por los niveles disminuidos de GSH, generando alteraciones
en las moléculas de las uniones adherentes y nexo, y no modifican-
do la expresion de las moléculas de las uniones estrechas.

EVALUACION DE LA CALIDAD OSEA Y HORMONAS
SEXUALES EN UN GRUPO DE VARONES DE DISTINTAS
EDADES

J.G. Stewart Usher, J.A. Villemur y A.M. Viola

Centro Médico Castelar. Buenos Aires. Argentina. Laboratorio
Viola. Castelar. Buenos Aires. Argentina.

Se considera la osteoporosis como un problema del sexo femeni-
no, sin embargo la prevalencia de osteopenia (OPE) en hombres
mayores de 50 anos es de + 37%, mientras que la de osteoporosis
(OPO) es de + 6%. El objetivo de este estudio es evaluar la calidad
oOsea en un grupo de varones de diferentes edades y relacionarlos
con los valores de testosterona total (TT), SHBG, estradiol (E2) y
testosterona biodisponible calculada (C-TBio). Fueron excluidos
aquellos que consultaban por sintomas de hipogonadismo, osteopa-
tias o estaban medicados con hormonas o corticoides. La densidad
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mineral 6sea (DMO) se midi6 por DXA. Los resultados del T-score de
raquis (RL) y cuello femoral (CF) fueron evaluados de acuerdo a la
OMS. Se midio testosterona total (TT) por EQL, con un valor de cor-
te de 280 ng/dl, SHBG por EQL y E2 por EQL. Estudiamos 115 hom-
bres entre 40 y 83 afos, con un promedio de edad de 60,9 afos,
peso promedio de 89,4 Kg. + 12,7 Kg y un IMC de 28,78 + 6,4. De
ellos 35 (30,4%) presentaron OPE en RLy 55 (47,8%) en CF, y 10 con
OPO en RL (8,7%), y 9 (7,8%) en CF. Se detect6 TT baja en 15/115
pacientes (13%), y C-TBio baja en 8/115 (6,9%). No encontramos
valores de E2 bajos. Los valores de SHBG se incrementaron con la
edad. Los valores normales o bajos de TT, E2, SHBG no se correla-
cionaron con los valores de DMO. En concordancia con la literatura
nuestros resultados nos hacen concluir que tanto la OPE como la
OPO masculina son francamente subdiagnosticadas. No hallamos
correlacion con los valores de hormonas sexuales, pero el hallazgo
de valores bajos de TT en 13% y C-TBio en 6,9% de estos varones sin
sintomatologia de hipogonadismo nos indica también el subdiagnos-
tico de esta patologia.

ESTUDIO DE PREVALENCIA'Y CAUSAS SECUNDARIAS
DE OSTEOPOROSIS MASCULINA

S. Suarez', P.R. Costanzo!, L. Lapides?, A.M. Galich', A. de Benito',
K. Garay' y P. Knoblovits'

'Servicio de Endocrinologia. Metabolismo y Medicina Nuclear.
Hospital Italiano de Buenos Aires. Argentina. ?Centro de Urologia
(CDU). Buenos Aires. Argentina.

Introduccion: La osteoporosis (OP) se caracteriza por disminu-
cion de la masa 6sea y mayor riesgo de fractura. La tasa de morta-
lidad por fractura vertebral o de cadera es mayor en hombres.

Objetivos: 1) Establecer la prevalencia de OP y osteopenia (OPE)
en hombres > 50 afos por densitometria 6sea (DMO) segln criterios
OMS; 2) Evaluar factores de riesgo para OPE/OP en la poblacion
seleccionada.

Metodologia: Estudio transversal. Se reclutaron 150 hombres con
una técnica de muestreo consecutiva entre aquellos que consulta-
ron en endocrinologia/andrologia por motivos distintos a sospecha
de baja masa 0sea, sin enfermedades o medicacion que afecten la
DMO. Se midié DMO de columna lumbar (CL), cuello femoral (CF) y
cadera total (CT). Se analizaron datos antropométricos y laborato-
rio especifico.

Resultados: De los 150 pacientes, 85 (56,7%) tuvieron OPE/OP en
alguna localizacion: OPE 71 (47,3%) y OP 14 (9,3%). Motivos de con-
sulta mas frecuentes: disfuncion eréctil, hiperglucemia y evalua-
cion tiroidea. Al comparar pacientes con DMO normal (grupo N) vs
pacientes con OPE/OP se hall6 diferencia significativa en peso: 84,8
+11,3vs 81,3 £ 9,8 kg (p = 0,044) y testosterona biodisponible (TB):
1,7+0,8vs 1,4+0,9 (p=0,03), respectivamente. Los pacientes con
OP tuvieron menor indice de masa corporal versus pacientes con
OPE: 26,0 + 3,0 vs 28,2 + 3,2 kg/m? (p = 0,02) y vs grupo N: 26,0 =
3,0 vs 28,4 + 3,4 kg/m? (p = 0,01). Se evaluaron factores de riesgo:
antecedentes familiares o personales de fractura, tabaquismo,
hiperparatiroidismo, hipovitaminosis D, hipercalciuria e hipogona-
dismo; 12/13 (92,3%) pacientes con OP tuvieron al menos uno y
9/12 (75%) tuvieron mas de un factor; 34/53 (64,1%) pacientes con
OPE tuvieron al menos uno (p = 0,04 vs pacientes con OP) y 8/34
(23,5%) tuvieron mas de un factor. Se encontraron correlaciones
positivas entre DMO- CL con peso (r: 0,17, p = 0,03), edad (r: 0,24,
p = 0,005) y estradiol (r: 0,26, p = 0,03); DMO-CF y DMO-CT con peso
(r: 0,24, p = 0,004 y r: 0,23, p = 0,005, respectivamente), IMC (r:
0,18, p=0,02yr: 0,25, p = 0,003, respectivamente) y TB (r: 0,18, p
=0,04yr: 0,20, p = 0,03, respectivamente).

Conclusiones: En hombres, la OPE/OP es una enfermedad preva-
lente que frecuentemente se asocia a factores secundarios que
deben investigarse.

COMPARACION DE LOS PARAMETROS SEMINALES
RECOLECTADOS EN LA CASA DEL PACIENTE
Y EN EL LABORATORIO

A. Tissera', G. Molina?, R. Molina' y J. Olmedo?

Laboratorio de Andrologia y Reproduccion (LAR). Coérdoba.
Argentina. *Cirugia UHN 4. Cdtedra Facultad de Ciencias Médicas
UNC. Argentina. *Fundacién Uroldgica de Cérdoba para la
Docencia e Investigacion Médica (FUCDIM). Cordoba. Argentina.

Introduccion: El estudio del semen es la piedra angular para el
diagndstico de la infertilidad masculina. Sin embargo el contexto en
el que una muestra de semen es obtenida es también muy impor-
tante. Algunos trabajos han investigado el efecto del lugar de la
recoleccion de las muestras de semen con resultados controverti-
dos.

Objetivos: Investigar el efecto del lugar de la recoleccion de
semen por masturbacion en el Laboratorio (L) vs en la Casa (C) en
un grupo de pacientes que consulta por fertilidad.

Metodologia: Se analizaron un total de 770 pacientes, 465 reco-
lectaron las muestras en su casa y 305 en el LAR. Los parametros
seminales fueron evaluados segun OMS 2010. Estadistica: para el
analisis estadistico se utilizo el test no paramétrico de Mann Whit-
ney para comparacion de grupos independientes. Una p < 0,05 se
considero estadisticamente significativa. Disefio: trabajo retrospec-
tivo.

Resultados: Se observd un volumen menor en las muestras de C
que las obtenidas en el L (2,9 ml vs 3,2 ml; p = 0,048). El porcentaje
de traslativos rapidos fue mayor en las muestras obtenidas en el L
que las obtenidas en la C (37% vs 35%; p = 0,04), y la concentracion
de leucocitos fue mayor en el L que en C (0,3 vs 0,14 cél/ml; p =
0,0001).

Conclusiones: En base a los resultados obtenidos, no encontra-
mos, en relacion a otros trabajos, una mejoria en los parametros
seminales cuando se obtienen las muestras en el domicilio del
paciente. Resaltando la importancia de cumplir adecuadamente las
precauciones necesaria para la toma y traslado de la muestra cuan-
do ésta se obtiene en la casa.

PEROXINITRITO PROVOCA DISMINUCION DE LA MOTILIDAD
Y CAIDA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL
EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS

P. Uribe'3, F. Treulén"?, R. Boguen™?, R. Sanchez'y J. Villegas'?

'Centro de Biotecnologia de Reproduccion (CEBIOR-BIOREN).
2Departamento de Medicina Interna. Facultad de Medicina.
3Programa de Doctorado en Ciencias Mencién Biologia Celular y
Molecular Aplicada. Universidad de La Frontera. Temuco. Chile.

Como causa principal de alteracion de la funcion espermatica se
ha propuesto al dafo oxidativo inducido por especies reactivas de
oxigeno. Asimismo, se ha demostrado que espermatozoides huma-
nos producen oOxido nitrico (NO), que en concentraciones fisiologi-
cas influye en la motilidad, capacitacion y reaccion de acrosoma;
sin embargo, su produccion excesiva también puede contribuir al
dafo oxidativo, principalmente por su reaccion con radical supe-
roxido generando peroxinitrito (ONOO-). Peroxinitrito es un radical
libre altamente reactivo que genera oxidacion y/o nitracion de pro-
teinas, DNA y fosfolipidos. Pacientes infértiles presentan niveles
aumentados de ONOO-, NO y sintasa de 6xido nitrico en el semen, lo
que se ha relacionado con disminucion de la motilidad y dafo al
DNA espermatico. En estos casos se ha propuesto que la formacion
de ONOO" contribuiria a la infertilidad, sin embargo, hasta ahora no
se ha demostrado su efecto directo sobre la funcionalidad esperma-
tica. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de ONOO
sobre la viabilidad, motilidad, potencial de membrana mitocondrial
(Aym) e integridad del DNA de espermatozoides humanos. Esperma-
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tozoides de donantes con espermiograma normal fueron expuestos
a 3-morpholinosydnonimine (SIN-1), molécula generadora de peroxi-
nitrito. Se analizo la motilidad espermatica mediante ISAS (Integra-
ted sperm analysis system), la viabilidad mediante tincion con iodu-
ro de propidio, el estado del Aym mediante la tincion JC-1 y la
fragmentacion del DNA mediante la técnica de TUNEL. Todas las
mediciones se realizaron en citometro de flujo FACSCanto Il (Becton
Dickinson) y los datos fueron analizados con el software Summit
4.3. La exposicion a SIN-1 provocé disminucion de la motilidad
espermatica y del Aym, manteniéndose inalterada la viabilidad.
Durante los tiempos de incubacion y las concentraciones utilizadas
no se observo aumento en el porcentaje de espermatozoides con el
DNA fragmentado. En conclusion, peroxinitrito ocasiona disminu-
cion de la motilidad espermatica y del Aym.

EFECTO DEL EXTRACTO PROTEICO DE BOTRYOCOCCUS
BRAUNII EN LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO EXTRACELULAR'Y PEROXIDACION LIPIDICA

F. Zambrano, C. Figueroa, F. Romero y P. Navarrete

Centro de Neurociencias y Péptidos Bioldgicos. CEBIOR. BIOREN.
Universidad de La Frontera. Chile.

Introduccién: Botryococcus braunii es una microalga verde colo-
nial que obtiene gran importancia biotecnoldgica al ser capaz de
producir grandes cantidades de hidrocarburos, ademas el extracto
ha demostrado ser eficaz para proteger los sistemas biologicos en
contra del estrés oxidativo in vitro, existen estudios que han logra-

do demostrar actividad antioxidante en higado, cerebro y rifién de
ratas.

Objetivos: En este estudio se pretende caracterizar el extracto
proteico de Botryococcus braunii para evaluar su efecto sobre
espermatozoides de toro sobre especies reactivas de oxigeno extra-
celular y peroxidacion lipidica.

Metodologia: Los espermatozoides seleccionados mediante swin
up fueron incubados por 4 horas con diferentes concentraciones del
extracto proteico de Botryococcus braunii obtenido a pH 10y 4y
tefiidos con sondas BODIPY C11 y luminol, su efecto se evalud
mediante citometria de flujo y luminémetro respectivamente.

Resultados: El analisis mostré que las concentraciones 0,05, 0,1,
0,3, 0,5y 1 ug/ml del extracto proteico de Botryococcus braunii
obtenido a pH 4 tiende a disminuir el ROS extracelular, a pH 10 no
hay cambios en este indice. El extracto proteico de Botryococcus
braunii a pH 4 produce disminucion de la peroxidacion lipidica a
una concentracion de 0,5 ug/ml, mientras que a pH 10 no se encon-
traron cambios significativos.

Conclusiones: Los hallazgos de este estudio muestran que las dis-
tintas concentraciones del extracto proteico de B. braunii obtenido
a pH 4 tiene propiedades antioxidantes en nuestro modelo, sobre la
peroxidacion lipidica solo la concentracion de 0,5 ug/ml redujo este
indice.
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