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Resumen

Introduccién: Frente a un procedimiento de re-
produccidn asistida, la decision de realizar una
Sertilizacién in vitro (FIV) o una inyeccidn in-
tracitoplasmdtica de espermatozoides (ICSI) se
basa generalmente en estdndares seminales sub-
Jjetivos bdsicos (concentracién, movilidad y mor-
fologia). Por otro lado, el andlisis de la secre-
cidn de las glindulas sexuales anexas masculinas
(GSAM) en la evaluacion del hombre infértil ha

catdo en desuso, debido a la ausencia de estudios
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clinicos. Sin embargo, en modelos animales se
ha demostrado una correlacion entre la calidad
de la secrecion de estas glindulas y la reproduc-
cién. Objetivo: determinar el grado de relacion
entre la secrecion de las GSAM y la capacidad
Sfecundante de los espermatozoides. Diseiio: des-
criptivo, de cohorte, comparativo, transversal,
maulticéntrico. Material y Métodos: se incluye-
ron 46 muestras de pacientes tratados con FIV.
La secrecion de vesiculas seminales y prostata fue
estimada por la concentracion en plasma semi-
nal de fructosa y dcido citrico, respectivamente.
Se registrd secrecion normal o patoldgica. Resul-
tados: existe un efecto negativo principalmente
en la hipersecrecion prostdtica sobre la tasa de
fertilizacion. Conclusiones: se describe, por pri-
mera vez, la utilizacion de un biomarcador pro-
veniente de las GSAM que permite seleccionar
los pacientes para FIV convencional a partir de
un método sencillo y no subjetivo.

Palabras claves. GSAM, capacidad fecundante, hi-

persecrecidn prostdtica, tasa de fertilizacion, FIV.
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Predictive value of male accessory
sex glands (MASG) secretions on in
vitro fertilization outcomes

Summary

The use of conventional in vitro fertilization
(IVF) has been declining worldwide while intra-
cytoplasmic sperm injection (ICSI) has dramati-
cally increased. Clinical arguments are contro-
versial and include increased embryos to transfer
or improvement fertilization rate with ICSI. The
criteria to choose the assisted reproductive techni-
que are based upon the basic seminal parameters
(concentration, motility and morphology). The
evaluation of male accessory sex glands (MASG)
secretions has fallen into disuse for basic evalua-
tion of male fertility, due to the absence of clini-
cal studies. However, a positive effect on repro-
duction has been showed in animal models. This
controlled, prospective, multicenter study was de-
signed to determine the effect of MASG secretions
on the sperm fertility potential. The major fin-
ding in this study is that prostatic hyper-secretion
may have a negative impact in the fertilization
rate. We have shown for the first time, the use-
Sulness of evaluating MASG secretions to choose
the best treatment for each patient.

Key words. MASG, fertility potential, prostatic hy-
persecretion, fertilization rate, IVF.

Introduccion

La reproduccién asistida de alta complejidad
ha permitido que, luego del primer bebé en 1978,
hayan nacido mds de 5 millones de nifios en todo
el mundo."? La técnica de fertilizacién in vitro
(FIV) ha sido utilizada con éxito a partir de ese
aflo, en pacientes con obstruccién tubaria e infer-
tilidad masculina moderada.’ La aparicién de la
inyeccién intracitoplasmdtica de espermatozoides
(ICSI) permitié inicialmente que parejas que no
podian lograr el embarazo utilizando FIV conven-
cional por diagndstico de factor masculino severo
pudieran hacerlo con esta técnica.*

Sin embargo, en la actualidad el ICSI se ha
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convertido en el método de eleccién para la gran
mayorfa de los tratamientos de reproduccién
asistida, sin importar la etiologia de la infertili-
dad, mientras que la utilizacién clinica de la FIV
convencional ha disminuido.>"" La explicacién a
este fenémeno, aunque controvertida, se ha jus-
tificado en la mayor obtencién de embriones al
dfa de la transferencia o un aumento en la tasa de
fertilizacién con la técnica de ICSI, entre otros
motivos.

Los espermatozoides necesitan experimentar
diferentes procesos fisioldgicos para adquirir la ca-
pacidad fecundante, que en su conjunto son cono-
cidos como proceso de capacitacién.'? Asimismo,
en el momento de la eyaculacién, los espermato-
zoides se enfrentan a los liquidos seminales prove-
nientes de las gldndulas sexuales anexas masculinas
(vesiculas seminales y préstata, principalmente).
Se ha demostrado que el plasma seminal tiene una
variedad de acciones tanto en las gametas como
en el tracto reproductor femenino.” Ademds, la
remocién de algunas o todas las gldindulas sexua-
les accesorias afecta la fertilidad en cobayos,' ra-
tas," ratones'® y hdmsters."” Una gran cantidad de
componentes, principalmente proteinas, aunque
también vesiculas, fueron aisladas y caracterizadas
en plasma seminal y han sido asociadas con efec-
tos sobre la funcién de los espermatozoides y la
fertilidad.'® Algunas de estas proteinas se unen es-
pecificamente a los espermatozoides favoreciendo
o modulando la capacitacién o la fertilizacién.'
Muchas de ellas han sido identificadas en plasma
seminal humano, aunque su funcién no ha sido
comprobada.

Los valores seminales para discernir qué técnica
de reproduccidn asistida se usard en cada paciente
se basan generalmente en los estdndares bdsicos
subjetivos (concentracién, movilidad y morfolo-
gia) propuestos por la Organizacién Mundial de
la Salud.” Sin embargo, estos pardmetros han

20:2 Por otro lado,

sido ampliamente cuestionados.
la evaluacién de la secrecién de las glindulas se-
xuales anexas masculinas fueron siendo dejadas de
lado en la evaluacién rutinaria del hombre infértil,
circunscribiéndose exclusivamente a situaciones
patolégicas especificas como la azoospermia o in-

fecciones del tracto reproductor.
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Teniendo presente el efecto de la secrecién de
las vesiculas seminales y la préstata demostrado
en modelos animales, el objetivo de este traba-
jo fue evaluar el posible valor predictor del éxito
en FIV convencional mediante la estimacién no
subjetiva de la secrecién de las gldndulas anexas.

Materiales y Métodos

Muestras: se estudiaron un total de 46 mues-
tras de pacientes que fueron tratados mediante
FIV convencional. Las muestras de semen fue-
ron recolectadas por masturbacién y luego de la
licuefaccién se evalué la concentracién, movili-
dad y morfologfa espermdtica de acuerdo con las
especificaciones de la OMS." Una porcién de la
muestra de semen de cada paciente utilizada para
el tratamiento fue centrifugada para obtener el
plasma seminal y conservadas a -16 °C hasta el
momento de la evaluacidn.

FIV convencional: luego de la puncién de
los foliculos, los complejos de ctimulus-ovocito
(CCOs) fueron cuidadosamente lavados en me-
dio HTF modificado suplementado con 3% de
albdmina de suero humano (HTF/alb) y colo-
cados en 0,5 ml de medio G-IVF Plus (Vitro-
life Sweden AB, V. Froélunda, Suecia) cubierto
con aceite mineral Ovoil (Vitrolife Sweden AB)
en placas de Petri de 4 pozos (Nunclon, Nunc,
Dinamarca), donde permanecieron hasta el mo-
mento de la inseminacién. Los espermatozoides
se seleccionaron a través de gradientes disconti-
nuos de densidad 90 y 50% (SpermGrad), segui-
do de un lavado en medio HTF/alb. Los pellets
se resuspendieron en un volumen apropiado del
mismo medio. La FIV se llevé a cabo 4-6 ho-
ras después de la extraccién de los ovocitos en
las mismas placas de Petri de 4 pozos en las que
los CCOs permanecian desde el momento de su
captacidn; cada pocillo contenfa de 1 a 4 CCOs.
La cantidad de espermatozoides inseminados fue
ajustado a aproximadamente 200.000 células
mdviles. Todas las incubaciones se realizaron a
37°C en una atmoésfera seca de 5,8% de CO2
y 7% de O2 en aire. Diecisiete horas mds tarde,
los ovocitos inseminados fueron inspeccionados
cuidadosamente para detectar la presencia de

dos prontcleos (2PN), a través de un microsco-
pio invertido equipado con ptica diferencial de
contraste de interferencia Hoffman. La tasa de
fertilizacién fue calculada dividiendo el nimero
de células con 2PN por la cantidad de ovocitos
inseminados.

Determinacién de la secrecién de las vesiculas
seminales y préstata: la secrecién de las vesicu-
las seminales y la préstata fue estimada a partir
de la evaluacién de la concentracién en plasma
seminal de fructosa y dcido citrico, respectiva-
mente. Brevemente, la concentracién de fructosa
fue evaluada a partir del método colorimétrico
utilizando resorcinol en medio dcido, previa pre-
cipitacién deferencial de proteinas con ZnSO4
en medio alcalino, desarrollado por Roe.” Para
determinar la concentracién de 4cido citrico se
utilizé el método colorimétrico de piridina en
medio anhidro, previa precipitacién de protei-
nas con dcido tricloro acético desarrollado por
Chambon.? Los valores de fructosa entre 150 y
450 mg% y de dcido citrico entre 350 y 670 mg%
fueron considerados normo-secretores, mientras
que los valores inferiores o superiores a los men-
cionados fueron considerados patoldgicos, hipo e
hiper secrecién respectivamente.”

Disefio: estudio descriptivo, de cohorte, com-
parativo, transversal multicéntrico. La FIV con-
vencional fue realizada en dos centros de medi-
cina reproductiva. Los plasmas seminales de cada
muestra fueron conservados y analizados en otro
centro, sin informacién de los resultados de la
técnica de reproduccién asistida. Luego de las
determinaciones de los marcadores de las gldn-
dulas anexas, las muestras fueron separadas y se
plantearon dos escenarios posibles segin los re-
sultados obtenidos. Escenario 1: Fructosa: gru-
po normo-secretor (= 150-450 < mg%) y grupo
patolégicos (< 150-450 > mg%). Acido cftrico:
grupo normo-secretor (= 350-670 < mg%) y gru-
po patoldgicos (< 350-670 > mg%). Escenario 2:
Fructosa: grupo normo-secretor (> 150-450 < mg%),
grupo hipo-secrecién (< 150 mg%) y grupo hi-
per-secrecién (> 450 mg%). Acido Citrico: gru-
po normo-secretor (= 350-670 = mg%), grupo
hipo-secrecién (< 350 mg%) y grupo hiper-secre-
cién (> 670 mg%). En cada uno de estos grupos
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se compard la edad de los pacientes, los andlisis
de semen bdsico, el nimero de ovocitos metafase
IT recuperados y la tasa de fertilizacién. Se ex-
cluyeron las pacientes con menos de 4 ovocitos
metafase IT (MII). Las muestras fueron evaluadas
por duplicados y el promedio fue informado.
Andlisis estadistico: todos los datos fueron
analizados utilizando el programa SPSS14.0. El
andlisis comparativo entre los grupos fue realiza-
do utilizando el test U de Mann-Whitney. Los
resultados fueron expresados en media + error
estdndar. Valores de significancia < 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos.

Resultados

La edad media de las mujeres fue 36,5 + 0,7
y de los hombre 36,4 + 1,3. No hubo diferencias
estadisticamente significativas en la edad de los
pacientes, los pardmetros seminales bédsicos y los
ovocitos recuperados entre los grupos normo-se-
cretores y patoldgicos. Las medias de cada grupo
son mostradas en la Tabla 1.

Escenario 1: el 22 % (n: 10) de los pacientes
presentaron una secrecién de vesiculas seminales
fuera de los rangos de normalidad establecidos.
No se observaron diferencias significativas entre
el grupo normo-secretor en relacién con el gru-

po patoldgico en la secrecion de esta glindula en
cuanto a la tasa de fertilizacién (0,79 + 0,03 vs.
0,76 + 0,06 respectivamente, p > 0,05), Figura 1a.

Por otro lado, el 48% (n: 22) de los pacientes
presentaron una secrecién protdtica fuera de los
rangos de normalidad establecidos. Se observé
una diferencia estadisticamente significativa en
la tasa de fertilizacién entre el grupo normo-se-
cretor y el grupo patoldgico (0,86 + 0,03 vs. 0,71
+ 0,04, respectivamente, p < 0,01), Figura 1b.

Escenario 2: los pacientes con hipo o hiper
secrecién de las vesiculas seminales no mostraron
diferencias significativas en las tasas de fertiliza-
cién respecto del grupo normo-secretor (0,77 +
0,1vs. 0,79 £ 0,03y 0,74 + 0,08 vs. 0,79 + 0,03
para hipo-secrecién (n: 5) vs. normo-secretor
(n: 36) e hiper-secrecién (n: 5) vs. normo-secre-
tor (n: 36, p > 0,05), Figura 2a.

Los pacientes con hipo-secrecién prostdtica
(n: 5) no presentaron diferencias significativas en
las tasas de fertilizacién respecto del grupo nor-
mo-secretor (n: 24) (0,78 + 0,08 vs. 0,86 + 0,03,
respectivamente, p > 0,05), Figura 2b.

Los pacientes con hiper-secrecién prostdtica
(n: 17) mostraron una diferencia significativa en
las tasas de fertilizacién con respecto del grupo
normo-secretor (n: 24) (0,69 + 0,05 vs. 0,86 +
0,03, respectivamente, p < 0,01), Figura 2b.

Tabla 1. Media de los pardmetros evaluados en relacién con la secrecidn de fructosa y dcido citrico.

Fructosa
normo-secrecion
media + ES (n: 36)

Parametro

Fructosa
secrecion patologica
media + ES (n: 10)

Acido citrico
secrecion patologica
media = ES (n: 22)

Acido citrico
normo-secrecion
media + ES(n: 24)

Edad muijer (afios) 36,4 +0,6 36,6 +1,1 36,7 £0,7 36,0+09
Edad hombre (afios) 37,713 36,5+0,9 38,3+0,7 36,520
Concentracion espermatica x10%/mL 81,3+84 82,4 +10,1 782+78 852+118
Movilidad progresiva (%) 399+22 45+7,7 440+28 37,739
Morfologia normal espermatica (%) 76+06 84+18 8,0+09 75+09
Ovocitos Ml 8,6+06 8,6+09 92+0,7 79+0,7
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Figura 1. a) Media de la tasa de fertilizacion de ovoci-
tos provenientes de pacientes con normo-secrecion y se-
crecidn paroldgica de las vesiculas seminales. b) Media
de la tasa de fertilizacidn provenientes de pacientes con
normo-secrecion y secrecion patoldgica de la prdstata.

Figura 2. a) Media de la tasa de fertilizacidn prove-
niente de pacientes con normo-secrecion, /n’po—secrecio’n e
hiper-secrecidn de las vesiculas seminales. b) Media de la
tasa de fertilizacion proveniente de pacientes con normo-
secrecidn, hipo-secrecion e hiper-secrecion de la prostata.
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Segtin nuestro conocimiento, este es el primer
trabajo en humanos a nivel mundial que propo-
ne un efecto negativo de la secrecién anormal de
la préstata sobre la capacidad fecundante de los
espermatozoides. Si bien el nimero de pacien-
tes evaluados no es elevado, nuestros resultados
demuestran que una hiper-secrecién prostdtica
puede disminuir la tasa de fertilizacién luego de
una FIV.

La aparicién de la ICSI es uno de los mayores
avances en la historia de la medicina reproduc-
tiva humana, ya que ha permitido que parejas
con diferentes tipos de infertilidad puedan logar
el embarazo.” Sin embargo, es una préctica mds
costosa que la FIV convencional y representa un

tiempo y grado de manipulacién.?

Los criterios para tratar a un paciente con
FIV convencional o con ICSI se basan princi-
palmente en los andlisis bdsicos de calidad se-
minal (concentracién, movilidad y morfologia).
Los pacientes con severa teratozoospermia, asf
como hombres con astenozoospermia, presen-
tan bajas tasas de fertilizacién por FIV conven-
cional;?” %8 el beneficio del uso del ICSI en estos
casos ha sido ampliamente demostrado. Sin em-
bargo, en situaciones no tan extremas, la elec-
cién de una técnica o la otra es controvertida.”
Algunos autores han evaluado la posibilidad de
usar otros tipos de pardmetros seminales para
discernir que método de inseminacién usar. A
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partir de la evaluacién subjetiva de la movilidad
hiperactivada y de la reaccién acrosémica se ha
demostrado que las muestras con mayor hipe-
ractivacién y que experimentan reaccién acro-
somal tienen mayores tasas de fertilizacién.?
Sin embargo estos métodos contindan siendo
subjetivos, experimentales, costosos y no estan-
darizados.’!

Luego de la eyaculacidn, los espermatozoides
deben experimentar una serie de modificaciones
que en su conjunto se denominan capacitacién
espermdtica, indispensables para la normal pene-
tracién y fusién del espermatozoide con el ovo-
cito.'” Las gldndulas sexuales anexas masculinas
aportan la mayor cantidad del plasma seminal
donde los espermatozoides son suspendidos.
Algunas de las proteinas que son aportadas por
estas gldndulas se unen a los espermatozoides de
forma efectiva en el momento de la eyaculacién
y pueden modular la capacidad fisiolégica de es-
tos.'>% Entre estos efectos se puede mencionar la
modificacién de la movilidad de los espermato-
zoides, la capacitacién espermdtica'? y la reac-
cién acrosémica.**

Ademds, en modelos animales se ha demos-
trado que embriones generados a partir de esper-
matozoides de machos con ausencia total o par-
cial de las gldindulas anexas mostraron un cambio
en el ciclo celular y un retraso en la divisién du-
rante el desarrollo preimplantatorio. Del mismo
modo, se ha observado una mayor incidencia de
la apoptosis, una mayor proporcién de embrio-
nes degenerados, una menor tasa de implanta-
cién y, por lo tanto, una reduccién de la fertili-
dad.*?” Ademds, se ha visto que la utilizacién de
espermatozoides que no tuvieron contacto con
las secreciones de las gldndulas anexas dieron lu-
gar a progenies con rasgos anormales.’®

En humanos se ha estudiado sin éxito la corre-
lacién entre la secrecién de las glindulas anexas
y la concepcidn. Estudios previos, evaluaron las
concentraciones de fructosa, dcido lictico, dcido
citrico y carnitina por cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) en hombres infértiles y
los compararon con el éxito de la fertilizacién in
vitro convencional, sin encontrar ningtn tipo de
correlacién.®” El estudio aqui presentado fue di-
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sefiado para determinar si existe algiin grado de
relacién entre la secrecién de las dos principales
glindulas sexuales anexas masculinas y la capa-
cidad fecundante de los espermatozoides. Para
ello, se evalué la secrecién de dos constituyen-
tes del plasma seminal y marcadores especificos
de las vesiculas seminales y la préstata, como la
fructosa y el 4cido citrico. Se obtuvieron un total
de 46 muestras de parejas infértiles, que fueron
tratadas con fertilizacién in vitro convencional
en busqueda de concepcidn.

Los pacientes fueron separados en grupos de
acuerdo con la capacidad secretora de las gldn-
dulas anexas: normo-secretores y patoldgicos
(hipo e hiper-secrecién). Encontramos una cla-
ra diferencia de la tasa de fertilizacién cuando
se compararon pacientes Normo-secretores con
pacientes patolégicos en la secrecién prostdtica.
Asimismo, nuestros resultados mostraron que
existe un efecto negativo principalmente en la
hiper-secrecién prostdtica sobre la tasa de ferti-
lizacién, mientras que esa tendencia se observé
en el grupo con hipo secrecién, pero no fue sig-
nificativa.

Todas las muestras de semen evaluadas en el
estudio estaban dentro de los rangos aceptables
para la realizacién de la FIV y no se encontraron
diferencias en las caracteristicas femeninas. Por
lo que podemos postular que la tasa de fertiliza-
cién baja no estaba relacionada con las condicio-
nes de calidad de los ovocitos o de laboratorio.

En este trabajo multicéntrico hemos demos-
trado que la evaluacién de la secrecién de las
glindulas anexas puede ayudar a seleccionar el
tratamiento de reproduccién asistida. Pacientes
con secrecién normal de la prdstata muestran
una tasa de fertilizacién estadisticamente mayor
que la de los pacientes con hiper-secrecién pros-
tdtica, cuando los valores de calidad seminal b4-
sicos son similares. Hemos descripto por primera
vez la utilizacién de un biomarcador provenien-
te de las glindulas sexuales anexas masculinas a
partir de un método sencillo y no subjetivo, que
permite seleccionar los pacientes con altas proba-
bilidades de éxito en los tratamientos de repro-
duccidn asistida. Es necesario ampliar el nimero
de casos para confirmar los hallazgos.
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