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· Res"men 

I':n el presente trahajo se :'\Ilali;tan los posihles I.!fectns de.! Ins e.!spccies de oxíge.!I\O 

re.!activo (I';OR l. generados por leucucitos polimorfo nucleares activados COI1 un éster de 

lilrl)(11 12 Illirsitahl 13 al:clat(. de li,rh()1 (I>MA) s()hn: la l'ul1l:ionalidad espcrm:itil:a. 

Tamhien se estudió el posihle electo protel'tor de dos antiuxidrlntes alf:l-tm;ofcrol 

(vitamina E) y trolox. 

J>articnuo dc poblaciones celulares controladas: J,cucocitos polimorfo nucleares (PMN) 

!-iin activación,!-ie obtuvieron de !-iangre pcrilcrica de voluntarius !-ianos y 

espermatozoides a partir de voluntarius normoznospCrmicos con Icrtilidad prohada y 

con 3 días dc ahstinencia sexual. 

Los resultados de.! lus experillle.!ntos in "itro sugieren que existe.! un electu ddetérco de 

las especies de oxígeno reactivo gene.!mdo por la activación de pohlaciones de leucocitos 

PMN sohre los parámetros de funcionalidad espennática dependientes de la integridad 

dI.: la Illl.:lIlhmn<1 espl.:rmática. El daño producido por EOR sohre la memhrana 

espermática presente tanto en el análisis histoquimico como de microscopía electrónica 

de transmisión demostró que el efecto deletérco depende de la dosis y tiempo de 

CXptlsiciúll. 1.<1 com.:cntmciúll celular pre!-ientc juega un papel il11lx)rtante ya que ...:ntrc 

menor es la concentración y proporción entre las cclulas, las pohlaciones espermáticas 

son más susceptibles a daño, en comparación con poblaciones qUt: presentan 

concentraciones normozoospénnicas. El parámetro de funcionalidad más afectallo fue la 

movilidad progresiva y la movilidad general, que inlluyeron en los niveles ncgativos de 

la prueba de penetración del huevo de hamster. 

Por otro lado, lus resultados de la medición de los parámetros de funcionalidad 

espermática. mostraron que los antioxidantes utilizados con dos mecanismos de acción 

son dicientes para contmrrestar los erectos de las especies de oxígeno reactivo ya que 

no existieron dilcrcncias significativas entre los tratamientos con antioxidantes~' los 

controles. 

De acul!rdo con los resultados registrados para el ensayo de activación l!spennátil:a, 

aparentemente 110 existen el\:ctos de las l!spl.:cics de oxigeno reactivo sohre la respucsta 

de los núcleos espermáticos. los cuáles en condiciones oxidativas son capaces dt! 

descondcl1saciúll. realinr síntesis de DNA y formación de pro núcleos 

IlH)r!()\úgicamcnlc normales. 



1'l/mduc('Íún. 

La infertilidad se define como la incapacidad lit: producir emharazo en un período 

minimo dc un mio con actividad sexual norl\1~d y sin la utilizat:iún de mctodos 

anticonceptivos. I.a inrertilidad se clasifica en primaria, que se relicrc a un individuo 

que no ha procreado dest:cndencia con su pareja o cun parejas anteriores y la sccundaria 

se rclÍl.:n: a sujetos que han tenido descendencia previa ya st':a cun Su pareja o con 

parejas antl..:riores. 

I.a infertilidad es un prohkma que afecta tanto a homhres como a mujeres en todo el 

mundo. Se ha c.:stimado quc la rrecucncia de las parejas que han tenido alguna 

experiencia Clln inll!rtilidad a I() larg() de su vida repn)dut:tiva es de aproxilnadamcntc 

dc R% a 150,;,. Cuandu se extrapola esta cifra a nivel mundial representa de 50 a RO 

millones de personas con prohahles problemas de Icrtilidad. Si se estima que por año 2 

millollcs tic lluevas parejas maniliestan posihles prohlemas de cnncerx:iún, esta cifra 

parece ten~r tendencias a CTl .. 'Ccr ( 1,2,3). 

Dentro de las parejas con problemas de inlertilidad se ha calculado que un 4U a 50% de 

los casos la alteración proviene dc1laetor masculino, además dentro de la pohlación 

general esta cifra representa del S ni 10% de la pohlaci6n de sujetos casados (4,5). 

La investigación de las posibles causas de infertilidad en el factor masculino es sin 

duda un campo muy apasionante cn el úrea de la medicina reproductiva a nivel mundial. 

Para su estudio la infertilidad masculina se ha clasificado en 6 grupos ctiológico~ de 

acuerdo eon Alvarez (6). 

1) ('a usas testiculares (factorrs que afectan la esperrnatogénesis) 

a) Dclcetll.s en 1" eSIx:rmatogéllcsis qlll: pucúl:n estar asoci .. u.los con alll:r .. u;iollt:s 

testiculalcs primarias dadas tanto por alguna anormalidad genética () lUIr dc~ún.lenes 

en el desarrollo gunadal (Amm¡uia congénita" vanishing testes syndwlne", aplasia 

de células germinales síndrome del ca'\tillo, síndrome de Klinefelter. XX y 

anomalías del cromosoma y, síndrome X YY). 

b) Anomalías helero o autosómicas ligadas al sexo (distrofia miotónica "enfermedad 

de Steincr", síndrome de Noonan "turncr masculino"). 



c) Alteraciones en el descenso testicular. varicocele, factores medio amhientales. 

tClllpcratura, insulidcncia renal crónica. cnlcrlllcdad crúnica hepülica, alnlhol. 

tanaco. estrés, lacto res emucionales, insl-'Cticidas, pesticidas y hcrhicidas, algumls 

st)lvenles lales COllltl el hcnceno. ciertos larmacns, radiación. quimioterapia cIt:'. 

2) Causas l)Ost-testiculares 

a) Las malformaciones u obstrucciones cilios duetos excretores () glándulas sexuales 

accesorins pueden plOducir oligo/oospcrmia ti <lj'otlpcrmia. Lo ilnkrior pw.:dc ser 

producto de anormalidades congénitas (ausencia de vasos deferentes n estenosis de 

dut:'los eyaculadores) o adquiridas, ya sea por condiciones post-inlccdosas 

(cpididill1itis o pmtatitis) tl causas post-quirurgicas voluntarias como vascctomias. 

h) La Rclroeyaculación es otra causa relativamente frecuente, que se forma como 

consecuencia de neuropatia diabética o por daños a sistema nervioso 

3) Causas Ilre-testiculares (alteraciones hipotálamo -pituitaria y otras 

cndocrinop"tías) 

Las endocrinopatias asociadas con inlcrtilidad masculina incluyen hipopituitarismo, 

desórdenes de gonadotrolinas especificas, prolactinomas. estndos de insensihilidad a 

andrógenos. 

En la población masculina que actualmente consulta la cHuica de inlcrtilidad alrededor 

del 35%. presentan valores hormonales de FSII y testostcrona por debajo de los limites 

establecidos como normales. Esto se tmduce en algunos casos de 

ni i goasten(lItUlspcrm ia 

Ilipngonadismo prepuberal (Síndrome de Kallman. Eunucos hipogonadnlropos 

"fértiles") 

Ilipogonadismn post puberalcs exceso de estrógenos a) endógenos, b) exógcnos. 

Ilipcrprolactincmia. Exceso de glucocorticoides a) endógenos. b) exógenos. 

Ilipntimidismo. hipcrtiroidismo. I)iahetcs mcllitus. 



4) Infccciont.'s gcnito-urinarias 

I ,as inl'ccci()n~s del tracto g,cnito urinario son causas p()t~ncial~s de infertilidad en el 

hombre. Algunos autores han pr~sentado evidencias que con la inli:cciÚn de ('llImrdiu 

II'lIc!UJ/IIl1lis y otras bacterias gram-negativo, así como micoplasma pueden causar 

inll:l'tilidad. Solo por 111~I1Ciol1ar un c.:jcmpln: dI.:! R al 12 U'O de los sujdos con inll:rtilidad 

cursan con uzoospcrmia obslTUctiva dehida a ¡nlecciones a nivel de glándulas 

i.ll:ccs(lrias (la ~pididill1itis tuberculllsa puc.:de originar ohstrucción cl1mplda (1 

incompleta unilateral o bilateral)' COnsecuentemente desencadenar desde 

oligozoospcrmía: ~asta azoospcrmía. la orquitis urliana cuando es scvera comprollll!lc 

amhos testículos, fundamentalmente en edad puhcral () post puberal puede evolucionar 

fn;cllentel1lente en atrnlia gonadal). I:n Inglaterra. Finlandia y Suecia se reporta que 

entre 21 a 51% de las parejas con inlertilidad presentan inlección por Clamidia (7). 

Algunos autores consideran posihle que infecciones del tracto reproductor masculino 

que l!voluciona subclínicamcnte pueden ser la causa de infertilidad masculina idiopática 

(R9) 

~) C:I1USIIS inmunolú~il'lIs 

El aparato reproductor ICl1lenino con actividad sexual constante, pudiera tener 

inoculaciones periódicas con cientos de espermatozoides que inmunolÚgicamente son 

cuerpos extraños. Las estadisticas revelan que son (X'cas las mujeres que desarrollan una 

respuesta inmune. Similannente. la presencia en el tracto reproductor masculino de 

antígenos asociados a los espermatozoides, pueden aparecer durante la pubertad y 

después generar tolerancia hacia los mismos antígenos. sólo ocasionalmente involucra 

cstimulaciún autoinmunc. Se han postulado diversos mecanismos para explicar la 

fonnaciún de anticuerpos anti espermatozoides. 1:1\ el hombre se ha reconocid(1 que en 

casos de inlccción o daño en testiculo o epididimo tanto el Iluido seminal y ractores 

espermáticos han demostrado ser capaces de activar células T. I~sla:s pueden generar en 

sujett)s nt)flnales respuesta de inmunl.-supresiún a ¡lIS antigen(ls espcrm{lticos. I.(.s 

factores de ¡nmuno supresión en el semen reducen la habilidad de respuesta a tales 

factures. permitiendo la generacion de inmunidad antiespennátiea. Tambicn estos 

fw.:tnres se han señalado como activadores de células inmunes dentro del apamtn 

reproductor. aumentando también la concentración de bacterias. virus, células 



t.:pitclialt.:s. células linfuidcs y la presencia cnla memhrana cspcnnáticll dc anticuerpos 

(antígenos l.k superlkie 'Iherrantes).( 10, 11) 

6) ('ausus de Oril!,l'n dl'sC"onnddo 

Se relieTt.: prineipahnente a varones en los cuáles es dilicil establecer la presencia de 

algún lactor que pennita determinar las causas de inl"crtilidad. 1\. esta condiciún se le ha 

denominado como "inlCrtilidad idiopática" ( 12) 

I.as altt.:raciont.:s respolIsahlt.:s de la pérdidiJ de la funcionalidad de los espcrmahvoides 

humanlls pueden resultar de una combinación de varios factores. Actualmente la 

investigaciún en Andrología esta en gran parte enfocada en detenninar las causas 

ill\'(llucradas en la inlcrtilidad en el \'aTún. 

Es de suma importancia conocer los mecanismos bioquímicos precisos que intervienen 

en los procesos tanto de la capacidad fertilizante como de la pérdida de la funcionalidad 

dt.: los cspennatolOides. 

Cerca del 27% de las parejas que asisten a la clínica por problemas de infertilidad 

presentan características espermáticas alteradas con respecto a los valores 

convencionales. (13) 

En las muestras de semen, tanto de sujetos sanos como de pacientes que cursan con 

problemas de infertilidad. además de espermatozoides hay una sig,nilicativa 

¡;lIIlCelllra¡;iún de células nucleadas, entre ellas se encul!nlran células germinales, et.':lulas 

del epitelio y leucocitos( 14). Oc la población que asistió al laboratorio de Andrologia, 

el 1&.5%, dt.: las muestras anali;¡adas presentaron wlleentraciones dt.: leucocitos 

superiures a los niveles estahlecidos como nonnaks (Datos no puhlicados). 

Concentraciones de Il!ucocitos polimorfo nucleares en el semen superiores a un millón 

por mi con tinción positiva a la pcroxidasn . Indican que el pnciente cursa con 

leucospt.:rmia. Esta condición está asociada con procesos inllamatorios y/o inli.:¡;ciosos 

del tracto reproductor masculino, que a su vez resultan ser causas potenciales de 

inli.:rtilidad ell ellu)mbre (15. 16). Se ha intentado dcLenninar el signili¡;ado funcional 

de la pohlación de leucocitos seminales. I.os resultados de las investigaciones realizadas 

hasta el momento sugieren que estas células pueden estar involucradas en diversos 

mecanismos: por ejemplo los linfocitos pudieran participar en respuestas importantes de 

modulación inmunológica y auto inmunidad del tracto genital. Los macrófagos 



participan en la lagot:itllsis uc los cspcrmato:toiul:s, I.a presellt:ia dc ncutrúliltls es un 

mart:í.ldor dc prostatitis en las modalidades: 

Ilb<tctcrial1í1 

b)aguda 

:2) no hacteriana, 

Sin embarg() el signilieau() clínico uc la leuc()spcrmia pennanece t:lmtroversial, I-:xisten 

evidencias quc sugieren que la presencia dc leucocitos plll:ucn atCl'lar sevcramcnte la 

rundún espcrmática, sienuo un factor potencial en la inlcrtilidad. 

Los mecanismos involucrados en el efecto delctcreo de los leucocitos que nltcran la 

función espermática aun se desconocen ( 17,18, 19). 

Los leucocitos polimorfo nucleares desechan, al medio circundante. elementos tóxicos 

producto de su metabolismo. Entre estos se encuentran las especies de oxigeno reactivo 

(radical superóxido, radical hidroxilo, peróxido de hidrogeno, radical hipoclorito) que 

en eh:vadas concentraciones son altamente tóxicas, Se ha sugerido una posible relación 

entre estas especies de oxigeno reactivo en semen de pacientes con prohlemas de 

inlCrtilidad con la pérdida de potencial fértil. 

En 1979 .Iones & Mann (20) son los primeros en proponer la presencia de elementos 

oxidativos en el semen que pudieran tener efectos dañinos para el desempeño Ilonnal de 

los espermatozoides humanos. Es a partir de la dl.~ada de los 80 y parte de los l){) que se 

ha genl.!rado una gmll información al respecto. Los resultados obtenidos sugieren que el 

estrés nxidati\'o juega un papel importante en la diologia de los espermatozoides con 

función alterada. La generación dI.! las especies de oxígeno reactivo se inicia ct¡ando el 

oxigeno utili:t..adn por la célula es reducida en agun mediante el complejo citocrnmo 

oxidasa (citocromo a I a3) de la cadena respiratoria mitocondrial 

o, + 411' + 4 .. ----~ 2 11, O 

e- e-- +211+ e' + 11+ e-- + 11+ 

O, j~O,'- J ~11z o,-~-~ 011-_L~ 11, O 

11,0 

.' 



Los intermcuiarios 4uedan unidos a los sitios activos ue la citncromo uxiuasa evitando 

que se dispersen en la célula. Sin cmhargo, sc ha reportado que una proporción de I a 

2% del tlxígcml consumid() cscapa CUIn') supcrúxid() (21). 1,3 ruente mús importante de 

producciún de especies de oxigeno reactivo es la cadena respiratoria en condicionl:s de 

aumento suhito de consumo de oxigeno. En el caso de las células fagocitarias cuanuo 

son m:tivauas por cuntacto con partículas extrañas, la respuesta a esta activación se 

prcscnl.:l cnla memhrana cituplasmica donde se loeali711 el cOlnplcjo cnzimáticn 

denominado NADPH oxidasa que cataliza la reacción 

2 O, +NAIlI'1I + 11' --~ 2 O{ + N'\\)\,' + 211 (al 

qUl:: en prl:sencia de la enzima superúxido dismutasa formará oxígeno y per6xido de 

hidrógeno. 

SOD 

20,·- + 211+ --~ O, + 11, O, (bl 

Los fagocitos contienen una miclnpcroxidasa qUl: transforma halogcnuros, 

hipoalogenuros a partir de peróxido de hidrógeno. 

11,0, + cr --~ OCl- 11,0 (el 

o CI . + 11, O, --~ CI -+ 11, () + O,·· (dI 

El peróxido de hidrógeno en presencia de metales de transición Cu" y Fe~~ dará lugar a 

la reacción de Fenton 

11, O, ·Fe ,. --~ Fe" + 011- + cm· (el 

I,a presencia dd radical hidroxilo que con un anión supcróxido aumenta la producción 

dt; Fe2
! p¡;rmiticndo la formación continua de radical hidroxilo. 

(f) 

La rcacl:iún final producto dd cuqjunto dt; las reacciones ya descritas contiluyen el ciclo 

de Ilabcr -Wciss. 



O," + 11,0, ---7 O, + 011' + 0.1' (g) 

El espermatozoide humano cuenta con mecanismos de dclcnsa contra un estrés 

oxidativu, entre los cuáles se encuentran los sistemas cnzimáticos dt: supcrúxido 

dismutas3, principalmcnk de localización citoplásmica dependiente de cobre l'u y cinc 

1.11. )' S( 11) dCPCIHjil'nte de Mn presente en la matriz mitocondrial. Tamhicn cuenta con 

glutation pcroxidasa y catalasa (22.23,24 ).Sin embargo, se ha establecido que el 

cspcrmatol.Oidc al ser una célula altamente especializada con una funcion muy 

específica. no cuenta ellO actividades cnzimátit:3.s tan cliócnlcs c()mo 10 ptlsccn (1In)s 

tipos celulares. Comparándo la actividad de la supcróxido dismutasa dd hepatocito en 

relación con la del espermatozoide este ultimo posee la mitad de la actividad que 

registra el hepatocito. La actividad enzimática de la supcrúxido dismutasa de pacientes 

con problemas de infertilidad cs sólo una tcrcen] parte de la actividad con respecto a 

sujl:tos fértiles (25,26). 1.0 anterior sugiere que el cspcrmaluzoide humano es 

particularmente susceptible de ataques mediados por especies de oxi~en() reactivo,. 

generados ya sea por ellos mismos n bien por otros grupos celulares presentes en ~I 

semen, cn cspecilic.:o Icucm:itos (neutrólilos). Uado que el micro amhicnte (\'aria~innes 

del pH principalmente) puede favorecer la producción del radical hidroxilo por 

protoll3eión del radical super óxido (rónnula g),las peroxidasas del espermatozoide 

pueden catalizar la fonnación de ácido hipocloroso en presencia de peróxido de 

hidrogcno y iones cloro.(27). 

La prest.:ncia de pt.:róxido de hidrúgeno y radical hidroxilo producen un estimulo a la 

reacción en cadena "lipopcroxidaciún" principalmente dada en ácidos grasos poli 

¡nsaturados ya que la presencia de dobles ligaduras debilita el enlace C·II de los átomos 

de emhono adYilCL'IltcS. 

I.os á¡;idos grasus poli insalumdns son susceptibles a UI1 proceso de pcruxidm.:ión, el 

cuúl inicia con la remución de un útomo de hidrógeno y la creación de un radicallihre. 

Este último complementa su par electrónico mediante la sustracción de un c!ectrúll de 

otra lIlolccula crcando un radical orgánico,lJue se estahiliza gracias a un arreglo interno 

que produce un dieno conjugado, el cuál reacciona rápidamente con un oxigeno para 

rormar radical peroxilo (dioxilo). El radicallipoperoxilo puede atacar a un Iípido 

vecino, sustrayendo un átomo de hidrógeno para producir un hidroperóxido y un nuevo 



radical. Los hidropcrúxidos lipídicos son estahles en estado puro pero en presencia de 

metales de transición se descomponen dando un radical alcoxilo. Tanto los radicales 

akoxilos como peroxilos estimulan la reacción en cadena al sustraer átomos de 

hidrúgl.:ll() dc otros lípiulls. 

El espcnnatozoide puede sufrir daño por pcroxidación, dehido a que su memhrana 

plasmútica conticne altas concl.:ntraciones de rnsllllipidos tli.lslhtidil colina. I(,sl"atidil 

etanolamina, cslin~o mielina) unidos como muchas células principalmcntc a ácidos 

grasos poli ¡nsaturados (hexadodecanoieo) (2H) y al presentarse en el scmen especies de 

lIXíf~CIlO n.:al'livo.lIuc cn pn;sencia de pequdias cantidadcs dI.: eleml.:ntos (.11.: transición 

prineipal1l11.:nte el hie:rro, dispara la iniciación de: una rem:ción en cadena de la 

lipoperoxidaeiún, prineipahnente el ataque es realizado por los radicales hidroxilo a las 

dohles lij}.aduras de los úcilios grasos poli insaturados (n.::H:ciún g). 

El efecto de la lipüpcroxidaciún sobre la memhrana espermática se traduce en la 

disminución de la fluidez de la membrana, cumo consecuencia de lo anterior la 

capacidad del espenllatozoide en la participación de la fusión de membranas con el 

ovocito y en los eventos previos asociados con el proceso de fertilizaci6n se ven 

disminuidos. 

En la pohlación clinica se ha establecido, mediante dilcrentes estudios, que existe una 

relación directa en donde los nivelcs de especies de oxígeno reactivo generados en el 

medio disminuyen la competencia del espcnnatozoide para fusionarse con el 

ovocilo.(29,30) 

Para contrarrestar el posible cll..'CIO dcletéreo de las especies de oxígeno reactivo sobre 

la I"uncionalidad celular sc ha propuesto la utilii'ación de agentes denominados 

antioxidantes que tiencn una función protectora tanto en condiciones in vitro como in 

vivo. Sc conoce ampliamcnte la función de la \'itamina F C0l110 un agente antio:\idante 

Ch:lin-hreaking. Esta ingresa a la memhrana celular teniendo un mecanismo de acción 

endógell{). 

El agente Trolox (6 hidroxi-2,7.8.tetrametil croman-2-ácido carbóxilico) es un 

antioxidantc soluble en agua. que actua como atrapador de los radicales libres. Su 

estructura química proporciona actividad antioxidante por el grupo cromanol y el grupo 

carho:xilo, le permite, tener solubilidad en el agua, lo cuál tiene ventajas sobre otros 

antioxidantes que son lipo soluhles que se dehen incorporar al interior de la memhrana 

mediante la utili".;:Jción de métodos de extracción y co-evaporación, en tanto que el 



truJox mantiene intacto el sistema ya que su mecanismo de acciún antioxidante es 

c:xúgcno () 1 ,32,33) 

CH, 

7 CH. ' eH, CH, CH, 

2 . __ o ICU¡ll-tHICH¡I, -tHICHlI
J 
-¿H-CH, 

J • 

0""0 -HO*~ .o*~ COO:-- CCOI 

1 ¡ 

$chcmc 1. 

Figura l. Representaciones de las fórmulas de los ~ntioxidantes a-Tocorero! (parte 
superior) y Trolox (parte inferior donde 1.la estructura del trolox exhihe los rC!quisitns 
para un antioxidante efectivo 2. Transfiere un átomo de hidrógeno a un radical de 
oxígeno n.:activo tal como el pcroxilo 3. Molécula sin actividad (34, 35) 



Ohjetivo Generlll 

Dderminar los posihles electos oc las especies de oxígeno reactivo (EOR) generados 
por ICllt.:Ol:itos polimorfo nudcan.!s activados con un cstcr dc Ii.)rhol PMA I:::! miri~1atn 
13 acetato de I()rbul sohre la funcionalidad cspcnnalica. 
Probar en condiciones in vilro, el posible efecto protector de 2 antioxidantes con 
dilcrcntcs 1lll..'Canisl11os de acciún. (l-Tncofcml (vitamina E liposoluhlc) y Trnlox (6 
hidroxi-2. 7 .8.tctramctil cruman-2-ácido carhúxilico). Cuya acción antioxidante es el 
cxh..'rior de la célula 

Objetivos paricularcs. 

\.1 :stahlcccr las cnndiduncs experimentales óptimas. determinando las curvas de dusis 
mínima de respuesta para el acetato de lorhol. así como de los antioxidantes 
fx':rocofcrol y trolox. 

2. Montaje de la técnica de mcdiciún de especies de o:'<igeno rectivo. Mediante un 
método colnrimétricn de NitroazlIl de tcLrazolium NBT. 

J. Curva de calihraciún de peróxido de hidrógeno con concentraciones conocidas. 

4. Montaje de las curvas de respuesta de leucocitos polimorfo nucleares variando su 
concentración en condiciones de estimulación con PMA (ester de forhol) y sin 
cstil1lu!ación. Mediante tecnica colorimétrica y por daño celular. 

5. Montaje y validación de los parámetros. de limcionalidad espermátiea (Viabilidad, 
movilidad general, movilidad tipo a progresiva rápida, lavado hipo osmótico, integridad 
acrosomal, daño celular. Prueba de penetración del hamster, activación espermática 
IISAA y microscopía electrónica de transmisión). 

6.Establecer la relación que pudiera existir entre la proporción de leucocitos 
(neutrólilos) con respecto a la concentración espermática,en condiciones basales (Sin 
estimulaciún) y ohservar el posible efecto de la generación de espt..."'Cies de oxigeno 
reactivo de los leucocitos sobre la función espermática. en condiciones de estimulaciún 
de los leucocitos polimorfo nucleares con PMA (acetato de forbol) aplicado a los 
tratamientos experimentales que incluyen las proporciones celulares 
(Espermatnwidc'S: PM N) 1: 1, 2: 1 5: 1 10: I y 20: 1, a lo largo de 120 minutos de 
incuhación. 

7. Estahlccer el cI'-.'clo <.1.: .:spccies <.le oxigeno reactivo sobre la funcionalidad 
espcrmalica. así como el posihle efecto protector de dos antioxidantes con diferente 
mecanismu de acciún cltoculCrnl (vitamina E lipu soluhle) y trnlox (derivado sintético 
de la vitamina E. soluhlc en agua) a lo largo de 110 minutos de incubación con 
proporciones celulares 10: I (espcrmatozoides:PMN). en 8 grupos experimentales que 
incluyen los dos antioxidantes. 



Material y Métodos 

('(lIldidolles e.xpe'';"u'lItale.'I 

Fn el csludio participaron voluntarios sanos para la donación de sangn.: 

periférica. A cada participante se le aplicú un historial clinieo previo a la toma de muestra. 

aclcmús de 11)$ estudios llc.: hitlll1ctria hClllútica (e'e111 )yn Ahbtlt Syslcllls) que 

cIlInprcnJicron los valores de hematocritn. hemoglohina. conteo dil't=rencial. 

En cuanto a la obtención de cspcnnatozoidcs se rc~\li~ú a partir dc 

SUjClllS vll!untarit)s Iltlfll1(l/llllspcrmi¡:()s nm fertilidad 

prohada y enn J días de ahstinencia sexual. 

Ul'IIl'fil"/l.\' 

Pcrcoll dI.: Sigma Chcmical (StLouis M.). 12-miristato n-acetato de fmhol (PMA) 

de ICN Blllchemicals (Clcvcland DII). Nilroazul de lelrazoluim (NBT) de Sigma 

Chemical;. 'nnción de Mieloperoxidasa para determinación de leucocitos 

(proccuur ~ no. 3(0) con UIl kit para histoquimic~l con NBT ( procedure no. R40).lcctina de 

!)hl'slI1ll sd/i\'ll marcada con isotiocianato de nuoresccína (FITC) de Sigma Chcmicals. 

Trolox (6· hidroxy-2,S,7,8-tctrametil croman-2-ácido carhoxilico) de Aldrich Chemical 

Company ,lile. (Milwaukce, WI).(I-tocoferol ( vitamina E) de Sigma Chemicals. 

Todos IllS medios de cultivo utilizados fueron de la marca Sigma Chcmicals.(llam F-10. 

pll 7.3 nlldio 199 pI17.3.mcdio IlWWpl1 7.4, Eagle pll 7.4). 

Suero tlt,; ~'egua preñadn (PMS) de sigma chemical (SI. l.11uis M). <Jonadotrolina coriónica 

humana (I¡(;C) Pregl1il de organon. I.as enzimas hialuronidasa y tripsina asi 

como Innophoro de cn1cio A13187. de Sigma-A1drich Co. dirncthyl sulfoxido (DMSO) 

de Backcl pcrúxiJo de hidrúgel1n grado reactivo de Backcr. tinciim lacmnid dc Fcrti1ily 

Products 1:O()-J34-S487( Ralcigh. NC ).Adcnosiníl J' 5' -monofosfatu 

eicl ieu41:, 7 AMP(ciclico) y hishcnzil1lida (:2' -( 4-hydroxyphcnyl )-5-( 4-mctil-1 piperazinil 

2·Y-bi- I II-benzimida70le). lIoechsl-33258. de Sigma Chemical 



Ohtellcióll de leucocitos polimorfolluc/eares 

1\ partir de sangre prrilcrica 20 mi por voluntario, colectada en tuhus vaellt~lIlIl:r 

prctratadtlS ctm antictlagulanlc 1':.1). '1'.1\. I.a sangre llit: transferida a tulxlS 1:'llctm ctmieos de 

15 mi estériles 3 los 15 minutos dc la toma de muestra y se Ics adicionaron 1: 1 (v/v) de 

bulTer de lisis de NII.1CI (O.R7 M), se dejaron por 30 minutos a 37 "C en constante 

movimiento, fueron centrifugados por 5 minutos a 600 Xg a temperatura ambiente. el 

snhrenad.mte fue descartado y d pellet resuspcllJidn en 2 mi de hulIer de lisis, se realizú 

UIl pool de todos lus pellels resullanlcs y la snluciún tolal fue sometida a ulla separación en 

un monogradiente de licoll-hislopage se eelltrirugó por 15 minutos 60()Xg. allinal se 

recuperó la rraccit'm intermedia (presencia de h:ucncitos PMN) la cual se transliriú a otro 

tubo cónico ralcon y fue lavada con 10 mi de solución salina (Na el 0.9%) y céntrifugada 

por:2 minutos a 600 Xg. el pelle! resultante fue resuspendido en un mi de solución salina 

(J6,J7,lRI, se tomaron IO()~ll de la solución para determinar la concentración celular .. 

( Tinción positiva a peroxidasa 39), 20~tI para detenninar la viabilidad celular por h!cniea 

de tineión vital de cosina (para el estudio fueron incluidas muestras eon poblaciones 

mayores del SO% de viabilidad).ltl ~tI para realiz;:¡r frotis de daiio celular (NBT y Tincüln 

de Wright modificada 40,41,42,43) ylO ~I para la tinción PAP.y determinar la 

morf(llogía de las poblaciones de PMN. La solución restante se mantuvo a 37 "c para el 

posterior montaje de los experimentos. 

Obte"ció" de e ... permatozo;des 

I.as muestras fueHln colectadas de voluntarios con 3 días de nhstinencin sexual. por 

masturhación en contenedores plásticos estériles. Las muestras se colocaron a 37 "c y su 

análisis se realizó a los 30 minutos de la toma de muestra. 

En la cspermatobioscopin directa se cuantificaron parámetros convencim13lcs de 

viabilidad ( Tinciún Vital) (44,45), movilidad general. movilidad pn,lgresiva rápida, 

morl(llogía, concentración celular. Se reali7.aron pruebas especiales como lavado 

hi poosmót ico( HOST)( 46,47,48,49), 



integridad aerosllmnl (técnica de Fler para micruscopía de ll{lUrescencia 50,S 1.52 Y 

S3)(lígura2 ol:1 apénoice) y oaño celular inicial. I.a clasificación de las muestras se reali:¡ú 

oc ,Kueroo con los criterios oe la ().M.S de 1492 (15). Se seleceion;mlll para el estudiu 

muestras con valores normozoospérmicos. 

I.as Illuestras se ("(lInearon sohll..: graoientes diseuntinllus de percul1·isntúnic() 

pll 7 .3 en meoio llarnF-IO con osrnolarioaoes de 2RO·300 m()sm.(gradiente inferior 80% y 

graoil!l1te supl!rior 40% ) Y mediante centrifugación a 800Xg por 20 minutos a temperatura 

amhiente. De ht centrifugación se ohtuvicrun tres rracciones: la parte superior corrcspondiú 

a plasma seminal. la fracción intermedia a células epiteliales, leucocitos. detritus y células 

con daños amhas fruccioncs se descartaron. El pellet fínal proveniente del gradiente de 

80% se rcsuspcnJiú en 2 mi de medio Ilam F·I () Y se lavú por centrifugación durante 

1 minutos a ROO Xg El pellet final se resuspendió en 1.0 mi de medio lIam 1'·10 (54) Y se 

tomaron alicuotas para dcterminar la concentración espcrmatica. viabilidad. movilidad 

general. movilidad tipo a ( progresivo rápido).110ST ( prueb<l de lavado hip(Hlsmútico). 

integridad acrosomal y daño celular. Estos valores se consideraron como iniciales 

(tiempo O). 

Efecto de poblaciones de leucocitos polimorfo nucleares si" estimulació" sobre la 

fUllciollalidad e.fpermática. 

Se realizaron experimentos con el propósito de establecer los posibles electos de 

pohlacioncs de leucocitos polimorfo nucleares. sin estimulación sohre. la funcionalidad de 

los espermatozoides. Se evaluaron los siguientes parámetros de funcionalidad: viahilidad, 

ITI(wilid<ld general. movilidad progresiva rápida, integridad de la membrana espermática e 

integridad acro.somal en intervalos dI.! 15 minutos. durante 2 horas en incubación a 37""C en 

ambiente de Q5% de aire y 5% de CO2 . 

A partir de la s()lución de PMN y de espermato/nides sc procedíó al mllntajc experimental. 

que c{lnsistió en t;olocar en proporciones 1'1.2: 1,5: 1 ,10: I y 20: I (espcrmatozüides:I'MN) 

por duplicado y se corrieron cuatro tratamientos expcnnentales como se muestra en la 

siguiente tabla 



--------_. - - ------ "-- --~ ._--- --~ 
Tratamientos Espcmlatn70idcs I.cucocitos Na CI n Q% 

¡·:.xpcrimcnla les I'MN 
COlltrol lOO ¡d 400 ¡d 
I:spcllllatowides 
Esperma t lll.ll i des 100~1 lOO ~1 .lOO ¡d 
I PMN 

Tahla l. Montaje experimental. para estahlecer el posihle erecto de poblaciones de 
leucocitos polimorl() nucleares sin cstimulación, sobre la funcionalidad espcrmálica, 
considerando masa celular (proporciones Espcnnatozoidcs : PMN ) yel tiempo de 
incuhación. Se dejaron incuhar por 2 horas a 37 "e en incuhadora de C()2 5% Y ')5% de 
aire hll1llcdo en movimiento constanl!.!. y I.!Il intervalus de 15 minutos se procedil') a el 
análisis de lu viabilidad, movilidad general, movilidad prtlgrcsiva rápida. lavad() 
hiposmótico (IIOST) e Integridad iJcrosomal. 

Medidún de las l'!lpecie.'I de oxígeno reactim apartir de leucocitos poli morfollude,,,e.'I 

PMN estimulado.", 

P<lra l:stablcL'cr la dosis dI..: rl..:spul:sta mínima dI: PMi\ sohrl..: los PMN se montaron en cada 

lino dl: los 10 experimentos 4 series con concentraciones constantes de PMN ( 5.0 X IO('/ml) 

y se sometieron a 4 diferentes concentraciones de PMA (1.6 X 10 -~ M. 1.6 X 10 -1, M. 

1.6 X 10 -'1M Y 1.11 X 10 -I! M). i\ todos los tubos se les adicionaron 100 ¡..tI de solución de 

NBT como marcador de presencia de EOR, 5e incubaron a 37 "e en movimicntn 

constante. rl:alizándosc m¡,:diciones por espcctH1fotomctria a 630 nm cada 15 minutos 

durante UO minutu!-i y se procedió a determinar la dosis minima de respuesta. 

('UI'l'O dc coilhroclrjll. 

De la solución de PMN. se formaron en cada uno de los 10 e.'\perimentos dos curvas dc 

calihración con sus respecti\'os duplicados con rangos crecientes en I~I L'ollccntración de 

PMN que fueron desde 0.500 hasta R.O X 10 (, /m!. i\ cada uno de los tubos se les 

adicionaron 100111 de solución de NAT (1 mglml). 



lJna serie se estimuló con una concentración constante de PMA 100111 que correspondió a 

1.6 X 10 .'1 M ( Concentmeiún mínima pam causar generaciún de EOR. ). con su 

correspondiente serie sin estímulo. El volumt:n linal fue de 500 ~d con solución salina 

Na l'I O.()%: al mismo tiempo fut:ron incuhados <1 37 "e en movimiento constante y st: 

proccdiú a leer c~lda tuho en intervalos de 15 minutus durante 2 horas en un 

espt:ctrofotómetrn marca Colcman a 630nm, midiendo la transformación del NBT en azul 

de formazán, las densidades ópticas fueron registradas y graficadas(55,56) 

('/lrva dI! t!lI!ihracüílJ ¡'{'rárido de hidn;j!,t'I'" por espct!fn!fiJ/ol11efría ('01/ ni/ro a:ul de 
/('/rtl:olilllll (NH"n 

Para estahlecer las concentraciones de peróxido de hidrogeno se estableció una curva de 

calihración partiendo de una solución stock de peróxido de hidrógeno grado reactivo 

(JO mM). Se prepararon 10 tuhos como se muestra en la tabla 2. 

C(ll1l'cntraciún NllT Peróxido dc 
- ,---' 

Agua 

!)~J..~2i·~~_ . __ ~ _____ ._ __ .. bj~r~g~.no __ 
_ llianc'2 ______ 100 ~L ________ -________ 9(~0 ~~ ___ _ 

0.U333 111M 100 1" 900 1" 
0.3333 mM 100 ~I ~!!'----- -- ---------_. 
3.3333 mM 100 ~1 ~0.2 ~I 
6.6666 mM ~1" 900 ~1 
10.000 mM ~()J" 900 i' 1 
13.333 111M .IO(J ~, 900",_ 
16.66 mM _-'(JILgl ~J" ----
23.33 mM 1 ()(J ~I 90() 111 
30.0(l mM 1 (lO 1" 9(l(l 1" 

Tabla 2. Montaje experimental de curva de calibración para peróxido de hidrógeno. A los 5 
minutos de montaje se procedió a leer la transfonnación del Nitroazul de tctrazolium en 
gninulos dc forma/lÍn a 630 nln. NBT ( 1 mg/ mi) 



J)etermillaciri" de lo.~ efectos de e.~pecie.~ de ox,'¡:ello reactil'O sobre la fUllciolJalidad 
('.'i!u!rmátÍt'a. 

I:;¡ecto del tiempo de incubadá" y pmporciáll de la ",a.~a celular. 

A p;'lIti, dc la StlllKiún tic I'MN ( 1.0 x 10 \'dulas /ml) ti\.· eSIll:rlllatolUilk's ( :!() 'i It¡(' 

espcrmaloi'.oides /ml) se prncediú al montaje experimental que consistió en colocar en 

propon.:iones 1: 1.2: 1,5: I .10: 1 y 20: 1 (espermatol.Oidcs:PMN) por duplicado y se 

realii'aron cuatro tratamientos experimentales, como se muestra en la tahla 1. 

'\'ratamientos 

~~~ri':'llcnta¡cs 
Control 
Espcnna!~zo~~ 
Espcrmatozllidcs 
+PMA 

_.- -----
¡':spcrmato:loides 
+PMN 

Espermalo7.llides Leucocitos PMA 
PMN 

100 1" 

lOO I1I 100 I1I 

11111 1" 100 1" 

Na el O.Qo,{, 

4011 1" 

31111 111 

I :spl',rmallvoidcs 
+PMN+PMA 

11lI)1" 10Il111 1001" 2111111 1 

~---- - - -- - ---'-----

Tabla 3. Montaje experimental, para establecer el posible electo de las especies de 
oxigeno reactivo sobre la funcionalidad espermática, considerando masa cclulnr 
(propnreiom:s Espcrmatnzoides: PMN) )' el tiempo de incubación. 

Se dejaron incuhar por 2 hnms a 37 Oc en incuhadora de CO~ 5% y 95% de aire húmedo en 

movimiento constante. yen intervalos de 15 minutos, se procedió al análisis de la 

viabilidad, movilidad general, muvilidad progresiva rúpida, lavadu hipusmútico (lIOST), 

e integridad acrosomal. 

Alltioxidm,tes curm dosi.~-re.~puesta 

Se utilizó vitamina 1: lipnsoluhle(fl-tocolcrol) disuelta cn etanol y las emulsiones que se 

formarun se adicionaron al mcdio 11am 1"-10 cn movimiento constante a 37 "C hasta que se 

dis()lvieran cOl11plctamcnte.l,a concentración final de etanol fue menor a 2'!Íl en los medios. 

En 10 experimcntos se utilizaron concentraciones que rueron de 0.5% hasta 5.0% (en 

intervalos de 0.5'% ) de vitamina E (a -tocofcrol), realizandose incuhaciones en 

poblaciones con cnncentraciolles cnnstítntes de 5.0 X 10 (, espcrmatnznidesfllll. 



I.os resultados de la viahilidad, movilidad general. movilidad progresiva rúpida, fueron 

cmllltilicados a los 'JO minutos de inclINlciún (tahla J (,:ondicioncs c:~:pcrill\cntulLs dd 

apéndice). 

I~I trolm: fue disuelto directamente en el medio 11:1111 F-I O en concentraciones de 2nM 

ha!'ttl 100 11M (en in\!:r\'<J.los dc 10 nM) dd antio.xidantc ')' se procediú a slIesll.'rilií'<lciún 

por filtración (¡:¡Itms l11illiporc O.22~lln). lIara estahlecer la dosis óptima se im:uh;.\ron 

pohlaciones de concentración constante de espermatozoides 5.0 X 10 (, Iml. 

I.os n:sultad()s en viahilidad, movilidad general, Illovilidad progresiva r[¡pida fUer(Hl 

evaluados y gralicadns a Ins 90 minutos dI.! incuhaciún (Condiciones experimentales 

apéndice). 

/'./I!(,/O III1f1oxidallle d(,/tro!ru: ror (,.'if'('('Irt~fj¡I(}lI1ctría ('11 f'oh!U("lOllC.\" de /t'lIl·oci/o.\" /'MN 

I:n pohlaciolll:s de leucocitos polimorronucleares 0500 X 10(' Iml a 5.5 X I(t PMN/mL en 

condiciones de activación con el eslcr de forbol ilMA. 1:llnonlaje expcrilnenlal C(ln sus 

duplicados realizados son mostrados en la tahla 4. I.os tuhos fueron incuhados a 3ic en 

Illovimil!nto t:onstante durante 2 horas se rcali;¡nmn Inl!diciones a 630 11111. I':n intervalos de 

15 minutus de incuhación también fueron tomadas alicuotas de lO 111 de cada uno de los 

tratamientos que fueron colocadas en un portaohjetos para evaluar el cambio en 

morl()logia celular de los leucocitos PMN. producto de la estimulación con PMA. Se 

realizó til1ción con NBT y Wright. La evaluación fue realizada a 100X en microscopia de 

lul"..( condiciones e:(pcrimcntalcs apéndice). 



_._-~_ •• -+ •• - - .. _-- ._---- - -- - . -- - -
'rratamÍt.::ntn I'MA Trulo.x NllT I'MN Na el 0.9% 
Blanco ~-~ OO,II~- _ .. _90º~1. __ ------- - --_.- - _. ----- -------
, /'MN , /00,,' /00,11 ROO,II 
2 PMN 2 100~1 ~Q2I!~-- ~,ºI!L_ ---~--- ---
3 I'MN 3 /o0l!' .. S00I!' ~()0l!' 
41'MN' /OO~, 'OO~' /OO~, 'OO~' 600~' 
S I'MN 2 J(~II''- -'ººI!' _'!IQ¡" .:J2(1¡,' .. ~(~),!!. -
A I'MN 3 , (10,11 . /(l0p'. 1001'1 . 500,,' 200,11 
71'MN , '2(11!~ .. IQºI!!_ _lºº," . ZQQI!' __ --------
81'MN 2 1001''-_ ~. . ~ºI!L_ 300 , 1Q.°I'.'. --~. ----- - . ___ 1' . 
9I'MN.1 '00,11 '00,,' 5011,,' .111111' , 

Tahla 4. Montaje experimental para evaluar efecto antioxidante del agente truJo).;. 
Midiendo por espectrofotornctria a 630 nm,condiciones experimentales. 
I'MA( 1.6X 10 ·"M). Tro'"x 40nM, NBT (' mg/ml) I'MN ,: 0.500 X JO" I'MN/ml. I'MN 2: 
1500 X 10" I'MN/ml. I'MN 3: 2.500 X JO" I'MN/Ill' 

I'Já'lo lllll/flxidal1le del lrolox l)(Jr e.'pC('/fI!liJ/ol11('lría en /JOh}U('ÍOIll'.' (le ¡(,II(·oC/los l'A/N 

r espermlllo::iJide,\'. 

En poblaciones de espermatozoides de concentraciones constantes incubados,con 

• leucocitos polill1OJl'onuclcares,guardando Ins proporciones (20: l. 1 U: I y 5: 1 ). 

En condiciones experimentales sin activación, con activaciún mediante el ester de liubol 

PMA. y con activación y agente trolox. El montaje experimental con sus duplicados 

realizados S()O mostrados en la tabla 5. Los tubos fueron incubados a Ji'c en movimiento 

constante durante 2 horas se realizaron mediciones a 630 nm. En intervalos de 15 minutos 

de incubación. 



------- -- ------ --~ -- -- ~ . ---- ---- --
Tmtam I'MN Espermat. NIlT Trulo:.; PMA NaCIO.Q% 

Blalll;o - - 1011111 - - 91111 f" 
1':'(I)I'~IN IlIlIf" I (JO f" 10111" - - 71111 f" 
1:' (1 )1~ivfA I.I!t! ~I .ltLO ~I ~ H)t) ~I - IQº ~I 6ºQ~L - _.- - ------
I"(I)I'MA 111111" 11111 1" 1011 1" 1011 I1I 10111" 51111 1" 
tTrnlox 

1"(2)l'ivfN lOO 1'1 1(1) f" 100 11' - - 7QO 1'1 
E' (2)1'MA Ill!ll' I 100 !II 100 f~1 - 101! fll 611(! 1.11 ------
1" (2)1'MA 100 ItI 11111 ItI I 00 ItI lOO ItI I 00 ItI SOIl JlI 
¡ Trolox 

I'I(J)I'MN 100 111 lOO fll lOO 111 - - 700 111 
1':' (J )l'MA lOO ftl 100 ftl 100 ftl - lOO ItI MIO fll 
E r (3 )l'MA lOO ~I 1110 ~I 100 ItI lOO ~I 100 111 SOO ItI 
t Trolox _. _. ___ o - ---

E - .Iººpl _ 100!!! __ - - __ 800 frl __ -_. __ ._- ... . - -~ ~-- -- .. 
"rI'MA - 100 ~I IIJII ~I - 100 !'! 700~ 
E+PMArT - ~-~ 100 ~I 100 !.'I 100 ~I 600 ~I 
--- - -----~--

Tahla 5. Montaje experimental efccto del trolox por cspectrofotomctría. Donde PMN 
población de I'MN (110500 X 10" I'MN/ml (2) 1.0 X 10" I'MN/ml (312.0 X lO" I'MN/ml. 

E: Espermatozoides población constante a 10.0 X 10" células/mI. NIlT (Img/ml). PMA 
1.6 X I(r'JM. Trolo'\ 1% 

El'aluadó" del efecto protector de los alltioxidantes en la 
fUllc;,malillad espermlÍtica 

Ik la serie expcrimental n:ali:tada pam evaluar el erecto de las especies de oxigeno 

reactivo sohre la funcionalidad espcnmitic3_ se calculó que el tiempo necesario para causar 

daño oxidativo en los espermatozoides fue a los QO minutos de co-incuhaciún y la 

concenlraciún de PMA como dosis mínima para producir una respuesta fue 1.6 X lO -'J M 

en tanto que se establecieron las concentraciones de antioxidantes para <l~locoferol de 1% Y 

para el Trolox de 40 nM. 
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Tahla 6 Monlilic experimental donde: la concentración de espermatozoides es de 
1IJ.0 X 10"/100 ,ti, I'MN 1.11 X 10"/11111 Id, I'MA 1.6 XIII ., M en 11I1I1tI, NIlTIII1l~/I1lI). 
Trolox 40 nM. u-tocorerol 1~%. 

Se procedió a incuhar tndos lo!' tratamientos a 37 "c duranh.: l)() minutos l!1l COllstante 

movimiento. antes y después de la incuhación se cuantiticaron los parámetros de 

viabilidad. movilidad. movilidad progresiva rápida. HOST, Integridad acrosomal y daño 

celular. 

Prueba de penetración de "Uel'O de ItanLSler .. 

l.as hemhras hamslcr maduras sirias doradas CriL'tlWi aUfatu.\, se obtuvieron del Bio1crio 

General de la escucla de estudios profesionales Iztacala U,N.A.M a setenta y dos horas 

previas al estudio. las hembras se prepararon y se les practicaron tomas de muestras 

vaginales. Los fluidos obtl.!nidos fueron colocados en portaobjetos y se rcali/aron tinciones 

de P.A P para determinar el ciclo estral de cada una. en caso de presentar estadío estro. se 

les aplicaron de 30 a 40 UI de gonadotropina coríonica humana (hCG); por vía 

intrapcritone~¡\. en caso de encontrarse a un día de su ciclo estral se les inyectaron vía 

intrapcritoncal de JO a 40 UI de (PMS) suero de yegua preñada y gonadotropina coriónica 

humana dc 48 a 72 horas pn.:vias al estudio. 

I,a recuperación de los ovocitos se rcalizú en un período de 18 horas después de la 

inyección de (hl'(j). I.as hembras se anestesiaron con I:nnurallo (I~thrane dI.! Abholt) y se 

procedió a la disección del aparato reproductor. del cual fueron eliminados los excesos de 

grasa y se realizaron lavados de las tuhas con solución salina ésteril. Bajo el microscopio 

de disección. se capturaron los ovocitos provenientes del lavado de las tuhas. con una 



micropipeta estérilmmJilicada. I.os nvncitos fueron colocados en cajas de Icrtilizaciún 

(nunclon) con medio BWW: los ovarios aparte fueron pUlll.ionados con una aguja especial 

estéril y I()s ov()citos fueron cnlectad(IS y c()\ocaJ(IS cnlas cajas de fcrtili¡lIciún. SI.! pnlcedio 

a la cuenta y separación de los ovocitos para formar los grupos experimentales.(eon zona 

pelucida y sin "/olla pclúcida). 

Los ovocitos destinados a ser desnudados fueron sometidos a un tratamiento enzimático de 

tri psi na 0.1 % Y hiarulonidasa 0.1 % para remover la zona pclúcida y células cumulo. 

Después de cada tratamiento enzimático se realizaron dos lavados con medio BWW pll 7.3 

I.os O\'oc;los fueron separados y sc!eccionados para cada tratamiento. se colocaron cn 

cajas de Icrtili¡.aciún preparadas con 300 JlI de medio BWW y con una gola de aceite dc 

paralin:1 estéril. p:1ra evitar la desecación del meuio.y fueron colocados a 37 "e en 

atmoslcra de CU~ :11 5% Y 95% de aire (15.57.58). previo a la siembra de los 

espermatozoides. 

Del lTlonta.ie experimental (ver tabla 6) se tomaron alicuotas de ;C¡.O milloTlcs de 

e:,pcm:~l.t;:¡z;:¡idc;, ~ !G:> 90 minuto:> de incuhación con :>us re:;pcctivos tratamiento:> para 

realizar la siembra de eada caja de fertilización. se dejaron en incubación durante:) horas a 

37 "C cn almosfcra de 5% de C()~. y 95% en aire. 

VarúmlC llfili::wu/¡/ iOIU'plum, de clIlcú, (A 23/ ,1.,'7) 

El ionophortl de calcio A 231 R7 se utili:rarú para sineronii'af a la pohlnción espermutica. 

Se partió de una solucióil stock de 10 mM en dimelil sulfúxido (f)MS())}res.~ias previos 

al experimento se diluyú 1 mi de esla solución en 10 mI de medio BWW. y fue almncenada 

a 4 tIc. El día del experimento se realizó una curva de dosis-respuesta en concentraciones 



que rueron desde 1.25 11M y 2.5~IM (~Im(llll). Dehido a que la respuesta al tratamiento con 

el ionororo de calcio vari:.\ entre las muestras. se sugiere realizar esta prueh:1 para 

optimizar la respuesta. Los espennatnzoides en esta curva dosis-respuesta SI.:: incuharon con 

1.::1 ionornro por ~ horas. despuL~s las células fUl.::ron lavadas mediante centrifugm:iún a 

SOOXg por J minutos y resuspcndidas en medio BWW hasta la obtención de 10 millones de 

espcrmatozoides por mI. cn la solución de trah,Üo. Los espermatozoides se sometieron a los 

diferentes tratamientos ( ver tabla 6) y posteriormente se scmhraron en los pO/.OS de 

rertilizaeiún.dc acut:rdo a In anh::s mencionado. 

Anúlis¡s dI! penefrac.:ián (le los ovoci/os de Iwmslcr 

Transcurridas las tres horas de incuhaciún se procedió a la colecta de los o\'ocitos de cada 

uno de los pozos de fertilización. y se lavó cada ovocito con bullcr de fosfatos PBS pH 7.3 

para eliminar el exceso de espermatozoides. Los o\'ocitos fueron lijados en solución de 

camoy 4 "e y colocados en portaohjetos hajo el mit:roscopio estereoscúpico se realizó la 

tinciónutili7.ando un colorante a hase de orceina aeetiea ( tinción lacmoide) por 3 minutos 

y se colocó posteriormente un cuhreohjctos de 22mmX 22mm. se coordcnarnn rara su 

fácil locali"aciún en el microscopio de contraste de rases a IUX. 20X y 40 X. se analil.iUon. 

y se detcrminaron los porcentajes de espermatozoides que presentaron descondcnsación 

nuclear. 

Se realizó una variante de tinción utilizando el colorante para microscopia de fluorescencia 

Ilocstch 3325R. para la evaluación más detallada del núcleo espermático. 



I.()S (wl)cit()s uesplles ue ser 1:1\'aul)s CIIIl I)I~S, se COlnCtlHm en CI)Ilu;cil)J\cs de Ilhscuridad, 

en el colorante dI.! Ilnestch, incuhúndolos a :'7 "(' elluna cámara húmeda durante 1) 

minutos, Jcspucs se clim;nú d e'\c.:eso de colorante y se coloc.:i1rol1 cn purlaohjdos y 

coollkn:ullls 1':11 a Sil I:lc.:il hlc:lI;IiIl:iúnl~n d mic.:rtlsl'opit1 de I1l1on.;scl'llc.:ia. FIII.;[(\n 

analií'ados a 25X. 40X IOOX de aumento. 

1:'ll.m.l'(J de flCI;l'lIdó" e.'ipermál;ClI 

Dcspucs de incuhar a 37 "c Jurante 90 minutos en condiciones de esterilidad, se tomaron 

t1licuntas de 5 millones de espermatozoides por mi de cada uno de los tratamientos (ver 

tabla 6). Se realizó un lavado de cada uno de los tubos con 2.0 mi de medio lIam F-IO 

pll 7.3 centrifugando por 2 minutos a 600Xg. El pellet resultante fue resuspendido en 

5()O~11 de Illedio Ilam 1:·10 suplementad!) clm I~SJ\ al 0.05%, las muestms fuertm 

almacenadas a 4 oC para su posterior procesamiento. 

El día del exprimcnto, las muestras fueron incubadas por 30 minutos a 37 "e y cada una de 

ellas fue reslIspcndida en 10 mi de medil) de separación nuclear (NIM, saCartlSa 2{)()lllM, 

Mg CI2 2.4 mM, Tris-Hel I () mM y ácido maleico 5 mM 3. pH 7.4) se centrifugaron por 10 

minutos a 400 Xg y se rcsuspendieron en 10 mi de NIM, suplementado con lisolecitina al 

0.05% y tripsina 1 ~g/1111. la mezcla fue colocada a temperatura ambiente por 5 minutos y 

nuevamente fueron centrifugadas a 400 Xg por 1 U minutos. El pellet se rcsuspcndió con 

medio NIM suplementado con BSA a13% y fue centrifugado a 400 Xg por 10 minutos y 

nuevamente resusf'Cndidn con medio NIM suplentado con BSJ\ al 0.4% v nuevamente 

centrifugado en las mismas condiciones. 

1.05 espermatozoides fueron finalmente rcsuspcndidos en medio de separación de extracto 

de uvucilu de Xenupus (XEIM Tris-IIl'1 10 mM pll 7.5 Mg l'12 1.5 mM, KCI IUUmM y 

DTT 50 mM), se nhtuhieron alicuutns de 25 000 cspcnnatozoides por ~" y fueron 

colocados en hielo por 45 minutos. 

Antes de realizar la mezcla con los extractos de ovucito de rana las muestras fueron 

prctratadas con XElM (Dn'), lo que pcrmitiú mejorar los eventos de descllndcnsaciún y 



síntesis de DNJ\. uchido a la reducción de las protaminas que en los esperm:'ltozüides de 

mamilcros esta n en cross-Ii"ked por las uniones de puentes disulrum. 

Los espermatozoides en .. Xell(Jpu.~ lael';s contienen prutaminas intermedias que son 

delicientes en cistcina, de tal malll'fa que los extractos de ovocito de mna carecen de los 

1~lctorcs rcdUt.:tore~ qlll: si eslan presentes en los uvocitus de mamífero y que son necesarias 

para la reducción de los puentes dislllfuro en el espermatuzoide humano, por lo que 

dehel110s reducir las uniones disulfuro experimentalmente ( Ohservaciol1es no puhlicadas, 

comunicación personal Brown 14<.¡g). 

( )h,clIdr'm dt' los ('.TIme/os de o\'Odlos dt' -"('/lOOUS IlIt"';S 

J\. ranas hemtnas ad.ultas de la especie Xellopus lael';s se les administró 500 UI d.e hormona 

htiC vía inyel.:ciún intr<lperiloneal. por la mailana y laroe del día anterior a los 

experimentos, con el propósito de inducir ovulación, maduración y desova. 

Los ovocitos maduros fueron colectados y se les eliminó la matriz gelatinosa cementante 

con una soluciún oc cistcína-IICI al 2% pI! 7.6. Los O\'ocitos fueron lavados e incuhados 

por una hora a temperatura ambiente en medio de Barth ( Na el ss mM, Kel 1.0 mM, Mg 

S04 O.S3mM, Ca (N03)2 0.34 mM, Ca el2 OAI mM, Tris-Hel 7.5mM. Penicilina 10~g!ml 

y Na (e03)2 2.4mM pH 7.6). Despues de 3 lavados en medio XEIM 

(eliminando el excesu de buOcr), fueron Iisados mediante centrifugación a 10000 Xg por 

15 minutos a 4 "c. 
Como producto de la centrifugación se obtuvieron 3 fracciones: la superior corresponde a 

la zona de Iípidos.la intermedia con los factores de interés y el pellet con los fragmentos de 

los ovocitns. 1,3 fracción intermedia fue recuperada y transferida a otro tubo y fue 

rcccntrirugado a 10000 Xg por 15 minutos a 4 "e. Nucvamente la fracción intermedia 

resultante de la centrifugación rllc utili;,.aoa comu solución Stock 

(extracto), la cuál fue colocada en hielo hasta su utilización en la prueba de activación 

espcnniltica. ( liSA¡\) 



/'rueha di' llclivaciún cs/wrmúliclI 

Los espermatozoides pcrmcahilizados de cada uno de los tratamientos por separado se 

mezclaron con el extracto de los ovocitos de Xenopus, en concentraciones de 

150 noo espermatozoides por 150 t11 del extracto, se incuharon n 19 "e cnn e;.;tractos con 

man.:a de 'II-'ITP en concentraciont:s de 80~1<..'i/ml. 

La dcscondensación de la cromatina, síntesis de DNA y recondensación de la cromatina 

fueron evaluados. Se realizó el estudio en microscopía de contraste de fases para el análisis 

de la dcscondensación y recondensaciún de la cromatina, se tomurón alicuotas de 5111 y se 

realizaron Irolis que fueron posteriormente observadas a los S, 10 minutos y puntos 

intermedios hasta 3 horas. seguido de la adición de los extractos de ovm:itos de rana a los 

cspcrmatozoidt:s a los 5. 10 minutos y puntos intermedios, se analizaron los porcentajes de 

cabezas espermáticas dcscondcnsadas. 

La síntesis de DNA en el núcleo espermático se evaluó tomando una alicuota de 50111 la 

cuál fue diluida con 50 ~I de buffer de fosfatos (PBS pH 7.3). Se realizó una centrifugación 

a 400Xg por 5 minutos, se eliminó el sobrenadante y el pellet fue fijado con solución de 

carnoy 11 4 "c. Se rcali7aron frntis y estas citopreparacioncs rueron sumergidas en una 

emulsión reveladora de núcleos Kodak (NTB-2) a 42 "c, se almacenaron a 4 "c por 2 

semanas y transcurrido ese tiempo las citopreparaciones rueron teñidas sin eliminar la 

emulsión con colorante de (Jicmsa. 

1:1 estudio se realizó en un microscupio I.eilz Orthoplan, para analizar la rccundensación de 

la cromatina se montaron citoprcparaciones que fueron fijadas como se describió 

anteriormente, seguido de la tinción de (iiemsa sin autoradiografia. Estas citoprcparacioncs 

lucron anal indas a 800 X de magnilicación utili;,r.ando un fotomicroscopio Zeiss 111 

(59,60). 



Alicro.~c(Jpía electró"ica de Irallsmi.dó" 

I.as mm:stras restantes de los tratamientos (ver tabla 6). rueron levemente cenlri fugadas a 

400 Xg por 2 minutos a temperatura amhiente. el suhrenadanh; se eliminú y el pcllct Se 

sometiú a lijal:iún con glutaTilldehido al J% en hulTer de cacodilato de sodio n.1 M pll 7.4 

durantl: 2 horas a 4°(', se realinron posteriormente tres lavados con hutrcr de cacodilato de 

sodio 0.2 M a 4°C durante 15 minutos cada uno de ellos. 

1:1 pellet se sometió a una pust-lijaci6n con tctraúxido de osmio al 1% preparado en burra 

de I.:m:odilalo de slldio 0.1 M durante I hora a 4uL'.Se realizó un lavado posterior eon el 

buffer de cacodilato de sodio O.2M a 4°C. pasando a una etapa de deshidratación con 

concentral'iones C<lnsecutivas y progresivas de etanol de un 10% hasta 100% .realizando2 

cambios de 15 a 20 minutos en cada concentración. posteriormente se realizaron dos 

camhios de solvente con óxido de propileno a temperatura ambiente cada uno de 30 

minutos. pasando a la inliltraciún en una matriz eon proporciones iguales de resina y úxido 

de propilcno, durante 24 horas a temperatura ambiente. Después se efectuaron dos cambios 

en resina ahsoluta durante un período de 6 a R horas, para continuar con la etapa de 

pulimerización en placas, dunde se cliqudaron las muestras para su idi!111ificacil1ll a una 

temperatura 60°C por 36 horas. Se procediú al corte y tallado de la pirámide y la obtención 

de cortes linos. para la observación en el microscopio electrónico de transmisión. l,as 

observaciones de las preparaciones se realizaron a 1 OOOX, 5 OOOX y lO UOOX. 



R('sult~ul()s 

l!feL'lIl de /1t1h/"d()lle.~ de (eu{'odlO.\' PMN .\1" l'.\'Iimu/adríll .\'Ohre la fUlldmlll/idlld 
espermlÍlkll. 

Se realizaron 12 experimentos con el propúsito de establecer los posibles electos de 

pohlm:ioncs de leucm:itus I't\:1N sin estil11ulaciún sobre la rUlll'ionalidad de I~)s 

espermatozoides. Se evaluaron los siguientes parámetros: viabilidad, movilidad general. 

movilidad progresiva rúpida, integridad de la memhmna espcrmótica e inkgridad 

acms(llllal. 

Los resultados de la mediciun de los parámetros de funcionalidad espermática 

revelanln que en condici(lncs de incubación de los espermatozoides con dili:rentes 

propon::iom::s de leucocitos PMN guardando las proporciones cspcrmatol.Oidcs: PMN 

(2: 1,5: 1.10: 1,20: 1) no existen diferencias estadísticas entre los tratamientos. Sin 

embargo el análisis de lus grupos experimentales en forma individual con resfIL"Cto al 

tiempo reveló que en el inh:rvalo 60-90 minutos de incubación existen dilerencias 

estadísticas Cilios parámctnls de movilidad general y movilidad progresiva rápida en 

todos los tratamientos. (tabla 5 análisis estadísticos) 
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(ira lira l. Movi lidad espermática progresiva rapida de las 4 proporciones celulares 
estudiadas sin estimulación. Monitoreo en 120 minutos de incubación a 3i1c en 
atmoslcra 5 % de C02 y 95% de aire. n 12 experimentos. 



Nota: I ,as condi!.:iont.!s cxperimclllalt.!s: c.:urva dosis-respuesta variando las 

concentraciones de PMA. curva de calibración con diferentes concentraciones de PMN 

y concentración fija de PMA 1.6 X 10·'IM. Así como la curva dosis respuesta de los 

antioxidantes Trolox y l.{- Tncuferol así comu el erecto antioxidante del trolox por 

espectrofomdría. Se explic:'1I1 en el apc.!l1dicc de condiciones experimentales. 

Efecto de las e!Jpecies de oxígello reaclil'o J' cOlruIllracióIl celular sobre la 
fUllcimralidad espermática 

Con el propósito de establecer los posibles electos de las especies de oxígello reactivo 

sobre la funcionalidad espennática, se reali7.aron 17 experimentos variando las 

concentraciones y proporciones celulares (cspcrmatozides:PMN), los resultados 

sugieren un posible electo de las especies de oxigeno reactivo en todos los purámctros 

dt.! funcionalidad espermátíca estudiados, el análisis estadístico registra diferencias 

signilkativas entre el tratamiento ..¡ (I:spermatozoides 1 PMN f PMA) con el resto de 

los tratamientos, los cuáles sólo presentan diferencias significativas en el parámetro de 

movilidnd progresiva rápida, en específico las diferencias estadísticas se registran en el 

tratamiento 2 (Espermatozoides 1 PMA) n partir de las proporciones 5: 1, 10: 1, Y 20: l. 

Donde se observa una mayor movilidad tipo a. En cuanto al tiempo de incubaciún en los 

parámetros de viabilidad, lavado hipo osmótico (HOST) e Integridad acrosomal el 

comportamiento de los datos sugieren que a partir de los QO minutos de incubación se 

presentan cambios estadísticamente significativos en todas las proporciones celulares 

utilizadns para el tratamiento 4 espcrmatozoides+PMN+PMA. Con respecto a la 

¡n(l"ilidad general se registran cambios illlptlrtantes a partir de 60 millut{lS de 

incubnción pma todas las proporciones. En el caso de la movilidad progresiva rápida 

a los 30 minutos de incubación existen diferencias estadísticamente signilicativas y es 

lllÚS evidl.:ntes cuando las proporciones celulares son IlH;non:s es decir 1: I presenta 

mayor diferencia estadística que 20: I . El efecto de la proporción (masa celular) se 

puede observar en todos los parámetros de funcionalidad espermática analizados donde 

existen diferencias estadísticas principalmente entre las proporciones 1.1 vs 10: 1 y 20: 1 

(tablas 6 hasta 10 análisis estadístico) 
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Grálicas 2 A Y 2H. Efeclo de las especies de oxigeno reactivo sobre la movilidad 
progresiva rápida (a) en ambas gráficas se aprecian cambios significativos en el 
tratamicnto espennatozoidcs" PMN, PMA a lo largo de 120 minutos de incubación. La 
gráfica a se rclÍl:rc a proporciones celulares cspcrmatozoidcs:PMN 1: 1 observar el 
cambio a partir del minuto 45 de incubación. La gráfica b representa las proporciones 
celulares 10: !.notar el cambio en cltratamicnto cspermatozoides+PMN+PMA 



I!'mlUllcitÍlI tle tltlllO celular ell pobla(:iolles tle leucoC'ito.\· PMN por efecto de la 
ewimuladúII ('011 PMA .r efecto amioxidallte del 1'l'Olox. 

Para t:stahlt:ct:f d posihle daño edular por cll.-clo dd PMA Y gt:llenlciúll de especies de 

oxig¡;llo r¡;adivo en leucocitos polimorfo ll11el¡;ares ( PMN ). las células fueron 

evaluadas por técnica histoquímica utilizando como criterio d¡; alleraciúll cdular, la 

pn:sencia de gránulos de rormazán en su interior así COIllO ca¡llbills en la morllllugía 

analizada en micwscopia dI! luz IOOX. Los resultados indican diferencias 

estadísticamente significativas entre el grupo control y los tratamientos estimulados con 

PMA Y PMA ¡ Trolox (gráfica 3, liguras 1 y 2). El máximo cambio o daño celular se 

registra en el periodo de incubm:ión de 15 a 60 minutos en c1lmtamiento 2 PMN f'PMA 

(Tahlas 111, 11.2, 113 del análisis estudistie,,) 

Daño celular en Leucocitos polimoño nucleares 
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Grálica 3. Daño celular en leucocitos polimorfo nucleares, producto de su estimulación 
eon un e~i1er de forbol. Los criterios dc daño celular se basaron en los cambios 
morli.,lúgicos y producción de gránulos de fonnazán presentes en el interior celular 
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Figura l. A . Morfología típica de leucocitos PMN en sangre periferica previa a su 
purificación (linciún Wright microscopia de luz IOOX). B. Aspecto típico de leucocito 
PMN posterior a su purifícación (tinción wright microscopía de luz 100X). 
C. Aspecto de leucocitos PMN (técnica histoquimica con peroxidasa positiva. 
Microscopia de contraste de fases 40X). D. Cámara de Neubauer conteo de leucocitos 
PMN (técnica histoquímica pcroxidasa positiva microscopía de contraste de fases 16X). 
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Figura Aspecto PMN sin activación (control). 
Il. I,cuc()citos PMN activados COIl PMA, observar la presencia de gránulos de fomlazán 
(azul) indican especies dt: oxigeno reactivo. C. Leucocitos PMN incuhados con PMA y 
trolox, observar la presencia de gránulos de formazán en el interior de las celulas. D. 
l,cucociloS PMN incubados con un extracto bacteriano en presencia de NBT. Notar la 
ausencia de los gránulos de formazán, indicativo de la cstimulación por extracto 
bacteriano no genera especies de oxígeno reactivo. En todos los casos las mediciones 
fueron a los 90 minutos de incubación a 37"C. procesados por técnica histoquimica en 
presencia de NBT. Wright en microscopia de luz IOOX 
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E""llIfll'iÚ" del e/c('lo pmle('for de IO./í all1ioxidante.'i a-Ioco/eml ... Tmlox ell la 

/unciolllllidud f!.\permálh'a. 

Los resultados de 20 experimentos realizados para estahlecer el posihle dedo protector 

de dos antio'\id:mtcs sugien:n que no existicll diferencias c~tadisticamentt: signilicativas 

ell el parámetro de viahilidad en los tiempos de im;uhaciim () y 90 minutos entre los 

tratamientos evaluados. sin emhargo se registra diferencia signilicativa en d 

tratamiento 4 espermatozoides I PMN I PMA con respecto a los tiempos dI.! incubación, 

entre los tiempos () y 90 minutos se ohtuvo ulla F calculada de J52E·()t) en (elación 

con F de tablas 3.60. 

El índice de correlación calculado para los tratmnicntos 5(cspcnnatol.Oidcs I PMN I PMA 

+trolox) y 6 (cspermatozoides-l PMN·' PMA ¡-tocoferol), fue r= 0.92185 en tanto que el 

índice de correlación calculado para los tratamientos 7 (espermatozoidesl trolox) y 

8 (espcrmatozoides +tocofcrol ) fue r 0.996, lo que representa que son comparables 

entre si. En tanto que los espernlatozoides tratados con PMN activados con PMA sin la 

adición de alguno de los antioxidantes tienen daños significativos en los parámetros de 

rUIH.;ionalidad espcrmútica analizados. CaJa tillO Je los parúmetrus se 11Iescntan de 

manera detallada en las siguientes gráficas y tablas. el análisis estadístico está registrado 

en las tablas 12.1.12.2 y 12.3 del apéndice (análisis estadistico). 



Grálica 4. Viabilidad espennática de las 8 series experimentales probada a los O y 90 
minutos de incubaciún a 3i'e, en almosfcm 5 0,'0 de eo, v 95% de aire. Donde: 
E:cspermatozoidcs tO.O X 10"/ml. PMA: estcr dc forbol' i.6 x 10·"M. PMN: leucocitos 
polimorfo nucleares 1.0 X IO"/ml, Trolox 40 nM y Tocoferol 1%. 

----
Valor de la 

Tralamicn- Pendiente 
tos Viabilidad 

- ~-- -- -
E -0.02 --- - - --
E i1'MA -0.04 
--~_._~ -----
[IPMN -0.07 
I:IPMAI -0.24 
PMN 
E IPMN I -0.1 
PMA' Trol 
EII'MN I -O.I~ 

PMA' To~ 
El Trolox -0.09 .. -- . 
E' Tm,'oler -0.07 

Figura 3. Viabilidad espennática (células sin tinción) 
Microscopía de contraste de fases 40X. Las celulas teñidas 
,!lecha) son consideradas muertas (tinciún dI: cosina). 

Tahla l. Valores de las pendientes calculadas, de cada uno de los tratamientos 
nFl'rilnfnt*s pqro yiabilidad.lus v~lorcs en qU!UT ~c rojo representan los e~tremOs 
negativos y las cifras azules son los extremos positivos 



Movilidad General -+-E 

90 ___ [tl'MA 

SO 
70 --'-EtP~IN 

'" "- {JO .. ---*"- El PMA 11't..l e 50 .. 
l-'-:!I'MNIPM en 

"e 40 

'" ] 30 I A 'Trolo:\ 

;.- 20 ___ E-tl'MA" I'M 
o 
E lO NI Tocof 

~ • O ~EfTftllnx 

O 90 
--E I Tocofcrol 

Tiempo en minutos 

GrúliC:J 5. Movilidad general c~pcnnátÍl.;a de las R series experimentales prohadas a los 
O y 90 minutos de incubación a 3i'c en atmosfera 5 % de CO~ y 95% de aire. Donde: 
E:espcrmatozoidcs 10.0 X IO('fml. PMA: estcr de forbol 1.6 x lO"'JM. PMN: leucocitos 
polimorfo nucleares 1.0 X Id'/ml. Trolox 40 nM y Tocoferol 1 %. 
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Gráfica 6. Movilidad espermática progresiva rápida de las 8 series experimentales 

Prohadas a los () v 90 minutos de incubación a 371t en atmosfera 5 % de COl \' 95% de . . 
aire. Donde: E:espermalozoides 10.0 X IO"/ml. PMA: esler de l"orboll.6 x IO·'M. 
PMN: leucocitos polimorfo nucleares 1.0 X IO('/ml, Trolox 40 nM y Toeorerol! %. 



-¡'ralamicll­

tos 
E 
E II'M¡\ 
I'II'MN 
EII'M¡\I 
I'MN 
EII'MN I 
PMAITrol -------
I'II'MN I 
liMA ITol' 

Valor de la 
pcndh.:ntc 
Muv,(iral 
-0.05 
(1.(147 

-0.07 

-0.73 

-0.19 

--- ---
-(Un 

Valor de la 
Pendiente 

~ov: l~r.Qg._ 
-0.04 

O.OJ5 
-(1.()4 

-O.R2 

-(J.21 

-----
-o. D 

El Trolox ·n.:!:! -0.07 
El Toeol", -O.2R -0.05 ------ - ~ --- -- -- -------
Tabla 2. Valores de las pendientes calculadas de cada uno de los tratamientos 
experimentales, para los parámetros de funcionalidad analizados movilidad espermática 
general y movilidad progresiva rápida. (De acuerdo con los criterios de WIIO 1(96) 
Los valores en culor de rojo representan los extremos negativos y las cifras azules son 
los extremos positivos 
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(,nilica 7. Integridad de membrana espermática de las R series experimentales probadas 
a los O v 90 minutos de incubación a 37"C en atmosfcra 5 % de CO2 y 95~/o de aire. 
Dondc:· E:cspcnnato7oides 10.0 X Ht/ml. PMA: estcr de forbol 1.6 x Hr')M. PMN: 
leucocitos polimorfo nucleares 1.0 X IO('!ml, Trolox 40 nM y Tocoferol 1%. Valores-\-



Figura 4. A. Asp~cto de los espermatozoides sin acti\'aciún (control) sometidos a 
condiciones hipo osmóticas (lIOST).notar las Ikchas indican células positivas (con 
integridad de membrana). B. Espermatozoides activados con PMA.( micoscopía de 
contrat!.: de lases I OOX) C. I :spermahll.oides f PMN sin activación.!) 
Espcrmatozoidcs.f PMN activados con PMA I~. Espermatozoides + PMN incubados con 
PMA y trolox. En todos los casos las mediciones fueron a los 90 minutos de incuhación 
a 3ic. técnica P.A.P en microscopía de luz ¡OUX. 
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Gráfica 8. Integridad de membrana ncrosomnl espermática de las 8 series 
cxperinll:ntalcs probadas a los O y 90 minutos de incubación a 3tC, en atl110slcm 5 % 
de CO! y 95%, de aire. Donde: E:espcrmatozoides 10.0 X 10('/ml. PMA: ester de forhol 
1.6 x IO-')M. PMN: leucocitos polimorfo nucleares 1.0 X IO('/ml. Trolos. 40 nM '! 
Tocorerol 1%. Valores con integridad positiva. 

Tratamien-
tos 
E 
El PMA 
I;'PMN ----_. 
E·¡·PMAI· 

PMN 
HPMNI 
PMAITrol 
EIPMNI 
PMA¡Toc 

. _---, . 
EfTrolox 
,- - - _.- ---, 
EITocofcr 

Figura 5. Aspecto del grupo control evaluando los 
Parumetros de Integridad ncrosomal e integridad de 
Mcmbruna espermática, notar ia región del llagclo 
(HOST +) y región acrosomal fluorescente. 

____ ~crosoma integro,técnica de Iluorescencia 100X. 
Valor de la Valor de la 
pendiente pendiente 
HOST Int.AcTOs. 
~---- ---_.-
-0.02 -0.005 -----
0.07 0.001 

-U.U2 -U.OII 
-0.68 ·0.662 

-0.24 -0.208 

-0.22 -o 225 
____ o ,._-----
-0.08 -(U)J 9 

-0.U2 -0.065 

Tabla 3. Valores de las pendientes calculadas de cada uno de los tratamientos 
experimcntales para los parámetros, integridad de las membranas espennáticas y 
acrosomal, en función del tiempo. Los valores en color de rojo representan los extremos 
negativos y las cifras azules son los extremos positivos 



17igura 6.Evaluación de la integridad acrosomal. 1\. I\specto de los espermatozoides sin 
activat'ión (control). notar la región distal de la cabeza zona lluorcsccntc (CIlIl integridad 
de membrana acrosomal positiva). II Espermatozoides activados con PMA. 
C. Espcrmatozoidest-PMN sin activación.D Espermatozoides¡·PMN activados con PMA 
E. Espcrmatowidcs + PMN incubados con PMA y trolox. En lodos los casos las 
ml:dicioncs IUl:ron a los 90 minutos dI: incuhacilm a 3iC,Técnica Ilourescenlc HeT en 
microscopía IOOX. 
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Gnifica Q, Células cspcnmíticas con presencia ta la tinción de EOR. de las & series 
experimentales probadas a los O y 90 minutos de incubación a 37uC en almosrera 5 % 
J¡,; C()~ y l)5'Vo de aire. Donde: E:cspcrmatozoidcs 10.0 X 1O('iml. PMA: cstcr de forhol 
1.6 x IO·<IM. PMN: leucocitos polimorfo nucleares 1.0 X 1 O('/ml, Trolox 40 nM y 
Tocoferol 1%,. Valores con daño celular. 

Valor de la 
'¡"ratamicn- pendiente 
tos Daño ceL 
---~-

E 0.45 ---_._--
El PMA 0.1 ------ - - ------
EH'MN 013 
1'·1 PMA I 066 
PMN 
EIPMNI O.IR 
PM/\.+Trol ---- -~----

El PMNI 0.16 
PMi\+Toc 
E t-Trolox O. 15 
1: I Tocolcr 0.13 

Tabla 4. Valores Jc las pendientes calculadas de cada uno de los tratamientos 
experimentales para daño celular. Los valores en color de rojo representan los extremos 
negativos y las cifras azules son los extremos positivos. 



Figura 7.1\ Espermatozoides sin activaciún (control),observar la ausencia de los 
gránulos de Illrma¡r.án indicativo de la presencia de las especies de oxigeno reactivo en 
la región de la cabc~..a. pero son apreciables en la región de la pieza media. B. 
Espermatozoides I PMA con tinciún I a EOR en el interior de la cabeza. C. 
Espermatozoides ¡ PMN ausencia de gránulos de formazán en el interior de la cabeza 
espermática con presencia en pieza media. [). Espcrmatozoidcs-+ PMN I PMI\, notar 
espermah)wides con tinciún I a I ~()I{ en el in1cri()r de la cabeza ( I ). 

E. Espermatozoides I PMN I·PMA l· Trolox, tinción + a EOR en el interior de 
espermatozoides.( 1-) Y en otras células sólo presentan tinción + en pieza media (-) 
comparable con el grupo control. En todos los casos las mediciones fueron a los 90 
minutos de incubación a 37"'C, procesados por técnica histoquimica en presencia 
de NBT. Wright en microscopia de luz IOOX. 
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-
Parámetro Viabilidad Muv.general Muv. Tipo a IIOST Inl. ACTOS. 

Muv.General 0.948 
--------- ._---~-- ----~--- -~ ----- --~--
~ .. ~~.Jipoa O.89R 0.912 
IIOST 0.942 0.924 0.959 
Integridad 11.'145 0.924 0.949 O.9RJ* 

acrosnmal - -- ... 
Daño celular -0.934 -11.979 -11.979 -0.939 -11.954 

Tabla 5. Indiccs d\! currclacillO entre los paráml!tros de funcionalidad cspcTmútica 
analizados. (*) nos señala el valor máximo de correlación entre dos parámetros. 

Con el fin de determinar las posibles alteraciones causadas por las cspccit:s dc oxígeno 

rcaclivll s()hrc It)s patrones de pCllctrm:iún y dcscondcnsm:ión nuclear cspcrmútic<I . 

Se realinron 20 experimentos en los cuales se establecieron 8 tratamientos 

experimentales. los cuáles son presentados en la tabla 6. 

El número total de O\'ocilos utilizados a lo largo de los experimentos fue 1146. 

repartidos en 8 grupos experimentales: 122 en cada uno y 180 en los controles es decir 

60 para cada uno de ellos. El valor máximo de ovocitos penetrados fue 119, 

dcscondensadas 117 y el porcentaje máxilno fuI.! 95.90%, correspondiente al grupo 

control en tanto que los valores mínimos corresponden al tratamiento 4 

Espermatozoides! PMN..¡. PMA. Cuyos valores de penetración, 

dcscondensación y porcentaje fue de O. 

El análisis estadísticu aplicado, demuestra que existen diferencias estadísticas entre 

!tIllos los tratamientos (Valor de 1: cakulado de 9.0 vs F de tahlas 7.R2). I~I análisis 

estadístico paread{) de los tratamientos sugiere que no existen diferencias significativas 

entre los tratamientos 1. EspcnnatozlIidcs. 2.Espcrmatozoidcs 1 PMA .. 1 

I:spcrmatozoides ¡ PMN (F calculado 6.125 \'5 t de tahlas 7.82). 

S.Espermatozoides I PMN I PMA+Trolox y 6. Espermatozoides 1 PMN I PMA I Tocolero!. 

No registran diferencias estadísticas ( F calculado 5.75 vs t de tahlas 7.R2H:,as mismas 

tendencias son observadas entre los tratamientos 7. Espermatozoides I-Trolox y 

8. Espermatozoides'í Tocorerol ( F calculado 6.00 \'s t de tablas 7.82). En tanto que el" 

tratamiento 4 cspcnnatozoides!- PMN ¡ PMA muestra diferencias estadísticas con todos 

los trat¡unicnlos. 



_. __ . 
·I·r<.ltamil:nlo ( lvocilos ( lyocitos ( )yocitos lI;,lksclllllh:n 

Penetrados Descondensado - - -- --- ___ o _._. ____ . 

~(J~ ![l/~i~.I~ 60 U O O -- . -- -- - - . -- _.- ._-_ .. - - -

~\).Il ~.p/~911 1:. 60 O O O - - .. - . -
~in -,plsi~ E .. . 

60 O O O -- ----- - ---_.- ------_. - - -- --~ 
Control E • 122 119 117 45.90% .. 
1:1 I'MA • 122 120 115 94.26% 
1: II'MN • 122 117 110 90.lú% 
EII'MNlPMi\* 

- ~-- ----
122 O O O 

E¡PMNIPMA 122 104 % 7K.69% 
t-Trolox * - - .. - - - - _.-
HI'MNH'MA 122 100 93 76.23% 
+ Tocoferol * 
E+ Trolox • 122 118 106 86.88% 
E f Tocolcrol 122 119 108 RH.52 % 

Tabla 6. Resultados de 20 experimentos realizados para establecer la penetración y 
desc()fIdensación cspcnnática, de R tratamientos. I,as 3 primeras lilas corrcsp()nden a los 
controles oyocitos con zona ~Iucida sin espermatozoides (Con zp/sin). ovocitos con 
zona relucida con cspcrnmtozoides (control! ).(Con zp/con E). Ovocitos sin zona 
pelucida sin espermatozoides ( Sin zp/ sin E) donde: E son espennatozoides y la 
concentración celular es de 10.0 X 10 ('/100 ~I, PMN 1.0 X 10 ('/lOO ~¡J 
PMA. 1.6 X 10·') M en IOO~I, Tro!ux 40 nM. u-tocofero! 1%. 
Nota: *Todas las mediciones se rcali7aron a las 3 horas de incubación con o\'ocitos sin 
zona relucida a 3ic en atmósfera de 5% de CO~ y 95% de aire. 
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Gráfica 10. Porcentajes de ovocitos que presentaron células espermáticas dr.=s 
condensadas en su interior en n~ 20 experimentos con 966 o\'ocitos utilizados. Donde 
1. Espcrmatozoidcs 2. Espermatozoides! PM¡\ 3. Espermatozoides t PMN 
4. l~spt.:rl11atuzoidt.!s I PMN t PM/\ 5.I:spcrmatnzoidcs +PMN -1 PMA +o"l"n)lox 
6.Espcrmatuzoidcs +PMN·¡ PMA \ TocoCcrol. 7 Espcnnatozoides ! Trolox 8. 
Espermatozoides + Tocorero!. 
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Figura 8. Aspecto de zona pellúci,1a pen"tra·dos 
espermatozoides (conlrol)a las 3 horas de incubación a 
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aire y 5% de CO2, evaluado en las diferentes técnicas de t¡nción y microscopía. 
A. Ovocito de Hamster montado para linción de oreeina acética y microscopía de luz 

en IOOX. B. Ovocito de hamster montado para tinción hoestch 33285 y microscopía 
de flourescencia a 40X. C. Ovocito de hamster montado para linción lacmoide 
(derivado de tinción orceína acética) y microscopía de contraste de fases 40X. 



Figura 9.1. Ovocitos de hamster obtenidos de los tratamientos estudiados, el montaje 
fue a las 3 horas de incubación a 3ic. en atmósfera de 95% de aire y 5% de C<h 
')'écnica de tinción lacmoide para microscopia de contraste de fases a 40X.A.Ovocito 
con zona pelúcida sin espermatozoides. B.Ovocito con zona pelucida con 
espermatozoides, notar la presencia de los espennatozoides del grupo control en las 
afueras de la zona pelucida. C. Ovocito sin zona pelucida sin espermatozoides. 
D. Ovocito sin 7.ona pclucida con espermatozoides notar en el interior células que 
presentan inicios de descondcnsación nuclear. E. Ovocito sin zona pelucida con 
espermatozoides tratamiento 2 (espermatozoides -+ PMA) notar en su interior células 
espermáticas con descondensación nuclear. 



Figura 9.2. Ovocitos de hamster de los tratamientos estudiados el montaje fue a las 3 
horas de incubación a 3tC. en atmósfera de 95% de aire y 5% de COl_ Técnica de 
linción lacmoide para microscopia de contraste de tases a 40X F. Ovocito sin lona 
pelúcida con espermatozoides tratamiento 3(espermatozoides +PMN) presencia de 
espermatozoides con descondensaciún nuclear. G. Ovocito sin lona pclúcida con 
espermatozoides tratamiento 4 (espermatozoides PMN-¡ PMA), no hay espermatozoides 
en el interior del ovocito comparable con el control de ovocitos sin zona pclúcida sin 
espcnnatozoides 11. Ovocito sin zona pelucida con espermatozoides tratamiento 5 
(espermatozoides +PMN+PMA+trolox) presencia de espermatozoides con 
descondensación nuclear. I Ovocito sin zona pelúcida con espermatozoides tratamiento 
6 (Espermatozoides +PMN·I PMA!- tocoferol), presencia de espennatolOidcs con 
descondensación nuclear. 



Figura 9.3. Fotografia de la prueba de penetración de ovocito de hamster realizada para 
el tratamiento I control, el muntaje fue a las 3 horas de incubación a 3ic, en atmósfera 
de 95% de aire y 5% de CO2. Técnica de tinción lacmoide parJ. microscopía de contraste 
de fases a 40X y magnificada a 500X en un scanner. Notar la presencia de 
espermatozoides con nucleo des condensado{flecha negra) así como· presencia de 
espermatozoides sin descondensación. 



IEmiflJ'O de al',I1!acM" e.~pe,má'/ca. 

En IU experimentos realizados para establecer el erecto de los radicales de oxígeno 

reactivo así como de los antioxidantes Trolox y Tocorerol sobre la activación 

espermática que incluye los eventos de des condensación de la cromatina, fonnación de 

pro núcleos, síntesis de DNA. Prueba realizada para cada uno de los 8 tratamientos 

estudiados. Los resultados se presentan en la tabla 7. 

-- _________ - ___ o 

Tratamiento %Desconden- Citoprcparación Citopreparación Síntesis de 

sación nuclear cs. 15 minutos es 15 minutos DNA 

15 minutos Tinción Parcialmente %de marca 

~'!!P-"'ta ___ Te~idos i~c5J!~)~~!l ___ 
---~---- ------ -------
E 70% 47 65 78.0% 
E +I'MA 200% 93 2 62.5 % -- -- _. . . - --- -- - . - . . - -- --_._- ----- --------- -
E ¡ I'MN 69% 92 94 95.0 % 

E+ PMN'PMA -------- ---_._----,--- --------
200% 117 1 43.0 % 

E+PMN+I'MA 200% 52 48· 68.0% 
+ Trolox pronúcleos 

-- - . '._-_. ---- -- --- .. -- .- --- ~~_con4~~~'?s~ _ -_._----
E ¡. I'MN ¡ PMA 200 % 99 3 70.0% 
+ Tocoferol 
E+Trolox 70% 98 2 75.0% 
E + T ocoferol 70% lOO 1 75.0% 

Tabla 7. Resultados obtenidos de la prueba de activación espennática para evaluar 
descondcnsación nuclear. tomado a los 15 minutos de incubación con el extracto. El 
valor representado está en % relativo y se consideró en función del grupo control. La 
columna de citoprcparaciones establece la formación de pro núcleos (tinción completa) 
y teñidos pacialmente: la síntesis de DNA se establece en el porcentaje de marca 
incorporada. Donde: E:espcrmatozoidcs 10.0 X lOr'/ml. PMA: ester de forbol 1.6 x 10-
'M. PMN: leucocitos polimorfo nucleares 1.0 X 10r'/ml, Trolox 40 nM y Tocoferol 1%. 
El valor en rojo representa la cifra mas baja en incorporación de marca. Nota: todas las 
muestras fueron colectadas y preparadas a las 3 horas de incubación con ovocitos sin 
zona pelucida a 3ic en atmósfera de 5% de COz), 95% de aire. 



Respuesta lIornraf a la activaciólI e.~pernrática 

La re~puesta normal de los eventos de activaciún espcmática se observa en los 

tratamientos Espermatozoides (control 1), Espermatozoides I PMN (tratamiento 3), 

Espermatozoides I Trolox (Tratamiento 7) Y Espermatozoides + Tocoferol 

(Tratamiento 8), el 100% de descondensación nuclear completa se registra a los 20 

minutos de incubación con el extracto en todos los tratamientos, la representación de un 

núcleo espermático típico totalmente dcscondensado se muestra en la ligura IOB. 

A las 2 horas de incubación con el extracto, cI núcleo comienza a recondensar su 

cromatina, notar en la figura loe la disminución del tamaño del núcleo cspcrmátic,?, en 

comparación con el núcleo presente en la figura 10B, la marca de estos núcleos indican 

que se cncuentran cn proceso dI.! síntesis de DNA. Tipicamente más del 95% de los 

controles presentan marca seguidas 2 horas de incubación con el extracto que contiene 

timidina tritiada, y más del 95% de los núcleos estan completamente recondensados a 

las 3 horas de incubación. Ejemplos de núcleos recondensados se muestran en las 

figuras IOD y IOd. 

En los casos de los tratamientos 2. Espermatozoides +PMA ,4 Espermatozoides 

.¡.PMN I PMA, tratamiento 5. Espermatozoides I PMN, PMA + Trolox y tratamiento 6 

Espermatozoides f PMN+ PMA+ Tocoferol. Se observaron núcleos totalmente 

descondensados con valores del 200% con respecto de control, a los 15 minutos de 

incuhación con el extracto de ovocito de rana. 

En 10 referente a la formación de pronúcleos los tratamientos 

2 (espermatozoidesf PMA) y 4 (cspermato7.oides+PMN+PMA) presentan similitud con 

los valores normales: en el caso del tratamiento 4 (espcrmato7.0ides-1 PMN f-PMA) se 

observa morfología nuclear muy alterada, los pronúcleos presentan patrones de tinción 

más ohscuros en relación con cI control (espermatozoides), En tanto que el tratamiento 

5 (espcrmatozoides-l PMA l· PMN I trolox) presenta una respuesta de pro núcleos con 

morfología alargada y ligeramente teñidos. 

En cuanto a la síntesis de DNJ\., el tratamiento 2 (espermato7.oides+PMA) tiene 

disminuida la actividad de síntesis con respecto al grupo control (espermatozoides). en 

tanto que el tratamiento 4 (espermatozoides+PMN+PMA) tiene los valores más bajos de 

síntesis, y el tratamiento 5 (espennatolOides+PMN+PMA+ Trolox), tiene un valor 

máximo de 68 %,es de suma importancia señalar que dentro de tos primeros 15 minutos 

presenta cabe7..3s re condensadas y ya no sinteti7.a más su DNA. (tabla 7, gráfica 11) 
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Gráfica 11. Comparación visual de los tratamientos experimentales. en la prueba de 
activaci6n espermatica que básicamente consta de 3 eventos: la descondensación 
nuclear, la [onnación de pro núcleos y síntesis de DNA. Donde: 1.Espcnnatozoidcs 
2. Espermatozoides +PMA 3. Espermatozoides +PMN, 4. Espermatozoides PMN+PMA 
5.Espermatozoides +PMN +PMA + Trolox 6.Espermatozoides +PMN+PMA+ Tocoferol. 
7 Espermatozoides ·¡Trolox 8. Espermatozoides·1 Toeorero!. Siendo las condiciones 
experimentales: espennatozoides 10.0 X 10r'/ml. PMA: ester de forbol 1.6 x IO·9M. 
PMN·. leucocitos polimorfo nucleares 1.0 X IO'/ml, Trolox 40 nM y Tocoferol 1%. 
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Figura lO Respuesta normal de espermatozoides humanos pcrmeabilizados e 
incubados con los extractos de huevo de rana. Las representaciones 101\-10 D tecnica 
montada para microscopía de contraste de fases y 1 Oa-I Od montadas para microscopía 
de luz técnica de Gicmsa-tinción nuclear. Aa. Tiempo O de incubación. B b. A los 
15minutos de incubación, e e a las 2 horas y lJ d a las 3 horas de incubación. B-D y b-d 
fueron fotografiados a 800X de aumento en tanto que Aa. 40X (cortesía Dr. David B. 
Brown depto.llumanBiol. Chem and Genclics.Univcrsity ofTcxas Medical Branch) 



J\licroscopía eleclróll;clI de Irall.\m;~'itj" 

Se analizaron 235 células en el microscopio de transmisión a 10 OOOX de magnilicación 

con el pnlpúsittl dI.! (Ihscrvar ptlsihles Call1hi()s ultra estructumlcs p<1f elct.:'ltl de 1,1S 

espet'ies de oxigello rem:tivo. 

I ,os resultados dd grupo t.:'ontrol Tratamiento I (Espermatozoides), muestra que 200 

¡;é1ulas analizadas prescntan morl()logia e integridad de memhrana espermútica normal. 

Lo que representa un 85.106% para corte longitudinal. En el caso del análisis en corle 

trans\'elsal se analili.lltlll 5.1 pielas medias con 50 I(mnas nonnalcs sin indusiolles de 

fonnaznn lo que representa un 94.:0°/'0 de formas normales para pieza media. 

(Figuralla). 

El amilisis de D5 células en el microscopio de trallsmisiún a 10 OOX de magnilicación 

pam el tmtamiento 4 (Espermatozoides 1 PMN I PMA) reveló que 235 células 

ohservadas en corte longitudinal presentan serias alteraciones en su integridad de la 

membrana es decir 0% tiene integridad membranal nonnal. El análisis en corte 

transversal realizado en 53 piezas medias 100% presentan inclusiones de fonnazán en 

su interior. Fiuura lib. 
~,.. f~ 
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Figura 1I 3. Fologralia 1 i a 10 OOOX dt.! 
magnifica\:ión .. (control) Corte logitudinal, presencia de morfología normal con 
memhrana espermática íntegra, la región de la pic;¡.a media bien definidas las 
mittleondrias y estructuras flagelares. En corte tranvcrsal observar el arreglo del flagelo 
9+2 típico sin presencia de inclusiones de formazán (cortesía I3ioquim. l.ourdes 11alma. 
Deplo de Iliol. Celular Facultad de Medicina UNAM) 



Figura 11 b. FotograliH de microscopía electrónica de transmisión a 10 OOOX de 
magnilkación, tratamiento 4 (espermatozoides! I'MN I PMA) en corte longitudinal, 
notar en la región de la membrana espermática alteraciclnes severas, en detcnninadas 
regiolll!s queda completamente destruida. tamhién es evidente la presencia de gránulos 
de formazán incluidos en el interior de la cclula. Para el corte transversal notar en la 
región de la pieza media gran acumulal'iún de gránulos de formazán .. (cOl1esía 
Bioquirn.LourdcsPalma. Depto de Bin!. Celular Facultad de Medicina U.N.A.M). 



lifeclo lllll;oxithlll((' l/el trolo.\·I'0r ('.\peclro!OlmlwtfÍa ('" pohl"ciolll'.\· lit, h'II('O(#o.,· 

PM¡\, Y eSperlllllIO:.oitle.'i, 

I.a lh.:termin<Ición de la cOlIl'entracióll de las espl:cies de oxigello reill.:tivo, se lealizú 

ulili"¡andll nitro al.lIl de lc1ral.Olium lJm: l'lI presclKia de l:ldil.::lks libres se Itallsl,mna en 

li.mna¡~'\Il, este cambio se detecta por espcctrorotomdría a 630 nm. pala COllocer los 

cambios en la producc:ión de especies de oxígeno reactivo se registró la generación de 

radicales libres por cambios el1 densidad óptica en intervalus de 15 minutos durante 2 

horas de incubadón a 3i ,en movimiento cnnstantc.(grúlka 12) 
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C¡rúlicn 12.Detcrminncióll espectrorolllc:trica para la generación dc EOR. Donde PMN 
1.0 X I<t PMN/ml E: Espermatozoides población constante a 10.0 X lO!' células/mI. 
PMA: 1.6 X l O·'IM. T: Troln:x 40 nM proporción celular Fspennntozoides 10: 1 PMN. 



lJetermillllciólI de fa cOIlC'elllració" de peróxido de Itidrt;gello 

Para cst"hlecer las concentraciones de las especies de oxígeno reactivo en las muestras 

cuyas proporciones fueron 10: I (Espermatozoides: PMN). Los valores de las densidades 

úpticas H::gistr"H.las a partir de las condiciolles experimentall::s. fueron inlcrpubdos en la 

curva tic calibración de val()res conocidos de peróxido de hidrógeno (tabla ó del 

apéndice condiciones experimentales) las concentraciones aproximadas se muestran en 

la tahla X. 

Condición eXJlCrimental 

~sp'~rl11a~(,zoide~ 

g~~~Ill!!~~,!~~ + ~~~ 
Espennatozoides I PMA 
Trolox 
Espefmato.l.Oidcs 1 Poli 
!norfo --".!!c1;:a,,~ lL(j:n _ 
Espermatozoides I Poli 
morro nucleares ! PMA 
Espermatozoides! Poli 
morl" IlUclearL'S I PMA. 1 

Trolox. 

Densidad óptica (valor 
medio) a los 90 minutos 

tI.tl03 

tI.045 
0.035 

o 00} 

O.20X 

IUl45 

Cálculo aproximado de la 
concentracit\n de pcrúxido 
en mM 

0.03333 
1.83333 
I.S3333 

6.6(,066 

Tabla X. Presentación de las concentraciones aproximadas de peróxido de hidrogcno 
presentes en las muestras problema i.I los <JO minutus de incubación. Las densidades 
ópticas fueron registradas e interpoladas en una curva de calibración con valores 
conocidos dfo! pcró.xido de hidrogcno .Donde l. Espermatozoides (control). 2 
l~sperm;¡to:lOiul:s I IIMI\. 3.I:spermatol.oides I PMI\ I Tmlox.4. l:spcrllliltozoiUl:S I 

PMN :". Espermatozoides I PMN I PMA. 6. Espermatozoides·1 PMN 1 PM/\ 1 Trolox. 



DisclIsió" 

Convencionalmente se ha aceptado que el valor limite normal de leucocilos pn.:scntcs 

en el semen humanu es menor a un millón de cclulas con tindún positiva a pcroxiJasa 

por mililitro de muestra (14,15). Sin emhargo d signilicado clínii.:o tlt: la concenlmciún 

de Iclll.:ocitos en el seOll'n hUllmno pcrl1lamx:c en discusión. Algunos autores relacionan 

a la IClIcospcrmía con una haja calidad de células cspcrmáticas.(61 ,62,63,64,6X). 

Otros autores han sugerido en sus invcstiguciom:s qU\: la conccntmción de kucocilns en 

el semen es independiente a la condición funcional de los cspcrmalol.oidcs dc la 

muestra (33J,~.66.69). 

De acuerdo con los resultados de la serie experimental. para evaluar el cli,x:to de las 

pnhlac;o!ll:s de leucocitos polimorlil nucleares sin activar, sohre la funl'ion~llidad dc los 

espermatozoides, indican que no existieron dilcrclU,;ias esladíslicamcnlL' signilicalivas 

en los parámetros de rum:ionalidad espcnnálica estudiados (viabilidad. movilidad 

gencral, movilidad progresiva rápida, prueha de integridad de la membrana plasmática e 

integridad dc la membrana acrosomal) entre el grupo control (cspcrmalo/.oidcs C(ln 

medio Ilam F-IO) y espermatozoides incuhados con leucocitos polimorfo nucleares sin 

activación en las diláentes proporciones celulares estudiadas (2: 1,5: 1,10: 1, 20: 1), 

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Aitkcn (67), que utiliza cumo control 

negati\'ll en su cstudio a pohlacioncs de leucocitos polimorló nucleares sin a\.:tivación, 

I,os espermatozoides que somete a incubación con estas poblaciones de Ic'ucocitos 

polimorfo nucleares, no presentaron cambios significativos en los parámt.:1ros de 

viabilidad y patrones de movilidad. 

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigación, a los 90 minutos de 

incuhación las movilidades general y progresiva rápida registran cambi(.s significativos. 

tanto en los grupos control como en las poblaciones Con leucocitos polimorfo nucleares 

sin activación, se sugiere que esto pudda resultar del metabolismo celular que produce 

cambios en el micro ambiente como el pi L concentración de ionóloros, disminución de 

nutrienh:s celulares (28). así COIllO UIl descenso en los niveles de ,,'rp que licite suma 

importam:ia en la movilidad nagclm espermática (70, 71,72,73), Durante el tiempo de 

incubación se van generando productos del metabolismo natural de las células que 

pueden inlluir en el comportamiento celular (movilidad). Estos resultados tamhién 

concuerdan con los reportados por Aitken {(7)que en sus poblaciones espermáticas 



expuestas a leucocitos polimorfu nucleares sin eslimulaciún registran reacciones 

variables en el parálnctro de muvilidad después de 2 hllras de incubación. 

Por otro lado estudios realizados por Sedgwick (74), en pohlaciones de lcllcot.:ilus 

polimorfo nllc!earl's en condic:iones de incubación sin ningün estímulo e.l(terno sc 

elevan los niveles de AMPc pero no 10 sulicientc para generar especies de oxígeno 

reactivo. respuesta que se induce mediante divcrsos mecanismos de estimulaciún. 

La posible relación entre la presencia de especies de oxígeno reactivo con la calidad del 

semen humano y cl papel que desempcñu en la inlcrtilidad masculina, se ha 

invcstigauo, sc ha sugerido que pohlaciones de espl!rmatoznidl!s con morfología 

anormal t,;sla fuertemente asociada con una movilidad defectuosa y funcionalidad 

disminuida! 13,~5,27,75). 

Los resultados presentados IXlf Aitken y Clarkson (27) sugieren que la prooucciún de 

especies de oxígeno reactivo es principalmente generada por espermatozoides 

derectuosos que son responsahles de la disminución de la función de los 

espermatozoides normales. Los resultados presentados por Plante y De Lamirandc (76). 

demuestran que la generación de espt!cies de oxigeno reactivo producido por 

espermatozoides cnn alteraciones severas. no es suficiente para causar daños en los 

espcflllatozoiues sanos. Sin embargu estos autores señalan que espermatozoides sanos 

en presencia de leucocitos polimorfo nucleares activados producen hasta 1000 veces 

más especies de oxígeno reactivo y que esta producción tiene un efecto negativo 

principalmcnte en la movilidad espermática. 

Los resultados de la evaluación realizada de los efectos de las especies de oxígeno 

reactivo generadas a partir de dilCrentes poblaciones de leucocitos polimorlll nucleares 

activadas con el ester de furhol (12 miristato-13 acetato de furhol PMA), concuerdan 

con lo establecido por Plante. 

De acuerdo con nuestras ohservaciones es claro el efecto dclctéreo tI!.! las cspeeics de 

oxígeno reactivo sobre todos los paramctros de funcionalidad espcnnática cvaluados. 

Nuestras mediciones para el tratamil!nto 4 (espermatozoides 1 PMN 1 PMA). registran 

camhios signilícativos a partir de los 30 minutos de incuhación en los parámetros dc 

movilidad progresiva rápida en todas las proporciones estudiadas. 1:11 el parámetro de 

movilidad general se presentaron diferencias significativas a partir de los 30 minutos de 

incuhación con las proporciones I 1 ya los 60 minutos para todas las demás 

proporcloncs. 



1.<1 rl.:spul.:sta ohknida 1.:11 el lavado hipo osmótico sugil.:n: t¡1I1.: a los 30 minutos de 

incubnción se presentaron cambios signilicativnscn las proporciones 1 1.2:1 ya partir 

del minuto 90 en el resto de las proporciones estudiadas. 

Los resultados obtenidos para la viahilidad y la integridad acrosomal fueron similares y 

es a partir del minuto 75 cuando se observaron cambios signilicativos para la 

propon:iún 1: I ya partir de 911 minutus dI.: incuh:u,:iún para el re.:stn de las proporl'iones. 

I.os resultados presentados n{l$ sugiere.:n que.: las proporciones celulares 

(espermatOloides:PMN).representa un aspecto importante a considerar ya que entre 

menor es la proporciúll celular mayor es el efecto de las especies dI.: oxígeno reactivo 

sobre la l"uncionaliJad esperrmítica. 

Por otro lado se ha propuesto que pohlaciones con menor concentraciún celular son 

mns susceptihlcs a sufrir daño oxidativo en comparaciún con pohlacioncs con 

concentraciones espermáticas normozuopérmicas( 81 ,83,84.85, 146). 

I.as especies de oxígeno reactivo generadas en el exterior de la célula espermática 

cruzan la membrana por diversos mecanismos, en el casu del anión supcróxido lo hace 

vía canales iónicos. el radical hidroxilo penetra directamente por permeahilidad de la 

bicapa en sitios donde hay biomoléculas sin carga, el peróxido de hidrógeno por su 

carácter n~utm y tamaño pequeño pasa por permeabilidad. Estos radicales en el interior 

celular atacan a las biomoléculas que componen la membrana (181 ).1.a nuidez de la 

memhrana espermática depende de la integridad de los fosfolípidos así como de los 

ácid,)s graS(lS poli insaturados que la constituyen (28.77.201). Cuando estos lipid,)s 

sufren ataques oxidati\'os se genera Iipopcroxidación que altera sus estructuras básicas y 

puede traducirse en una rigidez memhrana!. También se pueden inhihir runci()ne~ tales 

como la pcrmcnhilidad selectiva considerando. los sistemas limitados de dclcllsa 

antioxidante propio de las células altamente espcciali7..adas. se consideran más 

susceptihlcs a presentar daño por estrés oxidativo( 13.78,79.80.1(8). 

La movilidad espermática es un parámetro de funcionalidad que depende 

principalmente de la penneahilidad selecti\'a de la membrana, y que se ha estudiado 

ampliamente en condiciones de exposición de especies de uxígeno reactivo. En todos 

los casos se reportan cambios significativos en función del ticmpo(81,81). 

De acuerdo con nuestros resultados sugerimos que el daño peroxidativo esta en función 

del tiempo de incubación y que conforme va aumentando el tiempo de eXJXlsiciún de los 

espcnnatozoides a las eSpL"'Cies de oxigeno reactivo se van perdiendo las funciones 

espermáticas. Segun nuestras observaciones, la secuencia de pérdida pudiera ser 



movilidad progresiva, movilidad general. permeabilidad de la membrana espcnmitica. 

integridad de la membrana acrusomal y linalmente la viabilidad. La correlación entre 

los parámetros de reacción acrosomal y movilidad esperm:ítica presentada por algunos 

autores (83,86,87,89) sugieren que primero existe un efecto negativo en la movilidad y 

posteriormente una alteración en reacción acrosomal. Otras investigaciones sugieren 

que las especies de oxígeno disparan una reacción acrosomal prematura en los 

espennatozoides (87, 146). En tanto que Ford (83), demuestra que hasta un 40% de la 

pohlacibn espermática sometida a estrés oxidativo, sufren la temprana reacción 

acrosomal en relación con los controles. 

De esta 1{)fIna ~ estahlecc que las eSfX!cies de oxigeno reactivo tienen un electo 

dcletéreo sobre la funcionalidad espennática. y que la fuente de producción principal de 

estas especies son los leucocitos polimorfo nucleares presentes en el semen humano 

(88), y que a su vez deben estar bajo algún estímulo químico y/o bacteriano (89,90,91). 

Para establecer la condición de estimulación sobre los leucocitos polimorfo nucleares en 

el modelo experimental utili7.amos 12 miristato 13 acetato de forbol (PMA) el cuál 

mimeti7.a muchos de los efectos de la 11...-1, mediante la activación de la proteina 

cinasa C (PKC), lo cuál desencadena una serie de eventos importantes dentro de la 

célul. (90.92.93,96,102,106,115,116,117,118,119). La permeabilidad de la membrana 

se incrementa sufre una despolarización inmediata (97,98,103),1os niveles de fosratidil 

colina se elevan y aumenta la actividad de la enzima fosfolipasa D. 

Como parte del metabolismo del ácido araquidónico, se ha descrito la movili;¡.ación de 

fosfolipidos y recambio de fosfatidil inositol así como la activación de la enzima 

(J-glueoronidasa ( 106,107,111,113). 

Otros eventos asociados son la movilización del citoplasma a la membrana celular de 

substratos susceptibles a ser fosforilados así como de aminoácidos neutros que 

contribuyen a la transformación celular como son isoleucina, Icueina, valina. ( 11 S, 120). 

Estos cambios culminan con la producción de especies de oxigeno reactivo: peróxido de 

hidrógeno. anión superóxido, oxido nítrico, hipoclorito y radical hidroxilo, siendo este 

último de mayor importancia ya que es el más deletéreo por su alta afinidad a los ácidos 

grasos poli insaturados presentes en la membrana plasmática 

(94,95,97,99,100,101,102,104,105,108,110,111,113,114) 

En presencia de iones ferrosos se estimula tanto la producción de especies de oxígeno 

reactivo como la actividad de fagocitosis ( 1 05). Las observaciones realizadas en 

leucocitos Polimorfo nucleares revela que entre los 60 y 90 minutos de incubación con 



PMA a 3ic, se genera la mayor cantidad de especies de ox.igeno reactivo, por medición 

del cumbio dI.: NBT en producto linal formanlll ( 112, 114). I :~te resultado concuerda 

cun lo reportado por Kowalski (33) que utiliza un modelo de cstimulaciún similar. 

El cambio en la morfología es evidente durante el tiempo de incuhación, tal COlnO se 

muestra en las figuras 2 A-E de los resultados. En las liguras se aprl-"Cian cambios en los 

nucleos c.:oncluyendo en dcgranulación y en algunos casos en agregación celular y 

aumento de la población celular con daño. 

Los camhios morfológicos observados en los leucocitos polimorfo nucleares de nuestro 

estudio concuerdan con descripciones de investigaciones previas donde se establecen 

cambios en el volumen celular, presencia de vacuo las autofágicas, camhios en la 

unifonnidad de la cromatina así como descompactaci6n, alteraci')fles de la memhrana 

nuclear degranulación y agregación celular, la cual es independiente de la formación de 

las especies de oxigeno reactivo. (95,97,106,110,114,121). 

De acuerdo con la tabla 7 de la sección del apéndice(condiciones experimentales), en el 

intervalo de 60 a 90 minutos de incubaciim, se registra una máx.ima generación de 

especies de oxígeno reactivo, siendo los picos máximos correspondientes a los 

tratamientos que incluyen polimorfo nucleares estimulados con PMA y es 

directamente proporcional la concentración de polimorlo nucleares y la generación de 

especies de oxigeno reactivo. De esta forma se sugiere que la producción de especies de 

oxigeno reactivo proviene principalmente de las pohlaciones de leucocitos Polimorfo 

nucleares estimulados (tabla 8 y grálica 12 resultados), con lo que coincidimos con las 

apreciaciones reali7.adas por Plante, Hsu, Hipler (76,87,88). 

Se ha demostrado ampliamente el efecto negativo de las especies de oxígeno reactivo 

sohre la funcionalidad celular y principalmente en las células altamente espccialii'.adas 

la alteración celular es más evidente( 198, 200, 20 1). Para contrarrestar el efecto de las 

especies de oxígeno reactivo se ha propuesto la utilización tanto in vivo como in vitro 

de una gran variedad de agentes denominados antioxidantes que tienen una función 

protectora mediante diferentes mecanismos de acción. La vitamina E (alfa-tocoferol) es 

un antioxidante con mecanismo de acción chain- breaking. Este compuesto entre a la 

célula y se incorpora a la memhrana plasmática y se considera específico para inhibir la 

peroxidación lípidica. Diversas investigaciones realizadas en otros sistemas han 

prohado que es el antioxidante alfa-toferol, es más eficiente para disminuir la acción 

tóxica ejercida por el radical hidroxilo.( 196,197, 199,202,210,215). 



()Iros grupos de antioxidantes que han sido estudiados SUB los carotcnos qw: han 

prohado ser espcdlicos para inactivar al singulcte de oxigeno( 197,1(9), los thiolcs que 

presentan actividad antioxidante inlracduhlr (202), d ascorhatn cuya acción es 

extracelular ( 197, 199,210), el ácido urico cuyo mecanismo de acción es extra celular 

(210), la Vitamina e como complemento de acción de la vitamina E (201 ),105 sistemas 

ell¡,imútil.:os glutatnion pcroxidasa y catulasa cuya acción es citosólica 

prclcrentcmente( 196, 210), Y compuestos sintéticos derivados de agentes antioxidantes 

naturales, tal es el caso del Trolox (6-hidmxi-2,5,7,R-tetramctilcroman-2ácido 

carboxilico) derivado del alra-tocorerol, que a dilcrcncia de la vitamina E, es soluble en 

agua. 

Los resultados obtenidos en diversos modelos de investigación para establecer la 

actividad deltrolo.l(, lo propunen como un compuesto con un alto nivel de eficiencia 

antioxidante ante una gran variedad de radicales libres en condiciones tanto in vivo 

como in "itro y bajo diferentes factores ¡¡sicos, tales como variaciones de temperatura 

(205: 20(1, 213, 214, 216, 217),también se ha propu~sto l\u~ disminuy~ la toxicidad 

producto dcJ metanol, y de la acción de radiaciones UV.(212. 213)16)17). 

I.os resultados de la medición espectrofotométrica de especies de oxígeno reactivo 

generadas en Icuct)citos pulimorru nucleares activados con PMA y el pusible electo del 

agente trolox nos conlirma que el mecanismo de acción del antioxidante es extracelular 

ya que las pendientes calculadas a partir de las mediciones a lo largo de 120 minutos 

muestran que entre el grupo control y PMN 1 PMA I Trolox no existen dilerencias 

significativas (gráfica 3 tabla 5 sección condiciones experimentales, apéndice) en 

relación con el tratamiento de PMN I PM/\ que presenta dilcrencias significativas con 

respecto a los dos tratamientos. En tanto que el d .. ño celular en los leucocitos polimorfo 

nucleares revela que existen cambios morfológicos producto de la activación de las 

células, ya que en las células estimuladas con PM/\ y PM/\ j Trolox, (tahla 11.2 análisis 

estadistic() apéndicc, y figura 2 de resultados) ni) existen dilercncias estadísticas 

significativas pero amhas son distintas al tratamiento contml. Por otro lado el m:1ximo 

dañu celular según nuestros datos se registra a los 60 minutus de ineuhación (tahla 11.3 

análisis estadístico apéndice ).(33). 

La serie experimental realizada para establecer el posible efecto protector de dos 

antioxidantes con diferentes mecanismos de acción el alfa-tocoferol (vitamina E) en el 

interior de la célula y trolox cun acción extra celular, reveló que los parámetros de 

funcionalidad espennática estudiados (viabilidad, movilidad general. movilidad 



progresiva rilpida, ill1cgridad de la IIH .. 'mhran:l plasmútil';¡ e intq.!,ridad dc la memhrana 

acrosomal) presentan índices de correlación cercanos a 1 (tahla 5 de resultados). 

De acuerdo con los resultados obtenidos para la viabilidad espermática (tabla 12.1 de 

an~lisis est"H.lísllt.:t1, lahla I y gr~lka 4 de resultados) no existcn diferencias 

cstadistieamelltc sigllilicíltivas entre las pendientes calculadas dc los tratamientos (1 a J 

y 5 a R). El traWmienlo 4 correspondiente n cspennatozoidcs ¡ PMN-+PMA, pn:sentú 

una pendiente estadisticamente diferente y señala un claro electo de las eSJ'L'Cics de 

oxigeno reactivo sol m.: la \'iabilidad eS\lCllllútÍl.:a ( 14() .. 144.146). 

I.a tendencia de los rcsultados obtenidos para lIlovilidad gcneral(tahla 12.1 dc análisis 

estndisticIls .. apéndicr.: y tabla 2. gráfica 5 de resultad(ls) m(wilidad tipo a pnlgresiva 

rápida(tahla 12.2 del análisis estadistico apéndice. y tabla 2 grálica 6 de resultados), 

integridad de la memhrana plasmútica (tabla 12.2 dc anál isis estadístico y tabla J grúlil:a 

7. ligura 4) e integridad de la mcmhrana acrosomal (tahlas 12.3 de análisis estadístico y 

tah 1 a 3 gráfica &. figura 6 de resultados), sugiere que hay tres patrones de respuesta. 

El primero corn.:sponde al tratamiento I cspennalozoides, tratamiento 3 

(espennatozoides +I'MN), tratamiento 5 (espermatozoides +PMN+PMA + Trolox) 

tratamiento 6 (cspermatol.tlides ¡ 11M N IIIMA ¡ tocuferol) tratamiento 7 

(espermatozoides ¡ trolox) tratamiento R (espermatozoides I tocolerol). 

En los tratamientos con antioxidantes los índices de correlación entre ambos 

antioxidantes es cercano al, de acuerdo con esto el trolox y el tocoferol son 

comparables en su acción antioxidante. Los resultados presentados indican un claro 

electo protector de los antioxidantes contra las especies dc oxígeno reactivo, producto 

de los mctabolitos de los leucocitos estimulados, logrando mantener los niveles de los 

panlmetros de funcionalidad estudiados cen.:anos a los valores control. 

I~I tocolerol se ha utilizado ampliamente en estudios in vitro para d¡;tenninar su 

mecanismo de acción en células espermáticas, demostrando que tiene un efecto 

antioxidante muy eficiente principahm:nte sohrc el radical hidro.xilo. Se ha descrito que 

espermatozoides sometidos a niveles elevados de especies de oxígeno reactivo en 

presencia de all3.- tocolerol presc;ntan bajos títulos de pcroxidaciún lipídica en sus 

membranas, no hay efecto del antioxidante sohre la morfología de los organelos, 

mejorando la integridad de las membranas acrosomal y plasmática y la movilidad no se 

altera. (56,62,86,156,162,170,171,176,181, 189,217). 

El segundo grupo corresponde al tratamiento 2 Espermatozoides I PMA el patrún de 

respuesta sugiere que hay un posible erecto del PMA sobre los parámetros de 



movilidad general, movilidad progresiva e inh.:gridad de la nH.:mbrana plasmálil:a. En 

estos parámetros se presentaron pl:ndientl:s positivas, es decir mejoraron las repuestas 

con respecto al control. El PMA es un activadm espcdliro de la proteína l:inasa C. el 

espermatozoide humano posee esta proteína y se loraliza en el segmento ecuatorial yen 

la cola, participa en la regulación del movimiento Ilagdar durante los procesos de 

capadtaciúlIl:spcrmátira aUlllcntallllola moviliJad celular (169). 

1-:1 PMA actúa SOhh': las Proteínas l:Írmsa r espermáticas generando eamhios en la 

permeabilidad de la membrana ;nl:relllentando los !lujos de iones caldo y aumcnt;.II1do 

los niveles de AMPc (22). I.a Protcina einasa e al ser estimulada modifica sus dominios 

promoviendo la I()slilfilaeión de tirosinas cinasas activando la vía de cicloxigcnasa 

generando radicales superóxido. la respuesta funcional dd espcnnatozoide se reneja en 

el aumento de la movilidad hasta hiper <lrtivaciún, capacitación espermática(33, 

134,156,173 ),eI incremento en la reacción acrosomal tanto por erecto en los aumentos 

de AMPc l:omo en el el""erto estimulante de los radicales libres exúgcnos a bajns 

concentraciones, debido a su acción inhibitorin sobre una enzima loslodiestcrasa y 

cambios en la f"slatidil colina de la membrana acrosomal( 146.164. 168). 

La tercera respuesta correspondió al tratamiento 4 espermatozoides + PMN +PMA. En 

esta condición c.\perirm:ntal. todos los parúrnclros estudiados se vieron severarnl:llte 

afectados, y es claro el electo dc1etéreo de las especies de oxígeno reactivo sobre la 

funcionalidad cspennática, causando inmovilidad celular. pérdida de la funcionalidad 

celular (144, 14/>, 153, 166, 167, 172). 

El efecto de las especies de oxígeno reactivo sobre la morl""ología espennática, así corno 

la acción antioxidante del trolox y toeolerol se evaluó por pruebas histoquímicas 

utili7.ando el NBT como marcador cspccilíco de la presl:neia de especies de oxigeno 

reactivo por la inclusión de gránulos de fonnazán (color azul) en la célula (76). 

La prueba estadistica reveló que n() existieron diferencias signilíeativas entre los 

tratamientos ( 1 espermatozoides, 2 espermatozoides 1 PMA, 3 espermatozoides \ PMN Y 

5 espermatozoides+PMA+PMN+·l"rolox, 6 espermatozoides+PMN+PMA+ tocorerol 7 

espermatozoides 1 ·I·rolox y 8 espermatozoides l·tocoferol) donde solo se presentaron 

leves inclusiones de ItJfma7.án en la pil:za media que se considera como parte de la 

actividad mitoclll1l1rial normal. Estos resultados refuerlan la dectividad de los 

antioxidantes, desde el punto de vista morfológico. El tratamiento 4 

espermatozoides r PMN I PMA tiene una respuesta estadísticamente significativa en 

comparación con los otros tratamientos (tabla 12.3 de análisis estadístico y tabla 4 



grálica lJ, figura 7 ue resultauos), las células Ul: I:stc lralalllicnltl preSl:lltanlll illl.:lusitlll 

de gránulos dI.! It)J"ln,l:Iún principallnenll: en pie/a Illl:dia y en el nÍll'leo donue la 

cromatina presenta respuesta positiva, En un estudio previamente realizado se descrihe 

que existe una gran alinidad de las especies de oxigeno reactivo por la región de la 

pieza media y axonemas. En pacil.!ntl.!s que.! exhihen altos nivdes Ul.! radicall.!s hidroxilo 

la histoquimica utili7ando NBT revela que existe una gran inclusión de formarán en sus 

células espermáticas con citoplasma residual, y dclcctos de piera media.( 154) 

De acuerdo con estos resultados la microscopia electrónica de transmisión conllrma 

mediante observaciones a 10 000 X de aumento, un electo dclt.:téreo de los radicales 

lihrl.!s s(lhre la mtlrli.l!tlgia espennátil:<I. prim;ipallllcntc en la memhrana plamática. 

La figura Ilb muestra células del tratamiento 4 cspcnnatozoides+PMN+PMA donde en 

corte longitudinal se aprecian lus condicionl.!s de la memhrana plasmática con severas 

alteraciones, el porcentaje de integridad membranal fue de 0%. En corte transversal se 

aprecian altos cUlllenidos dI.! gninulos de 1(lrmazán en la región de la pieza media. 

siendo positivo pam espc'Cies de oxigeno reactivo. En tanto que la figura 11 a ~e 

aprecian células de control en corte longitudinal se observan sus membranas íntegras. 

Se registró un &5.106% eon huena integridad memhranal y en corte transversal se 

aprecian las pielas medias sin inclusiún algUlKl de gr{¡nulos de rormazán. Q4.31% de las 

células anali:tlldas sin aheraciún. 

En los resultados ohtenidos en la prueha de pcnetrnciún del huevo de hamster (tabla 6 

gráfica 10 figuras 8 y 9.1,9.2,9.3 de resultados) se registraron sólo 2 condiciones con 

penetración positiva (tratamientos 1-3 y 5-&) con descondensación nuclear en todos los 

tratamientos y sin penetración o penetración negativa para el tratamiento 

4( espermatozoides I PMN I PM/\). 

De acuerdo con los resultados de penetración positiva en los tratamientos donde los 

espermatozoid¡;s son sometidos a estr~s oxidativo y se utilizó ulfa-toeolcrol y trolox. 

JXldemos sugerir un erecto protector de los agentes antioxidantes. Estudius previus 

señalan que la utilización de antioxidantes en el medio de cultivo mejoran las respuestas 

de penetración en condiciones altamenl!.! oxidativos ( 15&.1(4) Y que ahajas 

concentraciones «(UJ5 -0.1 mM) los radicales lihres no alectan este parámetro (146). 

Los resultados entre IIIS tratalnientos con penetración positiva presentan diferencias 

estadísticas entre sí. registrándose tres tendencias en los porcentajes de des 

condensación, sin embargo cabe señalar que los porcentajes de penetración y des 

condensación para los tratamientos se encuentran dentro de los valores estimados de 



penetración u (!t:scondensaciún espermática calculadas para poblaciont:s de sujetos 

nonnozoospcf1nicos con li.:rtilidad prohada (tahla 11 del apcndice). De acuerdo con 

nuestros resultados en d tratamiento 4 (espermatozoides I PMN t PMA) el porcentaje de 

penetración fue cero, lo que sugiere un efecto deletereo de las especies de ox.ígeno 

reactivo sohre la penetración dd huevo de hamster, lo cuál cOllcw:rda con ,,-'Studios 

previos que utilizan este mismo modelo. 

I ,as especies de O\ígcllo re:l\.:tivII en elevadas cOllcentraciones (a partir de 0.1 111M ) han 

mostrado tener un efecto negativo sobre la capacidad fertili7ante de los espermatozoides 

(135.136, 13K, 140, 146, 166, 179, 1 KO) 

Los resultados del tratamiento 4 (1 ~spcr11latnzoides I PM N I PMA), sugieren qU\! la 

penetración y dcsc(Hldensación negativa en I(ls espennatozoides pudiera ser producto 

del efecto de las especies de ox.igeno reactivo sohre la integridad de la memhrann, 

disminuyendo la movilidad progresiva así C0l110 de I()s demás parámetros dc 

funcionalidad asociados con esta condición como ya sc ha discutido previamente. 

Poco se conoce de los ell:t.:los de los radicales lihres sohre la integridad del núcleo 

espennático. por lo que incluimos la prueba de activación espermática, (HSAA). Esta 

prueba tiene por ohjetivo establecer los eventos Je activación espermática que incluye 

descondensaciún de In cromatina, formación de pronúcleos, síntesis de DNA, y 

rccondensación de la cromatina. 

Los espermatozoides inmóviles de todos los tratamientos fueron sometidos a un proceso 

de permeahilización de su membrana con lisolcdtina, y se les puso en contacto con 

extractos de huevo de rana no fertili7.ados y detenidos en la 2 a metatase de meiosis; los 

extractos en esta fasc contienen los hlClores nel:csarios incluyendo la nucleoplasmina 

que cs requerida cn des condens<1eiún así COIllO elementos necesarios en el intercambio 

protamina-hisllma (descondensación de la cromatina) ciclinas y ciclinas dependientes 

de cinasas. que dirigen el ciclo celular, así como elementos necesarios para la 

I(mnación de pro núcleos, síntesis de UNA y re condensación de la cromatirl<l. Los 

resultados obtenidos de la prueba han probado tener hasta un 95% de 

confiahilidad.(59,611, 218,219). 

La prueba de activación espermática aplicada a los tratamientos nos reveló un 

comportamiento típico en todos los eventos de activación en células nonnales de sujetos 

control con ICrtilidad prohada para el tratamiento 3. (tabla 7,1ígura lO gráfica 11 dt: 

resultados). 



En todos los tratamientos se presentó adivm:iún espermátiea, en el evento de des 

condensación se rresentaron valores de hasta 200'% con m<lynr actividad con respecto al 

control, en los Ir~t:lInienltls donde las células están en contacto con el PMA 

(tratamientos 2 csperm'ltozoides I Pf\.'lA, 4 espcrtn<ltozoides I PMA f PMN, 5 

espcnnatozoidesll'.MN II'MA l'I'mlox.)' 6 espermatozoides II'MN I PMA I tocurerol). 

esto puede ser cI\:<.:to del PMA sohre la rermeahilidad de la m<.:mhrana aumentando el 

llujo de los nlctores de descondellsac;ún. 

I:n el caso deltr:ltamicnl(1 4 (espcnnaltw)ides II'MA II'MA) sugerimos tamhién, que el 

electo de las especies de oxígeno reacli\'o al alterar la integridad de la membrana 

permite cllihre raso de los 1~I(;tores Je des ctllld¡;nsaciún (cli:cto dcletéreo de especies 

de oxígeno reactivo en la membrana obst.:rvado por microscopía electrónica ligura 11 b), 

En la formación de pronúcleos se obser\'a tamhién un efecto del PMA en los 

tratamientos 2 espermatozoides I PMA, 4 t.:spcrmatozoides I PMA+PMN (además 

presentó grumos densos en su cromatim¡) y 6 espermatozoides \ PMN I Pl\.·1A t ·I'ocoferol. 

En cltratamil!nto:'\ l!spcrmalozoides I PMN I PMA I Trolox se prescntú una formación 

de pronúc!cos acelerado. Los valores de síntesis revelaron en todos los casos actividad 

siendo menor en el tratamiento 4 espcnnatowides+PMN+PMA. Estos resultados 

preliminares sugieren que los espcnnntozoidcs hajo condiciones altamente oxidativas 

son capaces dt.: formar pronúeleos, In cuál está en conli.mnidad con lo puhlicadu por 

Aitken (122) que mediante técnica de I('SI presenta evidencias que los 

espermatozoides b~~() condiciones de daiio por oxidación son capaces de formar pro 

núclcos normales en los ovocitos. Sin embargo estos resultados no son contundentes ya 

que algunos autores señalan que los radicales libres tienen un efecto dclctéreo sobre cl 

DNA principalmente en fragmentación (124,125,126 Y 128). 

Según nuestros datos existe un efecto de las especies de oxígeno reactivo sobre la 

cromatina (morfología) lo cuál concuerda con Aitkcn y Lópcs (125,128) estos autores 

señalan el posible electo de los radicales libres sobre la cromatina. 

Los resultados para activación espcnnática sugieren la realización de más 

experimentos para establecer claramente los efectos de las especies de oxígeno reactivo 

ya que en este caso tuvimos un claro efecto del PMA, en la activación espermática. 

Por último para I!stabll!cer las concentraciones de peróxido de hidrógeno para establecer 

los rangos de cfi..'Cto ddetéreo y límites normales partimos de una curva de calibración 

con valores conocidos de peróxido de hidrógeno e interpolamos las densidades ópticas 

promedio y calculamos las concenlraciones y observamos que a concentraciones de 



6,66 mM se presentaron alteraciones severas en los parámetros de funcionalidad 

dependienles de In integridad de la membrana. Sin embnrgo para los casos donde se 

observó un efecto eslimulalorio en las movilidades progresiva rápida y general, I lOS"!" e 

Integridad acrosOlnallas c()f1cenlmciollcs calculadas son del orden de 1.8 mM, I O veces 

más que las registradas para este electo por otros autores( 146), 

Este efecto lo atribuimos principalmente a que la sensibilidad del método 

espectrolotométrico NBT a azul de fOnna7.3n a concentraciones muy bajas no es tan 

específico. 1.0 euñl concuerda con lo exprcsadll por Kowalski (33). 



COIlc1u!I;mU' ... 

I ,as especies de oxigeno reactivo generados a partir de pohlaciones de leucocitos 

polimorfú nucleares activados tienen un electo dclct~reo sobre los parámetros de 

funcionalidad espermática. que dependen de la integridad de la memhrana plasmática. 

Siendo los parámetros mús afectados la movilidad progn:siv<I y la movilidad general 

estos parámetro" in!luyen directamente subre In pruebn de pcndraciún de huevo de 

hamstcr(~PA) 

Existe un efecto en las concentraciones celulares y las proporciones 

espermatozoidcs:PMN: entre menor es la proporción entre ambos tipos celulares mayor 

es el elt..'Cto delctcreo de las especies de oxígeno reactivo (EOR) así como: entre menor 

volumen celular exista hay también mayor erecto de EOR, sobre la funcionalidad 

espermática .. 

Los resultados mostrados sugieren que los antioxidantes alfa-tocoferol y trolox tienen 

un efecto protector para contrarestar el efecto de las especies de oxígeno reactivo ya que 

mantienen la función celular cn presencia de EOR en niveles normales y que a su vez 

ambos antio.xidantes son comparahles entre si. 

I ,as cundiciones experimentales en c1modelo uti\ izadt) aparcntclTlcnh.: no hay cfecto 

dcletéreo de las especies de oxígeno reactivo que indique la posible inhibición de 

la activación nuclear espermática. 
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Valore" de refere"cia pl/Ta a/l(íIi.~i.~ de "ellle" 11111110110. 

Volumen 

1'11 

Concentración cspt:nniltica 

Concentración espcrmútica tolal 

Motilidad 

Morfología 

Vinhilidad 

I,cucocitos 

Inmunobcad test 

MAR te,t 

20 mi 

n ·8.0 

20 X nl' espermatozoides/mi o mús 

<lO X 1 ({' cspcrlllato/oidcs por 

Eyaculado o más. 

)()4~¡) () más ellO l11{wilidad progresiva 

(catcg()rias "a" y "h") o 25'% o más. 

Con Illovilid<ld progresiva nípida 

(catcgoria "a") dentro de los 60 minutos 

30c~/o o más con formas normales 

75% o más cClulas vivas 

mucho menos de 1.0 X JO"/ mi 

mellos de 20 % cspcrmatoi'oidcs con 

Partículas adhcdcrcntcs 

menos de 1 (l% cspcrmato/oidcs con 

Panículas adherentes. 

* WIU) lahoratory manual ror the cXiJmination 01' human selllen anO spcrm-ccrvical 

mucus intemction. 



ClasificacióII tle IIIS V{/rialltes tlel selllell 11/1111111/0. 

La descripciún de las varÍ<\Iltcs del semen humano con sus ;lltemcioncs se pn:scntan la 

tabla 1. 

l'lasiliulciún 
NtmnOzollspcrnlia 

()I igolOospcnni:1 

1\ stcnOZOtlSpcnll ¡a 

"rcratozO()spcnnia 

()\ igoastcfl():t()(,spcrm ia 

Azoospcrmia 

Aspcrmia 

( 'aractcrísticas 
Ey¡u:ulado normal como se ddin\.: en la 
hoj~ al.}_t~~~)r: _____________ _ 

Concentración cspcflllática rnCfI(lr ti 
20X 10'"1 m\. 
Menos d\.: 50!~'Ó cspcrmato'-oidcs con 
I11llvilidad pf()grcsiva tcalcgurias "a u Y "b") 
O menor de 25% cspcnnatozoidcs con 
n~ovillli~l~to prog.n::~_ivo_~un cah::guria "a". 
Menor del )()%. de formas con morfúlogía 
normal. 
¡\!tcraciom:s sigllilicativas en las tres 
variables (combinación de dos parámetros 
gyedcn ser consideraq~ ______ _ 
Sin cspcnnatozoides en el eyaculado 

Sin c)'al:ulado 

~.~-------

Tablal. Clasilicaciún del semen humano de acuerdo a las características de viabilidad, 
movilidad progresiva y morfiJlogía cspermática. criterios dc la o.M.S 

'" WIIO lab()ratory manual for the examination 01' human semen and spcrm-ccrvical 

mucus intcractiol1. 

'" ¡':!iasson R. Ildlinga F. I,ühckc F. (1970). I:mpfehlungen zur Nornenklatur in der 

Androlngie. Andrologia. ]: : 12)7. 



Prueba de lavado hipo osmótico para espermatozoides 

(a) (h) (e) (d) (f) (9) 

Figura l. Representación de los t:amhios morfológicos típicos en los cspcrmalo/oidcs 
humanos sometidus a estrés hipo-nslllútico. (a) sin camhio con allcraciún en su 
integridad membrnnal HOST -, (h-g) varios tipos de reacción a nivel dc la cob la cuál 
Illucstm hillcham;t.:nlo indicativ() tic integridad dc Illcmhrana II( )S'¡' l. 

* WHO labomtnry manual for lhe cxamination nfhuman semen and spcrm-ccrvical 
mucus intcraclioll. 
* Jcycndran R.S Van deT 11.11 & Zancvdd 1.(1984). Dcvclopmcnt oran assay toasscss 
Ihe functional intcgrity orlhe human spcrm rncmbrane and ils rclationships tu othcr 
semen charactcristics. Journal uf rcproduction and fertility 70: 219-28. 



i 

Inte¡:ridad Ilcro,mnllll 

El al:HlSOllla proviene de la lransl()fIlladún del aparato de (iolgi y de los Iisosmnas de..: 
las células somútil'as. Contiene !ns enzimas rt.:qucritlas pam pcnctmr al ovoeito por 
degradación dc la Z(Hlil pclurida. tilia evaluación es mediante 1;.1 lIlili/aciún de le¡;tinas 
conjugadas nUl llourcsl:cina. las Icctinas Lienen IIna .llta alinidad por residuos 
glicosídicos cspccílicos. en la composición dI.! la membrana acrosomal se han 
cuantificado numerosas glicoprolcínas ':1 gliCtllípidos que forman parte de sistemas 
rcccpturt.:s cclulan:s. 
El control negativo son espermatozoides con integridad acrosomal inlegra. Que después 
de ser incubados 1X'T 30 minutos a 3i'C, en una solución de AMPc, en medio lIam F-IO. 
posterior a este procedimiento se ohservan hasta un QR% de las células carentes de zona 
acrosomal. 

Figura 2. Evaluación de integridad de la memhrana acrosomal la ligura 2 A. Muestra 
células con inh:g.ritlad pusiliv;'1 (notar la región al:rtlsomal con mayor ¡Olensidad de 
tluorescencia), lB muestra células sometidas a tratamiento con AMPc notar la ausencia 
arical de la Iluorcsccncia. Microscopía de nuurcscencia IOOX. 

*Talbot P. Chacon R. (1981). A new prncedurc fur rapidly scoring acrosomc rcactions 
ofhuman sperlll. (~amcte Res 3:211 

*CrossNL. O"crstrcct.l (1986). Two simples mdhods for dctecting acrnsoma rcaclcd 
human spcrm. Gametc Res 15: 21 J 



Criterios pum eml/laciáll tle la lI//lrji,I/lII(t, esperll/títict' 

Cabeza 
Forma 

ACrosolllil 

Dimensiones normales 

Largo 
Ancho 

Ancho de la cabe/a 

Forma oval sin anormalidades 
(lmesas 

Cuello 

Pieza met! in 

Cola 

Oval, borde regular 
debe cuhrir ·1/3 de la SllPCrlicic. 

3-5 ~lIn 
2-1 ~lIn 

entre 1/2 Y 2/3 del largo 

Normal 

Implantación Ahaxial 

I )clgada 
1/3 de ancho de la cabeza 
i\prox. 7-8 ~lIn de largo 
Recta 
(iota < 1/2 del tamaño de la cabeza 

Delgada, sin enrollar borde regular 
45 ~m de largo 

• WII() lahoratory mi1mml I"T Ihe c.xamination nI' human semen and spcrm-ccrvical 

mucus intcrm::liun. 



(I'rueba de /wllelmciáll dí'lllUel'o Ile Imm.\'/t'r) .~;/'A 

En el presente ararlado se pn:sentan aspectos generales de la prueba de penetración dI.: 
lluevo de hamster. ('omn son medios de cultivu, aspecto de los ovocitos inmaduros y 

Maduros. Valorcs de rclcrencia. 

ComponCII~~\!e~~~ivo g~a~() all,!llti~(>l 
NaCI 
K CI 
Ca CI,.2 II,() 
KH,I'().I 
tv1g~U", 7! loo. 
Rojo de ICllol 

Cantidad -------_._---- --_._--
5.540 gil 
OJ56 gil 
0.250 gil 
o. 162 gil 
0.294 gil 

1.0 mili 

Tabla 2. Compnnl!ntes de la solución stuck del medio BWW con un pll 7.3 Y 
()smolaridad de 2X()-~ Illml )SIO. Iltili"l~lda en la prueba de pelll!traciún de hUCVl. de 

hamsler. 

Valores d" r(:lácl1cllI dc /a ¡ml('hll dc .\'11;1 

Grupo Clasilicaciún Cantidad Til.:mpo ,k Movilidad Valor dI.: 
csrcr11l:ltica r n:: espennatica pcnetraciún 
Inicial incubación momento de " .. 
(X IO'/ml) (hora,.l ___ la siembra 

F0rtiks 129.71 1/- J.621/·().51 67.94'/- 61.24 1/. 

39.43 10.16 2108 

- -- _.- - ------
2 Voluntarios 95.81l '/- 4.471/-().Xh 67.22 1/· 31.85 1/-

I':.u:icnlcs 41.39 11. I I 27.12 

cun 
prohlemas de 
inlcrtilidad 

Tabla 3. Amilisis de la funciún espcnn:itica a 2 diferentes estadus de fertilidad. Valores 
Medios +/- Sdx .lomada de Pele" J. Menezes.l. Ilinduja 1. (1986).Sperm penelralion 
¡\ssay in the assscsslIlcnt nI' mal e infertility.lnt. .1. ()f ¡\ndrol suppl 6. 



, . , 

Figura 3 A Asrx:cto de nvueitu de hamslcr maduro. Microscopía de luz ItlOX. 
Figura 3 B. Aspecto de ovocilo de hamstcr inmaduro presencia de células vcscicularcs 
Figura 3 C. ()vocilo dc hnmstcr en presencia de células de la granulosa Microscopía de 
contraste de fases 4 



('/lI.\'!,hw·/líll dd ('Ido ~'Slrtlll'lIl/1 II('lIIbra Imll/sfa sirio dorada ('rie('lu." lluralu.'! 

Idcntilil:<lciún I )ur:u.:iÚI\ l'll ('('lulas l.clIcodtos Moddo de 
del ciclo horns epitdinles conducta 
Pro estro J ('dulas AUSL'lIll'S I,os :lIlillla!cs IlO 

Identificada por escamosas. larga son 
Vagina no nuclcadas scxualrncnlc 
manchada tinción rosa (.;011 reccptivos. 

cosma. 
Estro I~ I >isminu(:iún de Animales 

las l'dulas no rcn:ptlvos a 
l1uclcauas. actividad sexual 
Aparecen Ausentes A lo largo del 
cdulas perímlo. 
nucleadas, asi 
l:0!l10 célulns 
colurnnarcs () 

-------- .. _----- ~I_l~ng~d.'!: .. 
._-~_ . 

I)cscarga !-"in dd estro Masas de Auscntcs 
vaginal pust- células 
ovulatoria nueleadas 

ovales o 
elungadas, 
algunas no 
nuclcadas ------ --- ----~-- -- .. - - --~~- -- ~-

Metaestro 4 Células Algunos La respuesta al 
nucleadas comienzan a aparcamiento 
ovales presentes aparecer comienza a 

~--~-

inicialmente 
~._-- ------ ~E.~ap~!~~~~ __ 

Diestro 751 Orandes Aoundantes Los animales no 
cantidades de muestran 
debris células conducta de 
no teñibles en aparcamienlt) 
números 
reducidos 

Tabla 4. Características principales dcl ciclo estral de la hamster goldcll 
(lIalcz. E.S. Rcpmduclinn amI Hn:cding tCL'hniqtle~ rnr lahomlnry animals. I.ea & 
Fohigor Philadclphial9711) 



Figura 4. Citología vaginal de una hembra hamster en estadío. Diestro donde se 
upn.:t:iun clamlllcnlc la elevada !.:(HKcntmciúll dc Icu!.:(x;ihlS. camc1crístic()s dcl csladitl 
Lavado vaginal con soluciún salina y técnica de tinciún P.A.P a microscopia de luz 
100X. 



\ 
1 

i 

,.. ~ 

dorsal 
ventral 

Figura 5 . Representación de una hembra adulta hamster siria dorada. 5 a. en posición 
dorsal y 5 b. en J'Klsición ventral forma en la cuál se realiza la cirugía para la extracción 
dd aparato reproductor par;! la obtención de ovocitos. 



I"igura 6. Manejtl del animal para examinación de la descarga vaginal para estimar el 
estado del t:ido eslral. Ik la hemhra hamster dorada siria.a) La hams\er es lranslcrida a 
un hule limpio para ¡nirio dclmancjo. h)inido del procedimiento la hembra es 
inutili7.ada para morder. c)cs colocada en posición ineversa para examinar el orificio 
vaginal. El cuerptl es apoyado con la palma de la mano. d)una variante de la posición 
inversa sujetando la regiún posterior de la hemhra con 3 dedos incluyendo a la cola. 
c)pcrineum en el dia I después del estro. f)Perincum en el cuál se muestran una pequeña 
mancha en la corteza de una hamster aciclica. g)pcrincum y descarga post-ovulatoria 
dia 2.h)presencia del tapón de copulación parcialmente extruído por una presión 
gentil. i )Tapón de copulación completamente e.xtruido de la vagina. 



NI) eslimul:.l(.h)s-------~ Sin fonnaciún de 
Dcpositns de formazan 

Neutrólílos nnrll1:1ks ------------~ 

I NBT 

NBT 

I ~stilnul,ldtls ----------~ I)rcsencia de depl)siltls dc 
Formazán. 

EOI{ ---------~ Azul de Fonnazfm 
(Amarillo pálido) (Azu-vioktacco evaluado a óJO nm) 

.2 
>. 

1;; 
e , 
'" / , / 

U 

<3 ~ a .1 y/ . / 

o 

OL-~~--__ ~~ __ ~~~~~ 
400 500 600 700 

Wavelength (nm) 

Figura 7. Ejt:mplo de un espectro de Absorciún del NBT Y Formazún lItili/ando NBT 
Imglml (----). Y forlllllzun ( ___ ) dislIclLo I.!n una solución dI.! 1/1 BSS e isuprnpanol. 
En el caso de la mezcla de lormazan se uso una mezcla (I/t) de BSS e isopropanol con 
ácido c1oridrico (O.04N) (lUC fuc utilizado como solvente (.. . ... ).en este caso la 
absorción óptima es a los 550 nm, para nuetras condiciones experimentales fue a los 
630 nm, gráfica lomada de Denizot F. Lang R. Rapid colorimctric assay for ceH gro\\1h 
and surviva!. J 01' Immun Method. 89:271-277.1986. 



Análisis Estadístico 



Amílisis ('stlllli'\ti ... ,u 

1 ,(IS resultadtls llc las hillllll'lrías pnH:til'allas a IIIS "tlluntari'ls. para la Ilhlcnriún dt..' 
ICUI:ocitos polimorl'lllHu:h:;¡res se presentan en la tahla I 

Padmetm Media VariaJlI.:.l Sd, SI' C. V U~l Valor de 
~l!~guint..'o rcrcrelll:ia 

WBC 7.230 1. 1~.1 1.092 0.244 15.105 7.5 

LYM 1. '11 1 O.OX') O.2IJS IUI67 15.5XI LX 

RA 5.050 1.064 1.031 0.231 20A23 5.0 
RIIC H04 0.0000 0.017 0.004 OJ47 4.X 
II(iH 14.5XO OJ4~ 0.585 O IJ 1 4.015 15 
IICT 42.~40 2.640 1.625 11.363 3.784 40 
MCV 90.600 6.990 2.644 0.5'11 2.918 'lO 

IICII 3 UI05 U8~ 1.179 0.264 HOI 31 --.--+ - -----._--- ~--_. 

elll. :1.')Q:,\ 2.842 1.686 0.377 4.984 33 
I'LT J 125 909.9-17 .1111 (,5 6.745 ').l,5J 31' 

','abla , I:stadí~tir.:a de~t..·ripli"a de n 5() de IIIS valort..'s de hilJlnetría hClnáticn de IIJS 
voluntarios en la presente tabla sólo fueron incluidas las voluntarias ya (llIe 
representaron el SyVtI dc1101al de las muestras donde WHC:lcucocitos monocitns 
I,YM: linfocihls, RI\: eritrocitos RBC:leucocitos cosinólilos IIUI\ hemoglobina 
HCT: hematocrito MCV:volul11cn celular medio.IICH elementos figurados de la sangre 
humana. 1'1.'1": rlaquctas 

JBC: 7.0K/ul 

.YM: 1. 4 

¡AN: 5. ó 

Iq.8 ~l WBC 

80.2 ~G 

mc: 4.81 M/uL 

1GB: 13.8 g/dl 

lCT: 41. 4 ~ 

ICV: 8ó. fl RBC 

ICH: 28.7 pg 

" :HC: 33.3 g/dl 

)LT: 342. K/IJL 

PLT 

20 25 30 ' 

Figura l. J-Itlja eJe resultadt.s obtcnithls por medil:iún autolnatií'llda de la hiornc1ria 
hcmátictl de un voluntario sano 

4. 70 5 

"1. (11 s 



Análisis del semen 
El análisis de las muestras de los voluntarios normozoospérmicos con Icrtilidad prohmla 
participanh:s en el estudio se presentan en la tahla 2. 
P:lrámclro Valores previos a sel 

seleccionados por 
gradientes de lx:rcoll 

Volullle.n del semen (mi) 2.0 11- 0.9 

L'onccntraciún eSpL'rlll;'llica 17ú.9 ! 1- l)~.ú 

!':I~~l~I_1.~I_Ili.:S p(n mi 
Conccntración cspcnmitica 307.5 1/- 187.9 

~)~~º~t;~ p(~~.eyal"lIl:\(hl 
Cclula inmaduras s.o , I- n 
Millollcs por mI 
M(wilidad es¡x.'rm:itiGI 60.0 1/- 75 
P!.(~g~~s~~~ .rúp!da Uj. 

Y.iah.i.1 ~dad _ (~~I) 875 1/- U 
M()rI~)I()g!a IUII tllal (U,,) ~ó 11 1/- () .. "' 
\I_a!,,-,_<!"..Hl~S:r <.~b '.!. . _. 82.U , 1- 10.6 

- -- --
Integridad dc la IIlclllhmna RO.O 1/- IO.X 

{\cl~os9~a! (% 1) 

Daño celular (u.~ COIl daiio) 17.5 , 1- 5.') 

Valores postel iore;; a ser 

seleccionados por 
gradklllcs de perctlll. 

70.11 11- 15.11 

0.05 11- 0.025 

SilO 11- Ó 11 

95.0 11- 3.0 
. - -

RO 1/- J(¡ 

85.U '1- 5.U 

5.0 1/· J <) 

Tahla 2. !{epn:scntaciúlI de los valores medios con su respectiva dcsvi:H:iún c~landar de 
los parámetuIs convencionales y de t"uncionalidnd nnalizados en las 
cspermat(lhitlSellpías de 11 R5 muestras. prCVitl a los l11tlllliljes expcrilllcnlales. 

180 
160 
140 
120 
100 
80 
60 
40 
20 
o 

Análisis de semen humano 

I":b, ~millmm Ok, 
2 3 4 5 6 7 8 

Parámetro 

1 o Pre·percoll 1 

! o post-percol! . 

Gralica 1. Valores medios de los parametros convencionales y de funcionalidad 
espermútica antes y después de ser separados por gradientes discontinuos de pcn..'(JII. 
Donde: l.cuenta espermática Iml. 2 presencia de células inmaduras.] movilidad 
progresiva rápida. 4.viabilidad espermática.5. morfología normal. 6110ST. 7.lntcgridad 
acrosomal.8 daño celular espermático. 



l!feCIO de poblac:i(Jlles de leu('odtos po/inuui'o "udeare.\· ,\ill e.wimulacil", !.obre la 
funcionalidad e.\pernuílÍC'lI. 

El propósito ue esta serie experimental fue estnhlecer los posihles erectos de 

pohlaciones de leucocitos polimorli, nucleares sin estillllllaciún sohrc la fUllcionalidad 

dc los espcrmalo/.oit!es. 

Los resultados lIhtenidos de la Inet!iciún de los parúmetros viahilidad, movilidau 

gcncral, movilidad progresiva r:'Jpida, integridad de la memhrana e integridad acrosolllal 

oc 12 experimentos 110 presentan distrihuciún normal por lo que los datos fueron 

estandarizad(ls IHediante la aplicaciúll de logaritlml en hase 1 (l. 1,as pruehas estadisliscas 

utilizadas en esta serie fueron I\N()V 1\ y IIIw.:ha t de stUtlCllt amhas pruehas con ulla 

prohahilidad de ((-:: fUI) u~). (programa Statquik 199R) 

Mov.gral Tratamiento Viabilidad 
--~~ 

C"nlr,,1 4 511 (, R:1 

- --
PMN + 1.~4 6.R~ 

I:spemlalozo 
ides ---- --- -
Valor de F. 4.67 135 
De labias 

Mov.ti~o a 
(, 211 

-- -
2.34 

--- - ~ - ~ 

6.25 

HOST 
L!2 

1.6 

~-

2.24 
--

Integ. Acros. 
:; 09 

1.115 

115 

Tahla 3. Valores de ¡: l'alcul;.¡dos registrados a partir de la prueha de I\N()V A con un 
u = 0,05%, entre las diferentes concentraciones y proporciones de PMN sin activar y 
espermatozoides incuhados 2: 1 Experimentos 1,2, J Y 9,5: I experimentos 5, 6y7 10: I 
experimentos 8, 11, Y 12,20: I experimento 4. En todos los casos no se encontraron 
diferencias estudistic:lmcntc signilicativas enlre las proporciones utilizadas y los 
pnrámcln)s. 



Tratamiento Viabilidad Mov.Ural Mov.tipo a IIOST Inleg. _"eros. 
Control 
Vs I'MN 1177 O.9:! 0111 O.l}J 0,99 

Tiel~.J.II.!.lin 
Control 
Vs I'MN 11.72 3~ 1.0'! O'), 1.2(} 
90 minutos 
Valor de 
Tablas 171 1.71 1.71 1.71 1.71 

Tabla 4. Valores de t cun un u O.o.sc% para t.!stahlecer t1ili:rt.!llcias signilicativas entre 
el grupo ctllllHlI y el tratamiento (incuhaciún con I'MN sin activar) ¡,;n d tiempo O y I)(), 
no existieron dilcrellcias estadisticamente signilícativos entre los tratamientos en los 
minutos de inl'uhat:iún anali/,ados. en los panímdros de fUllcionalidad considerados en 
el estudio 

--- _.- - .. - - -- _._- - - -- - --- - - . ---- - -
-I'ratamiento Viahilidad Mov, Gral ~ov:..yipo a_ IIOST 1_I~h:g. "cros 
Contwl o'" 3.3 1 * 1.21* 1.40 1.211 
O a 90 min 
1 ':spcrmato- 1.04 .1.74' :!.(}O· 1.11 1.011 
zoidesl PMN 
O a 90 min 
-~---

T de tahlas 1.71 1.71 1.71 1.71 171 

Tabla 5. Valores estadísticus de t con un ({=- 0.05%. para establecer el posible electo de 
tiempo dc incuhación de O a g() minutos. Por separado fucnm anali7..ados el grupo 
control en el til'mpo O hasta 90 minutos y esperm<'ltozoidesl I'MN en el tiempo () hasta 
los q() minutos dc incubación. Se registraron diferencias estadísticas en ambas 
condiciones en los parámetros de movilidad genernl y movilidad tipo a (progresiva 
rápida). (*)denot3 significancia estadística. 

I~feet(} de las e.\p('de.\· de oxígeno reae,i"" sobre /tI fUII('ÍOIlUlidad e.fpermálicll 

El objetivo de esta serie experimental fue establecer los posibles erectos de las especies 

de mdgcllo reill:tivo y el electo de la proptln:iún cdular sohre la l'unl'jollalidaJ 

espermática. A partir de la incubaciún de diferentes conccntracioll\!s espermaticas así 

como de poblaciones de leucocitos polimorfo Iluch:arcs estimulados con un cstcr de 

furbo!. 

Los resultados de la medición dc los parámetros viabilidad. movilidad general. 

movilidad progresiva rápida. integridad de la memhrana e integridad acrosomal de 17 

e.,<pcrimelltos /lO prescntan distribución normal por lo que los datos fu\!roll 

estandarizados I11l..!dinnte la aplicación de logaritmt) en hose 1 n. I.as pruebas estadísticas 



utiliz<'ldas cn esta sl.:rie fucron ANOV A y Prueha I dI.! stlldent amhns pruehas con una 

prohahilidad de u= 0.05 %. (programa Statquik 199R) 

Prnpm TI:llam I"lalalll "1"1":11:1111. 'I"ralam 'I'ralalll ·l'líltalll. Tratam Tralam 
Ción. 2 2 J 3 4 4 
Celular ML'dia Sdx 1/. ML'din Sdx. 1 !. Media Sdx l/- Media Sdx.I/-
1:1 91.X() 2-',7 ()J.50 3.10 X5.00 1.XX 19.·U X.IO 
1.':I'MN 
2: 1 H4.14 3.X6 H750 4.62 705 l63 30.00 4.H6 
E:I'MN 
5: 1 H4.54 140 H6.54 2.RlJ X1.19 3.10 3200 4.26 
U'MN 
10:1 X4.0Y 3.30 XY.65 2.4Y X3.Y4 3.12 42.21 ?RO 
E:PMN 
20: 1 X547 4.23 X4.79 5.9l.) X4.54 4.61 4ó.71 H40 
1':I'MN 

Tnhla 6,1 Valores de estadística descriptiva (media y desviaciún cstándar Sdx), para el 
parámetro dI.: Viahilidud, en las dilCrcntcs proporciones utilizadns dondc' tratamicnto I 
es el control Espermatozoides en medio Ilam F-I O. Tratamiento 2. Espermatozoides con 
PMA Tratamiento 3 Espermatozoides con PMN y Tratamiento 4. Espennatozoidcs COII 

PMN y estimulados con PMA. 

Propor­
Ción 
celular 

1:1 --_._--

Tralamic 
ntos 
1 vs 2 
7.85 

2:1 5.39 
1-c"-5:c'-1 __ 14.83 

10:1 0.98 
20: 1 0')4 

... - .... -
Tratamie Tratamie 
ntos. ntos 
1 vs 3 1 vs 4 
7.15 6342' ----- -----
4.78 53.94' 
3.35 52.54' 
0.14 41.87' -- -- --- -
O.Y3 3R.7,' 

.- _.- . _._--
Tralalllie Tratamie 
ntos nlos 
2 \'s 3 2 \'s 4 
M.OO 56.33' ----- ------
6.92 48.23' 
4.58 49.18' 
1.00 41.52' _.- -_._-- -
I.IJO )9.15* 

._-- -
Tratamic 
nlos 
3 vs 4 
55.57' -----
50.25* 
52.15' 
41.72' ----
37.X2'" 

Valor de 
F.de 
tablas. 
21.67 
21.67 
21.67 
21.67 
21.67 

Tahla 6.2 Valores ohlenido< a partir de la prucha(ANOV Au ~O.O,%) : para e<tahlecer 
el posihle efccto de las células estimuladas con cstcr dt.! furbo\ (PMA), así como efccto 
de los lelll:ocitus polimorfo nucleares activados sohre la viahilidad espermática, cn las 
diferentes proporCi(IIICS celulares estudiadas. 'l'ralamienLo l. I :spermatoz(lides 
Tratamiento 2. Espcnnatozoides 1 PMA Tratamiento 3. Espcrmnl070ides 1 PMN Y 
·¡·ratamicnhI4. I:spcnnahlzoides II)MN II)MA. 
1.0s valorcs registrados( *) representan di lerencias estadísticamente 
signilicativas ( 1: calculada Vs F de tahlas ). 



. __ . --~ . 

'I:ie.mpo .10 mili ·15 mili úO mili 75 min 90 mili 12.() min Valor 1: 

1:1 1.66 6.66 R.J3 17.63' 19.0' 19.0' 14.26 
2: 1 4.00 11.24 II.X3 13. '! 1 15.50' IS.5' 14.26 
--~-~ - --

5:1 7.23 10.39 1319 1390 13.86- 16.S' 14.26 
10: 1 5.39 '1.0J 13.70 11.63 21.2'" 2.4.6'" 14.26 
20: 1 0.95 1.50 0.50 10.66 16.91- 22.9· 14.26 

Tabla 6.3 Erecto del tiempo dc incuhación sohre la viahilidad espermática pma el 
tratamienlo 4 I·:spefllmtowidl.!s I PMN I PMA. (AN()V A n n.o:,,) I.tls valmes 
registrados (.) representan diferencias estadísticamente significativas 
(F calculada vs F de tahlas) Valores registrados a partir dI.! la l1Iedi..:iún inil.!ial a lus 1'5 
Ininuttls dc incuhaciún. 

-~~-

!'rnporciún 1:1 2·1 5: 1 10:1 Valor dc F. 
2:1 4.79-
5:1 4.68* 1.60 
10:1 4.J6' 5.77' 4.16' --_. __ ... ---- -- - --- - ____ o , __ , 

20:1 J. iJ8'" 7.93' flJ2.'" 2.16 3.89 

Tabla 6.4 Efecto de la proporción celular sohre la viabilidad espermática para el 
tratamiento 4 Espcrmatozoidcs+PMN+PMA (ANOVAa=O.05%). Los valores 
Registrados ("')representan diferencias estadísticamente signilicativas. 
( F calculada vs ¡: dc lahlas ). 

Propor. ·I'ratal1l. Tratal1l. Tratam. '¡·ralam. Tralam. Tratam Tratam. lratam. 
Celular I 1 2 2 3 3 4 4 
E:PMN Media Sdx +/- Media Sdx+/- Media Sdx+/- Media Sdx+/-
--~~ --,- ,_.- ~~- ----

1:1 8118 9.11 85.07 7.10 76.54 9.94 25.05 9.78 
._~- ----- --, ----- -~~- -- ------
2: 1 76.46 1.36 R 1.17 7.71 76.96 1.25 23.93 5.97 
5: 1 RUO 4.36 84.75 6.29 SO.78 7.28 26.42 6.31 
10:1 78 RO R.6R RU5 R.92 75.n 9.57 25.53 4.65 
20:1 82.X6 2.40 R2.67 2.24 RO.22 2.42 28.29 6.55 

Tahla 7.1 valores dc estadística descriptiva (media y desviación estándar). para el 
pmámctul dc Movilidad general. Para cada una de las diferentes pnl[Xlrciuncs celulares 
ulili/.adas y donde tratamiento I control Espermatozoides en medio HamlO. 
Tratamiento 2. Espermatozoides con PMA. Tratamiento:\ Espermatozoides con PMN y 
Tratamiento 4. Fspermatozoides con PMN y estimulados con PMi\. 



--_.~ - ----- _. .. ---- . .. _-- ._._- ._.- --_._- --_.-
Propor- Tratamic Tratamic Tratamic Tralamic Tratamic 'I'ratamic Valor de 

Ción nlos ntns. ntos nlos ntos nlos F. de 

celular I vs:2 I vs J I \'54 ~ vs J :2 \'54 J vs 4 tahJas 
1:1 3.21 S.32 22.05* 8.53 23.0S- 25.0S- 14.81 

2: 1 no lijO 53.12- 4.20 57X3- 5.1.62* IUI 

5: 1 0.05 11.92 65.2R- 197 68.33- 64.33- 14.81 

111:1 11.73 4.27 6.\.(IS· 327 M.OS- 5Rj7' 14.RI 

20: 1 \1.18 2.63 64.57* 2.44 64.38* 61.93* 14.RI 

'j'ahla 7.2 Valllfl's rcgistrudos ti partir de la prucha (I\N()V !\(t =O.OS% .. ). para cSlahlcccr 
el posihlc C!C¡;ltl lh.: las cClulas cslill1uladas con csh:r dI.": It.lrtnll (lIMA), así Cl1l1111 clcchl 
de los leucocitos polimorfo nucleares activados sohrc la movilidad general espermática 
en las dilclCllh:s ploporcitlllCS cdlllal es estudiadas. '¡'ml<l11licnlo l. I ~spcrnl<.lloztlidcs 
Tratamiento 2. Espermatozoides j PM/\ Tratamiento J Fspcnnatozoidcs -j PMN Y 
'¡'ratamicnh, 4. I ~$pt:rlllah)/.oidt:s I I'MN II'MA 
Los valort:s n.:gistrados(*) representan diferencias estadísticamente 
signilicaLivas (F calculada Vs F de tahlas) 

---- .- ---- ----
~i.t:mpo 30 min 45 min flO min 

1:1 3.08* 2.~3* ,).33* 

2: 1 3.68 4.31 6.5' - .~~ 
S: 1 2.17 3.12 5.70' 
10: 1 0.73 4.27 5.20' 
20: 1 1.21 4J17* 10.92* 

mm 
1 

.43' 

75 
1.1 
10 
9.0 
8.5 
12 

7* - . 
4-
-~. 

.67* 

90 min 
fU3 
13.81---
9.65' 
8.95' 
I !{.t.>2* 

120 min ValmF 
fU3 I.IR .-
16.25* 4.78 
9.80' 4.78 ----
12.80* 4.78 

- --- _._- --
IR.17· 4.52 

Tabla 7.3 Efecto del tiempo dt: incuhación sobrt: la movilidad general espcnnática para 
el tratamiento 4 Espcrmatozoides+PMN+PMA. (ANOVA a=O.05), los valores 
registrados (*) representan diferencia'\ estadísticamente significativas 
(F calculada vs F dt: tahlas ) Valores rt:gistrados n pnrtir de la medición inicial a los 15 
minutos de incuhaciún. 

Pn~rorciún 1:1 2: 1 5:1 10: 1 Valor de F. 

2: 1 2.33' 
5:1 IA5' 178* 
10:1 1.35' 1.08 2.70* 

20: 1 1 11' 3.XX* 9.75* 2.XO* 1.29 

Tabla 7.4 Efecto dt: la proporción célular sohre la movilidad general espermática para el 
tratamiento 4 Espennatozoidcs+PMN4 PMA (ANOVAa=O.05%). Los valores 
Registrados("') representan di Icrencins estadísticamente significativas. 
( F calculada v, F de tah,"s). 



PropOL Tratalll. Tmtalll. ·I·mtalll. Twtalll. Trat;nn Tratam Tratam. Tratmn. 
Celular ~ 2 3 , 4 4 
I::I'MN Media Sd, I /- Media Sd, l/- Media Sdx I /- Media Sdx I /-
1:1 76.0 I.JU 7XA3 1.70 71.57 7.X2 10.72 2.36 
2:1 7J5 I2X 76.D I.(n 70.29 X.32 20.22 2.12 
5: 1 70.21 1.20 74.50 11)4 69.71 '1.53 26.29 2.0X 
10: 1 71.57 7.38 77.11 7A6 70.0J 7.50 28.37 5.22 
20: 1 71>.57 215 7R.11> 2.2) TJ..4J JJO 35.72 2.36 

Tahla 8.1 Valores de estadística descriptiva (media y desviación estándar), pura el 
panímetro de Movil ¡dad progresiva rápida (tipo a). pm:! cada una de las dilerentes 
proporciolles celulares utilizadas y donde tratamicnto I es el control Espcrrnatozoiocs 
sin estímulo y sin PMN. Tratamiento 2. Espermatozoides con PMA. Tratamiento:\ 
Espcrmah>loides con PMN y Tratamiento 4. I :spermatozoides con PMN y estimulados 
con PMA 

Propor· Tralamic Tralmnie Tratamie Tratamie 'l'ratamie Tratamie Valor de 
Ción ntos nlos. ntos ntos nlos ntos F. de 
celular I vs 2. I vs J 1 vs 4 2. vs 3 2. vs 4 3 \'s 4 tahlas. 

1:1 2.42 4.42 72.42+ 6.857 74.85' 67.99+ 12.4~ 

2: 1 3.52 4.38 81.75' 6.28 87.32' 72.85' 1242 ------ .. - ----- _._--- -- ------ ----- ._---_._. 
5: 1 14.28' 0.50 67.28' 14.78' 71.57' 66.78' 12.42 --- ----- -_ .. _- ---- _. -------- ---_. 

10: 1 15.54' LOO 61. 19' 16.74' 66.74' 59.99' 12.42 
20: 1 1·1.14' 1 14 7299+ 15.73' 74.59' 68.85' 12.42 

Tnhla 8.2 Valores registrados a partir de la prueba(ANOV Aa =0,05%). para estahleeer 
el posihle electo de las células estimuladas con estcr de forbll¡ (PMA). así como clecto 
d~ los leucocitos polimorfo nucleares activados sohre la movilidad progresiva rilrilla 
espermática elllas dilerentes proporciones cdulares estudiadas. Tratamicnlo l. 
Espermatozoides sin aCliv¡lCiún. Tralamiento 2. Fspennatnzoides I PMA Tratamienlo Y. 
Espermatozoides I PMN Y Tratamiento 4. Espennatozoides! PMN! PM. Los valores 
registrados (*)rcprescntan diferencias estadísticamente 
signillcativi1s (F calculada Vs F de tahlas) 

-- -- - ------ _._--
'I:~~mpo 30 min 4~ min 60 rnin 75 min 90 min 120 min Valor F 

1:1 18.50' 21.50* 19.30'" 18.50' 19.50' 23.00' 3.26 --- -- --- ._-- ---- --- -------- -----
2: 1 1~.20* IR.50· 17AII' 15.20* IUO' 13.20* 3.26 
5: 1 5.24'" 5.68' 7.43' 6.6S· 7.62+ 8.68' 3.26 

--~--- ._-- ----- ------ -----
1 (): 1 3.62' 5.50' 7.14' 6.24+ 4.09' 7.04' 3.26 - ------- - --- - -----
211: 1 ~.2:\* "l.::!'" '" 6.24* ~. 71'" ~.2-l* 6.24* ~.20 

Tahla R.J Efectll delliempo de incuhación sohre Itllllovilidad tipo progresiva rápida 
para el tratamiento4I-:spcrmatozoidesl-PMN! PMA. (ANOVA ct.={U15) I.os valores 
registrados ('" )n:prescntan diferencias estadísticamente signilicativas 
(F calculada vs F de tahlas) Valores registrados a partir de la medición inicial a los 15 
minutos de incuhm:ión. 



-- . __ .'--
I~_~~~ión_ 1:1 2:1 5:1 1 U: 1 Valor de F. 
2:1 2.&(, 
5:1 4.U 1.63 
\O: I 8.17' 530' J(¡7 ------_.-
20:1 5.U· 4.9U· 3.54 

·'·abla R.4 I~fcctn de la proporción celular s(lhn: la movilidad pnlgresiva rápida para el 
tratamiento 4 Espermatozoides 1 PMN IPMA (ANOV Aa=O.05%). Los valores 
Registrados (.) representan diCerencias cstadistica mente significativas. 
( F calculada vs F de tahl.s ). 

- ---
Propnr Tratam Tratam Tratam. Tratam Tratam Tratam Tratam Tratam 
Ción. 1 1 2 2 3 3 4 4 
Celular Media Sdx 1/- ~e~ia S¡j~+/-.. Media Sdx+/- Media Sdx 1/------ ---- -- -_.- - ---
1:1 81.86 9.11 83.14 1.14 79.57 9.96 16.0 3.81 
E:PMN 

"2--:1-- .- -- --- _._---- ~--- ---- --~- ------
77.93 4.35 7943 9.20 76.54 632 23.0 346 

E:PMN - . . - - - - -' -- _. - ___ o 

5: 1 81.94 1.31 81.34 6.67 79.11 6.67 27.31 3.90 
E:PMN --- ----
\0:1 79.83 4.64 79.63 2.06 7640 &.75 35.25 417 
E:PMN 
20:1 83.29 9.6& &1.14 7.51 &3.57 5.2& 28.0 1.9& 
E:PMN 

-- --_.- ----- ._- --------

Tahla 9.1 Valores de estadistica descriptiva (media y desviación estándar Sdxl. para el 
parámetro de IIOST. En las diferentes proporciones utili/adas y donde tratamiento I es 
el control Espermatozoides sin estímulo y sin PMN. Tratamiento 2. Espennatozoides 
con PMA. Tratamiento 3 Espermatozoides con PMN y Tratamiento 4. Espermatozoides 
con PMN y estimulados con PMA 



l' 

r 

Propor­
Ción 
celular 

Tratamic Tratamic Tratamic Tratamic Tratamic Tratamic 

1:1 

ntos 
1 vs 1: 
1.28 

I-~:L_ 1.50 
5: 1 0.60 

10:1 0.19 
20: 1 1.85 

nto~. "tos nlos ntos nlos 
In3 In4 2n3 2n4 3n4 __ o _, __ ~ _______________ _ 

2.25 65.85' 3.57 67.14' 63.57' 
1.39 54.92' 
2.82 54.63· 
3.42 44.57' 
0.28 55.28' 

2.89 
2.22 
122 
2.14 

56.42' 53.57' ------- ---
54.03' 51.80' 

,!±.3 7~_ 4 7 !'!~ __ 
5142' 53.57' 

Valor de 
F. de 
tablas. 
16.01 
16.01 -----
1601 
16.01 
16.01 

Tabla 9.2 Valores regislrados a partir de la prueha(ANOV Au =0.05%). para eslableeer 
el posible eleclo de las células eSlimuladas con esler de lorbol (I'MAl, así como eleclo 
de los leucocitos polimorfo nucleares activados sobre IIOST 1 en las diferentes 
proporciones cdularcs estudiadas. 'J'ratamicnto l. Espermatozoides sin activación. 
Tratamiento 2. Espennatozoidcs ¡ PMA Tratamiento J. Espermatozoides ,1 PMN Y 
Tralamienlo4. I:spenmalozoides II'MN II'MA 
Los valores rcgististrados (*) representan diferencias estadísticamente 
significativas (F calculada Vs F de tablas) 

Tiemoo 
-'- ----- ----

30 min 45 min 60min 75 min 90~~ J~O 1l1~ -------- -----
1:1 2.0 2.75 5.5' 4.75' 9.0' 10.0' 
2:1 3.75' 6.93' S.5' S.IS' S.6' S.S' 
5:1 2.39 6.64' 7.16' 9.39' 10.95' 10.49' 
10:1 1.20 0.95 2.90 3.0 7.30' !.35* __ 1-'-""- - -- - - "~- ---- - ---~ 
20:1 1.0 ._el.S. _.- J.~ __ 3.20 6.0' 5.0' 

~~lorF _ 
3.21 
3.21 
3.21 
3.21 -----
3.21 

Tabla 9.3 Efecto del tiempo de incubación sobre HOST + para el tratamiento 4 
Espermatozoides+I'MN4 I'Mi\. (ANOVA a=0.05), los valores registrados (') 
representan diferencias estadísticamente significativas (F calculada vs F de talas) 
Valores registrados a partir de la medición inicial a los 15 minutos de incubación. 

Proporción' 
2:1 

1:1 
o.ql 

2: 1 5: 1 10: 1 Valor de F. - - - - -- --+-"-'-'---_·I-'-"-'-'----j-'-'~""-'~· 
- -- --- -~ ---- ---~_. 

5:1 2.2S 2.30 
-- .--.- ------1----

10: 1 2.63' 3.55' 0.35 ------- _._- -- ~ ---- --- _. - - --- ---- -- --_._---
4.77' 

Tabla 9.4 Efeclo de la proporción celular sobre HOST + espermática para el tratamiento 
4 Espermatozoides+PMN+PMA (ANOVAa;0.05%). Los valores 

. Registrados (*) representan diferencias estadísticamente significativas. 
( F calculada vs F dc tablas). 



I~ 

I 

----- -------- -------
Propor Tratum Tmtam Tratam. Tratam Tralam Tratam Tralam ','ratam. 
Ción. 1 1 2 2 3 3 4 4 
Celular Media Sdx l/- Media Sdx l/- Media Sdx l/- Media Sdx 1/------ ----~- ----- ------ -
1:1 SO.57 1.13 79.14 1.13 75.43 1.64 20.14 2.29 
E:PMN 
2:1 SO.64 6JI 78.79 1.17 74.71 1.00 23.11 1.46 
E:I'MN ._--- --- .- ._- ----
5:1 RO.09 9.37 78.51 7.74 73.43 9.94 27.03 3.S3 
E:PMN -- - - --- - ---
10: \ 79.46 7.Q2 79.0l) 4.6\ 74.09 9.71 :19.66 6.49 
E:PMN 
20: 1 RO.R6 9.11 78.71 r..RO 7157 O.R2 49.14 7.34 
E:1'MN 

Tabla 10.1 Valores de estadística descriptiva (media y desviación estándar Sdx), para el 
parámetro de Integridad Acrosumal. En las dilcrcntcs proporciones utilizadas y donde 
tratamiento 1 control Espermatozoides sin estímulo y sin PMN. Tratamiento 2. 
Espermatozoides con PMA. Tratamiento 3 Espermatozoides con PMN y Tratamiento 4. 
Espennatozoides con PMN y estimulados con PMA 

Propor- Tratamie Tratamic Tratamie Tratamie Tratamie Tratamie Valor de 
Cibn ntos olos. nlos ntos "tos ntos F. de 
celular I vs 2 I vs 3 I vs 4 2 vs 3 2 vs 4 3 vs 4 labias. 

- . - - -- ----- ----- - --._--- ._---- -----
1:1 1.42 5.14 60.42' 37~~ 59.0' 55.28' 14.29 ------- --------
2:1 1.85 5.92 57.53' 4.07 55.67' 51.60' 14.29 
5:1 1.57 6.65 53.05' 5.08 51.4S' 46.40' 14.29 - -- ---- ------ -~ --_._~ ---- ---- ~~---

10:1 0.31- ___ 5_37 39.8' 5.0 39.42' 34.92' 14.29 ----
1.0.: 1 2.14 7.2R 31.71' 5.14 29.57' 24.42' 14.29 - -~_._ .. 

Tabla 10.2 Valores registrados a partir de la prueba(ANOV Aa =0_05%) ,para establecer 
el posible efecto de las células estimuladas con ester de I'Jfbol (PMA), así como efecto 
de los leucocitos polimorfo nucleares activados sobre la Integridad Acrosomal en las 
diferentes proporciones celulares estudiadas. Tratamiento l. Espennatozoides sin 
activación. Tratamiento 2. Espennatozoides +PMA Tratamiento 3. Espennatozoides 
+PMN y Tratamiento 4. Espennatozoides+PMN+PMA 
Los valores registrados (.) representan diferencias estadísticamente 
significativas ( F calculada Vs F de tablas). 



-- --- -- -------- -- -_.- - -------- ----------

~~~ 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min 120 min Valor F 
1:1 1.07 0.25 2.75 0.25 5.25' 4.75' 2.83 ----- ----- ----_. - - ---
2: 1 2.68 2.37 2.12 2.18 5.65' 5.12' 2.83 
5:1 2.56 2.80 2.56 8.05' 9.85' 11.85' 2.83 
10:1 2.60 2.79 2.90 J~º 13.70' 16.0' 2.83 

- ------ .- ------ ----- -----
20:1 2.53 2.51 2.49 2.75 17.20' 14.5' 2.83 -- ---- --

Tabla 10.3 Efecto del tiempo de incubación sobre la Integridad Acrosomal para el 
tratamiento 4 Espennatozoides+PMN+PMA. (ANOVA a=O.05) Los valores 
registrados (*) representan diferencias estadisticamente signilicativas 
(1' calculada vs F de tablas) Valores registrados a partir de la medición inicial a los 15 
minutos de incuhaciúl1. 

~.9porción 
2:1 -----
5:1 
10:1 
20:1 

1 ¡----'2--'-: 1 ---'-::5-:'1---

0.49 
10:1 Valor de F. ------

0.94 ¡o0c.:.4"'5 ___ lcc-= ___ I-____ l ____ -I 
4.25"'-' ___ __I~3cc·7"'6c...--+"'3."'3"-O---I_---__I----_j 
6.00' 5.50' 5.05' 1.74 3.78 

Tabla 10.4 Efecto de la proporción celular sobre la Intcb'Tidad Acrosomal espennática 
para el tratamiento 4 Espermatozoides+PMN+PMA (ANOVAa=O.05%). Los valores 
Registrados en (*) representan diferencias estadísticamente significativas. 
( F calculada vs l' de tablas). 

l:.~,'aluació" de d6110 celular en poblaciones de leucocito.f PIlIN por efecto de la 

estimulación con ')MA.v efecto antioxidante del Trolox. 

El objetivo principal dc esta serie experimental consistió en evaluar el posible daño 

celular en poblaciones de leucocitos PMN mediante técnica histoquímica con l1itro azul 

de tetrazolium para microscopía de luz a 100X de aumento_ Debido a que son 

mediciones cuyas variables son del tiJXl discreto, los resultados de los 10 experimentos 

realizados fueron anali7.ados con pruebas no paramétricas Kruskall - Wallis (F) y 

prueba t con nivelc!' dc conlianza del (1::;0.05%1. 

(programa estadístico statquik 1998) 



Tratamiento Control PMN (1) _ P_f.1.N_' PM~j2t ___ P~l:'_~ PM~ '.:rr!}~(~m _ ----- ~-~-- - ----
.Jiem~~ ___ Media Sd.x I!_ Media Sd,,1 !- Media Sdx+!--- - -
15 minutos 16.0 1.6 45.0 2.4 40.6 3.76 --- ---_.~~._-

30 minutos 18.6 2.04 57.8 12.58 434 5.4 
-+- -----~-

45 minutos 19') 2.M:" 6153 11.02 44.53 4.56 ------
60 minutos 21.33 3.4 64.55 10.0 48.15 6.36 -----
90 minutos 21.95 3.38 66.60 9.00 52.12 9.10 ----
120 min 22.44 no n:12 2.38 57.72 9.41 

Tabla 11. 1 Valores medios y de desviación estándar (Sdx), de cada uno de los 
Tratamientus pum eslahleeer el posihle daño celular por electo dI.: la cstimulaciún y 
tiempo de incubación, el criterio Itll.: camhios en la morfología de los leucocitos 
polimorfo nucleares. 

~
. --". 

'I-ratamientos 
Valor t calculad" -------
Valor de tahla, 

J(l",_O,~%) 

I contra 2 
2.84E-05.~ 
1.94 

I_c()ntr~_~_ ~c(~!!t!a3 j 
____ ~E-O~ ___ 0 0008 ____ _ 

194 194 

- + - -

Tahla 11.2 Resultados de la prueba estadistica aplicada (t no paramétrica) con un 
intervalo de conlian12 del 95%, paJa eslahlcccr el posihle electo dcltratamiento en la 
morfología celular. I~n donde I (control PMN en medio IlamF-IO) 2 (PMN-¡ 
estimulados con PMA) 3 (PMN+PMA+Trolox). Los valores (*) denotan signiticancia 
estadística con respecto al valor de Tahlas _ 

Intervalo de tiempo 
de incubación en 

Valores de t Valores de t Valores de t 
calculados para calculados para calculados para 

_ f~N .ll)~ontro~_ !,~.N-,I~_~A m ___ PMl'i ;1'M6. ,Tr'!lox minutos 
De 15a30 
Del5a45 -----

O.O~ __________ 11:1.1'-05*-___ 10.10 ___ _ 
___ 0.07 __ 5.54 E-OS' 0.14 

l)el5a60 

Q.e l~a90 
\Je 15 a 120 
--------~ 

Valor F tablas 
(n~0.05%) 

tJ.(104 
0.01 
0.02 
I.X5 

8.29 E-Oó' 
! .~X E -OS' 
0.0002 
1.85 

0.003 
0.0006 -++----
0.0007 
1.85 

Tahla 11.3 Resultados de la prueba estadística aplicada ( Kruskal- Wallis Prueba de F 
para datos con distribución no paramétrica a.=O_05%). para determinar el eti...-cto del 
tiempo de incubación sohre el ci'1ño celular. (*) significancia estadística con respecto al 
valor de tablas F. 



Evaluación del efecto protector de los antioxidantes a-tocoferol y Trolox ellla 

funcionalidad f,~pfrmálica. 

El propósito de esta serie experimental consistió en establecer el posible efecto protector 

de dos antioxidantes sohre la funcionalidad cspcnnática ante la presencia de especies 

de oxígeno reactivo. 

Los resultados de la medición de los parámetros viabilidad, movilidad general. 

movilidad prngrcsivn rápida, integridad de la mcmhrana, daño celular e integridad 

acrosomal de 20 experimentos, no presentan distrihución normal por lo que los datos 

fueron estandarizados mediante la aplicación de logaritmo en base 10. Las pruebas 

cstadístiscas utilizadas en esta serie fueron ANOV A y Prueha t de sludent amhas 

pruehas con una prohahilidad de a= 0.05 %. (programa Statquik 1998) 

Parámetro Viahilidad Movilidad General 

T lempo Ommutos 90 minutos o 90 minutos mlntos 
Tratam Media Sdx +/- _~!edia ~+/- ~edia Sdx +/- Media Sdx +/------ -----
E 91.5 4.43 89.40 4.5 81.90 4.69 76.90 5.40 
E+PMA 91.5 4.43 ~L35 __ 3.08 78.50 3.01 82.75 2.84 ---- ~~-

E+PMN 92.15 4.38 85.25 É~~ 81.65 5.51 74.95 5.40 
E+PMA -------- ----

91.50' 0.99' 69.3' 2.10' 80.85' 4.38' 15.10' 2.46' 
+PMN 
~--- ---- ----_. --- - --~ - ------ ~--- ----- --~ .. 
E+PMN 91.5 4.431 82.5 3.220 82.9 3.97 65.7 1. 78 
+PMAt 
Trolox - ____ o ---- - ----- --- _. - -_._- ---- ------
E+PMN 91.5 4.451 78.85 1.954 81.25 2.78 71.20 2.44 
+PMAI' 
Tocofer -- - ----- ---- ---
E+Trol 91.5 4.48 82.75 3.17 77.95 3.42 74.7 3.14 - - ----- ----- -_._. 

1'_+ Toc~ 91.5 4.43 84.35 3.57 81.70 4.20 73.65 4.40 •. - - ---- - - -_. - ----- - ---- --

Tabla 12.1 Valores medios y de dcsviaci(m cstandar de los parámetros de viabilidad y 
movilidad general de cada uno de tratamientos. En n= 20 experimentos realizados 
mediciones a los O minutos y 90 de incubación a 3ic los valores (*) representan el 
tratamiento 4 que presenta los valores de cambio máximo. Donde 
E. Espennatozoidcs 10.0 X 10" espermatozoides por mI., PMN. Leucocitos 
polimorfonuc1eares 1.0 X lO" células por mI. PMA ester de forboll.6 X IO-'M. Trolox 
40 nM, Tocoferol 1.0% ( ver tabla 6 de material y métodos) 

-



Parámetro 
Tiem¡x' 

Movilidad Progresiva rápida 
O minutos 90 minutos 

~--- -
Tratam Media Sdx l/- Media Sdx 1/-

- --- --
E 72.9 4.14 69.05 457 -----
E+PMA 73.15 2.15 76.35 3.43 
E'IPMN 73.0 5.28 69A5 4A8 
~---- -- --- - - -- . -- . ---
EtPMA 74.70' 4.5J· O' O' 
II'MN ------ ---- - - - -- -- - --
E+PMA 7595 3.34 56.55 3.95 
II'MNI 
Trolox 
HI'MA no 2.75 61.35 4. 'lO 
+PMN+ 
Tocofer 

~+I!Q!.... 70.2 3.33 63.20 2.77 
E-Iloco 72.65 5.80 68AO 4.56 ----

"'cst hipo osmótico 
O minutos 90 minutos .- -

Mcdia Sdx 1/- Mcdin Sdx 1/-- - -
86.5 J.05 84.0 4.00 
78.85 5.80 85.3 3.96 
86. lO 3.95 84AO 4.91 
__ o - - - - -- --- - --,-
86.55' 3.74' 23.95' 4.5 l' 

-- -- - -- -- -- ----
8635 2.85 64.35 2.62 

- - - - . 
H6.25 3.37 66.113 1.8') 

83.0 3.75 75.65 2.32 ----- ._--- _._----
83.6 3.54 82.25 5.31 

Tabla 12.2 Valores medios y de desviación estándar de los parámetros de movilidad 
progresiva rápida y prueha hipo osmótica (HOST) de cada uno de tratamientos. 
En n""" 20 experimentos realizados mediciones a los O minutos y 90 de incubación a 
3ic. Donde E. Espermatozoides 10,0 X 10(' espermatozoides por mI., PMN. Leucocitos 
polimorfonucleares 1.0 X Id' células por ml.l'MA esterde forbol 1.6 X JO·"M. Trolox 
40 nM, Tocorerol 1.0% ( ver tahla 6 de material y métodos) 

Parámetro Integridad acrosomal Daño celular 
Tie~Q9 O m_mu~~ _90 mm~~__ O mmutos 90 mmutos 
Tratru~ lyIedia Sd,~ Media Sd, +/- M~~ ~d:'..:'i:.. ,IyIedta Sd, +/-
ª--___ ª~L 338. _ ª5(j 43~ __ 9.2~_ ~ 04 __ ~:J.Q..._ 18~ __ 
Et PMA 81.9 4.53 82.0 4.18 15.0 2.84 24.00 2.~~ 

E+PMN 82.0 5. JO 81.05 5A8 8.55 2.37 20.70 6.18 
EtPMA 84.10' JAI' 
+PMN -- -- - _. 
E+PMA 84.95 2.8t 
+PMNI 

24A5' 3.59' 

66.15 2.34 

7.06' 2.20· 67.0' 1.89' 

8.20 331 24.65 2.27 

Trolox 
I~~~~~-- -----~~~~~~--·~~--~~-1~~-1'2~.~1~7 E+PMA 85.4 2.45 65.15 2.00 10AO 1.72 24.90 

IPMNI 
Tocofer 
---~ ---_. 
E+Trol 80.9 
EtToco 84.05 

6.15 79.15 
J.H4 78.15 

5.25 1",0,,-,. 5""5 __ ló3,,,. 8"'7 ___ 1-::'23"'."'70:----+2"' . .;.:1 5:------1 
3.74 12.65 3.58 24A5 2.18 

• +---- • -

Tabla 12.3 Valores medios y de desviación estándar de los parámetros de integridad 
aerosomal y daño celular de cada uno de tratamientos. En n= 20 experimentos 
realizados mediciones a los O minutos y 90 de incubación a 3ic. Donde E. 
Espcrmato7.0idcs 10.0 X 101> cspcnnatozoidcs por mi. PMN. I.cucocitos polimorfo 
nucleares 1.0 x 10" células por mI. PMA ester de forbol 1.6 x IO-"M. Trolox 40 nM, 
Tocoferol 1.0 %(ver tabla 6 de material y métodos) 



, 
Evaluación del efecto protedor de los antioxidantes a-toco/erol J' 1"'olox ell la 

funcionalidlld í!.~per",ática. 

Los resultados de 20 experimentos realizados para estahlecer el posihle efecto protector 

de dos antioxidantes se presentan en la tabla 13_ 

El análisis estadístico nplicado fue análisis de varianzn en la pendientes calculadas con 

una a = 0_05% (progmma estadístico utilizado statquik 1998). 

Parámetro Valor de P calculado Valor de l' de tablas 
~~~----- - --------
Viabilidad 4.55E-1O Ll6 
---_._---- -----_.~--

Movilidad general 2_83E-06 1.16 
--------- ---_.- ----- - ---

Movilidad progresiva rilpida 6_53E-O[' 1.16 

HOST 3.59E-06 1.16 

Integridad acrosomal 2_00E-06 Ll6 
--------
Dn~() celular 9.02[;-06 Ll6 

--- - - --

Tabla 13. Resultados de la prueba estadística aplicada a los valores de las pendientes 
que presentaron significancia estadística en el tratamiento 4 
espcnnatozoidcs+PMN·f-PMA (AN()VA para datos con distribución paramétrica 
a=O_OS.%), para detcnninar el efecto las especies de oxígeno reactivo sobre los 
par~metr()s de funcionalidad espermática. 
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Condiciones experimentales 



Rl'sultados 

(cálculo de la,'IcOIldidolle.'l úplimfl,\' de e\perimelllaciúII) 

( )hlel/Clf íll dI' !u ('U/'I'ft clo,\' I,H'! ',\flle '."/eI dI' ! 2 /l/Irislfllo /3 (le 'e '/o/u (II' ji wh,,! /' ¡\fA 

1 ,liS valores Illedios asi l'OIllO los l':'Ikulos de las Il<:ndientcs registrados por t.'amhios en 

la densidad úptiGl por la gel1erat:iún de espet.'ies de m:ígello reat.'tivo evaluada por la 

presencia de Formadlll producto de la estimulaciún en pohlaciones de leucocitos 

polimorl() nuck,lrcs eon conccntradolles constantes de ),0 X I Of' células por 1111. 

Variando las l'tHlcentrtll'itllleS del eskr de Ii.Jrhol liMA (12 Illiristato 1.1 at.:etalo de 

Ii.Jrhol). Los valores de las pendientes no registraron diferencias estadísticas entre las 

ctJllcenlradones 1.6 x 10 .IM 1,6 X 10 ('M Y 1.6 X J()"')M en tanto existieron diferencias 

estndisticamenle signillcativas con respecto a la clUlccnlración 

1.6 X IO-"M. Tabla 1. 

Concentración 
dePMA 
PM/II .6X IO"M 
PMA¡i,x¡Ü'M 
¡;MA ~6X ¡ji'M ____ . _____ p 

1~1v1A 16XI_IL-

HüW 
Columna -_._-
Residual 
Total 

._----- __ o 

Test de Scheffc' s 

iLú)<jjr'M 

Valores Medios 

1.00 
1.94 
1. X 1 
7.08 

Suma de 
t 'uadradns 
3.91 
8.96 
1.56 
1.44 

Sil 

5.38 
5.09 
4.63 
1.29 

\JI' 

7.0 
3.0 
2.1 
3.10 

• Diferencia signilicativa si es mayor a 

Sdx 

1.90 
I.XO 
1.63 
4.57 

Valores de r 

0.94 
0.97 
0.99 
-0.1 

---~-- __ o -- -------

MS 

5.5X 
2.99 
7A3 

2). 0.02 1.6 X ¡O'; M 

Valor de l' 

7.51' 
4.02 
* Valor de F 
7.50 

- J~ O.II~ X IOJ)'M - ---- ---.--
4)¡¡¡¡7' !6X ¡¡¡:"¡';'¡- -----
0.18 

'I'abla l. Prueha estadística aplicada a las 4 condicioncs c,'\pcrimcntalcs donde las 
etH1cenlracioncs de liMA fueron prohadas. Se aplicaron las pruehas csltldísticas dr.: 
ANOVA con un (I 0.05% registrúndose difercncias estadísticamente significativas. Y 
al aplicar la prUi.:ha de Schdlc's se estahleció la diferencia estadística entre la 
concentración 1.6X I ().12 M Y el resto de las concentraciones. Ik tal forma queda 
validado que la dosis mínima de cstimulación es 1.6 X \ ()")M, 



3 

2,5 

.~ 2 
c. 
'" ¡¡ 1,5 
::! .. 
" .. 

"O 1 

Curva Dosis-respuesta 

__ 1.6XIO-3 

-11-- 1.6XIO-6 

1.6XIO-9 

--lf-16XIO-12 
0,5 ¡ 

O ~G;e5)(- O,06~9rO,07~: 0,07 >r' ~ 0,072 

15 30 45 60 75 90 105 120 

tiempo en minutos 

Gráfica l. Determinación de la dosis mínima del ester de [orbol 12 miristato 13 acetato 
de forbol (i'M¡\). No existieron diferencias estadísticamente significativas entre las 
series 1.6X 10 ·'M. 1.6 X 10 4

• M. 1.6 X 10 ." M al estimular poblaciones de leucocitos 
polimorfo nucleares en concentraciones constantes de 5.0 X 10 (, células I mi por lo que 
la conccntrneión de PMA (1.6 X IO"M) rue la utilizada en el estudio. Medición por 
espectrofotometría a 630 nm Donde la respuesta máxima se registró a los 90 minutos 
de incuhación. 

('un'o de ( 'alihmei/m 

En lo referente a la curva de calibración para establecer el rango de concentración de 

leucocitos versus respuesta a la cstimulación con PMA ( 1.6 X IO·'IM). A partir de 

poblaciones variables de leucocitos PMN (0.5 a 8.0 X 10" células/mi) una serie sin 

estimular y otra serie estimulada con PMA 1.6 X lO,fJM. Se presentaron diferencias 

estndlslicumentc signilicativas entre ambas condiciones. Tanto en sus valores medios 

como en la comparación entre las pendientes. /\ los 90 minutos de incubación(prueba de 

t de studcnt para datos pareados). Valor de t calculada X X 7 en comparación con el valor 

de tablas 1. 70 (tabla 2) 



Grupo ---- V~I~~~~ Vari:U1711 sr> - sli~ -- t-l' v % --~-- vaior d~~-
Medios ------ --- -- -- ---- -------- ----- ---- ------

:;inPM<L. OOL .. _. O_OO __ .. __ QOL_ ... _-ºOO~ ___ ~l86 _ :QJ'L __ 
Con PMA O ,\1 O 02 O ló 004 1ó 97 () 99 

Tabla 2. Volor de' calculada &.87 Vs volor de I de 1.70 con U" a~' 0.05% de 
significancia por lo tanlu existe diferencia estadísticamente significativa entre ambas 
series (grálica2) 

R 
~ 
~ 

1i 
1 
<!i 

0,8 

0,7 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3 

0,2 

-110:1' O,~, 
," Ó,25 ' 

/ 

0,1 
0,145 

Curva de Calibración 

/ 

..D Ottl0,7 
.' Ó,615' 

.-11'0,525 
-"0<15°,460,48 

:tü,:tíÓ,4 ' 

1 'l;Q~~t.tnlr.tt"'~r.&,1!;O,If.~~~llD,075 
O'f" " , " 

8 I
--+-- Sin Estimular I 

0,5 1 1,5 2 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 .• CooPMAI,6XI~9M 
ConctnlrariÓD PMN 

Gráfica 2_ Curva de calibraciún en donde se presentaron dos condiciones 
experimentales: Poblaciones de leucocitos polimorfo nucleares con variaciones en su 
concentraciones. Una serie sin cstimulación y la otra serie con estimulaciún con PMI\. 
( 1.6 XIO'<'M) medición cspectrolotométrica (630 nm) reali71lda a los 90 minutos de 
incubación n 3i (' en movimiento constante. 



.. 1 IItioxitllllltt'.\' 

I.IIS resultados (lblL'nkltls en 11) experimenltls para la selccción (]e Jtlsis úplima de 

tlntio.xidante u.-To(;ol\;rol se presentall ell la tahla 1 Donde se arrecian camhios 

cstadísticmnentc signillcativos (ANOVA u=O,OS%) producto de las comparaciones 

entre el grupo control (o.()% de antioxidantl:) y las !.:oJlecnlraciones 3.0% a S.O% del 

antioxidante en los parúnu:tros (h.: viahilidad (dular. movilidad gcneraL movilidad 

progresiva rápida (lip(1 a) evaluados cnlas J"Xlhlaciones de concentración constante de 

5.0 X 10" espermahlloidcs/mL a los l)O minutos de incuhación a :n"('. 

ClIllcentraciún Viabilidad Mtwilidad (ieneral Movilidad tipo a 
Dl: antioxidante -- -- - . . - ----- _.- - - -
%Ant media Sdx l' Media Sdx F Media Sdx F . _--- --_ •.. 
0.0% 90.1 453 75.0 6.15 65.0 5.88 -
0.5% X7.R 53.1 U9 7(d 5.17 1.00 66.50 4.01 1.<Jl\ . - . 
1.0% 89.2 8.0 056 75.3 830 1.52 65.10 5.66 1.84 . - - -- .-
1.5% 853 7.5 O.8'! 70.2 7.42 0.95 66.50 5.84 1.50 - _._-- - - --- -- -

2.0% 88.3 7.31 0.21 ----
2.5% 75.3 5.SI 058 

65.U 9.54 1.83 64.70 ~'!.5_ ~L_ -- . - ------- ___ o 

-

68.2 5.85 O.S5 60.15 3.S5 1.85 
3.0% 41.20 7.71 61.20 • 35.02 4.42 26.1 " 32.20 1.10 27.3'" 
3.5% 40.0 6.5 62.63 " 33.01 4.31 25.1 " 20.50 5.44 25.2* --- -------
4.0% 260 8.71 47.15 " 15.01 4.87 14.8 " 10.0 6.31 24.3'" 
4.5% 25.0 5.17 6UO " --- -----
5.0% :!6.0 7.51 64.14" 

10.5 3.12 15.3 " 5.023 ~- 22.9* 
--~- ---
10.01 5.18 14.3 " 3.156 4.50 22.5* .. -

Flabl. 13.6** 13.6""" 13.6** 

Tahla 3. Resullados ohtenidos en lO experimentos. Evaluando las dilcrcntcs dosis dc 
antioxidante H-Ioco!crol. Se muestran los valores medios y desviación estandar (Sdx) 
pnra cada una d~ las cOllcentrnciones utilizadas así como de los tres parámetros dc 
funcionalidad espermática utilizados. l.os valores (*) denotan diferencias 
estadísticamente signilkativas con respecto al valor dI.! F de tablas (**) Comparando 
cada una de las concentraciones versus el control 0.0% 



('/Irl'c/ ¡{IJsis-rcs/>II<'SIIl dc" IIl11io,nd/l1l11' Ji'%x 

I.os resultados ohtenidos a partir de 10 experimentos para estahlecer la dosis óptima de 

actividad antioxidante dd agente Trolox se presentan en la tahla 4. En la cu<Í1 se 

registraron cambios estadisticamcnte signilit.:ativos ("NOVA 0.==0.05%) producto dc 

las comparaciolles entre el grupo control ( 0.0 nM dI.! antioxidantl.!) y las 

concentraciones 60 nM a 100 nM del antioxidante en los parámetros de funcionalidad 

espermática anali/~IJ(lS :viahilidad celul;.lr. Imlvilidad general. movilidad progresiva 

rápida ( tipo a) evaluados en pohlaciones de concentración constante de 

5.0 X 101
' espcrmatnzoiJes/ml. a los 911 minutos de incuhación a 37"('. Tamhicn se 

registraron camhins signilicativos en el v:.llor Je pll de los medios al incorporar d 

antioxidante. 

eonc. 
De trolox Viabilidad Movilidad gene mi Movilidad tipo a 
T.nM Media Sdx F Media Sdx F media Sdx F PI! 

00 90.5 3.51 75.5 5.12 68.0 506 7.3 
2.0 89.8 8.27 1.40 73.0 9.54 -------

20.0 88.4 8.19 1.78 71.3 7.60 
I~ 66.7 6.64 0.45 7.3 
1.08 67.1 6.40 0.96 7.3 -- -- ----- . -- - --- __ o 

40.0 88.1 1.56 3.16 74.0 8.56 1.64 67.6 1.04 0.59 7.3 - --- ---- ------ -~------
60.0 66.6 7.48 42.3' 46.6 7.48 38.5· 23.5 1.13 58.8' 6.5 - - -- - -
80.0 47.5 1.14 40.9' 3_4,5 1.04 J6.~· 20.0 9.93 59.1' 6.5 
100.0 15.5 2.51 40.6' 5.0 6.52 39.5' 5.0 8.51 59.7' 6.5 . ---- -- ------ ---
Ftab. 18.6& 18.6& 18.6& 

Tabla 4. Resultados ohtenidos en 10 experimentos. Evaluando las dilcrentcs dosis de 
antioxidante Trolox. Se muestran los valores mt:dios y desviaciún estándar (Sdx) para 
cada una de las concentraciones utilizadas así como de los tres parámetros de 
funcionalidad espermática utilizados y el registro de pi' inicial en el medio de cultivo. 
Los valores (.) denolan diferencias estadísticamente signilicativas con respecto al valor 
de lo' de tablas (&).c(Hnparando el c(1Otml (0.0 nM) versus las diferentes 
concentraciones. 



/'.J¿~c1() del (1I1110XIdall/e /ro/flX 

('oln(lorllllllil!lI/lJ t11lIioxidal1le del oj!,el1lc lro/I/x (<,\'u/lIad/m espec/l'lyfuI/fW!fI'IL'o) 

Los rcsultados de 10 experimentos re¿llóados en pohlacinllt:s de leucocitos polimorfo 

nudeares con cOllcenlml'ión dt: 0.500 X H¡t' /ml ,cn condiciones de activaciún con el 

ester de forhol PMA. lJliliznndo como dosis óptima de antioxidante Trolox 40 nM .se 

presentan en la gr:ífica J 

El anúlisis estadístico presentado en la lahla). Sugiere (JUI.; existen diferencias 

estadísticamente signilicativas entre el grupo control, el grupo estimulado con el PMA·1 

Trolox cn n.:laciún con d grupo cstilllubdo sin <Iluim.:idante. Tanto ror di;cto de 

tratamiento y ti\.!lIlpo de incuhaciún. Cahe señalar los eamhios registrados en los 

tratamientos n lo Inrgo del periodo de incuhncibn. (gráfica J) a los 15 minutos se aprecia 

que no existen diferencias entre el grupo estimulado con PMA )' el grupo estimulado 

con I'MA ! Trulo."". Y siendo amhas dili;rentes con respecto al control. A los 30 minutos 

de incuhnciún se- invierten el grupo sin nctivnl'illTl no presenta diferencias con respecto 

al grupo estimulado con PMA 1 Trolox. Y amhos son estadísticamente diferentes con 

respecto al grupo estimulado con I'MA. En tanto que ti los 90 minutos se ohserv<I un 

cambio signilicativo dd grupo estimulado y sin antioxidantc. ( ANOVA a= 0.05% ). 

Tratamientos I contra 2 I contra J 2 contra 3 _ .... _-_. 
Valor F calculado 15.45E-06 * 0.037 14.58E; 06' ._------- ---- - -_._-
Valor F de T<lhl,,:-; 14.54** 14.54** 14.54" 

Tabla 5. Valores obtenidos a partir de la prueba estadística ANClVA con un a = 0.05% 
En 10 experimentos rcvelaron diferencias estadisticas entre los grupos control (1) PMN 
sin estimulación vs PMN+PMA (2). Así como grupo 2 PMN+PMA vs 
PMN ¡ PMA I Trolox (3) estableciendo diferencias por el tratamiento con PMJ\.c1 valor 
• denota valores estadísticamente signilicativos en 1: calculada comparándo con F de 
tablas (*') 
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Gráfica 3. Efecto antioxidante del agente Trolox en una población de 5.0 X 10-
PMN/ml . donde el control consistió en leucocitos PMN sin activación el tratamiento 2 
PMN+PMA Y el tratamiento 3 PMN+PMA+ Trolox. Las mediciones 
espectrofotométricas se realizaron a 630 nm, en intervalos de 15 minutos hasta 120 

¡- minutos de incubación a 37"C. 

Curva de calihraciún Peróxido de hidrtÍgeno por espeL"rofiJtometría con nitro a:u/ de 

lelrazolium (NB1) 

El montaje de la curva de calibración se realizó en 10 experimentos en donde se conoce 

la concentración de peróxido de hidrogeno expresado en valores mM. 

En la tabla 6 se representa la estadística descriptiva y el cálculo de la pendiente. La 

1- curva resultado de este montaje se representa en la gráfica 4. 

I , 

r , 

Concentración H,Ol mM Valores mediosrD.O) Sdx +1-. 
0.0 0.00 0.000 
0.03 0.003 0.006 
0.33 0.004 0.009 
3.33 0.086 0.020 
6.66 0.207 0.059 
10.00 0.262 0.078 
13.33 0.345 0.102 
16.66 0.494 0.059 
23.33 1.035 0.063 
30.00 1.553 0.089 

Tabla 6. RepresentacIón de los valores medios y deSVIacIón estándar de las denSIdades 
ópticas para n-lO experimentos pendiente y - mx+b donde el valor de la pendiente es 
m-D.047 
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Gráfica 4. Representación de la curva de calibración para conocer las densidades ópticas 
producto de la reaccción entre el nitro azul de tetrazoluim + peróxido de hidrógeno y la 
presencia de fonna7.án. Reacción medida a 630 nm ya los 5 minutos de iniciada la 
reacción 
Tmtam. 15min 30min 45 min 60min 75 min 90min 120min 
E+IPMN 0.005 . '. 0.002 0.003 0.004 0.003 0.005 0.003 
E+IPMN 0.080 0.010 0.120 0.125 0.125 0.155 0.130 
+PMA 
E+IPMN 0.006 0.080 0.040 0.ü30 0.035 0.040 0.035 
+PMA+T 
E+2PMN 0.005 0.003 0.007 0.002 0.002 0.003 0.002 
E+2PMN 0.140 0.160 0.175 0.180 0.185 0.208 0.180 
+PMA 
E+2PMN 0.105 0.100 0.085 0.03~ 0.035 0.045 0.050-
+PMA+T 
E+3PMN 0.003 0.005 0.006 0.007 0.003 0.003 0.006 
E+3PMN 0.120 0.140 0.175 0.225 0.289 0.307 0.283 
+PMA 

-'o:im 0.060-E+3PMN 0.130 0.100 0.080 0.080 0.086 
+PMA+T 
E 0.007 0.006'- 0.005 0.005 0.005 0.003 0.004 
E+PMA 0,045 ... 0.050 0.060 0.090 0.050 0.045 0.060 __ 
E+PMA+ 0.045 0.040 0.035 0.040 0.040 0.030 0.040 
T 

Tabla 7.Representación de los valores medios de Densidad óptica producto de la medición 
realizada cada 15 minutos durante 2 horas a 630 nm en n~1O experimentos. Detenninando 
la presencia do EOR. Evaluando también el posible efecto antioxidante del trolox por 
espectrofotometrla midiendo fonnación de producto Fonnazán. Donde PMN población de 
PMN (1) 0.500 X 10' +1· 0.125 PMN/ml (2) 1.0 X 106 +1.0.575 PMN/ml (3) 2.0 X 106 +1-
0.625 PMN/ml. E: Espermatozoides población constante a 10.0 X lO' células/mi +/· 1.256. 
NBT (Imstml). PMA 1.6 X IO·'M. T: Trolox 1%.Los valores en azúl representan las 
densidades ópticas que fueron interpolados en la tabla 9 y gráfica 7 (apéndice) para 
establecer su concentración de peróxido.(Vor tabla En sección de resultados) 



~ _____________ ~o minut~__ __ 90 mi nulos 

Tralamicn~~o Dql~~id~~ .~ptica <2,!1]~~1]. mM D~~s!~.a~ óp~i.~a _<;<!.f!.c~~~: ~~ . _ 
E 0.005 __ º,0333 __ U.OU3 0.033 __ _ 
~l.!'Mi\ __ o _ _ (1(l2~_ _____ -º}~~_ __ _Q.!I,!5 ____ _Q}3L __ _ 
~~PMN I __ o __ ºOOL __ --ºJ1J;!~ ___ . __ OO~__ 0.03;!3 __ 
El PMNIiI'Mi\ 0.125 3.333 0.155 3.333 
----_._-~ '_~-+--. _.- ._-----" .. _ ... _------_. ----------
E+PMN2 0.002 0.0333 0.003 0.0333 
El PMN21 PMi\ (1.1 RO (,(,66 O.20S 6.666 __________ •••••• __ o •• _ •• ._. _____ • 

E+PMN3 0.U07 0.0333 0.003 0.0333 ------- ----_ .. 
10.0 0.307 13.333 

Tabla 8. Calculo de la conccntraciún de pcrúxido en mM. Pariendo de los valores medios de 
Densidad óptica producto de la rncdiciún realizada a los 60 y 90 minutos 630 nm en 
n·-::10 experimentos. IJclcrminando la presencia de I~OR. por cspcctmrotornctría 
midiendo rormación de producto Formazán e interpolando en la tabla 9 del apéndice 
para valores conocido, de pcroxidn de hidrogcnn. Donde PMN población de PMN (1) 
0.500 X 10" +/- 0.125 PMN/ml (2) 1.0 X 10" +/- 0.575 PMN/ml (3) 2.0 X lO" +/- 0.625 
PMN/ml. E: Espcnnatozoidcs poblaciim constante a 10.0 X lO" célula<;/ml 1/- 1.256. 
NIlT (Irng/rnl). PMi\ 1.6 X IO-'M. 

Espectro de Ab .• orción NBT 

En la siguiente gráfica se presenta el espectro de absorción, para determinar la longitud 

de onda óptima para la medición espectrofotométrica, del NBT. utilizando una solución 

de NBT I rng/ml. 

Espectro de absorción NBT 
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. 5: - 0,2 ... . ., 
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Gráfica 5. Espectro de absorción del NBT. Utili71lndo una solución de NBT Imglml 
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