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RESUMEN 

Mediante la técnica de fertilización heteróloga de ovocitos de criceto o "hamster" dorado 

Mesocricetus auratus, libres de zona pelúcida, con espermatozoides humanos, se determinó 

el tiempo en que inicia la activación de la descondensación de la cromatina en el núcleo de 

los espermatozoides, la formación de pronúcleos, as' como también se logró la obtención y 

observación de complementos cromosómicos. 

Se evaluaron las características de las muestras de semen, se realizó la capacitación 

de los espermatozoides, las hembras de criceto fueron estimuladas paral lograr la 

superovulación y recuperación de los ovocitos, se llevó a cabo la fertilización heteróloga y 

una vez que se dió la fusión de gametos, los núcleos de los espermatozoides fueron 

capaces de descondensarse, lo que se verificó al observar cabezas turgentes de los 

espermatozoides y/o la presencia de pronúcleos en el citoplasma del ovocito. Finalmente se 

pudieron observar algunos complementos cromosómicos aunque no con una buena 

morfología. 

La aplicación de esta metodología hará posible en un futuro, el análisis directo de los 

cromosomas del espermatozoide humano para conocer la frecuencia y el tipo de 

alteraciones cromosómicas tanto en varones sanos como en expuestos a la acción de 

agentes mutagénicos, de esta manera será posible determinar la contribución paterna de 

aberraciones cromosómicas en productos abortados o descendencia con múltiples 

malformaciones, con lo que se podrá valorar el dato reproductor en el hombre y 

proporcionar el adecuado asesoramiento genético. 
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INTRODUCCION 

La frecuencia y tipo de anormalidades cromosómicas en gametos humanos ha sido un 

tema de continuo interés e investigación. Sin embargo, hasta hace relativamente poco 

tiempo, no habla sido posible analizar directamente la constitución cromosómica en los 

gametos humanos, debido a que los ovocitos son de dificil obtención y en los 

espermatozoides los cromosomas son visibles solamente después de la fertilización (Martin 

y Taylor, 1982; Martin et al. 1982). 

Un importante hallazgo que hizo posible la obtención de cromosomas de 

espermatozoides humanos, fue el descubrimiento de dos propiedades notables de los 

ovocitos de criceto dorado M. auratus: la primera es que una vez eliminada la zona pelúcida, 

permiten la entrada de espermatozoides no sólo de roedores, sino de una amplia variedad 

de especies como murciélago, delfín, caballo y hombre. Después de fusionarse, estos 

espermatozoides son capaces de descondensarse dentro del citoplasma del ovocito. En 

segundo lugar y de gran importancia, es que los ovocitos de criceto permiten la 

deacondensación de la cromatina del espermatozoide humano para obtener cromosomas 

mitóticos de la primera segmentación (Brandriff y Gordon, 1989; Yanagimachl, 1984). De 

esta forma los cromosomas pueden ser procesados de forma tal, que se les pueda realizar 

un cariotipo por técnicas citogenéticas convencionales (Benet et al. 1986). Esto implica 

que los eventos complejos que siguen a la incorporación del espermatozoide, que 

Involucran la deacondensación de la cromatina y la reconstitución de un estado 

transcripcional activo, son correctamente ejecutados en estas cruzas híbridas. 

Tomando ventaja de estos atributos, es importante estandarizar la metodología 

adecuada, para investigar posteriormente, la constitución cromosómica de espermatozoides 

humanos. 
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La frecuencia de anormalidades cromosómicas en gametos humanos ha sido 

establecida por estudios en concepciones que sobreviven para producir un embarazo 

clínicamente reconocido. 

Se ha calculado que aproximadamente el 0.5 % de los nacidos vivos presentan una 

constitución cromosómica anormal (Martin et al. 1982), pero esta cifra está representando 

sólo una pequeña proporción de las concepciones cromosómicamente anormales, ya que la 

frecuencia es mucho mayor en abortos espontáneos (Martin et al. 1982; Martín et al. 1987; 

Rudak et al. 1978). 

Rosenbush y Sterzik (1991), han especulado que posiblemente hasta un 70% de 

todas las concepciones mueren para finales del primer trimestre de la gestación y los 

factores genéticos representan una de las principales razones para que exista esta alta 

frecuencia de falla reproductora humana. 

Aproximadamente el 50% de los abortos espontáneos del primer trimestre de la 

gestación presenta una constitución cromosómica anormal (Boué y Boué, 1973; Boué et al. 

1975; Hassold et al. 1980) principalmente aneuploidias, y la frecuencia decrece con la edad 

gestacional. Mikamo (1970) ha encontrado que el 75% de los embriones abortados antes de 

las 5 semanas de gestación tienen anormalidades cromosómicas, en el grupo de 5 a 8 

semanas la frecuencia es del 50% y en el grupo de 9 a 12 semanas es del 5%. 

Utilizando esta Información se ha estimado que el 50% de todas las concepciones 

tienen una anormalidad cromosómica, los mismos autores han indicado que entre el 7% y 

10% de las concepciones reconocidas son anormales cromosómicamente (Boué y Boué, 

1973; Boué et al. 1975). 

Un estudio realizado por P. Jacobs en 1971, con un planteamiento más conservador, 

calcula que un minimo de 7% de las concepciones reconocidas son cromosómicamente 

anormales. Esta cifra no incluye a las pérdidas tempranas de embarazos no reconocidos que 

pueden tener una alta frecuencia de anormalidades. Este amplio rango entre 7% y 50% 

marca la incertidumbre que existe en los datos. Jacobs (1971) también ha sugerido que 
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aproximadamente el 1% o 2% de las concepciones reconocidas, (o el 14% y 28% de las 

concepciones anormales), son causadas por un espermatozoide anormal 

cromosómicamente. 

Los estudios realizados en embriones abortados espontáneamente indican que las 

anormalidades cromosómicas son en su mayoría numéricas, más que estructurales; siendo 

como ya se mencionó anteriormente, las aneuploidias la causa más común de pérdida 

embrionaria en embarazos clínicamente reconocidos, con trisomlas autosómicas en primer 

lugar (50 a 60%), seguidas de monosomias del X (15 a 25%) y por último poliploidias (20 a 

25%). La mayor parte de las monosomias y trisomlas surgen como resultado de la no 

disyunción durante las divisiones meióticas en el ovocito o en el espermatocito (Rosenbush y 

Sterzik, 1991). 

Es bien conocida la contribución del gameto femenino para dar lugar a alteraciones 

cromosómicas en fetos y recién nacidos, pues los ovocitos están sujetos a eventos de no 

disyunción y son la principal causa de aneuploidia en humanos. Los estudios 

cromosómicos en ovocitos que fallan en la fertilización In Mg han demostrado que 

aproximadamente 21.3% presenta aneuploidias y 0.25% anormalidades estructurales (Ma et 

al. 1989). Los estudios citogenéticos en espermatozoides han revelado que éstos son un tipo 

celular que tiende a sufrir aberraciones estructurales d, novo (Estop et al. 1991). 

En varios estudios se ha calculado que aproximadamente el 7.5% de las células 

espermáticas son estructuralmente anormales en sus cromosomas (Brandriff et al. 1984; 

Kamiguchi y Mikamo, 1988; Martin y Taylor, 1982; Martin y Rademaker, 1987; Templado et 

al. 1988). También se ha sugerido que los rearreglos estructurales da novo son una 

consecuencia directa de una alta frecuencia de lesiones estructurales durante la 

espermatogénesis (Estop et al. 1991). 

La aneuploidia es uno de las daños genéticos más significativos en el hombre. Debido 

a que los embriones aneuploides se pierden en estados tempranos del embarazo, es 
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importante conocer la incidencia en gametos para que los productos aneuploides previos a la 

implantación no pasen desapercibidos (Guttenbach y Schmid, 1990). 

Por otro lado, los trabajos sobre aneuploidias en gametos humanos están basados 

principalmente en estudios de espermatozoides ya que los ovocitos son dificiles de obtener 

en cantidad suficiente. Sin embargo algunos estudios han permitido conocer información 

sobre anormalidades cromosómicas en ovocitos humanos (Rudak et al. 1984; Tarin et al. 

1991). 

Los análisis citogenéticos en espermatozoides humanos son importantes debido a 

que proporcionan datos directos sobre el daño cromosómico que se presenta en hombres 

sanos y también porque contribuyen a entender el significado de este daño (Estop et al. 

1991). 

Existen algunos estudios sobre anormalidades cromosómicas estructurales inducidas 

químicamente o por radiación en espermatozoides de hombres tratados con radio y/o 

quimioterapia, lo cual puede contribuir a un mejor entendimiento del origen celular de dichas 

anormalidades, y por lo tanto también a la capacidad de discernir entre anormalidades 

producidas durante, o después de la entrada del espermatozoide en el ovocito y aquellas 

inducidas en el proceso de la espermatogénesis (Genesca et al. 1990a y b). 

Los ovocitos humanos serian indispensables para analizar cromosomas de gametos 

humanos de ambos sexos. Desafortunadamente, es extremadamente dificil obtener la 

cantidad de ovocitos necesaria para el propósito de hacer cariotipos de gametos humanos; 

esto hace que este tipo de estudios no sean factibles, pero los avances en biología del 

desarrollo y de la reproducción han desarrollado metodologlas como la que se empleó en 

este protocolo para prever esos inconvenientes (Rudak et al, 1978; Yanagimachi et al. 1976). 

Cuando los ovocitos de criceto dorado son liberados de la zona pelúcida y los 

espermatozoides son adecuadamente capacitados, esta fertilización in lb interespecifica 

puede proceder a la descondensación de la cromatina del núcleo espermático, desarrollo de 

pronúcleos, división de primera segmentación a través del curso normal de la aparición de 



pronúcleos, replicación de ADN, recondensación cromosómica, cariogamia, y formación del 

huso de la primera segmentación (Yanagimachi, 1984), 

Rudak et al. (1978) realizaron el primer análisis directo de la constitución cromosómica 

de los espermatozoides humanos utilizando la técnica de fertilización heteróloga de ovocitos 

de criceto dorado M. auratus con espermatozoides humanos desarrollada por Yanagimachi 

et al. (1976), quienes comenzaron a utilizarla como una prueba de diagnóstico para la 

fertilidad masculina (Fig.1). Estos investigadores intentaron conocer la verdadera 

contribución de los gametos masculinos en la formación de individuos con anormalidades 

cromosómicas y loa factores que influyen en la producción y supervivencia de 

espermatozoides cromosómicamente anormales (Rudak et al. 1978). 
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Fertilización heterótoga 

(Interacción de gametos) 

1 

Análisis microscópico para observación 

de la descondensación de la cromatina, 

formación de pronúcleos y cromosomas 

metafásicos 

Inducción de Superovulación 

(PMSG y HCG) 

Análisis de la muestra de 

semen y Capacitación de los 

espermatozoides 

Obtención y preparación 

de los ovocitos 

Fig. 1 Metodología para realizar la prueba de 

penetración espermática de ovocitos de 

criceto dorado. 
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También se han llevado a cabo estos experimentos para valorar la incidencia 

espontánea de aberraciones cromosómicas en espermatozoides humanos (Brandriff et al. 

1984; Brandriff et al. 1985a y b; Brandriff et al. 1988a y b; Martín et al. 1982; Martin et al. 

1983a; Martin et al. 1983b; Martin et al. 1987), para analizar la constitución cromosómica de 

espermatozoides de varones heterocigotos para una translocación (Brandriff et al. 1986; 

Estop et al. 1995, Martin, 1988a; Martin, 1988b; Martin et al. 1990; Martin, 1992; Martin y 

Spriggs, 1995; Pellestor et al. 1989; Syme y Martin, 1992) y para inversiones pericéntricas 

(Martin, 1986). Posteriormente otros autores han perfeccionado esta metodología con 

óptimos resultados, logrando analizar una mayor cantidad de complementos cromosómicos 

en espermatozoides, obteniendo información sobre el tipo y la frecuencia de anormalidades 

cromosómicas (Benet et al. 1986, Brandriff et al. 1984; Brandriff et al. 1985b; Chauduri y 

Yanagimachi, 1984; Martin y Taylor, 1982; Martín et al. 1982; Martin, 1983; Martin y Taylor, 

1983; Martin et al. 1983a, Martin, 1988c; Martin et al. 1990a). En los últimos años, estos 

avances han permitido determinar la frecuencia de alteraciones cromosómicas en gametos 

humanos y obtener información para estudiar los mecanismos que llevan a la producción de 

anormalidades cromosómicas y los factores que modifican su frecuencia. 

La clave para el éxito de esta técnica es la fusión de las membranas plasmáticas de 

los gametos; es decir, el mecanismo por el cual el espermatozoide humano entra al 

citoplasma del ovocito de criceto dorado. 

La fusión depende a la vez de la habilidad del espermatozoide para ser capacitado in 

vitro (Brandriff et al. 1985a y h). La capacitación que puede ser inducida bajo ciertas 

condiciones experimentales in vitro, consiste en una serie de cambios bioquímicos y 

fisiológicos en el espermatozoide de mamífero al prepararse para la fertilización del ovocito y 

que en condiciones naturales ocurren en el tracto genital femenino (Yanagimachi, 1981; 

Yanagimachi, 1984). Los primeros cambios ocurren a nivel de la membrana plasmática, 

incluyendo la eliminación o alteración de sustancias incorporadas sobre o dentro de la 

membrana durante la maduración del espermatozoide en el epididimo y bajo la exposición 
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de la secreción de las glándulas accesorias masculinas en la eyaculación, pero el cambio 

más aparente es el resultado de la reacción acrosómica, observándose mayor actividad en el 

espermatozoide (Yanagimachi, 1984). 

Para una interacción exitosa con el gameto femenino, el espermatozoide humano 

requiere separarse del plasma seminal (Kline, 1991). Un signo indicador de que ha ocurrido 

la capacitación es el aumento en la movilidad del espermatozoide, donde el flagelo se mueve 

vigorosamente en forma de látigo (hiperactivación) (Yanagimachi et al. 1976; Yanagimachi, 

1981). 

Como una consecuencia de la activación del ovocito de mamífero por el 

espermatozoide fertilizante, la meiosis se reanuda, seguida de la extrusión del segundo 

cuerpo polar, extrusión de gránulos corticales y la formación del pronúcleo femenino. Una 

vez Incorporado en el citoplasma del ovocito, el núcleo del espermatozoide se descondensa 

y finalmente forma el pronúcleo masculino (Longo y Kunkle, 1978; Yanagimachi, 1984). Los 

factores involucrados en promover la descondensación nuclear del espermatozoide y la 

aparición del pronúcleo no se conocen completamente. Sin embargo, la reducción de los 

grupos disulfuro en el núcleo del espermatozoide por el ovocito es prerequisito para que se 

den estos procesos (Kvist, 1980). Se ha determinado que el curso de estos eventos 

tempranos puede alterarse al modificar el contenido de enlaces disulfuro del núcleo del 

espermatozoide fertilizante; se ha comprobado que tanto la descondensación como la 

formación del pronúcleo masculino ocurren más rápido si el núcleo fertilizante contiene 

pocos o ningún enlace disulfuro (Naish et al. 1987). En algunos estudios sobre el tiempo de 

cambios químicos y morfológicos que el núcleo masculino lleva a cabo, se ha demostrado 

que tos núcleos espermáticos sintetizan ADN después de que se transforman en pronúcleos 

(Brandriff y Gordon, 1989). Se conoce poco sobre el tiempo exacto de fertilización o la 

relación entre la edad y el estado morfológico de pronúcleos y su habilidad para incorporar 

precursores de ADN. Los núcleos inducidos para descondensarse in vitro mediante 
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tratamiento con agentes reductores de enlaces disulfuro, pueden ser capaces de servir como 

moldes de ADN cuando se les proporcionan precursores y polimerasas (Nalsh et al. 1987). 

Con ayuda de la microscopia electrónica se pueden detectar componentes de la cola 

del espermatozoide en el citoplasma del ovocito. La desaparición o una abrupta reducción en 

el número de gránulos corticales de la corteza del ovocito es otra buena indicación de la 

penetración espermática (Maleszewski et al. 1995). En el ovocito de M. auratus, los gránulos 

corticales son lo suficientemente grandes para observarse con un objetivo de 100X. 

Por otra parte, si no se observaran los núcleos turgentes del espermatozoide, seria 

muy dificil evaluar si los ovocitos han sido penetrados por espermatozoides (Yanagimachi, 

1984). 

Tesarik y Kopecny (1989) describen detalladamente las actividades biológicas del 

desarrollo de pronúcleos humanos masculinos y Zalensky et al. (1993) han reportado otros 

hallazgos Interesantes sobre la organización de la ultraestructura en los núcleos 

descondensados de espermatozoides humanos maduros. 

Singer et al. (1985) han sugerido que la Infertilidad humana puede resultar de 

anormalidades durante las diferentes etapas en el proceso de gametogénesis, transporte de 

gametos, fertilización o desarrollo embrionario. 

Otros estudios han sugerido que la naturaleza artificial de esta cruza heteróloga 

criceto-humano puede ser uno de los factores contribuyentes para la frecuencia y tipo de 

aberraciones estructurales, observándose especialmente rompimientos y fragmentos 

(Brandriff et al. 1988a y b). 

Martin y Rademaker (1990) realizaron un trabajo sobre aneuploldla en 

espermatozoides humanos y encontraron que la hipohaploidia es más frecuente que la 

hiperhaploidla, especialmente en los cromosomas sexuales y en el cromosoma 9. La 

aneuploidía para los cromosomas sexuales es causada por error meiótico paterno más 

comunmente que la aneuploldra para los autosomas. La aneuploidla se observa solamente 

en ciertos cromosomas en los recién nacidos. Las trisomfas 13, 18 y 21 y la aneuploldla para 
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los cromosomas sexuales se observa regularmente, mientras que la aneuploidia en los otros 

cromosomas ocurre raramente. Esta aneuploidia selectiva puede ocurrir debido a que estos 

cromosomas son particularmente susceptibles a la no disyunción o porque la aneuploidia 

para otros cromosomas no es compatible con la vida (Martin y Rademaker, 1990, Hassold et 

al. 1995). Los grupos que sufren más frecuentemente la no disyunción son los D y G. 

La trisomía 16 constituye la tercera parte (33%) de todas las trisomias en abortos 

espontáneos del primer trimestre de la gestación, por lo que es evidente que este 

cromosoma tiene una alta incidencia de no disyunción (Martin y Rademaker, 1990). La 

frecuencia de aneuploidia varía en los diferentes estados del desarrollo embriológico. La 

trisomla 1 nunca se ha encontrado en abortos espontáneos, pero recientemente se vió en el 

caso de un embrión de ocho células, lo que demuestra la viabilidad de esta trisomia en 

estados muy tempranos del desarrollo (Wall et al. 1987). 

Es de interés determinar la incidencia de no disyunción para distintos cromosomas, ya 

que esta Información dará Importantes respuestas sobre este mecanismo en la formación y 

supervivencia de embriones cromosómicamente anormales. Si todos los cromosomas tienen 

la misma tasa de no disyunción, entonces el mecanismo que la origina podría ser el mismo 

para todos los cromosomas. Si existen cromosomas con una alta frecuencia de no 

disyunción, entonces seria conveniente considerar las características especificas de los 

cromosomas, tales como el tamaño pequeño o la presencia de heterocromatina o regiones 

del organizador nucleolar (NORs), para dilucidar algunos factores que influyen en la tasa de 

no disyunción. Se ha sugerido que todos los autosomas tienen la misma frecuencia de no 

disyunción en el varón, y que los cromosomas sexuales tienen una alta frecuencia de 

aneuploidla (Martin y Rademaker. 1900). 

El cultivo de linfocitos ha identificado a portadores de translocaciones balanceadas 

como un grupo con alto riesgo de aborto habitual (Rosenbush y Sterzik, 1991). Sin 

embargo, algunos estudios en embriones abortados han indicado que las anormalidades 

cromosómicas son en su mayorla numéricas, más que estructurales (Hassold et al. 1980). 
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Es importante señalar que el análisis de células somáticas no implica que no se 

presenten errores de novo durante la maduración de las células germinales. Por ejemplo las 

divisiones celulares continuas de la espermatogénesis y la exposición a clastógenos, son 

condiciones que podrían aumentar gradualmente la frecuencia de rompimientos 

cromosómicos en relación con la edad avanzada de los varones (Martin y Rademaker, 

1987). 

En el trabajo pionero descrito por Rudak et al. (1978) se encontró un 5% de 

aneuploidlas en 60 espermatozoides de un varón sano. Por otro lado, Martin et al. (1982) 

encontraron 9.2% de anormalidades cromosómicas, predominando las aneuploidlas y los 

rompimientos cromosómicos. 

Otro trabajo realizado por Martin (1984) mostró un 8.5% de anormalidades 

cromosómicas, estando el 5.2% representado por alteraciones de tipo numérico. Se hallaron 

aneuploidlas, rompimientos cromosómicos, fragmentos cromosómicos, delaciones y 

translocaciones recíprocas. Este estudio reporta una mayor frecuencia de anormalidades 

cromosómicas en los gametos humanos que en los ovocitos de criceto, lo que quizá esté 

relacionado con los factores ambientales o genéticos. 

Como se puede observar, la mayoría de los trabajos muestran una frecuencia de 

anormalidades cromosómicas que varía desde 5% (Brandriff et al. 1985a) hasta 10.4% 

(Martin et al. 1987; Martin, 1990). 

Un trabajo realizado por Benet et al. (1992) indica que la selección de 

espermatozoides móviles no Implica selección cromosómica, pues se demostró que la 

frecuencia promedio de anormalidades cromosómicas 10.9% y la proporción sexual (50.4% 

X y 49.6% Y) obtenidos en espermatozoides con alta movilidad no son significativamente 

diferentes de aquellos observados en espermatozoides no seleccionados: Brandriff et al. 

(1985a) 9.3% y 50.1% X y 49.9% Y y Martin et al. (1987) 10.3%, 53% X y 47%. 

También se han reportado algunos trabajos donde se analizan complementos 

cromosómicos de varones sometidos a determinados tratamientos, que demuestran la 
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presencia de aberraciones cromosómicas. Por ejemplo, se han realizado estudios en 

pacientes con cáncer bajo tratamiento de quimio y/o de radioterapia, cuyos resultados 

demostraron una alta frecuencia de complementos aberrantes, en su mayoría de tipo 

estructural. Sin embargo, el bajo número de muestras no responde en forma definitiva si los 

mutágenos químicos pueden aumentar la frecuencia (Jenderny y R6hrborn, 1987; Martin et 

al. 1986). Pero en un trabajo de Genesca et al. (1992) se Indica que el daño de los 

espermatozoides humanos producido por los efectos de la cafeína, ocasiona un aumento en 

las aberraciones cromosómicas y cromatídicas, pero que a su vez puede ser reparado en el 

citoplasma del ovocito de criceto mediante mecanismos de pre y poskeplicación. 
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ANTECEDENTES  

Las técnicas de bandas cromosómicas han permitido la descripción de numerosos 

cuadros clinicos ocasionados por alteraciones numéricas y estructurales en los cromosomas 

autosómicos, así como en los gonosomas. Por la alta frecuencia y por las importantes 

repercusiones familiares y sociales que representan, es de gran importancia conocer su 

etiologla. Algunos de los factores más relevantes para que se presenten anormalidades 

cromosómicas son la edad materna, la edad paterna, la fertilización retardada, 

polimorfismos moleculares, autoinmunidad, disminución o bloqueo de los genes para ARNr, 

virus, variación estacional y acción de agentes mutagénicos, entre otros (Salamanca, 1990). 

Para analizar los cromosomas en el hombre se realiza un cariotipo, cuya metodología fue 

descrita por Moorhead (1960) y que consiste en extraer sangre periférica para hacer un 

cultivo de linfocitos, estimulándolos mediante el empleo de fitohemaglutinina. Más adelante 

se desarrollaron las técnicas de bandas cromosómicas, que permiten identificar a cada uno 

de los cromosomas individualmente por sus características morfológicas y estructurales 

(Dutrillaux y Lejeune, 1971; Caspersson et al. 1970). 

Con la metodología desarrollada por Rudak et al. (1978) es posible analizar las 

características funcionales del semen, los tiempos de descondensación de la cromatina y 

formación de pronúcleos en el espermatozoide humano y la constitución cromosómica de los 

gametos humanos; también se puede aplicar al estudio sobre mecanismos causantes de 

anormalidades cromosómicas, a Investigaciones sobre el efecto de diversos agentes que 

pudieran ser mutagénicos y a la estimación de la frecuencia y tipo de anormalidades 

cromosómicas en el espermatozoide humano (Martin et al. 1983a y b). 

La cromatina del espermatozoide maduro de mamífero se encuentra empaquetada en 

una partícula paracristalina, genéticamente inactiva de organización única estructural y 

molecular. Esta partícula se caracteriza por la presencia de proteínas básicas especificas del 

espermatozoide, las protaminas, que reemplazan a las histonas somáticas (Brandriff et al. 

1991; Kvist, 1980). Después de la entrada al citoplasma del ovocito y siguiendo a la fusión 

de gametos, el núcleo espermático se descondensa en un pronúcleo haploide, que 
14 



permanece separado del pronúcleo haploide derivado de la hembra y posteriormente lleva a 

cabo una serie de cambios bioquímicos y estructurales como parte de su reactivación 

genética en la preparación para la formación del genoma embriónico diploide (Kvist, 1980). 

Durante la profase de la primera división mitótica, el genoma paterno es reempaquetado en 

cromosomas mitóticos condensados y se une con el complemento cromosómico materno en 

la primera placa metafásica (Yanagimachi, 1984). Fig. 2. 

15 



Capacitacidn 

Hiperactivadán Reaccion Acrosomal 

Cambios en la membrana 
plasmatica de la cabeza 
del espermatozoide no 
participaron en reaccidn 
acrosomal 

Penetración de la zona 

  Fusidn esperm•ovocito 4 	 

Entrada del ndcieo 
espermático 

Alteración de las propiedades 
de la membrana plasmatica 
del ovocito 

1 	 

H Boqueo de la membrana 
plasmética del ovocito a 
la poliupermia 

	aI  
Desaparición de la 
envoltura nuclear 
del espermatozoide 

Descondensación del 
núcelo espemild!co 

Desarrollo del pronúcleo 
espermético 

Activación del citoplasma 
del ovocito 

1 	 

Terminación de la meiosis 
del ovocito 

Desarrollo del pronúcleo 
del ovocito 

Exocitosis de 
	

Reacción 
gránulos 
	

de 
corticales 	 zona 

Activación y n'arreglo del 
sistema citoesqueltico 

Unión de genomas 

la. segmentación 

Fig. 2. Principales procesos y mecanismos de la fertilización normal en mamíferos y su 

posible relación. 
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Durante la transformación de espermátida a espermatozoide (espermatogénesis) se 

desarrollan el acrosoma, la hélice mitocondrial, el cuello, la cola y la cromatina nuclear se 

condensa. El estado final de la condensación de la cromatina es debido aparentemente, al 

reemplazo de las histonas de tipo somático por una histona básica especifica del 

espermatozoide a la cual el ADN de la espermátida se une firmemente. La razón de este 

intercambio de histonas parece deberse a que las histonas básicas neutralizan 

efectivamente las fuerzas repulsivas electrostáticas en la molécula de ADN, y favorecen la 

condensación del material genético. Además de tener un alto contenido de arginina básica, 

las histonas del espermatozoide (en los mamíferos placentarios) son extremadamente ricas 

en grupos tioles, conteniendo cisteina. Entre los cambios morfológicos y estructurales que se 

presentan en el espermatozoide durante el proceso de maduración epididimaria están: la 

pérdida de la gota citoplásmica y una estabilización de la cromatina nuclear condensada por 

la formación de puentes disulfuro (S-S) entre los toles (SH-) que contienen residuos de 

cisteina de las protaminas del espermatozoide (Kvist, 1980). 

Durante la fertilización, conforme el núcleo comienza a penetrar el ovoplasma maduro, 

existe una rápida desintegración de la membrana nuclear simultánea con la 

descondensación de la cromatina nuclear fibrilar. Para que ocurra la fertilización es esencial 

la apropiada descondensaclón de la cromatina y la subsecuente formación de pronúcleos 

(Kamiguchi y Mikamo, 1988). 
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FERTILIZACION 

Tan pronto como la cabeza del espermatozoide es incorporada en el citoplasma del 

ovocito, su envoltura nuclear se desintegra y comienza la descondensación de la cromatina, 

lo que se verifica al observar la presencia de cabezas turgentes de los espermatozoides en 

el citoplasma de los ovocitos. La adecuada descondensación de la cromatina nuclear y la 

subsecuente formación de pronúcleos que ocurren en este estado, son esenciales para la 

fertilización (Brandriff et al. 1988a y b; Brandriff y Gordon, 1989). Durante la 

descondensación fisiológica de la cromatina, las fibras cromosómicas se empiezan a 

desenrollar lo cual hace posible la duplicación del ADN y el posterior arreglo de las fibras en 

cromosomas metafásicos en la placa ecuatorial del primer huso mitótico (Kvist, 1980; Longo 

y Kunkle, 1978; Longo y Yanagimachl, 1993). La cromatina nuclear condensada en loa 

espermatozoides de los euterios, está estabilizada por enlaces S-S entre las unidades de 

protaminas. Para que se dé la descondensación de la cromatina y la subsecuente 

separación de los cromosomas, se requiere el rompimiento de los puentes S.S. Se ha 

postulado que el ovocito proporciona factores especiflcos (grupos dotes libres) que inducen 

la descondensación de la cromatina mediante un rompimiento reductor de los puentes 

disulfuro S-S de la cromatina nuclear cuando el espermatozoide ha perdido su membrana 

nuclear y se encuentra en el citoplasma del ovocito (Kvist, 1980; Yanagimachi et al. 1976). 

Sin embargo, no siempre ocurre una apropiada descondensación de la cromatina ni la 

formación de pronúcleos. Por lo tanto, en los ovocitos penetrados por más de un 

espermatozoide (polispermia) algunos pueden llevar a cabo la descondensación de la 

cromatina mientras que otros permanecen esencialmente intactos (Kvist, 1980). 

En este proceso, se da una serie de eventos complejos que siguen a la incorporación 

del espermatozoide, incluyendo la descondensación de la cromatina y la reconstitución de un 

estado transcripcional activo. Por lo tanto en la cruza heteróloga entre ovocitos de criceto 

dorado y espermatozoides humanos, el citoplasma del ovocito y la cromatina del 
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espermatozoide deben estar programados de tal modo que puedan interactuar en una 

secuencia ordenada. 

Los estudios realizados por Brandriff et al. han permitido determinar en qué estado del 

desarrollo pronuclear ocurre la síntesis de ADN, basándose en el tamaño del pronúcleo 

masculino, así como en el estado de descondensación (Brandriff et al. 1988a y b). Sin 

embargo, no se conocen los mecanismos implicados en este proceso (Brandriff y Gordon, 

1989). 
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HISTORIA Y ETICA 

En 1976 Yanagimachi et al, reportaron que el espermatozoide humano penetra 

ovocitos de M.auratus libres de zona pelúcida después de haber llevado a cabo la 

capacitación y la reacción acrosómica, que son dos pasos importantes en la fertilización de 

los ovocitos en los mamíferos. Por lo tanto los ovocitos de criceto dorado se pueden usar 

como sustitutos de ovocitos humanos para valorar la capacidad fertilizante del 

espermatozoide humano. En esta fertilización heteróloga se desarrollan los pronúcleos y 

posteriormente aparecen los cromosomas del ovocito y del espermatozoide; el ovocito puede 

alcanzar el estado de dos células (Yanagimachi y Chang, 1964; Yanagimachi et al. 1976), 

pero nunca se desarrolla in vitro más allá de este estado. Aún cuando los ovocitos llegaran a 

un desarrollo posterior, el híbrido no llegarla a término debido a las enormes diferencias 

entre el genoma del roedor y el genoma humano. La utilización de ovocitos de animales para 

investigación básica y diagnóstico clínico, como en el caso de este protocolo, resulta 

justificada, ya que pretende evaluar la función y aspectos genéticos del espermatozoide 

humano para beneficio del hombre (Yanagimachi et al. 1976). 

A este bioensayo que inicialmente se desarrolló para conocer la capacidad fertilizante 

del espermatozoide humano usando ovocitos de criceto libres de zona pelúcida, se le ha 

referido de diversas maneras: 1) ensayo de penetración del ovocito de hamster o criceto, 2) 

prueba o ensayo de ovocitos de criceto libres de zona pelúcida, 3) ensayo de penetración de 

ovocito, 4) ensayo o prueba de penetración del espermatozoide, o 5) prueba de Humster 

(humano-hamster) (Yanagimachi, 1984). 

Para realizar esta técnica es indispensable la eliminación de la zona pelúcida del 

ovocito de criceto aplicando una digestión enzimática, para evitar que haya especificidad a la 

reproducción (Yanagimachi et al. 1976). Asimismo es necesaria la capacitación In vitro de los 

espermatozoides humanos, proceso que en condiciones naturales es inducido por las 

secreciones del tracto genital femenino y que incluye alteración en la composición lipidica y 

de glicoproteinas de la membrana plasmática del espermatozoide, provocando así un 

aumento en la actividad metabólica y movilidad del mismo (Reyes et al. 1980). 
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JUSTIFICACION 

Actualmente no existe en nuestro medio la metodologla adecuada para el estudio de 

la descondensación de la cromatina, formación de pronúcleos y obtención y observación de 

cromosomas en el espermatozoide humano. El desarrollo y estandarización de la prueba de 

penetración espermática con ovocitos de criceto dorado permitirá posteriormente, investigar 

la frecuencia y el tipo de alteraciones cromosómicas en los espermatozoides humanos. El 

análisis directo de los cromosomas en los gametos masculinos humanos facilitará en gran 

medida determinar la contribución paterna en las anormalidades cromosómicas de sus 

descendientes, así como también permitirá valorar el daño reproductor en varones expuestos 

a la acción de agentes genotóxicos ambientales. Con estos datos se podrán establecer 

valores de referencia en nuestra población para conocer el efecto cromosómico a nivel de 

gametos de distintos agentes o sustancias que puedan ser mutagénicos. 

También podrán investigarse los factores relacionados con el impacto de la no 

disyunción y con la segregación de translocaciones balanceadas en el hombre. 
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OBJETIVO GENERAL 

Aplicar la prueba de penetración de espermatozoides humanos en ovocitos de criceto 

dorado Mesocricetus auratus,  para la obtención y observación de cromosomas metafísicos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Analizar las características estructurales y funcionales de cada una de las 50 muestras de 

semen humano mediante una espermatobioscopla directa 

2. Realizar la capacitación In Arg. de los espermatozoides humanos. 

3. Efectuar la fertilización heteróloga con ovocitos de criceto dorado M. auratus y 

espermatozoides humanos. 

4. Determinar el tiempo en que se lleva a cabo la descondensación de los núcleos 

espermáticos, asl como la formación de pronúcleos. 

5. Cuantificar el número de pronúcleos espermáticos y el grado de descondensación de la 

cromatina. 

8, Obtener cromosomas metafísicos a partir de loa ovocitos fertilizados, 

7. Determinar si existen anormalidades cromosómicas en los gametos humanos mediante el 

análisis microscópico de complementos cromosómicos. 
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MATERIAL Y METODOS 

1. Se seleccionaron para el estudio hombres donadores voluntarios en edad reproductora sin 

historia alguna de radio o quimioterapia, a quienes se les realizó una espermatobioscopla 

espermatobioscopla directa (EBD). 

2. A los individuos se les proporcionó un cuestionario que debieron contestar para conocer 

su sitio de trabajo, vivienda, antecedentes de enfermedades genéticas, hábitos alimenticios, 

antecedentes de tabaquismo, alcoholismo, adicción a alguna sustancia o fármaco, etc. 

3. Se averiguó también si hablan engendrado o no un embarazo (fertilidad comprobada y no 

comprobada) y las características clínicas de la descendencia. 

Cada uno de los donadores voluntarios participantes proporcionó una muestra de 

semen y se le realizó una EBD para valorar los parámetros y compararlos con los criterios 

establecidos por el Manual de laboratorio de la OMS para el examen del semen humano 

(1987). 

Se obtuvo la muestra después de tres días de abstinencia sexual en una habitación 

cercana al laboratorio con la privacidad necesaria. Si esto no era posible, se hacia llegar la 

muestra dentro de la primera hora después de su obtención. Las muestras de semen se 

obtuvieron por masturbación en un recipiente limpio y estéril, de boca ancha, de vidrio o 

plástico, mantenido a una temperatura de 20°C a 37°C y se procesó tan pronto como 

ocurrió la licuefacción. 
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ESPERMATOBIOSCOPIA DIRECTA (EBD) 

Se observó la apariencia de la muestra (color, homogeneidad y licuefacción) 30 

minutos después de su obtención. Se determinó el volumen de la muestra en mililitros y se 

analizaron la consistencia y la viscosidad. Se midió el pH. Se realizó la valoración 

microscópica de la muestra, que consistió en determinar en una pequeña proporción de la 

misma el procentaje de la movilidad, si era o no progresiva, la viabilidad, la concentración 

espermática, la cuenta total, morfologla y presencia de células germinales, epiteliales y/o 

leucocitos. 	En seguida se describe la forma en que se analizaron cada uno de los 

parámetros andrológicos evaluados: 

MOVILIDAD: Se colocó una gota de semen sobre un portaobjetos y se estimó el porcentaje 

de espermatozoides móviles y la eficiencia con la cual éstos se movían. La movilidad puede 

ser "excelente o buena" si los espermatozoides se mueven rápida y linealmente, "escasa o 

moderada" si el desplazamiento es lineal lento o no lineal, y "no progresiva" si no existe 

movimiento. Se analizaron cuando menos 100 células. 

VIABILIDAD: Se determinó utilizando la técnica de tinción supravital con el colorante azul de 

tripano. Se contaron 100 espermatozoides, diferenciando las células vivas (sin teñir) de las 

muertas (teñidas), se utilizó el azul de tripano al 2% (0.02 g de azul de tripano/ml de BWW). 

CONCENTRACION ESPERMATICA: Se agregaron 0.02 ml de la muestra de semen licuado 

a 0.38 ml del diluyente para el conteo de los espermatozoides (5 g de NaHCO3 y 1 ml de 

formamida al 35% en 100 ml de NaCI 0.9%); es decir, la dilución de la muestra fué de 1:20. 

La cuenta se realizó con ayuda de un hemocitómetro o cámara de Neubauer (Brigth Line, 

American Optical) colocando una gota de la muestra directamente o con pipeta para células 

blancas, y se contaron 5 de los 25 cuadrantes en la rejilla del hemocitómetro. La cantidad de 

espermatozoides contados de esta manera es igual al número de millones de 
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espermatozoides por mililitro de la muestra de semen original. Se reportó como número de 

células/ml (concentración espermática) y como número de células/eyaculado (cuenta total). 

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS ESPERMATOZOIDES: Se analizaron 

mediante preparaciones fijas de la muestra de semen, las cuales se tiñeron utilizando el 

método de Papanicolaou modificado para espermatozoides. 

PRESENCIA DE CELULAS GERMINALES, EPITELIALES Y/0 LEUCOCITOS: Se evaluó 

también en semen fresco, al igual que la movilidad; en el caso de los leucocitos se contaron 

observando con objetivo 40X, el promedio del número de leucocitos/campo. El conteo de las 

células germinales y epiteliales se hizo en preparaciones teñidas con la técnica de 

Papanicolaou. Se contaron cuando menos de 400 a 500 células para diferenciar cada tipo 

celular. 

Una vez realizada la espermatobioscopia en la muestra de semen, se capacitaron los 

espermatozoides para proceder con la fertilización jn yju de los mocitos de criceto dorado 

M. auratue. 
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PREPARACION DEL MEDIO BVVW 

El medio utilizado para la preparación de las muestras de semen, lavado y 

capacitación de los espermatozoides, y preparación de los ovocitos fue una solución Krebs-

Ringer modificada por Biggers, Whitten y Whittingham (Biggers et al. 1971) para 

experimentos frescos. Para la elaboración del medio BWW completo se requirió previamente 

de una solución madre de sales 10X y de otra 1X. Para preparar la primera se disolvieron los 

siguientes componentes en un volumen total de un litro de agua destilada: 

NaCI 	 55.40 g 
KCI 	 3.58 g 
CaCl2 	 1.89 g 
KH2PO4 	1.82 g 
MgSO4.7H20 	2.94 g 

Esta solución se puede almacenar a 4°C por un periodo de tiempo indefinido. 

La solución madre 1X se preparó combinando los siguientes componentes y 

agregando agua destilada a un volumen total de un litro (se puede mantener a 4°C por un 

periodo de dos semanas): 

solución madre de sales 10X 	100 ml 

Solución de piruvato de sodio 
(0.28 g de piruvato en 10 ml agua) 	1.0 ml 

D-Glucosa 	 1.0 g 

Solución madre de antibióticos 
(penicilina G,10 UI/ml y sulfato 
de estreptomicina, 60 mghnl) 	1.0 ml 

Rojo fenol (0.5%) 
(0.5 gen 100 ml) 	 0.5 ml 

Nepe* libre de ácido (2M) Sigma 	9.5 ml 

Nepe* (2M en 3M NaOH) 	 10.5 ml 
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La solución de trabajo BVVW completa se preparaba diariamente adicionando 0.2016 

g de NaHCO3, 0.37 ml de ácido láctico (DL-V,Sigma) y 0.5 g de albúmina sérica humana 

(Sigma) a 100 ml de la solución madre BWW 1X. Esta mezcla se filtraba a través de una 

membrana de acetato de celulosa (de poro 0.22 i) esterilizada, y el pH se ajustó a 7.4 o 7.5 

con un pequeño volumen de (aprox. 0.1 ml) de ácido o hagas básico. 

El medio utilizado para el cultivo de los ovocitos fué Ham F-10 (Flow Laboratories) 

elaborado diariamente suplementado con 15% de suero fetal bovino (Flow Laboratorios) 

inactivado al calor 56°C durante una hora), 100 UI de penicilina G/ml y 50 pg de sulfato de 

estreptomicina/ml. El pH de la solución se ajustó a 7.2 con HCI 1N. 
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CAPACITACION DE LOS ESPERMATOZOIDES 

Para realizar la capacitación de los espermatozoides, la muestra fue procesada de la 

siguiente forma: una vez que ocurrió la licuefacción, la muestra de semen fue diluida a 10 ml 

con BWW en un tubo cónico de centrifuga de 15 ml y se centrifugó a 600 g durante 6 

minutos. El sobrenadante era decantado y el botón se resuspendia en 10 ml de BWW. Éste 

se centrifugaba dos o más veces para remover fluidos seminales y sedimentos que pudieran 

Inhibir la capacitación; y por lo tanto la penetración al ovocito. El botón final se resupendió en 

un volumen final de 1 ml y se midió nuevamente la cuenta espermática. La concentración de 

espermatozoides se ajustó a 10 X 106  esperm/ml. Empleando una pipeta Eppendorf, se 

colocaron gotas de 100 il en cada uno de los cuatro pozos de cultivo de tejidos (Falcon, 60 

X 15 mm) y se cubrieron con aceite de parafina (Fisher, 0-121). Finalmente estas 

preparaciones se Incubaron a 37°C, con 5% de CO2 y 95% de humedad durante 4 a 6 horas 

para efectuar la capacitación antes de la coincubación con los ovocitos. 

Evaluación de la capacitación 

Una vez transcurrido el tiempo de capacitación, se realizaba un frotis en fresco de la 

muestra de espermatozoides para evaluar el procentaje de la movilidad y el tipo de 

movimiento que tenían las células. También se valoró nuevamente la viabilidad con azul de 

tripano. 
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RECUPERACION Y MANEJO DE OVOCITOS (SUPEROVULACION) 

Se utilizaron hembras de criceto dorado M. auratus de 6 a 8 semanas de edad (4 para 

cada experimento, 100.250 ovocitos); se mantuvieron 4 en cada jaula a 23°C con un 

fotopriodo de 14 horas de luz y 10 horas de obscuridad. Los cricetos se consiguieron una 

semana antes del experimento para ajustarlos a dichas condiciones y cuando se utilizaron 

tenían entre 2 y 8 meses de edad. 

Dos mañanas previas al día del experimento se indujo la superovulación de los 

cricetos con una inyección intraperitoneal de 25 a 30 UI de PMSG (Pregnant Mere Serum 

Gonadotrophin, Sigma G-4877) para Inducir la maduración folicular, seguida a las 17 horas 

de otra inyección intraperitoneal de 25 a 30 UI de HCG (Human Chorionic Gonadotrophin, 

Serono) para provocar la ruptura de los folículos (ovulación). La masa del cumulus que 

contenía a loa ovocitos se encontraba en el oviducto 15 a 17 horas después de la inyección 

de HCG; cada hembra proporcionó de 40 a 60 ovocitos. Las hembras se sacrificaron por,  

dislocación cervical. Se disecaron el útero con los oviductos y los ovarios. Se separó la 

porción distal del útero junto con el oviducto y el ovario de cada lado y se colocaron en una 

caja de Patri con 3 ml de medio. 

29 



INTERACCION DE GAMETOS (FERTILIZACION HETEROLOGA) 

Aproximadamente una hora antes de la disección, se llenaron cuatro vidrios de reloj 

con 3 mi de BWW cada uno; otros dos se llenaron con 1.5 ml de BWW y 2 más se llenaron 

con 3 mi de F-10. Asimismo se preparó un tubo con hialuronidasa (Tipo I-S, Sigma) 1.5 ml 

de una solución 2 mg/mi en BWW, y otro tubo con tripsina (Tipo XII, Sigma) 3 ml de 1 mg/mi 

en BWW. La solución de colcemida (Gibco, 10 pg/m1) se agregó al medio F-10 en una 

concentración de 4 pg/mi, Utilizando una pipeta Eppendorf se colocaron gotas de 501J1 de F-

10 en los pozos de cultivo de tejidos (Falcon, 80 X 15 mm) y se cubrieron con aceite de 

parafina. Todas las preparaciones se mantuvieron a 37°C hasta el momento de usarlas. 

A la hora del experimento, aproximadamente 17 horas después de la inyección de la 

HCG, las cuatro hembras de criceto se anestesiaron con éter y se sacrificaron mediante 

dislocación cervical. Los oviductos de cada grupo fueron removidos a uno de los vidrios de 

reloj preparados con 3 ml de BWW. Para que el tiempo desde la disección hasta la 

coincubación de espermatozoides con ovocitos fuera entre 30 y 45 minutos, se disecaban 

rutinariamente 4 hembras de criceto. Los siguientes procedimientos se llevaron a cabo con la 

ayuda de un microscopio de disección equipado con un filtro de luz roja. Se utilizaron luces 

de baja luminosidad para manipular los ovocitos, ya que las longitudes de onda corta de los 

bulbos fluorescentes pueden Impedir que la meiosis llegue a término o que los pronúcleos se 

formen (Rogare et al. 1979; Yanagimachi, 1981). Los oviductos fueron transferidos a otro 

vidrio de reloj preparado con 3 ml de BWW para lavar el exceso de sangre y después se 

colocaron en vidrios de reloj con 1.5 ml de BWW, donde el oviducto fue puncionado para 

recuperar la masa del curnulus. A ésta se le agregó la solución de hialuronidasa preparada 

en el tubo (concentración final 1 mg/m1), con lo cual se produjo la dispersión de células del 

cumulus en unos cuantos minutos, liberando así a loe ovocitos. Utilizando una micropipeta 

con punta muy delgada, unida a un tubo de látex y una boquilla para succionar, los ovocitos 

eran inmediatamente lavados tres veces en una placa de 9 pozos precalentada a 37°C para 
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remover las células del cumulus. Posteriormente los ovocitos fueron transferidos a otro pozo 

en la misma placa que contenía la solución de tripsina preparada, la cual disolvió la zona 

pelúcida. Los ovocitos se lavaron otras tres veces después de que el primer cuerpo polar se 

habla separado, lo que Indicaba que la zona pelúcida habla sido completamente disuelta por 

la tripsina. Si los ovocitos son removidos de la tripsina antes de que el cuerpo polar quede 

libre, se puede impedir la fertilización. Después, los ovocitos se colocaron en las gotas con 

los espermatozoides capacitados y se coincubaron a 37°C, con 5% de CO2 y 95% de 

humedad durante un periodo de 6 horas. 

VERIFICACION DE LA FERTILIZACION 

Para determinar el tiempo más apropiado para transferir los ovocitos con los 

espermatozoides el medio F10, se realizaron observaciones de la fertilización. El tiempo de 

observaciones depende de los parámetros de los espermatozoides: un vigoroso movimiento 

en una muestra con 50% de motilidad, se verifica para ver si hubo fertilización desde los 15 

minutos de coincubación; mientras que una muestra inactiva o con muy baja motilidad no lo 

requiere hasta después de una hora o más de coincubación. 

Las laminillas utilizadas para la verificación de la fertilización se prepararon con cuatro 

pequeñas gotitas de vaselina fria (4°C), que se colocaron sobre la laminilla de manera que 

las cuatro esquinas de un cubreobjetos de 22 mm descansaran sobre ellas. 

Los ovocitos se lavaron en grupos de 5 a 10 sobre un vidrio de reloj preparado con 

F10 y luego se transfirieron en una gota de medio (aprox. 5 a 8 mm de diámetro) al centro 

del portaobjetos preparado. El cubreobjetos se colocó sobre las gotitas de vaselina y los 

ovocitos fueron comprimidos presionando ligeramente hasta que pudieron ser observados 

claramente con el microscopio de contraste de fases a un aumento de 100X. Las cabezas 

hinchadas de los espermatozoides, que indican la fertilización, aparecen como una área 

redonda clara con una cola, la cual es mucho más grande que en los espermatozoides que 
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aún no han penetrado el ovocito. Los espermatozoides adheridos parecen tener la mitad de 

la cabeza, que se encuentra dista! a la cola disipada en el citoplasma del ovocito. Los 

espermatozoides que se velan completos apareclan frecuentemente nadando y estaban en 

muy estrecha proximidad con el ovocito y no se encontraban unidos. 

CULTIVO DE OVOCITOS FERTILIZADOS 

El medio utilizado para el cultivo de los ovocitos fertilizados fue el Ham F-10 (Flow 

Laboratories) Inactivado con calor (56°C durante una hora), 100 UI de penicilina G/m1 y 50 

pg de sulfato de estreptornidnahl. El pH de la solución se ajustó a 7.2 con HCI 1N. 

Cuando se determinó que sí existían cabezas turgentes (que indican fertilización) en el 50% 

de los ovocitos o cuando existían 2 ó 3 espermatozoides unidos por ovocito, o después de 

un máximo de 6 h de coincubación, los ovocitos se lavaron en vidrios de reloj preparados 

con F10 y se pasaron a gotas de F10, distribuyéndolos regularmente a través de las gotas. 

Luego los ovocitos se incubaron a 37°C, con 5% de CO2 y 95% de humedad por 7 h, 

durante este tiempo se agregaron 50 pI de colcemida (4 pg/ml) a cada gota de F10 y los 

ovocitos se incubaron toda la noche (15 h) en la solución de colcemida. 

FIJACION Y PREPARACION DE LAMINILLAS 

Después de 14 horas de cultivo, los ovocitos se colocaron en solución salina isotónica 

de citrato de sodio al 0.1% con 3 mg/ml de albúmina sérico bovina durante 2.5 minutos, 

luego se colocaron en una laminilla (5 ovocitos/laminilla) y se agregaron de 4 a 6 gotas de 

solución fijadora Carnoy (metandácido acético 3:1) a una distancia de 4 a 6 cm; las gotas 

se pusieron una a la vez mientras el ovocito era comprimido y antes de que se secara 
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completamente. Las preparaciones se secaban agitándolas suavemente (Tarkowski, 1966). 

Las laminillas se colocaron en una placa caliente para aumentar la dispersión cromosómica. 

MONITOREO. ANALISIS MICROSCOPICO DE METAFASES Y CROMOSOMAS 

Después de la fijación, las laminillas se examinaron utilizando un microscopio de 

contraste de fases Carl Zeiss para localizar la dispersión de los cromosomas, los cuales se 

señalaban en las laminillas con círculos con un lápiz con punta de diamante. Este 

señalamiento reduce el tiempo en que los cromosomas son expuestos a luz ultravioleta la 

cual tiende a desvanecer y decolorar a los cromosomas cuando son fotografiados con el 

microscopio fluorescente. 

TINCION FLUORESCENTE Y FOTOGRAFIA 

Después de dos semanas, las preparaciones se tiñeron con dihidrocloruro de 

quinacrina al 0.5% (pH 4.4 a 4.5), seguido de tres enjuagues con agua destilada (pH 4.4 a 

4.5) durante un total de 10 minutos. Las laminillas se montaron en agua destilada (pH 4.4 -

4.5) y luego de ser examinadas se fotografiaron con una cámara Kodak Tech Pan acoplada 

a un microscopio fluorescente Zafas equipado con una lámpara de mercurio DC. 

Cuando no se observaban los cromosomas después de la tinción con quinacrina, otra 

parte de los ovocitos fertilizados se tiñeron con DAPI (4, 6-diamidino, 2-fenilindol) a 0.1 pglpl 

y se montaron con medio de fluorescencia (Polysciences). Las muestras se observaron con 

un microscopio de epifluoresencia equipado con el filtro para este fluorocromo (C.Zeiss). 
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RESULTADOS 

ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE SEMEN (ESPERMATOBIOSCOPIA) 

Se analizaron 50 muestras de semen de 13 varones sanos en edad reproductora 

(edad promedio 29 años), 9 con fertilidad comprobada y 4 con fertilidad no comprobada. Los 

donadores eran hombres sin historia alguna de radio o quimioterapia residentes en el Distrito 

Federal. Los datos de los diferentes parámetros andrológicos evaluados (volumen, 

apariencia física de la muestra, morfología, movilidad y concentración) se compararon con 

los criterios establecidos como normales por el Manual de la OMS para el examen del 

semen humano que se muestran en la tabla 1. Como puede observarse en la tabla 2, todos 

los donadores que participaron en el estudio, presentaron perfiles normales del semen; esto 

implica que entre los varones con fertilidad comprobada y no comprobada no existen 

diferencias significativas. Los resultados obtenidos de las muestras de semen estudiadas se 

muestran en la tabla 3 y representan el promedio t la desviación estándar. La licuefacción se 

presentó en todos los casos entre 25 y 40 minutos después de obtenida la muestra. El 

volumen fue en promedio de 2.3 mi, la movilidad espermática de 72%, la viabilidad de 89%, 

la concentración de 121 X 106, la cuenta total fue de 253 millones de 

espermatozoides/eyaculación y la morfología normal fue de 65%. 
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TABLA 1 

VAI ORES NI)RMAI F S DF 1 AS VARIAESI FS DF1 SE MF N 
MANUAL DE LA OMS 198/ 

VOLUMEN 

MOVILIDAD 

CONCENTRACION 
ESPERMATICA 

2 ml o más 

50% o más 

50% vivos 

CUENTA 	 20 mili / ml 
TOTAL 

MORFOLOGIA 	 40 mili / eyaculación 
NORMAL 

LEUCOCITOS 	 0 -1 / campo 
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TABLA 2 

RESUI T ADOS PROMEDIO DE1 ANAL ISIS DE- 1 SEMEN DE 13 VARONES 

Y FERrit IDAD COMPROBADA O N O COMPROBADA 

PACIENTE VOLUMEN MOVILIDAD VIABILIDAD CONCENTRACION CUENTA FERTILIDAD 
( ml) 	(S) 	( % ) 	(mili ml) 	(millleyac) 

1 1.7 69 82 103 173 FC 
2 2.4 . 70 89 73 192 FC 
3 2.5 ea 89 101 244 FC 
4 2.4 72 se 120 274 FC 
5 2.6 88 92 140 355 FC 
6 2.0 70 92 138 274 FC 
7 2.2 75 93 124 203 FC 
8 2.5 62 91 77 176 FC 
9 2.4 72 91 194 358 FC 

10 2.4 78 92 119 210 FNC 
11 2.0 78 90 114 230 FNC 
12 3.2 74 89 88 273 FNC 
13 1,6 77 85 194 278 FNC 

FC 	= Fertilidad comprobada 
FNC = Fertilidad No Comprobada 
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TABLA 3 

RESULTADOS DEI ANALISIS DEL SEMEN DE 
13 VARONES 

PARAMETROS 

VOLUMEN 

LICUEFACCION 

PROMEDIO ± SD 

2.3 ± 0.76 

completa 

MOVILIDAD ( % ) 72 ± 8.28 

MOVILIDAD buena 
PROGRESIVA 

VIABILIDAD ( %) 89 ± 	5.38 

CONCENTRACION 121 ± 59.82 
ESPERMATICA ( mili / ml ) 

CUENTA TOTAL 
(mili / eyaculación) 

253 ± 89.29 

MORFOLOGIA 65 ± 8.3 
NORMAL ( % ) 

LEUCOCITOS / campo 1 - 3 

RANGO 

0.9 - 4.0 

completa 

53 - 86 

buena a 
excelente 

78 - 98 

40 - 333 

38 - 408 

47 - 72 

0 - 3 
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RESULTADOS DE LA CAPACITACION 

Después de realizar la capacitación de los espermatozoides, se analizaron 

nuevamente los parámetros de las muestras de semen, especialmente aquellos que son de 

vital importancia para realizar la fertilización, como son el porcentaje y tipo de movilidad, la 

viabilidad y la concentración (Hall, 1981). 

En relación a la viabilidad se observó disminución en el porcentaje de células después 

de la capacitación (84%); en cuanto a la movilidad también se observó una baja en el 

número de células móviles (42%), sin embargo, éstas se volvieron más rápidas en su 

movimiento, es decir se notó una hiperactivación en los movimientos de los espermatozoides 

(movilidad de progresiva a excelente). La concentración espermática igualmente se vió 

disminuida, pues antes de la capacitación se tenla una concentración de 121 X 106  y 

después descendió a 78 X 106. En la tabla 4 se muestran los resultados de los valores 

promedio de los parámetros analizados después de la capacitación. 
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TABLA 4 

RESUL LADOS DE LOS PARAMETROS DEL SEMEN ANAL IZADOS 
DESPUES DE LA CAPACITALION 

MOVILIDAD 	 42 % 

TIPO DE MOVILIDAD 	Progresiva a Excelente 

VIABILIDAD 	 84 % 

CONCENTRACION 	78 mili 1 ml 
ESPERMATICA 
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RESULTADOS DE LA FERTILIZACION HETEROLOGA 

OBTENCION DE OVOCITOS 

La estimulación hormonal de las hembras de criceto dorado para la obtención de 

ovocitos fue satisfactoria, pues se lograron en promedio 65 ovocitos por cada hembra con 30 

UI de PMSG y 30 UI de HCG. El rango de ovocitos/hembra varió de 25 a 96. Para cada 

muestra de semen se emplearon 4 hembras de criceto; es decir aproximadamente 250 

ovocitos por experimento. 

Es importante señalar que de los ovocitos recuperados solamente se incubaron en 

promedio 70 ovocitos por cada muestra de espermatozoides, ya que después de la serie de 

lavados éstos no se recuperaron en su totalidad. 

En la figura 3 se evidencian algunos ovocitos de criceto dorado con zona pelúcida a) 

ovocito de criceto dorado en contraste de fases a 10X ; b) ovocito a 40X y c) ovocito a 100X. 

En la figura 4 se observa un ovocito libre de zona pelúcida (100X). 
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(b) 

(c ) 

Figura 3. Ovocitos de criceto dorado no fertilizados, con presencia de zona 

pelúcida. En a) se observa un ovocito con un aumento de 10X, 

en b) 40X y en o) 100X. 
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Figura 4. Ovocito de criceto dorado no fertilizado, libre de zona pelúcida, (100x). 
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INTERACCION DE GAMETOS 

Durante la coincubación de los gametos se fueron monitoreando los ovocitos para 

observar la presencia de cabezas turgentes en su citoplasma. Durante las 6 horas que duró 

la coincubación se realizaron observaciones de las preparaciones desde los 15 minutos y 

después cada 30 minutos, esto con la finalidad de conocer el tiempo preciso en que 

comienza la descondensación de la cromatina y la formación de pronúcleos y asi lograr la 

obtención y observación de complementos cromosómicos. 

En la figura 5 se observa un ovocito de criceto dorado y un espermatozoide humano 

durante la coincubación. 

Figura 5. Ovocito de criceto dorado sin zona pelúcida durante la coincubación, cerca del 

mismo se observa un erpermatozoide humano ( 100X ) 
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DESCONDENSACION DE LA CROMATINA 

Después de la fusión de gametos comenzó la descondensación de la cromatina en el 

citoplasma del ovocito, lo que se verificó al observar la presencia de cabezas turgentes de 

los espermatozoides o de pronúcleos espermáticos. 

En la figura 6 se muestran dos ovocitos, en uno de ellos se estaba iniciando la 

extrusión del segundo cuerpo polar y en el otro ya se observa más prominente; en la figura 7 

se muestra con más detalle un ovocito con extrusión del segundo cuerpo polar. 

La evaluación de las propiedades funcionales de los espermatozoides capacitados in 

kg mediante este bioensayo, indicó que en promedio penetraron a más del 30% de los 

ovocitos obtenidos. 

Figura 6. Dos ovocitos de criceto dorado que han sido activados por espermatozoides 

humanos, obsérvese que en uno de ellos ha comenzado la extrusión del segundo 

cuerpo polar, mientras que en el otro ya se ha hecho más aparente ( 40X ). 
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Figura 7. Ovocito libre de zona pelúcida, 30 minutos después de la inseminación donde es 

evidente la extrusión del segundo cuerpo polar en la superficie del ovocito (40X). 
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En algunos de los ovocitos, el desarrollo fue detenido en el estado de cabezas hinchadas del 

espermatozoide o estado temprano pronuclear. 

Para determinar el porcentaje de penetración de los espermatozoides se cuantificó el 

número de cabezas descondensadas y/o pronúcleos dentro del citoplasma del ovocito. En la 

tabla 5 se muestran los resultados del número de ovocitos analizados para cada paciente 

estudiado; se muestra también el número de ovocitos con segundo cuerpo polar, el número 

de ovocitos con dos o más pronúcleos y el número de ovocitos con estructuras 

cromosómicas. Es importante indicar que hubo ovocitos en los cuales se cuantificaron hasta 

5 pronúcleos. 

De los ovocitos que fueron inseminados, aproximadamente el 26% presentaba 

pronúcleos, otra porción tenía cabezas turgentes y/o extrusión del segundo cuerpo polar, el 

resto no presentaba evidencia de haber sido fertilizados. 

Los espermatozoides comenzaron a fusionarse con los ovocitos en la primera hora de 

inseminación (aproximadamente el 40% penetrados) y para las 5 horas de incubación la 

mayoría de los ovocitos estaban penetrados con un número de 2 a 5 espermatozoides por 

ovocito. 

La descondensación se observó desde los 15 minutos de coincubación, hasta las 3 

horas; a las 3.5 horas la mayoría de los gametos femeninos fertilizados presentaban 

cabezas turgentes de los espermatozoides dentro de su citoplasma, pero después de las 5 

horas de coincubación se menor número de ovocitos penetrados con relación al Inicio de la 

incubación (Figura 8). 
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TABLA 6 

RE SEA I ADOS 	LA PE NE 1 RACION ESPEKMAIS.A 

PACIENTE OVOCITOS 
ANALIZADOS 

OVOCITOS 
CON SEGUNDO 
CUERPO POLAR 

OVOCITOS 
CON DOS OMAS 
PRONUCLEOS 

OVOCITOS 
CON COMPLEMENTOS 

CROMOSOMICOS 

1 85 24 12 10 

2 65 13 18 7 

3 25 9 24 14 

4 70 32 14 4 

5 85 25 14 8 
e 47 19 27 12 

7 52 14 7 5 

8 34 27 23 9 

9 96 24 10 7 

10 59 13 16 4 

11 63 21 10 5 

12 79 28 9 6 
13 84 11 25 14 
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Figure 8. DESCONDENSACION DE LA CROMATINA 
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GRANULAS CORTICALES 

En un número de ovocitos se observó liberación de gránulos corticales, pues al 

realizar las observaciones microscópicas para el análisis de la descondensación 

espermática, se observó diferencia en la rugosidad del ovocito, en comparación con los 

ovocitos no Inseminados; esto se debió a que se redujo el número de gránulos corticales, lo 

cual es una importante evidencia de que ha ocurrido la penetración espermática 

(Maleszewski et al. 1995). En la figura 9 se muestra la diferencia entre los dos tipos de 

ovocitos a) no fertilizado y b) fertilizado, por la diferencia en los gránulos corticales. 

o 
	

b 

Figura 9. Se observan dos ovocitos libres de zona pelúcida; en a) se muestra un ovocito 

antes de ser inseminado, en b) un ovocito 15 minutos después de la inseminación. 

Nótese que antes de la fertilización los gránulos corticales son evidentes; después 

de la inseminación se observa una reducción de los mismos, también se nota la 

presencia de un pronúcleo (40X). 
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DESARROLLO DE PRONUCLEOS 

Los primeros pronúcleos se observaron a las 3-3.5 h de iniciada la coincubación de 

gametos; a las 4.5 h aproximadamente el 50% de los ovocitos hablan sido penetrados y 

presentaban pronúcleos. En la figura 10 se aprecia un ovocito con presencia de tres 

pronúcleos. 

Los pronúcleos totalmente desarrollados entran en estrecha aproximación, sus 

envolturas nucleares se desintegran y sus cromosomas se mezclan para la primera 

segmentación. 

Los pronúcleos se clasificaron por tamaño y estado de descondensación en 

pequeños, grandes e intermedios. Los pronúcleos grandes aparecen como una red difusa, 

mientras que los chicos se observan más compactos, algunos no pudieron analizarse porque 

su morfología no estaba bien definida. La mayoría de los pronúcleos era de tamaño 

pequeño. 

OBSERVACION DE COMPLEMENTOS CROMOSOMICOS 

Después de observar los pronúcleos en la mayoría de los ovocitos, se continuaron 

incubando con colchicina para la obtención de los cromosomas, pero al someterlos a la 

solución hipotónica para provocar la dispersión no fue posible observar los complementos 

cromosómicos. Sin embargo, el fluorocromo DAPI si permitió la visualización de 

complementos cromosómicos dentro del ovocito, aunque no con una clara morfología. 

Los complementos cromosómicos que lograron observarse con DAPI se muestran en 

la figura 11a, b y c, nótese que presentaron una morfología irregular, también se notan 

algunas cabezas turgentes de espermatozoides. En la mayoría de los casos se observaron 

estructuras cromosómicas pero sin una morfología definida. 
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Figura 10 Nótese la presencia de un ovocito de criceto dorado libre de zona pelúcida 3 

horas después de la inseminación, donde se observan claramente tres pronúcleos 

(100X). 

51 



al 

Figura lla Se observa un ovocito teñido con el fluorocromo DAPI donde se evidencian 

algunas cabezas de espermatozoides que empiezan a descondensarse y 

algunas donde ya tienen la forma de cromosomas. 
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Figura 11b Ovocito después de 5 horas de coincubación con presencia de cabezas 

espermáticas turgentes y un grupo de cromosomas que comenzaba a formarse 

(100X), también se observa el segundo cuerpo polar. 
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Figura 11c. Se observan tres complementos cromosómicos. También se observan algunas 

cabezas de espermatozoides que comienzan a descondenserse (100X). 
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DISCUSION 

Los factores genéticos, especialmente las anormalidades cromosómicas numéricas 

juegan un papel Importante en la pérdida embrionaria Debido a que el análisis de células 

somáticas no permite calcular el riesgo de errores que se presentan de nao durante la 

maduración de las células germinales, es muy interesante investigar si los gametos 

masculinos de varones sanos con fertilidad comprobada y/o no comprobada presentan 

anormalidades. 

La prueba de penetración espermática ha sido utilizada como una importante 

herramienta en la investigación de la infertilidad, pues permite detectar la función anormal de 

espermatozoides en pacientes que exhiben perfiles normales del semen (Overstreet et al. 

1980; Rogara et al. 1979); sin embargo, la Infertilidad también puede deberse a errores en la 

maduración de los gametos después de la penetración en los ovocitos, o muerte de cigotos 

primarios como resultado de la fertilización con un espermatozoide cromosómicamente 

anormal. 

La fertilidad del hombre depende de la calidad de su semen; es decir, la concentración 

espermática, movilidad y morfología son indicadores fundamentales en la fertilidad 

masculina (Hall, 1981; Shalgi et al. 1985). Como lo muestran los resultados de la EBD, todos 

los donadores presentaron parámetros normales según los criterios establecidos por el 

Manual de la OMS para el análisis del semen humano (1987), independientemente de si su 

fertilidad estaba comprobada o no. Sin embargo, estos parámetros no proporcionan una 

información precisa diagnóstica o pronóstica para la fertilidad humana in vitro o in vivo 

(Aitken y Elton, 1984; Aitken et al. 1985; Cohen et al. 1982). 

En los resultados mostrados se pudo observar que en todas las muestras el 

porcentaje de células móviles era normal, aunque después de la capacitación habla 

disminuido; esto implica que las características de movilidad cambiaron significativamente 

después de la capacitación. Además del porcentaje de células móviles, es muy importante 
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considerar la calidad de sus movimientos; en las muestras estudiadas las células se movían 

en forma rápida y lineal, lo cual es vital para la penetración de los ovocitos (Stauss et al. 

1995). 

Benet et al. (1992) realizaron un estudio para comparar la frecuencia de 

anormalidades cromosómicas en hombres a quienes se realizó la técnica de swim-up que 

selecciona a los espermatozoides altamente móviles, con ensayos donde no se hizo 

selección espermática, y los resultados no mostraron diferencia significativa, lo que indica 

que la selección de espermatozoides no Implica selección cromosómica. 

La densidad del eyaculado o concentración espermática es otro de los indicadores 

más importantes de la fertilidad masculina. Asimismo, la morfologla de los espermatozoides 

es importante en la valoración del potencial de fertilidad, especialmente en pacientes con 

movilidad y concentración de espermatozoides normales. Un alto número de 

espermatozoides con morfologla anormal está reflejando una pobre función testicular y debe 

evaluarse cuidadosamente debido a que puede haber un efecto significativo en la 

fertilización yen la tasa de embarazos (Hall, 1981; Kruger et al. 1988; LILE 1992). 

Los espermatozoides de mamifero recién eyaculados son incapaces de fertilizar 

ovocitos Inmediatamente, aún cuando se pongan en contacto con ellos, pues deben ser 

capacitados, lo cual ocurre en condiciones normales a lo largo del tracto genital femenino, o 

vitrº se produce bajo ciertas condiciones. El tiempo requerido para la capacitación varia de 

especie a especie (Gould et al. 1985); en particular en los seres humanos requiere de varias 

horas. Pero este tiempo también depende del estado fisiológico de la hembra o de las 

condiciones del medio al que los espermatozoides sean expuestos (Yanagimachi, 1981). Los 

espermatozoide fueron incubados para la capacitación durante un mínimo de 6 horas; en 

este estudio se observó que no todos los espermatozoides son capacitados al mismo 

tiempo, pues aun en el mismo eyaculado, algunos se capacitan más rápido que otros, lo cual 

correlaciona con los resultados obtenidos por Gould et al. (1985), y más aún, entre varón y 

varón parece haber una variación considerable, la cual no tiene correlación con edad, raza o 
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tipo sanguíneo (Yanagimachi, 1981). Bajo las mismas condiciones experimentales algunos 

espermatozoides son capaces de penetrar a los ovocitos mucho más rápido que otros. 

Wramsby y Yanagimachi (1988) han informado sobre el uso de un lonóforo para evitar el 

problema de los tiempos de incubación para la capacitación. 

El periodo en que los espermatozoides son preincubados para la capacitación, 

también varía de investigador a investigador según la metodología utilizada, algunos los 

preincuban varias horas (hasta 24 horas) y otros ni siquiera realizan la incubación; es dificil 

concluir si una preincubación larga o una corta es la adecuada para una buena penetración 

espermática; en este estudio el tiempo de Incubación seleccionado dió buenos resultados. 

Después de la capacitación, los resultados sugerían que se llevarla a cabo una exitosa 

fertilización aún cuando los valores estimados disminuyeron significativamente, pues siempre 

se encontraron dentro de los establecidos como normales por el Manual de la OMS (1987). 

La disminución que se observó en la movilidad, viabilidad y concentración espermática 

particularmente se debió a los ciclos de centrifugación•resuspensión. 

Una vez que los espermatozoides fueron lavados para eliminar el plasma seminal e 

Incubados in Wr.:g para efectuar la capacitación, las características de movilidad de los 

espermatozoides cambiaron significativamente; es decir, mostraron una hiperactivación con 

relación a su movimiento, desplazándose mejor y más rápidamente (movilidad de progresiva 

a excelente). Esto correlaciona con los resultados mostrados por Yanagimachi (1984). 

Ya se mencionó que la densidad del eyaculado o concentración espermática es otra 

de las características importantes en la fertilidad. La concentración espermática que se 

empleó en esta prueba (1 X 106  espermatozoides/m1 para 40 ovocitos) fue adecuada para la 

penetración de los ovocitos; Binor et al. (1980) han demostrado que la concentración de 

espermatozoides está relacionada en forma linear con el número de espermatozoides que 

penetran un ovocito, estos mismos autores describieron que con una concentración menor a 

X 105  no hay penetración; pero también han indicado que la concentración que da una 

mayor Indice de penetración es la de 5 X 106  (Binor et al. 1982). 
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El criterio más comunmente utilizado para la penetración del ovocito por el 

espermatozoide es la presencia de cabezas espermáticas turgentes o pronúcleos 

espermáticos dentro del citoplasma del ovocito (Hamdi et al. 1984); sin embargo, 

Yanagimachi (1984) propone que la ausencia de pronúcleos o segmentación, no 

necesariamente implica que la fertilización no haya ocurrido. 

En los resultados obtenidos se muestra que hubo ovocitos que no parecieron haber 

sido fertilizados. Por otro lado, la presencia de un pronúcleo o pronúcleos solos no es criterio 

confiable para la penetración espermática, ya que los ovocitos de criceto pueden activarse 

espontáneamente sin que exista penetración espermática (Maleszewski et al. 1995). Las 

cabezas turgentes y los pronúcleos son fácilmente vistos ya sea con un microscopio de 

contraste de fases o uno de contraste de interferencia. 

Pero otra importante evidencia de que se realizó la penetración espermática qué la 

extrusión del segundo cuerpo polar, que logró observarse en la mayoría de los ovocitos 

fertilizados (Van-den-Bergh et al. 1995). Sin embargo, hay ovocitos con segundo cuerpo 

polar pero no se nota la presencia de cabezas turgentes o pronúcleos en su citoplasma, lo 

cual correlaciona con los resultados de Maleszewski et al. (1995) sobre la activación 

espontánea del ovocito. 

Después de llevar a cabo la coincubación de gametos se observó que algunos 

ovocitos no hablan sido penetrados, esto quizá sea deba a que el número de células móviles 

va disminuyendo durante la preincubación y además la actividad flagelar también se vió 

disminuida conforme pasaba el tiempo de incubación. 

La activación de la descondensación de la cromatina nuclear en el espermatozoide 

humano inició a los 15 minutos de coincubación y duró hasta las 3 horas, momento en el que 

se observan las primeras cabezas turgentes o pronúcleos de los espermatozoides 

(Yanagimachi, 1984). 

Deberlan registrarse con más precisión los tiempos de observación de los ovocitos, es 

decir, hacer observaciones más frecuentes y a un tiempo determinado, ya que las colas de 
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los espermatozoides humanos se desintegran y no son detectables al microscopio de luz 

varias horas después de su entrada en el citoplasma. Solamente mediante microscopia 

electrónica es posible detectar los componentes de la cola del espermatozoide en el 

citoplasma (Yanagimachi, 1984). 

La polispermia se produce cuando más de un espermatozoide penetra en el ovocito y 

el número de cromosomas será mayor que el de una dotación normal. Se sabe que las 

especies animales han desarrollado durante la evolución mecanismos que Impiden que más 

de un espermatozoide penetre en el ovocito (Barros y Yanagimachi, 1972). Estudios 

realizados con ovocitos del erizo de mar sugieren la existencia de dos barreras distintas para 

evitar la polispermia: un bloqueo rápido e incompleto que tiene lugar durante los primeros 

segundos del contacto espermatozoide-óvulo, y otro bloqueo más lento, pero también más 

completo. El primero parece darse cuando después de un segundo del anclaje del 

espermatozoide existe un flujo de iones sodio hacia el interior de la célula, provocando una 

breve variación en el potencial, parecido al del impulso nervioso, parece ser que este cambio 

de tensión es lo que impide la entrada al ovocito, de más espermatozoides (Maleszewskl et 

al. 1995). 

El segundo bloqueo parece estar dirigido hacia la reacción cortical: un cambio 

estructural masivo que se produce en el huevo poco después de la fecundación. Debajo de 

la membrana del huevo no fecundado se encuentra la capa cortical que contiene unas 

vesículas llamadas gránulos corticales. Cuando el espermatozoide penetra al óvulo, éstos se 

fusionan con la membrana plasmática y descargan su contenido en el espacio que queda 

entre la membrana plasmática y la vitelina. En el contenido de estos gránulos hay dos 

enzimas importantes: una que altera especificamente las protelnas receptoras de la 

membrana vitelina, de forma que los espermatozoides extras unidos a ella quedan 

desenganchados y ningún otro puede tampoco adherirse posteriormente. La otra enzima 

degrada protelnas conectivas que unen la membrana vitelina con la plasmática, quedando 
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ambas separadas entre si. Esta secuencia de acontecimientos que siguen a la reacción 

cortica! supone un bloqueo formidable para la polispermia (Barros y Yanagimachi, 1972). 

La desaparición o una abrupta reducción en el número de gránulos corticales de la 

corteza del ovocito es otra Importante evidencia de que ha ocurrido la penetración 

espermática (Maleszewski et al. 1995). Los gránulos corticales del ovocito de criceto son lo 

suficientemente grandes como para observarse con un objetivo de 100X (Austin, 1965). 

Seria dificil evaluar si los ovocitos han sido penetrados cuando no se han observado los 

núcleos turgentes de los espermatozoides, pero es de gran utilidad evidenciar la densidad de 

los gránulos corticales en la corteza del ovocito (Kvist, 1980; Yanagimachi, 1984). 

Cuando los ovocitos de criceto libres de zona pelúcida son inseminados con una alta 

concentración de espermatozoides, es común la entrada de múltiples espermatozoides, lo 

cual conduce a un pobre desarrollo de pronúcleos espermáticos. Esto se debe a que el 

ovocito del criceto no presenta los mecanismos de bloqueo de membrana a la polispermina 

(Yanagimachi, 1994). 

No todas las cabezas espermáticas (núcleos) incorporadas en el citoplasma del 

ovocito se descondensan o hinchan (Brandriff y Gordon, 1989); en este trabajo las cabezas 

turgentes se observaron dentro del citoplasma del ovocito, mientras que los espermatozoides 

cuyos núcleos no estaban descondensados se encontraban sólo adheridos a la superficie 

del ovocito. Algunas pueden permanecer condensadas por muchas horas. Otras pueden 

descondensarse (hincharse), pero no transformarse en pronúcleos, ya que la cantidad de 

factores citoplásmicos presentes en el ovocito, que son los responsables del desarrollo del 

núcleo espermático a pronúcleo parecen estar limitados (Yanagimachi, 1984). 

Los pronúcleos se empezaron a observar a las 3-3.5 horas de Iniciada la coincubación 

de gametos; algunos no pudieron analizarse debido a una pobre morfología, quizá esto sea 

también una consecuencia de la polispermia, pues ocasiona que se observen ovocitos con 3 

o más pronúcleos de diferente tamaño y poco visibles (Yanagimachi, 1994). 

60 



La diferencia que se encontró en los tiempos de descondensación de los ovocitos 

(desde 15 minutos hasta 3 horas) quizá sea una consecuencia del distinto estado de 

maduración en que se encuentran los espermatozoides. 

En un estudio donde se realizó la interacción entre ovocitos y espermatozoides 

humanos, la expansión de la cabeza de los espermatozoides se dió después de la 

incorporación en el citoplasma del ovocito; y la inflación y vesiculación de la envoltura 

nuclear precedieron a la descondensación de la cromatina. Sin embargo, aún cuando existan 

cabezas turgentes y formación de pronúcleos en un ovocito, puede haber unas cuantas 

cabezas espermáticas que no se hayan expandido (Sathananthan et al. 1986), hecho que 

fue corroborado en este estudio al observar ovocitos con presencia de complementos 

cromosómicos y algunas cabezas turgentes. 

El porcentaje de ovocitos penetrados refleja la capacidad fertilizante de los 

espermatozoides, pero también es Importante considerar el estado fisiológico en que se 

encuentran los ovocitos, ya que es un factor determinante para que se lleve a cabo la exitosa 

descondensación de los núcleos espermáticos. 

Algunos otros factores involucrados en la penetración de los ovocitos por los 

espermatozoides, y por lo tanto involucrados en la descondensación nuclear, pueden ser: el 

tiempo de obtención de los ovocitos, el método para eliminar la zona pelúcida, el tiempo de 

capacitación de los espermatozoides, el medio BWW, la concentración de espermatozoides 

y el tiempo de coincubación de los gametos. 

Sin embargo, la descondensación de la cromatina y la subsecuente separación de las 

fibras cromosómicas son procesos asociados con la acción de proteasas y agentes que 

reducen las uniones disulfuro en las protaminas. La descondensación incompleta de la 

cromatina se observa en pronúcleos de ovocitos inseminados con concentraciones 

excesivas de espermatozoides y que muestran una polispermia excesiva (Yanagimachi, 

1984). Esto quizá se deba a la relativa carencia de ciertos factores citoplásmicos del ovocito 

de criceto. Quizá seria importante, en algunos casos, disminuir la concentración de 
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espermatozoides para evitar la polispermia. Por otro lado, Longo y Yanagimachi (1993) han 

sugerido que en los ovocitos maduros de los mamíferos deben existir factores que 

descondensan el núcleo espermático y que desarrollan los pronúcleos masculinos. 

La propiedad del ovocito de criceto dorado que se explota en esta prueba es la 

aparente ausencia de cualquier especificidad a nivel de la membrana plasmática 

(Maleszewski et al. 1995). Además la membrana plasmática del ovocito de criceto es 

excepcional por su aparente Incapacidad para controlar su propia penetración por el 

espermatozoide, a pesar de la evidente liberación de gránulos corticales del ovocito durante 

la fertilización (Binor et al. 1982). 

Hamdi et al. (1984) reportaron que la prueba de penetración con ovocitos de criceto 

no correlaciona con % de movilidad, % de viabilidad y % de morfología normal; sin embargo 

si lo hace con la concentración de espermatozoides, la movilidad progresiva y el pH (7.2 - 

7.7). Esto está en concordancia con los resultados obtenidos, ya que la concentración 

utilizada fue la propuesta por otros autores y dió una buena penetración, después de la 

capacitación se logró que la movilidad fuera progresiva y el pH se ajustó a 7.4 en todos los 

medios empleados. 

Brandriff et al. (1991) han señalado que el sistema criceto-humano podría actuar 

como un "sistema de expresión" para lesiones cromosómicas (en analogía a sitios frágiles) 

que son expresados como "gaps" (huecos) o rompimientos bajo condiciones especificas de 

cultivo. 

Estudios de la expresión de sitios frágiles en cromosomas de espermatozoides y 

linfocitos de un varón normal indican que las lesiones cromosómicas no ocurren al azar y no 

son artefactos técnicos; así que probablemente corresponden a la expresión espontánea de 

fragilidad cromosómica en el espermatozoide (Benet et al. 1989). 

Existe evidencia de que en la interacción del espermatozoide y el ovocito inicia una 

serie de reacciones químicas que producen moléculas mensajeras que causan la activación 

del ovocito (Maleszewski et al. 1995). Los principales mensajeros son jónicos; el calcio 
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comienza muchas de las respuestas para la fertilización y también puede ser importante una 

disminución en la concentración de iones hidrógeno (aumento en el pH). 

Cuando ocurre la fusión de gametos, el genoma masculino es remodelado de un 

estado inerte transcripcional a un estado funcional reactivado, lo cual se cree que está bajo 

control bioquímico del citoplasma del ovocito. Esta activación de la descondensación nuclear 

se caracteriza por la síntesis de ADN y la condensación de la cromatina. Aún se desconoce 

el tiempo de la fase S en cigotos humanos, pero en esta cruza heteróloga ocurre entre las 3 

y las 3.5 horas postinseminación (Brandriff y Gordon, 1989). 

Los enlaces disulfuro en las protaminas de los espermatozoides, formados durante el 

paso de los espermatozoides a través del epididimo, se cree que estabilizan el núcleo 

espermático condensado, incrementando su resistencia a la descondensación y quizá 

ayudando a evitar la disponibilidad del molde de ADN en el núcleo espermático (Naish et al. 

1987). Durante la fertilización los enlaces disulfuro del núcleo espermático son reducidos y 

las protaminas son removidas del ADN espermático, el último proceso que coincide, al 

menos en parte, con la descondensación nuclear espermática (Perreault y Rogers, 1982). 

Parece ser que tanto la descondensación y la eliminación de las protaminas son 

prerequisitos para que se produzca el comienzo de la síntesis de ADN; esto se basa en 

observaciones de que los núcleos espermáticos antes de formar pronúcleos son incapaces 

de Incorporar precursores de ADN, aún cuando estén presentes en los ovocitos que utilizan 

moldes para la síntesis de ADN. Quizá aparte de la reducción de enlaces disulfuro, como 

uno de los factores involucrados en la descondensación de la cromatina, existan otros 

elementos desconocidos que permitan al genoma humano responder a señales del 

citoplasma, por ejemplo para Iniciar la síntesis de ADN, pues ésta ocurre solamente después 

de que la membrana nuclear se ha reformado alrededor del pronúcleo masculino y cuando el 

pronúcleo se ha agrandado (Naish et al. 1987). Posiblemente la polispermia sea una de las 

respuestas de por qué la descondensación nuclear, así como la formación de pronúcleos 

ocurren a diferentes tiempos (Barros y Yanagimachí, 1972). 
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Los complementos cromosómicos observados tuvieron, desafortunadamente, una 

morfología inadecuada para la identificación de los cromosomas. No pudieron ser analizados 

probablemente porque no se dió una buena dispersión o debido al sobrelapamiento de los 

cromosomas pronucleares masculinos o femeninos. Esto puede darse como resultado de 

colocar 5 ovocitos en el mismo portaobjetos. Por este motivo la metodología no puede ser 

aplicada en el laboratorio para propósitos clínicos y epidemiológicos. 

Pero aún cuando no se obtuvo una buena dispersión y por lo tanto una buena 

morfología, se logró la descondensación de la cromatina en el espermatozoide humano, lo 

que implica un gran avance en el estudio de la genética humana, ya que con algunas 

modificaciones de la técnica se podrán obtener cromosomas metafásicos con una adecuada 

calidad, para realizar estudios posteriores sobre el tipo y la frecuencia de anormalidades 

cromosómicas en los gametos masculinos humanos. 

Actualmente los métodos para obtener cromosomas de espermatozoides humanos 

para análisis rutinarios presentan dificultades que deberán superarse mediante el desarrollo 

de nuevas tecnologías. Es recomendable enfocar la atención hacia aquellos procedimientos 

que son de crucial Importancia para el éxito de esta técnica (tiempos de incubación, fijación y 

dispersión, entre otros) pues seria muy importante considerar la modificación de estos pasos 

fundamentales en la fertilización In vitro interespeclfica y elaborar un método adicional al de 

los investigadores que han desarrollado esta metodología para incrementar el éxito en la 

obtención de cariotipos en la cantidad adecuada y de buena calidad. 

Desde hace poco tiempo existen nuevas técnicas que ayudan a separar 

eficientemente espermatozoides humanos con complementos X o Y, por ejemplo, el análisis 

de ADN del espermatozoide, la técnica de sephadex para selección de complemento X y el 

análisis del cuerpo Y, lo cual podría incrementar la probabilidad de tener niños sanos para 

parejas que tengan riesgo para enfermedades recesivas ligadas al X (Beckett et al. 1989), y 

más recientemente se han desarrollado las técnicas de FISH ((Fluorescence in situ 

hybridization) (Bischoff et al. 1994, Chevret et al. 1995, 1996, Holmes, y Martin, 1993, Miharu 
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et al. 1994, Robbins et al. 1993, Rousseaux et al. 199510%11S (Piirried in situ) (Pellestor et 

al. 1996). 

Otros investigadores concluyen que todavía Oil eeil..ilevalear la Incidencia real de 

aberraciones estruturales en el espermatozoide humaq,Soyere debido a que las lesiones 

cromosómicas como "gaps" (huecos) y rompimientos lin re sedraeclucidos por el mismo 

sistema criceto-humano y en segundo lugar porquelleiwyrie szt Je lee anormalidades 

estructurales detectadas en espermatozoides son abeitogloe ineett,wbles o semiestables 

(rompimientos, Intercambio de cromátidas, fragmentos 14104 corriosomas dicéntricos y 

en anillo) (Genesca et al. 1990b). 

En un estudio realizado por Genesca et al. (199104 ibeente un incremento en la 

incidencia de anormalidades cromosómicas estructuralenemmonefiretados con radio y/o 

quimioterapia para diferentes tipos de cáncer, medianelld ilonin de penetración con 

ovocitos de criceto dorado, lo cual sugiere una capacidilloloidenle cíe reparación en el 

citoplasma del ovocito de criceto. Por otro lado, se ha estallo ;le bao› condiciones tn vivo, 

aproximadamente el 90% o más de los rompimientomposemie=os originales, son 

restituidos (Vig, 1983); según otro estudio, no exiS woleViencli .de reparación en 

espermátides tardías yen espermatozoides (Sega, 1976); mbaroragrily Pedersen (1981) y 

más recientemente Matsuda y Tobari (1989) demostraron 114 1114de nespermatozolde de 

ratón podrla ser reparado dentro del citoplasma del ovocitehbeoln daseinte el periodo que 

existe entre la entrada del espermatozoide en el ovocito y eiginelale de La fase S. Matsuda 

y Tobari (1988) también dieron evidencia directa de que elkdael induldo por radiación 

ultravioleta en espermatozoides, puede ser efectivamente yamaido par mecanismos de 

reparación pre y post-replicación, después de la entr0 101 esperrmalozoide en el 

citoplasma del ovocito. Esto se logró mediante el análisim 	oteilIce e de la primera 

segmentación de embriones de ratón de una célula trataduffik libido—des de reparación 

del ADN; es decir, la actividad de reparación debe ocuimelle el ihearmpe en que el 

espermatozoide penetra al ovocito y la metafase de la primerboorgaderv. 
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Otro trabajo realizado por Ginvoévoip el al. (1979) reporta que el daño inducido 

químicamente en el genoma del ratón, trarbffifereracialmente reparado en varios ovocitos de 

ratón, dependiendo de las condiciones dila; !Ombra. 

Los resultados de estos estudiot ti/ ton gran Importancia ya que demuestran que 

pudiera existir la posibilidad de que IS os darlos genéticos en los genomas masculino y 

femenino, inducidos por algún mutáginiai eles deec la fertilización, puedan ser reparados en 

los ovocitos después de la fertilización. Sirello embargo, aún no se han realizado este tipo de 

estudios en el humanos. 

Examinando cromosomas de szlitokítos humanos multipronudeares fertilizados in ylteg 

se han podido identificar los cromosoritict31 l'origen eapermático, pero todavía no se precisa 

el origen gamético de los cromosoma es en la rriayorla de los casos, aún cuando se ha 

utilizado análisis de heteromorfismo (Rdbudil el al. 1984). Aunque este planteamiento es 

atractivo, la disponibilidad de los ovocilai h1 I lolancts para análisis cromosómico de rutina es, 

obviamente, muy limitado. Los intentos deslíe sUalizar los cromosomas de espermatozoides 

humanos, fusionándolos con células so itilládo no Mantenido éxito (Yanagimachl, 1982b). 

Actualmente se ha comenzado 11111:111illtp la te9mcnica de hibridación in dy con sondas de 

ADN especificas para X o Y biotiniladas gap gtiproporcionan una alternativa simple y factible 

para la evaluación de la proporción bebe espermatozoides X o Y y la frecuencia de 

aneuploidlas en cromosomas especifico ele enastas células. Este método está especialmente 

diseñado para determinar las aberradOreiseei nurnewricas en los espermatozoides humanos, 

además es mucho más rápido y eficioli o ar le la feertilización In dtg de ovocitos de criceto 

dorado y espermatozoides humanos (M>lano« al. 1994; Robbins et al. 1993; Rousseaux et 

al. 1995; Wyrobek et al. 1994). 

Distintos grupos de investigachookolnúan preparando experimentos de hibridación 

con sondas de ADN biotiniladas para ks a5 trOmosaaomas X, 1 y 12 (Guttenbach y Schmid, 

1990). 



También se han reportado algunos trabajos sobre la aplicación de hibridación In situ 

no radioactiva (Guttenbach y Schmid, 1990; Guttenbach et al. 1994a; Guttenbach et al. 

1994b; Pieters et al, 1990). 

Holmes y Martin (1993) han descrito trabajos utilizando FISH en núcleos 

espermáticos en interfase para valuar la utilidad de esta técnica en la detección de 

aneuploidias, la cual ha mostrado ser muy sensible y fácil de realizar, además tiene la 

ventaja de que la técnica es independiente de la función espermática y tiene la potencialidad 

de proporcionar gran cantidad de información rápidamente (Holmes y Martin, 1993). Existen 

otros trabajos usando la misma metodología con algunas variantes (Bischoff et al. 1994; 

Chevret et al. 1595; Miharu et al. 1994). 

Wyrobek et al. (1994) también ha investigado recientemente sobre la detección de 

aneuploldlas X-X, Y-Y y X-Y en espermatozoides humanos empleando FISH para dos 

cromosomas. En el trabajo desarrollado por Griffin et al. (1995) empleando FISH, se 

presenta la primera evidencia directa de un aumento de no-disyunción meiótica relacionada 

con la edad en el varón; pues se demostró que existe una mayor incidencia de 

espermatozoides XY y disomias XX y YY entgre los varones de mayor edad que entre 

hombres jóvenes, es decir, los hombres de edad madura tienen una mayor probabilidad de 

tener descendencia aneuploide en comparación con los más jóvenes. 

La técnica de FISH es una herramienta confiable, sensible y rápida; sin embargo, no 

permite examinar aneuploidías en todos los cromosomas simultáneamente a menos que se 

utilicen múltiples sondas con diferentes marcas teñidas fluorescentemente (Holmes y Martin, 

1993). Aún más actualizado es el uso de la técnica PRINS para la detección, por ejemplo, 

de disomla en el espermatozoide humano (Pellestor et al. 1996), 
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CONCLUSIONES 

1. La prueba de penetración de ovocitos de criceto libres de zona pelúcida es una poderOsa 

herramienta para conocer algunos de los mecanismos biológicos Implicados en la 

descondensación de la cromatina del espermatozoide humano, así como para conocer que 

la descondensación nuclear en el espermatoozide humano inicia a partir de los 15 minutos 

de coincubación de gametos y que los primeros pronúcleos se empiezan a formar desde las 

3 a las 3.5 horas de iniciada la coincubación. 

2. La diferencia en el tiempo de inicio de la descondensación quizá se deba al diferente 

estado de maduración en que se encuentran los espermatozoides, pero el estado fisiológico 

de los ovocitos también puede ser un factor determinante para una exitosa descondensación 

de núcleos espermáticos. 

3. Algunos de los factores involucrados en la penetración espermática, descondensación 

nuclear, formación de pronúcleos y obtención de cromosomas pueden ser la concentración 

espermática, el tiempo de obtención de los ovocitos, el tiempo de capacitación espermática, 

la manipulación de loa ovocitos al eliminar la zona pelúcida y el tiempo mínimo requerido de 

coincubación de gametos. 

4. Un mayor número de pruebas permitirá ontener un sinnúmero de complementos 

cromosómicos con una mejor dispersión, lo que permitirá analizar el tipo y la frecuencia de 

anormalidades cromosómicas en los espermatozoides humanos. 

5. Esta prueba de penetración espermática no puede ser razonablemente aplicada para 

monitoreo de rutina de cromosomas metafásicos, pero si puede aplicarse, en algunos casos, 

con propósitos diagnósticos en casos de infertilidad y esterilidad. 

S. La prueba de ateto es actualmente el método más informativo para el estudio de 

cromosomas en los espermatozoides humanos, ya que permite determinar tanto 

anormalidades numéricas como estructurales, pero ayudará en gran medida la aplicación 

complementaria de metodologias de vanguardia como son FISH y PRINS. 
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