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- Resumen

10 ¢l presemte trabajo se analizan los posibles electos de las especies de oxigeno
reactivo (EOR). generados por feucocitos polimorfo nucleares activados con un éster de
forbol 12 mirsitato 13 acetato de forbol {(PMA) sobse la Tuncionalidad espermitica,
También se estudio ¢l posible efecto protector de dos antioxidantes alla-tocolerol
{vitaming 15} y trolox.

Partiendw de poblaciones celulares controladas: Leucocitos polimorlo nucleares (PMN)
sin activacion, se obtuvicron de sangre periférica de voluntarios sanos y
espermatozoides a partir de voluntarios normozoospérmicos con fertilidad probada y
con 3 dias de abstinencia sexual.

[os resultados de los experimentos in vitro sugicren que existe un electo deletéreo de
las especies de oxipeno reactivo generado por la activacion de poblaciones de leucocitos
PMN sobre los parametros de Tuncionalidad espermatica dependientes de la integridad
du la membrana espermatica. B4 dafie producido por FOR sobre o membrana
espermatica presente {anto en el andlisis histoquimico como de microscopia electranica
de transmision demostro que ¢l efecto deletéreo depende de la dosis y tiempo de
exposicion. La concentracion celular presente jucga un papel importante ya que cntre
menor es fa concentracion y proporeion entre las células, las poblaciones espermaticas
son mis susceptibles a dafio, en comparacién con poblaciones que presentan
concentraciones normozoospérmicas. El parimetro de {uncionalidad mas alectado fue la
movilidad progresiva y 1a movilidad general, que influyeron en los niveles negativos de
la prucha de penetracién del huevo de hamster.

Por otra lado, los resultados de la medicion de Tos pardmetros de luncionalidad
espermatica. mostiaron que los antioxidantes utilizados con dos mecanismos de accion
son eficientes para contrarrestar los efectos de las especies de oxigeno reactivo ya que
no existicron dilerencias significativas entre los tratamicntos con antioxidantes y los
controles.

e acuerdo con los resultados repistrados para el ensayo de activacion espenmitica,
aparcilemente no existen efectos de las especies de oxigeno reactive sobre la respucsta
de los nicleos espermaticos, Yos cuiles en condiciones oxidativas son capaces de
descondensacion, realizar sintesis de DNA v formacion de pro nicleos

morfologicamente normales,




Introduccion,

La infertilidad se define como la incapacidad de producir embarazo en un periodo
minimo de un afie con actividad sexual normal y sin a utilizacion de métodos
anticonceptivos. La inlertilidad se clasifica en primaria, que se reficre a un individuo
que no ha procreado descendencia con su pareja o con parejas anteriores y la secundaria
se reliere a sujetos que han tenido descendencia previa ya sea con su pareja o con
parcjas anleriores.,

La inlertilidad es un problema que afecta tanto a hombres como a mujeres en todo ¢l
mundo. Se ha estimado que fa frecuencia de las parejas que han tenido alguna
experiencia con infertilidad a lo largo de su vida reprodductiva es de aproximadamente
de 8% a 15%. Cuando se extrapola esta cifra o mivel mundial representa de 50 a R0
millones de personas con probables problemas de fertilidad. 89 se estima que por afio 2
millones de nuevas parcias manificstan posibtes problemas de concepeion, esta citra
parece tener tendencias a crecer (1,2,3).

(3entro de las parejas con problemas de infertifidad se ha calculado que un 40 a 50% de
los casos la alteracion proviene del factor masculine, ademds dentro de la poblacion
general esta cifra representa del 5 al 10% de 1a poblacion de sujetos casados (4,5).

V.a investigacion de las posibles causas de infertilidad en el factor masculino es sin
duda un campo muy apasionante ¢n el drea de la medicina reproductiva a nivel mundial,
Para su estudio la infertilidad masculina se ha clasificado en 6 grupos ctioldgicos de

acuerdo con Alvarez (6).

1) Causas testiculares (factores que afectan la espermatogénesis)

a) Defectos en la espermatopénesis que pueden estar asociados con alieraciones
testiculures primarias dadas anto por alguna anormalidad gendtica o por desdrdencs
en el desarrollo gonadal (Anorguia congénita” vanishing testes syndrome”, aplasia
de células germinales sindrome def castillo, sindrome de Klinelelter, XX y
anomalias del cromosoma Y, sindrome XYY).

b) Anomalias hetero o autosdmicas ligadas al sexo (distrofia miotonica "enfermedad

de Steiner”, sindrome de Noonan "turner masculino”).




¢} Alteraciones en el descenso testicular, vancocele, factores medio ambientales,
temperatura, insuliciencia renal cednica, enfermedad cronica hepitica, alcohol,
tabaco, estrés, factores emocionales, insecticidas, pesticidas y herbicidas, algunos

solventes tales como el benceno, ciertos farmacos, radiacion, quimiolerapia cle.

2) Causas post-testiculares

a) Las mallormaciones u obstrucciones ¢n 10s ductos excretores o glandulas sexuales
accesorins pueden producir oligozoospermia o azoopermia, Lo anterior puede ser
producto de anormalidades congénitas (ausencia de vasos deferentes o estenosis de
ductos cyaculadores) o adquiridas, ya sea por condiciones post-intecciosas
{epididimitis o protatitis) o causas post-quirurgicas voluntarias como vasectomias.

b) La Retroeyaculacion es otra causa relativamente frecuente, que se forma como

consecuencia de neuropatia diabética o por daifios a sistema nervioso

3) Causas pre-testiculares (alteraciones hipotilamo -pituitaria v otras

endacrinopatias)

L.as endocrinopatias asociadas con infertilidad masculina incluyen hipopituitarismo,
desdrdences de gonadotrofinas especificas, prolactinomas, esiados de insensibilidad a
androgenos.

Ein la poblacion masculina que actualmente consulta la clinica de infertilidad alrededor
del 353% presentan valores hormonales de S y testosterona por debajo de los limites
establecidos como normales. Fsto se Imduce en algunos casos de
oligoastenozoosperntia

Hipogonadismo prepuberal (Sindrome de Kallman, Eunucos hipogonadotropos
“fertiles")

Hipagonadismo post puberales exceso de estrogenos a) endogenos, b) exogenos,
Hiperprolactinemia. Exceso de glucocorticoides a) endogenos. b} exdgenos.

Hipotiroidismo, hipertiroidismo, Piabetes mellitus.




4} Infecciones genito-urinarias

Las infecciones del tracto genito urinario son causas polenciales de intertilidad ea ¢l
hombre, Algunos autores han presentado evidencias que con a infeecion de Clumydiu
irachematis 'y otras baclerias gram-negativo, asi como micoplasma pueden causar
mtertilidad, Solo por mencionar un cjemple;, del B al 12 %5 de los sujetos con intertilidad
cursan con azoospermia obstructiva debida a infeeciones a nivel de glandulas
accesorias (ha epididimitis tubereulosa puede originar obstruccion compieta o
incompleta unilateral o bilateral y consecuentemente desencadenar desde
oligozoospermia; hasta azovspermia, Ja orquitis vrliana cuando es severa compromele
ambos testiculos, fundamentalmenice en edad puberal o post puberal pucde evolucionar
[recuentemente en atrolia gonadal). En Inglaterra, Finlandia y Suecia se reporta que
entre 21 a 51% de tas parejas con infertilidad presemtan infeceién por Clamidia (7).
Algunos autores consideran posible que infecciones del tracto reproductor masculine
que evoluciona subclinicamente pueden ser la causa de infertitidad masculina idiopatica
(8.9).

5) Causas inmunologicas

1il aparato reproductor lemenino con actividad sexual constante, pudiera tener
inoculaciones periddicas con cientos de espermatozoides gue inmunologicamente son
cuerpos extraiios. Las estadisticas revelan que son pocas las mujeres que desarrolian una
respuesta inmune. Similarmente, la presenciz en el tracto reproducior masculine de
antigenos asociados a los espermatozoides, pueden aparecer durante fa pubertad y
después pencrar toderancia hacia tos mismos antigenos, sélo ocasionalmente involucra
estimulacion autoinmune. Se han postulado diversos mecanismos para explicar la
formacion de anticuerpas anti cspermatozoides. In el hombre se ha reconocido gue en
casos de infeccton o dafio en testiculo o epididimo tanto el fluido seminal y factores
espermiticos han demostrado ser capaces de activar células 1. Estds pueden generar en
supelos normales respuesta de inmuno-supresion a los anligenos esperméticos. os
factores de inmuno supresion en cf semen reducen la habilidad de respuesta a tales
{actores, permiticndo la generacion de inmunidad antics;x:nna’:li’ca. También eslos
factores s¢ han sefialado como activadores de células inmunes dentro del aparato

reproductlor, aumentando también la concentracion de bacierias, virus, células




epitchinles, células linfoides y la presencia en la membrana espermitica de anticucrpos

(antigenos de superlicie aberrames) (14, 17)

6) Causas de origen desconocido

Se refiere principalmente a varones en los cudles es dificil establecer la presencia de
algun factor que permita detenminar las causas de infertilidad. A esta condicion se le ha
denominado como "infertilidad idiopatica” (12)

Las alteraciones responsables de la pérdida de la funcionalidad de los espermatozoides
humanos pueden resultar de una combinacion de varios factores. Actoalmente la
investigacion ¢n Andrologia esta en gran parte enfocada en determinar las causas
involucradas en la infertilidad en el varon,

Es de suma imporlancia conocer los mecanismos bioguimicos precisos que intervienen
en los procesos tanto de ta capacidad fentitizante como de la pérdida de la funcionalidad
de  los espermatozoides.,

Curca del 27% de las parejas que asisten a fa clinica por problemas de infenilidad
presentan caracteristicas espermiticas alteradas con respecto a los valores
convencionales . (13)

Fin las muesteas de semen, tanto de sujetos sanos como de pacientes gque cursan con
problemas de inferilidad. ademas de espermatozoides hay una significativa
concentrucion de células nucleadas, entre ellas se encuentran células perminales, eélulas
del epitelio y leucocitos( §4). De la poblacion que asistio al laboratorio de Andrologia,
cl 18.5% de las muestras analizadas presentaron concentraciones de leucocitos
superiores a los niveles establecidos como normales (Datos no publicados).
Concentraciones de leucocitos polimorfo nucleares en ¢l scmen superiores a un millon
por ml con tincion positiva a la peroxidasa . Indican que ¢l paciente cursa con
leucospermia. sta condicion e asociada con procesos inflamatorios y/o infecciosos
del tracto reproductor masculing, que a su vez resultan ser causas polenciales de
infertilidad en el hombre (15, 16). Se ha intentado determinar el signilicado luncional
de ta poblacion de leucocitos seminales. Los resultados de las investipaciones realizadas
hasta ¢l momento sugieren que estas células pueden estar involucradas en diversos
mecanismos: por ejemplo los linfocitos pudieran participar en respuestas importantes de

modulacién inmunoldgica y auto inmunidad del tracto genital. Los macrofagos




participan cn la fagocitusis de los espermatozoides. La presencia de neutrolilos es un

marcador de prostatitis en las modalidades:

Dibacteriana ajeronica

blaguda
2) no bacteriana.

Sin embargo el signiticado elinico de la leucospermia permanece controversial, Exssten
evidenuias quue sugieren dque La presencia de leucoctios pueden alectar severamente 1n
luncion espermatica, siendo un lactor potencial en la infertilidad.

Los mecanismaos involucrados en ¢l efecto deletéreo de los feucocitos que alieran la
funcion espermdtica aun se desconocen (17,18, 19).

Los leucocitos polimorfo nucleares desechan, al medio circundante, elementos 10xicos
producto de st metabolismo. Entre estos se encuentran las especies de oxigeno reactivo
{radical superoxido, radical hidroxile, peréxido de hidrogeno, radical hipoclerito) que
en elevadas concentraciones son altamente toxicas. Se ha sugendo una posible relacidn
entre estas especies de oxigeno reactivo en semen de pacientes con problemas de
infertilidad con la pérdida de polencial frtil.

Iin 1979 lones & Mann {20) son los primeros cn proponer la presencia de elementos
oxidativos en el semen que pudieran tener efectos dafiinos para el desempeiio normal de
los espermatozoides humanos. Es a pantir de la década de los 80 v parte de los 90 que se
ha generado una gran informacion al respecto. Los resultados oblenidos sugieren que ¢l
estrés oxidalivo juega un papel importante en la ctiologia de los espermatozoides con
funcion alterada. La generacion de las especies de oxigeno reactivo se inicia cyando el
oxigeno utihizado por la célula es reducida en agua mediante el complejo citocromo

oxidasa (citocromo a 1a3) de la cadena respiratona mitocondrial
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iLos intermediarios quedan unidos a los sitios activos de 1a citocromo oxidasa evitando
que se dispersen en la eélula, Sin embargo, se ha reportado que una proporcion de b a
2% del uxigeno consumido escapa como superoxido (21), 1.a Nuente mis importanle de
produccion de especics de oxigeno reactivo es la cadena respiratoria en condiciones de
aumento subito de consumo de oxigeno. £2n ¢l caso de las células fagocitarias cuando
son activadas por contacto con particulas extranas, la respuesia a esta activacion se
presenta en la membimma citoplasmica donde se localiza ¢} complejo enzimalico

denominado NADPH oxidasa que cataliza a reaccion

20; +NADPH + H' ——> 20y + NADP' + 21 (a)
que cn presencia de la enzima superdxido dismutasa formara oxigeno v peroxido de
hidrogeno.

sSOD

20, + 210 S0,+10, (b

Los fagocitos conticnen una micloperoxidasa que transforma hatogenuros,
hipoalogenuros a partir de perdxido de hidrogeno.

11,0, + CI' =2 OC 1,0 (c)

OCH+8,0; —2CI '+, 0+ 0Oy (&)
Ll peroxido de hidrogeno en presencia de metales de transicion Cu’ v Fe™* dara lugar a

la reaccion de Fenton

H: 0; Fe ¥ - Fe*’ + O + OII {e)

i.a presencia del radical droxilo que con un anion superoxido aumenta la produccion

de Fe*' permitiendo la formacion continua de radical hidroxilo,
E 407 —> Fe? 10, (n

Fa reaceion final producto def conjunto de las reacciones ya deseritas contituyen ¢l ciclo

de 1{aber -Weiss.




Oy + i

>0, + O + 011’ ()

Fl espermatozoide humano cuenta con mecanismos de defensa contra un estrés
oxidativo, entrc los cudles se encuentran los sislemas enzimaticos de superoxido
dismutasa, principatmente de localizacion citoplasmica dependiente de cobre Cuy cine
Zn.y SOD dependiente de Mn presente en la matriz mitocondrial. También cuenta con
glutation peroxidasa y catalasa (22.23,24).Sin embargo, sc ha establecido gue el
cspermatozoide al ser una célula allamente especializada con una funcién muy
especifica, no cuenta con actividades enzimaticas tan clicientes como lo posceen olros
tipos celulares. Comparando la actividad de 1a superdxido dismutasa del hepatociio en
relacion con la del espermatozoide este uliimo posee la mitad de 1a actividad que
registra cl hcpa-tociiu_ La actividad enzimdtica de a superdxido dismutasa de pacientes
con problemas de infertilidad es solo una tercera pane de la actividad con respecto a
sujetos (Ertiles {25,26). Lo anterior sugiere que el espermalozoide humano cs
particularmente susceptible de atagues mediados por especies de oxigeno reactivo,
generados va sea por ¢llos mismos o bien por otros grupos celulares presentes en &
semen, cn especifico leucocitos (neutrolilos). Dado que el micro ambiente (variaciones
del pH principalmente) puede favorecer la produccion det radical hidroxilo por
profonacidn del radical super dxido (formula g), las peroxidasas del espermatozoide
pueden catalizar la formacion de acido hipocloroso en presencia de peraxido de
hidrogeno v jones cloro.(27).

La presencia de perdxido de hidrogeno y radical hidroxilo producen un estimuloa la
reaccion en cadena "lipoperosidacion” principalmente dada en dcidos grasﬁs poli
insaturados ya que 1a presencia de dobles ligaduras debilita el enlace C-F de los dtomos
de carbono advacenies.

TLos dcidos grasos poli insaturadus son susceptibles a un proceso de peroxidaciaon, el
cuil inicia con la remocion de un atome de hidrogeno v la creacion de un radical libre.
Pste (thimo complementa su par clectronico mediante la sustraceion de un celectron de
otra molécula ereando un radical orgdnico, que se estabiliza gracias a un arreglo interno
que produce un dieno conjugado, el cual reacciona ripidamente con un oxigeno para
lormar radical peroxile (dioxito). Fl radical lipoperoxilo puede atacar a un lipido

veeino, sustrayendo un dtomo de hidrdgeno para producir un hidroperoxido y un nuevo




radical. Los hidroperoxidos lipidicos son estables en estado puro pero en presencia de
metales de transicion se descomponen dando un radical aleoxilo. Tanto los radicales
alcoxilos como peroxilos estimulan la reaccion en cadena al sustraer dtomos de
hidrogeno de otros lipidos.

I:l espermatozoide puede suftir dafio por peroxidacion, debido a que su membrana
plasmatica conticne altas concentraciones de losfolipidos tostaudib coling, foslatidil
clanolamina, ¢slingo miclina) unidos como muchas células principabmente a dcidos
prasos poli insaturados (hexadodecanoico) (28) y al presentarse ¢n el semen especies de
oxipeno reactivo, que en presencia de pequeias cantidades de clementos de transicion
principalmente ¢l hierro, dispara la iniciacion de una reaccion en cadena de la
hipoperoxidacion, principalmente ¢l ataque es realizado por los radicales hidroxilo a las
dobles ligaduras de Tos acidos grasos poli insaturados {reaceiom ),

El efecto de la lipoperoxidacion sobre la membrana espermatica se traduce en la
disminucion de la Nuidez de la membrana, como consecuencia de lo anterior la
capacidad del espermatozoide en la participacion de la fusion de membranas con el
ovocito y en los eventos previos asociados con cl proceso de fertilizacion se ven
disminuidos,

En la poblacion clinica se ha establecido, mediante diferentes estudios, que existe una
relacion directa en donde los niveles de especies de oxigeno reactivo generados en el
medio disminuyen la competencia del espermatozoide para fusionarse con el
ovocito.(29,30)

Para contrarrestar ¢l posible etecto deletérco de las especics de oxigeno reactivo sobre
la funcionalidad celular s¢ ha propucesto la wilizacion de agentes denominados
antioxidanties que lienen una funcion protectora tanto en condiciones in vitro como in
vivo, Se conoce ampliamente Ja funcion de la vitamina E como un agente antioxidante
Chain-breaking, Ista ingresa a la membrana celular tenicndo un mecanismo de accion
endogeno,

El agente Trolox {6 hidroxi-2 7.8 tetrametil croman-2-acido carbéxilico) es un
antioxidante soluble en agua, que actia como atrapador de los radicales libres. Su
estructura quimica proporciona actividad antioxidante por ¢l grupo cromanol y ¢l grupo
carboxilo, le permite, tener solubilidad en el apua, lo cual tiene ventajas sobre otros
antioxidantes que son lipo solubles que se deben incorporar al interior de la membrana

mediante la utilizacion de métodos de extraceion y co-evaporacion, en tanto gue ¢l




wrolox mantiene intacto el sistema ya que se hecanismo de accion antioxidante €5

exigeno (31,32.33)

CH, . CH, CH, CH,

|
- {CH, :.-éu(cu,). ~CHICH, ), —CH—CH,

CH,
peeiaye °
D
COOH COOH COOH
1 3 1

Scheme 1.

Figura 1. Representaciones de las formulas de los antioxidantes a-Tocoferol (parte
superior) v Trolox {parte inferior donde 1.1a estructura del trolox exhibe los requisitos
para un antioxidante efcctivo 2. Transfiere un dtomo de hidrogeno a un radical de
oxigeno reactivo tal como ¢l peroxilo 3, Molceula sin actividad (34, 35)




Obhfetivo General

Determinar tos posibles ciectos de las especies de oxigeno reactivo (1:0R) generados
por leucocitos polimorfo nueleares activados con un ester de forbol PMA 12 miristato
13 acetato de torbol sobee 1a funcionalidad cspermatica.

Probar en condicioncs in vitro, el posible efecto protector de 2 antioxidantes con
dilerentes mecanismos de accion. a-Tocolered (vitamina E liposoluble) y Trolox (6
hidroxi-2.7.8.1ctrametil croman-2-acido carboxilico). Cuya accion antioxidante cs ¢l
extenior de fa célula

Objetivos pariculares.

b listableeer las condiciones experimentales éptimas. determinando las curvas de doss
minima de respuesta para el acetato de forbol. asi como de los antioxidantes
a-Tocoferol y trolox.

2. Monmtaje de la téenica de medicidn de especies de oxigeno rectivo. Medianie un
método colormétrico de Nitroazal de tetrazolium NBT.

3. Curva de calibracion de peroxido de hidrogeno con concentraciones conocidas,

4. Momaje de las curvas de respuesta de leucocitos polimorfo nucleares variando su
concentracién en condiciones de estimulacion con PMA (ester de forbol) y sin
estinulacion. Mediante téenica colorimétrica v por daiio celular.

5. Montaje y validacion de los pardmetros de funcionalidad espermatica { Vizbilidad,
movilidad general, movilidad tipo a progresiva rapida, lavado hipe osmatico, integridad
acrosomal, dafio celular, Prueba de penetracion del hamster, activacién espermatica
HSAA v microscopia electronica de transmision),

6.Eslablecer la relacion que pudiera existir entre la proporcion de teucocitos
(neutrolilos) con respecto a la concentracion espermatica,en condiciones basales (Sin
estimulacion} v observar el posible efecto de la gencracion de especies de oxigeno
reactive de los eucocitos sobre la funeion espermatica. en condiciones de estimulacion
de los leucocitos polimorto nucleares con PMA (acetato de Torbal) aplicado a los
tratamientos experimentales que incluyen las properciones celulares

(Espermatozoides: PMN)Y 121, 2:1 5:1 10:1 y 20:1, a lo largo de 120 minutos de
incubaciin.

1. Lstablecer el etecto de especies de oxigeno reactivo sobre la tuncionalidad
espermitica, asi como ¢l posible cfecto protector de dos antioxidantes con difcrente
mecanismo de aceidn el tocoferol (vitamina 12 lipo soluble) y trolox {derivado sintético
de la vitamina {5 soluble en agua) a lo largo de %0 minutos de incubacion con
proporciones celulares 1011 (espermatozoides:PMN). en 8 grupos experimentales que
incluyen los dos antioxidantes.




Material y Métodos
Condiciones experimentales

En ¢l estudio participaron voluntarios sanos para la donacion de sangre

periférica, A cada participante se te aplico un historial clinico previo a la toma de muestra,
ademiis de Tos estudios de biometria hemdtica (Cell Dyn Abbot Systems) que
comprendicron los valores de hematocrito, hemoglobina, conteo diferencial.

E:n cuanto a la obtencion de espermatozoides se realizo a pantir de

stjetos voluntarios normezoospérmicos con fertilidad

probada v con 3 dias de abstinencia sexual.
Reactivox

Percoll de Sigma Chemical (Si.1.ouis M), 12-miristato §3-acetato de torbol (PMA)

de ICN Biochemicals (Cleveland O11). Nitroazul de letrazoluim (NI3'T) de Sigma
Chemicals. Tincidn de Mieloperoxidasa para determinacion de leucocitos _
(procedur : no. 3903 con un kit parahistogquimica con NBT ( procedure no. 84(1)‘.lcclina de
[hysum sativa marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) de Sigma Chemicals.
Trolox {6- hidroxy-2,5,7 8-tetrametil croman-2-acido carboxitico) de Aldrich Chemical
Company Inc. (Milwaukee, WI).a-locoferol  vitamina E) de Sigma Chemicals

Todos los medios de cultivo utilizados fueron de ta marca Sigma Chemicals (Ham F-10.
pH 7.3 medio 199 pli7.3 medio BWWpli 7.4 Lagle pli 7.4) .

Sucro de vegua prefiada {PMS) de sipma chemical ( St Louis M), Gonadatrofina coridnica
humana (hGC) Pregnil de organon. Las enzimas hialuronidasa y tripsina asi

comae lonophoro de caleio A23187. de Sipma-Aldrich Co. dimethyl sulfoxido (DMS()

de Backer peroxido de hidrogeno grado reactivo de Backer. tincion lacmoid de Ferility
Products 800-334-548F(Rateiph. NC). Adenosina 3'S -monoloslate

ciclicod | 7AMP(ciclico) y bisbenzimida (27-(4-hvdroxypheny! }-5-(4-metil- 1 piperazinil
2'5"-bi- 1 |1-benzimidazole). Hoechst-33258. de Sigma Chemical




Obtencion de leucocitos polimorfonucieares

A partir de sangre periférica 20 mi por voluntario, colectada en tubos vacutinner
pretratados con anticoagulante 1.0, T A La sangre fue translerida a tubos faleon comicos de
15 ml ¢stériles alos 15 minutos de la toma de muestra y se les adicionaron 101 (viv) de
bufler de fisis de N1LL,C { 0.87 M), se dejaron por 30 minutos a 37 °C en constante
movimignto, fueron centrifugados por 5 minuios a 600 Xg a temperatura ambiente. ¢l
sobrenadante fue descartado y ol pellet resuspendido en 2 ml de builer de lisis, se realizo
un poal de todos Los peblets resaliantes y fa selucion total fue sometida 0 una separacion en
un monogradiente de ficoll-histopage se centrilugo por 15 minutos 600X g | al final se
recupero la fraccion intermedia (presencia de leucocitos PMN) la cual se transfirio a otro
tubo conico falcony tue lavada con 10 mi de solucidn salina (Na C10.9%)} y eéntrifugada
por 2 minutos a 600 Xg . el pellet resultante fue resuspendido en un ml de solucion salina
(36,37 38). s¢ tomaron 10048 de la solucion para determinar la concentracion celular

{ Tincidn positiva a peroxidasa 39), 20! para determinar fa viabilidad celular por técnica .
de tincign vital de cosina ( para ¢l estudio fucron incluidas mucestras con pub'tacioncs -
mayores del 80% de viabilidad), 10 pl para realizar {rotis de daio celular (NBT'y Tincion
de Wright modificada 40,41,42 43) y10 pl para la tincidn P.A Py dctL.‘rminar la
morfologia de las poblaciones de PMN. 1.a solucidn restante se mantuvo a 37 °C para ¢l

posterior montaje de los experimentos.
Obtencion de espermatozoides

I.as muestras fueron colectadas de voluntarios con 3 dias de abstinencia sexual. por
masturbacion en contenedores plasticos estériles. Las muestras se colocaron a 37°C y su
anilisis se realizo a los 30 minutos de la toma de muestra.

Fn la espermatobioscopia directa se cuantificaron pardmetros convencionales de
viabilidad ( Tincién Vital) {44 45}, movilidad general , movilidad progresiva rapida,
morfologia, concentracion celular. Se realizaron pruchas especiales como lavado

hipoosmaticol HOSTH46 47 48 49),




integridad acrosomal {téenica de FICT para microscopia de Hourescencia 50,5152y

S3) figura2 del apéndice) y dafio celular inicial, La clasilicacion de las muestras se realizd
de acuerdo con los eriterios de la OMS de 1992 (15). Se seleceionaron para ¢l estudio
mucestras con valores normozoospérmicos.

Las mugstras se colncaron sobre gradientes discontinues de pereoll-isotonico

pll 7.3 en medio HamF-10 con osmolaridades de 280-300 mOsm.(gradiente inferior 80% y
gradicnic superior 40% ) y mediante centnifugacion a 800X por 20 minutos a temperatura
ambicnte. De 1a centrilugacion se obtuvieron tres (tacciones: la parte superior correspondio
a plasma seminal, fa fraccion intermedia a células epiieliales, leucocitos, detritus y células
con daos ambas fracciones se descartaron. El peliet final proveniente del gradiente de
80% se resuspendio en 2wl de medio Tam F-10 y se favo por centrifugacion durante

2 minutos a 800 Xy El pellet final se resuspendio en 1O mi de medio Ham F-10 (54) y se
tomaron alicuotas para delerminar 1a concentracion espermitica, viabilidad. movilidad
general, movilidad lipe a ( progresivo riapido), HOST ( prucha de lavado hipe-osmético),
mtegndad acrosomal y daito celular Estos valores se consideraron como iniciales

{ticmpo 0.

Efecto de poblaciones de leucacitos polimorfo nucleares sin estimulacion sobre ln

Juncionalidad espermidtica.

Se realizaron experimentos con el proposito de establecer los posibles efectos de
poblaciones de leucocitos polimerfo nucleares, sin estimulacion sobre, la funcionalidad de
los espermatozaides. Se evaluaron los siguientes pardametros de funcionatidad: viabilidad,
movilidad general, movilidad progresiva rapida, integridad de la membrana espermatica ¢
integridad acrosomal en intervalos de 15 minutos. durante 2 horas en incubacion a 37C en
ambiente de 95% de aire v 3% de CO), |

A partir de fa solucion de PMN y de espermatoroides se procedio al montaje experimental,
gue consistio en colocar en proporciones 1:1, 2:1, 5:1 10:1 y 20:1 (espermatoroides: PMN)
por duplicado y se corrieron cuatro tratamientos expermentales como se muestra en la

siguicnte labla




Tratamicntos Espermatozoides | Leucociios Na C1O 9%

Experimemales o PMN o
Control 108 gl - 400 pl
Espermalosoides _
Lispermatozoides 106 ul 106 pl 300 pl
I PMN

Tabla 1. Montaje experimental, para establecer el posible etecto de poblaciones de
leucocilos polimorit nucleares sin estimubacion, sobre la luncionalidad espermvitica,
considerando masa celular (proporciones Espermatozoides : PMN ) y el iempo de
incubacion. Se dejaron incubar por 2 horas a 37 °C en incubadora de CO), 5% y 95% de
aire himedo en movimiente constante, v en intervalos de 15 minutos se procedio a ¢l
andlisis de la viabilidad, movilidad general, movilidad progresiva rapida, lavado
hiposmotico (HOST) e Integridad acrosomal.

Medicion de las especies de oxigeno reactive apartir de leucocitos poli morfo nucleares

PMN estimulades.
Dosis-Respuesta

Para establecer la dosis de respuesta minima de PMA sobre los PMN se montaron en cada
uno de log 10 experimentos 4 scrics con concentraciones constantes de PMN { 5.0 X I()r'!ml)
¥ se somelticron a 4 diferentes concentraciones de PMA (1.6 X 10 M, 1.6 X 10 "M,

1.6 X 10 "My 1.6 X 10 M). A todos los tubos se fes adicionaron 100 pi de solucion de
NBT como marcador de presencia de EOR, se incubaron a 37 "C en movimiento
constante, realizindose mediciones por espectrefotometria a 630 nm cada 15 minutos

durante 120 minutos y se procedid a determinar la dosis minima de respuesia,
Crurva de calihracrin,

De la solucion de PMN, se formaron en cada uno de los 10 experimenios dos curvas de
calibracion con sus respectivos duplicados con rangos crecientes en la concentracion de
PMN que lueron desde 0.500 hasta 8.0 X 10 " /ml. A cada uno de los tubos se les
adicionaren 100 pl dg solucion de NBT (1 mg/ ml).




Una seric se estimuld con una concentracian constante de PMA 100ul que correspondié a
1.6 X 107" M ( Concentracion minima para causar generacién de FOR ), con su
correspondiente seric sin estimulo, El volumen final fue de 500 pl con solucion salina

Na C1 0.9%%: al mismo tiempo fucron incubados a 37 "C en movimicnle conslante v s¢
procedio a feer cada tubo ¢n intervalos de 15 minutos durante 2 horas en un
espectrofotometro marca Coleman a 630nm, midiendo fa transformacion del NBT en azul

de formazan, las densidades opticas fucron registradas y graficadas(55,56)

Curva de calibracion Perdxido de hidrogeno por espectrofotonteria con nitro azul de
tetrazolinm (INBT).

Para establecer las concentraciones de perdxido de hidrogeno se establecio una curva de
calibracion partiendo de una solucion stock de perdxido de hidrogeno grado reactivo

(30 mM). Se prepararon 10 tubos como se muestra en la tabla 2.

Cuoncentracion NBT ’ Perdxido de Apua

De b | fhidegeno b
Blanco _ 100 pl - 00t |
0.0333 mM 100 pl S00 pl -
0.3333 mM 100 pl 90¢ ul _ I |
333BmM | ool | %o T
6.6666 mM 100 ul 900 1 -
10.000 mM 100 p) 900 pl -
13333 mM 100 pt 00wl - .
16.66 M [0G b 500 pl -
2333 mM 100 i 900 i N o
3000 mM 100 pl Q00 pl -

Tabla 2. Montaje experimental de curva de calibracion para peroxido de hidrogeno. A Yos 5
minutos de montaje se procedio a leer 1a transformacion del Nitroazul de tetrazolium en
granulos de formazan a 630 nim. NBT { 1mg/ ml)




Determinacion de los efectos de especies de oxigeno reactivo sobre la funcionalidad
ospermitica.

Efecto del tiempo de incubacién y proporcion de la masa celular.

A partit de Ta solucion de PMN (1.0 x 10 "células fml) de espenmatozoides ¢ 20 5 10°
espermatozoides /ml) se procedid al montaje experimental que consistié en colocar en
proporciones 11, 201 510 1y 2001 (espermatozoides: PMN) por duplicado y se

realizaron cuatro tratamientos experimentales, como se muestra en la tabla 3.

Tratamientos Espermatozoides | Leucocitos PMA Na C10.6%
Experimentales | | PMN o i

Conirol 100 @l - - 400 pl
bispermatozoides | | ___ | S
Lispermatozoides 100 il - 100 ul 300l
TPMA ) ISR R
Fepermatozoides 100 pl 100l - 300
FPMN O I [ AR I
I'spermatozoides 100 pl 1 100 ! 200 i
UPMNAPMA ———— .

‘Tabla 3. Montaje experimental, para establecer el posible efecto de las especies de
oxigeno reactivo sobre 1a funcionalidad espermatica, considerando masa celular
{(proporciones Espermatozoides - PMN ) y ¢l iempo de incubacion.

Se dejaron incubar por 2 horas a 37 °C en incubadora de CO. 5% y 95% de aire himedo en
movimiento constante, y en intervalos de 15 minutos, s¢ procedida al analisis de la
viabilidad, movilidad penceral, movilidad progresiva rapida, tavado hiposmaotico (HOST)
¢ integridad acrosomal,

Antioxidantes curva dosis-respuesta

Se utilizo vitamina I Liposoluble{e-tocoferol) disucha en etanol y Las emulsiones gue se
formaron se adicionaron al medio Ham F-10 en movimiento constante a 37 “C hasta que se
disolvicran completamente. La concentracion final de ctanol fue menor 3 2% en los iedios.
Lin 10 experimentos se ulilizaron concentraciones que fucron de 0.5% hasta 5.0% (en
intervalos de 0.5% ) de vitamina E ( o -tocoferol), realizandose incubaciones en

- . f -
poblaciones con concentraciones constantes de 5.0 X 10 " espermatozoides/ml,




Las resultados de 1a viabilidad, movilidad general, movilidad progresiva rapida, fueron
cuantificados a tos 90 minulos de incubacion (tabla 3 condiciones experimentales del
apéndice).

1 trolox Tue disuelto directamente en el medio Ham F-10 en concentraciones de 2nM
hasta 100 nM (en intervalos de 20 nMy ded antioxidante v se procedio a su esterilizacion
por [Mracion (Filtros millipore 0.22un). Para establecer Ta dosis Optima se incubaron
poblaciones de concentracion constante de espermatozoides 5.0 X 10 /m),

Los resultados en viabilidad, movilidad general, movilidad progresiva rdpida fueron
evaluados y praficados a los 90 minutos de incubacion (Condiciones experimentales

apéndice).

Ffecto antoxidante del trofax por espectrofotometria en poblaciones de lencociios PAIN

I:n poblaciones de leucocitos polimorfonucleares 0.500 X 10" fmla 5.5 X 10" PMN/mi, ¢n
condiciones de activacion con el ester de forbol PMA. Il montaje experimental con sus
duplicadus realizados son mostrados en la tabla 4. Los tubos fueron incubados a 37C ¢n
movimiento constante durante 2 horas se realizaron mediciones a 630 nm. Fn intervalos de
15 minutos de incubacion también fucron tomadas alicuotas de 10 pl de cada uno de tos
tratamientos que fueron colocadas cn un portaobjetos para evaluar ¢l cambio en
morfologia celular de los leucocitos PMN, producto de la estimulacion con PMA. Se
realizo tincion con NBT y Wright. La cvaluacion fue realizada a 100X ¢n microscopia de

luz (condicioncs experimentales apéndice).




“Tratamiento
Blanco

| PMN |

4PMN |
S PMN 2

6 PMN
TPMN |

8 PMN 2

2PMN 2

I’M)\i Trolox ?\Tlil ] ﬁﬁgj N’IE'I ():0".’;
I (P SR S L'1') 11 N SO ") [ N
- - 100pl toopl 8o0pl

- - 100pl 300pl 600
- 100! 500ul 400pl
100p1 L0y 100p1 100! 600pl
woul | 100 | _t00pl 1 300l 1 400ul
HIO 1001 100pl | 500pl 200
Wout L - o[ 100pl | teoul o 700pl

ALY S 100ul [ 300pt 1 300
1wopl - [00p! s00ud 30pl

Tabla 4. Montaje experimental para evaluar efecto antioxidante del agente trolox.
Midiende por espectrofotometria a 630 nin condiciones experimentales.
PMA{L6X10 "M). Trotox 40nM. NBT ( Img/ml) PMN 1: 0,500 X 10" PMN/ml. PMN 2:
1.500 X 10" PMN/ml PMN 3: 2,500 X 10" PMN/ ml

Ffecto antioxidunte del trofox por espeetrofotomerriu en pobluaciones de leweacrios PAIN
Y espermutozoides,

En poblaciones de espermatozoides de conceniraciones constantes incubados,can

. leucocilos polimorfonuclcares,guardando las proporciones (20:1, 10:1 y 5:1).

Fn candiciones experimentales sin activacion, con activacion mediante el ester de torbol

PMA. y con activacion y agente trolox. Bl montaje experimental con sus duplicados

realizados son mostrados en la tabla 5. Los tubos fueron incubados a 37 C cn movimicnto

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

de incubacion .




T[N e [NRT [Tl |[PMA |Nacinon
Blance - - | loop - - 900 pd
Er(HIMN | 100 oG pl ] 100 pl - - 700 il
ErpMA | toop | 100l | 100l |- | 10opt | 600w
FighPMA L 100l 100 pl 10 pl 100 pl 100 pl 500 pl
+Trolox . o
QPMN | oot | Toogd | o | - | Aoy
E+2PMA | 100p1 | 1000 100} - 100 | 600
E2)PMA | 100 o pt | 100 kb 100 i ol | S00p
 Trolox ) )
[:1(3)PMN 100 pl 100 pl 100 pl - - 00 pl
LH{3IPMA | 100 pl 100 pl 100 pl - 10 pl 6t pl
ErGIPMA | 100 00w | 100 b 100 pl o pl | Se0
Hlrolox R o . e - e
E o | - ool preeet 4 -y - 80apl
1 1 PMA : 100t | 100! - 100 2t ] 700 gl
E-PMAIT | - 100l | 100 100yd | 100l | 600l

Tahla 5. Montaje experimental efecto del trolox por espectrofotometria. Donde PMN
poblacion de PMN (1) 0.500 X 10" PMN/mb (2) 1.0 X 10" PMN/m1 (3) 2.0 X 10" PMN/ml.
E: Espermatozoides poblacién constante a 10.0 X 10° células/ml. NBT {mg/ml). PMA

1.6 X 1M, Trolox 1%

Evaluacion del efecto protector de lps antioxidantes en ln

Juncionalidad espernuitica

1J¢ la seric experimental realizada para evaluar el efecto de las especies de oxigeno
reactivo sobre la funcionalidad espenmatica. se caleuld que el ticmpo necesario para causar
daiio oxidalivo en los espermatozoides fue a los 90 minutos de co-incubacion y la
concentracion de PMA como dosis minima pasa producir una respuesta o 1.6 X 10 7M.
en tanto que se establecieron las concentraciones de antioxidantes para a-tocoferol de 1% y

para ¢l Trolox de 40 nM,




Tratami- I-'.s|-1-crm:-|- Polimorto | Nitroazul | PMA Trolox Tocolerol | Sol Salina
ento |lozeides fNucleares | NIFTT - (Torhol o NaCl
Control 1]100 pl - 160 pl - - - 300 pl
Conrol 20000yl § - Lwowd w0 |- f o | 200
Tratam 3 [ 100 pl 100 pl 100 pl - - - 200 pl
Tratam 4 [100p] | W00 ploout [ 100W | - | - 100
Tratam 5 P10 p) 100 ) 140 pl 100 ) 100 pl - -
Tram 6 (100wl | 100yl | 100 oot | - | weogi |
fratam 7100wl | - opl | - oul [ -] 200p
Tratam 8 | 100 pl . ool | - - 100 pi | 200 i

Tabla 6 Montaje experimental donde: la concentracion de espermatozoides cs de

10.0 X 107100 pl, PMN 1.0 X 107100 11, PMA 1.6 X 10 7" M en 1000], NBY( Impfml).
Trolox 40 nM_ a—tocoferol 1%,

Se procedio a incubar todos los ratamientos a 37 °C durante 90 minutos en constante
movimicnto, antes y después de la incubacion se cuantificaron los parametros de
viabilidad, movilidad. movilidad progresiva rapida, 1{OST, Integridad acrosomai y daiio

celular,

Prueba de penetracion de hueve de hamster..

Lag hembras hamster maduras sirias doradas Cricetus aurartus, se obtuvicron del Bioterio
General de ba escucla de estudios profesionates [ziacala UN.AM a sctenta y dos horas
previas al estudio, las hembras se prepararon v se les practicaron tomas de muestras
vaginales. 1.os fluidos obtenidos fueron colocados en portacbjetos y se realizaron tinciones
de P.A.P para determinar el ciclo cstral de cada una, en caso de presentar estadio estro, se
les aplicaron de 30 a 40 Ul de ponadotropina corionica humana (hCGY; por via
intraperitoneal. en caso de encontrarse a un dia de su ciclo estral sc les invectaron via
intraperitoneal de 30 a 40 Ul de (PMS) suero de yegua preiada y gonadotropina coridnica
humana de 48 a 72 horas previas al estudio.

1.a recuperacion de los ovocitos se realizd en un periodo de V8 horas despuds de la
inyeccion de {(hCGY. Las hembras se anestesiaron con Enflurano (Ftheane de Abbott) y se
procedio a la diseccion del aparato reproductor, del cual fueron eliminados los excesos de
grasa y sc realizaron lavados de las tubas con solucion salina ésteril. Bajo ¢l microscopio

de diseccion. se capturaron los ovocitos provenicentes del lavado de las tubas, con una




micropipeta estéril modilicada. Los ovocitos fueron colocados en cajas de lerilizacion
{nunclon) con medio BWW: los ovarios aparte fucron punzionados con una aguja especial
estéril y los ovocitos fueron colectados y colocados en las cajas de fedilizacion, se procedio
a la cuenta v separacion de los ovocitos para formar los grupos experimentales.{con zona
pelucida y sin zona pelucida).

Los ovocitos destinados a ser desnudados Tueron sometidos a un tralamiento enzimitico de
tripsina (1 1% y hiarulonidasa 0.1% para remover la zona pelucida v células comulo.
Después de cada tratamiento enzimatico s¢ realizaron dos lavados con medio BWW pl1 7.3
Los ovocitos fucron separados y seleccionados para cada tratamiento, se colocaron en
cajas de fertilizacion preparadas con 300 ul de medio BWW y con una gota de aceite de
parafina estérit, para evitar fa desecacion del medio y fucron colocados a 37 “Cen
atmosfera de CO; al 5% y 95% de aire (15, 57.38), previo a la siembra de los

espermatozoides.

Sicithra de esperatozendes

Del montaje expenmental (ver tabla 6) se tomaron alicuotas de 5.0 millones de
espermatoroides & 1on 90 minutos de incubacion con sus respectives tratamientos para
rcalizar la sicmbra de cada caja de fertilizacidn. se dejaron en incubacién durante 3 horas a

37 °C en atimosfera de 5% de CO. y 95% enaire.

Variame tilizande ionophore de calcio (4 23187)

El ionophoro de caleio A 23187 se utilizard para sincronizar a la poblacion espermatica.
Se partio de una solucion stock de 10 mM en dimetil sutfoxido (DMSO). Tres dias previos
al experimento se diluyd 1 ml de esta solucion en 10 ml de medio BWW. v fue almacenada

a4 "C. El dia del experimento s¢ realizé una curva de dosis-respucsta ¢n concentraciones




que fueron desde 1.25 pM y 2.5uM {pumol/l). Debido a que la respuesta al tratamiento con
clionoloro de calcio varia entre las muestras, se sugicre realizar esty prucha para
optimizar la respuesta. Los espermatozoides en esta curva dosis-respuesta se incubaron con
¢l ionotoro por 3 horas, despuds las células (ueron lavadas mediante centrifugacion a
500X e por 3 minutos y resuspendidas en medio BWW hasta la obiencion de 10 millones de
espermatozoides por ml. en fa solucion de trabajo. Los espermatozoides se someticron a los
dilerentes tratamientos { ver abla 6} y posteriormente se sembraton en los pozos de

tertilizacion de acuerdo a lo antes mencionado.

Andlisis de penetracion de Tos ovocitos de hamsier

Transcurridas las tres horas de sncubacion se procedio a la colecta de los ovocitos de cada
uno de los pozos de fertilizacion, y se lavo cada ovocito con bulfer de losfatos PBS pH 7.3
para eliminar ¢l exceso de espermatozoides. Los ovocitos fueron fijados en solucion de
curnoy 4 "C y colocados en portavhjetos bajo ¢f microscopio estereosedpico se realizo la
tincién utilizando un colorante a base de orceina acética ( tincion lacmoide) por 3 minutos
y se colocd posteriormente un cubreobjetos de 22mmX 22mm, se coordenaron para su
facil localizacion en ¢t microscopio de contraste de fases a TOX, 20X v 40 X se analizaron.
v s¢ determinaron tos porcentajes de espermatozoides que presentaron descondensacion
nuclear.

Se realizo una variante de tincion utilizando el colorante para microscopia de fluorescencia

Hoesteh 33258 para la evaluacion mas detallada del nicleo espermético.




Fos ovocitos despies de ser lavados con PRS, se colocaron en condiciones de obscuridad.
en ¢l colorante de Hoesteh, incubandolos a 37 °C en una camara bumeda durante 15
minutos, despuds secliming el exeeso de coloranie y se colocaron en puriaohjelos y
coordenados para su Taci) Tocalizacion en ¢l microscopio de fluorescencia. Fueron
analizados a 25X 40X 100X de aumento.

Ensayo de activacion espermitica

Despucs de incubar a 37 °C durante 90 minutos en condiciones de estenilidad. se tomaron
alicuotas de 5 millones de espermatozoides por ml de cada uno de los tratamientos (ver
labla 6) . Sc¢ realizo un lavado de cada uno de los tubos con 2.0 ml de medio Ham F-10

p! 7.3 centritugando por 2 minutos a 600Xg. FY pellet resultante fue resuspendido en
500! de medio Ham V- 10 suplementado con BSA al 0.05%. las muestras fucron
almacenadas a 4 "C para su poslerior procesamiento.

El dia del exprimento, las muestras fueron incubadas por 30 minutos a 37 °C y cada una de
ellas Tue resuspendida en 10 ml de medio de separacion nuclear (NIM, sacarosa 200mM,
Mg Cl12 2.4 mM, Tris-HCT 10 mM y acido maleico 5 mM a pli 7.4) sc centrifugaron por 10
minutos a 400 Xg v se resuspendieron en 10 ml de NIM, suplementado con lisolecitina al
0.05% y tripsina lpg/ml. la mezela fue colocada a temperatura ambiente por 5 minulos y
nuevamente fueron centrifugadas a 400 Xg por 10 minutos. El peliet se resuspendio con
medio NIM suplementado con BSA al 3%y Tuc centrifugado a 400 Xg por 10 minutos y
nuevamenie resuspendido con medio NIM suplentado con BSA al (0.4% v nuevamente
centrifugado en las mismas condiciones.

Los espermatozoides fueron linalmente resuspendidos ¢n medio de separacion de extracto
de ovocilo de Xenopus (XEIM Tris-HCH O mM pEHL7.5 Mg Cl2 1.5 mM, KC H0mM y
DTT S0 mM), s¢ oblubicron alicuotas de 25 000 espermatozoides por nl y fueron
colocados en hielo per 45 minutos. ‘

Antes de realizar la mezcla con los extractos de ovocito de rana las mucstras fucron

pretratadas con XEIM (DT, lo que permitio mejorar los eventos de descondensacion y




sintesis de DNA debido a 1a reduccidn de las protaminas que en los espermatozoides de
mamileros estan en eross-linked por las uniones de puentes disulluro,

Los espermatozoides en Xenopus laevis conlicnen protamings infermedias que son
deficientes en cisteina, de tal manera que los extractos de ovocito de rana carecen de los
factores reductores que si estan presentes en los ovocilas de mamifero y que son necesarias
para la reduccion de los puentes disulfuro en el espermatozoide humano, por lo que
debemes reducir 1as uniones disulfuro experimentalmente { Observaciones no publicadas,

comunicacion personal Broavn 199R),

Ohienciom de lox extractos de ovovitos de Xenopus laevis

A ranas hembras adultas de 1a especie Xengpus laevis se les administro 500 Ul de hormona
haiC via inyeccién intraperitoneal. por la maiana y tarde del dia anterior a los
experimentos, con el proposito de inducir ovulacion, maduracion y desova,

Los ovocitos maduros fueron colectados y se les eliminé 1a matnz gelatinosa cementante
con una solucion de cisteina-HCT al 2% pH 7.6, Los ovocitos fucron lavados ¢ incubados
por una hora a temperatura ambiente en medio de Barth { Na Cl 88 mM, KCl | .0 mM, Mg
$04 0.83mM, Ca (NO3)20.34 mM, Ca Clz 0.41mM, Tris-HC1 7.5mM. Penicilina 10pg/ml
y Na (CO3)2 2.4mM pH 7.6). Despuces de 3 lavados en medio XEIM

{eliminando ¢l excese de bufTer), fueron lisados mediante centrifugacion a 10000 Xg por
{5 minutosa 4 °C.

Como producto de la centrifugacion se obtuvieron 3 fracciones: la superior corresponde a
la zona de lipidos, la intermedia con los factores de interés y el pellet con los fragmentos de
los ovocitos. La fraccion intermedia fue recuperada y transferida a otro tubo y fue
recentrifugado a 10000 Xg por 15 minutos a 4 "C, Nucvamente la fraccion intermedia
resultante de la centiifugacion lue utilizada como solucion Stock

{extracto). la cudl fue colocada en hielo hasta su utilizacion en la prucba de activacion

espermatica, ( 1ISAA)




Prueha de activacion espermatica

|os espermatozoides permeabilizados de cada uno de los tratamientos por separado se
mevclaron con el extracto de los ovocitos de Xenopus, en concentraciones de

150 000 espermatozoides por 150 ul del extracto, se incubaron a 19 °C con extraclos con
marca de "H-TTP en concentraciones de 80pCifml.

La descondensacion de la cromatina, sintesis de DNA y recondensacion de la cromating
[ueron evaluados. Se realizé et estudio en microscopia de contraste de tases para el analisis
de la descondensacion y recondensacion de la cromating, se tomaron alicuotas de Sul y se
realizaron [totis que [ucron posteriormente observadas a los 5, 10 minutos y puntos
intermedios hasta 3 horas, seguido de la adicion de los extractos de ovocitos de rana a los
espermatozoides a los 5, 10 minutos y puntos mleredios, se analizaron los poreentajes de
cabczas ecspermaticas descondensadas.

La sintesis de DNA en ¢l nlcleo espermatico se evalud tomando una alicuota de 50ul la
cudl fue diluida con 50 pl de bufter de fosfatos (PBS pH 7.3). Se realizd una centrifugacion
a 400Xp por 5 minutos, se elimind el sobrenadante y el pellet fue fjjado con solucidn de
carnoy a4 "C. Se realizaron frotis v estas citopreparaciones fucron sumergidas en una
emulsion reveladora de nicleos Kodak (NTB-2) a 42 “C, se almacenaron a 4 °C por 2
semanas y transcurtido ese tiempo las citopreparaciones fueron teflidas sin eliminar la
emulsion con colorante de Giemsa.
L3l estudio se realizd en un microscopio Leitz Orthoplan, para analizar la recondensacion de
la cromatina se montaron citopreparaciones que fueron fijadas como se describio
anlenionmente, seguido de la tincidn de Giemsa sin autoradiografia. [stas citopreparaciones
fucron analizadas a 800 X de magnificacion utilizando un fotomicroscopio Zeiss 11

(59, 60),




Microscopia electrinica de transniision

[.as muestras restantes de los tratamientos (ver tabla 6). lueron fevemente centrilugadas a
400 Xy por 2 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante se elimino y el pellet se
somelio a fijacion con glutaraldehido al 3%4 en buller de cacodilato de sodio 0.1M pl1 7.4
durante 2 horas a 4°C, se realizaron posteriormente tres lavados con butter de cacodilato de
sodio 0.2 M a 49C durante 15 minutos cada uno de ellos.

i:l pellet se sometio a una post-1ijacién con tetradéxido de osmio al 1% preparado en bulfer
de cacadilato de sodio 0. 1M durante | hora o 49C Se realizod un lavado postenior con el
buffer de cacodilato de sodio 0.2M a 4°C, pasando a una etapa de deshidratacién con
congentraciones consecutivas v progresivas de ctanol de un 1095 hasta 100% _realizando 2
cambios de 15 a 20 minutos en cada concentracion. posteriormente se realizaron dos
cambios de solvente con oxido de propileno a temperatura ambicnte cada uno de 30
minutos, pasando a la infiltracion en una matriz con proporciones iguales de resing y oxido
de propileno, durante 24 horas a temperatura ambiente. Después se efectuaron dos cambios
en resina absoluta durantc un periodo de 6 a 8 horas, para continuar con la etapa de
polimerizacion en placas, donde se etiguetaron las muestras para su identilicacion a una
temperatura 60°C por 36 horas. Se proce-di('» al corte y tallado de la piramide y 1a obtencion
de contes finos, para la observacion en el microscopio clectronico de transmision. 1.as

observaciones de las preparaciones se realizaron a 1 000X, 5 000X y 10 000X,




Resultados

Efecto de poblaciones de leucacitos PMN sin estimulaciin sobre Ia funcionalidad
espermatica.

Se realizaron 12 experimentos con cf proposito de establecer los posibles efeclos de
poblaciones du leucucitos PMN sin cstimulacion sobre la Tuncionatidad de dos
espermatozoides. Se evaluaron los siguientes parametros: viabilidad, movilidad general,
movilidad progresiva ripida, integridad de la membrana espermdtica ¢ integridad
acrosomal,

Los resultados de la medicion de los parametros de funcionalidad espermaltica
revelaron gue en condiciones de incubacion de los espermatozoides con diferentes
proporciones de leucocitos PMN guardando Tas proporciones espermaltosoides: 'MN
(2:1, 5:1.10:1, 20:1) no existen diferencias estadisticas entre los tratamientos. Sin
cmbargo ¢! andlisis de fos grupos experimentales en forma individual con respecto al
tiempo reveld gue en el intervalo 60-90 minutos de incubacion existen diferencias
estadisticas en los pardmetros de movitidad peneral y movilidad progresiva ripida en

todos los tratamientos. (tabla § analisis estadisticos)

Movilidad progresiva

100

80 —e—csp 1 IPMN
60 —&—esp 2:1PMN
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20 —3—esp 201 PMN |
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Yecélulas con mov.tipo a

tiempo de incubacion en minutos

Gralica 1. Movilidad espermatica progresiva rapida de las 3 proporciones celulares
estudiadas sin estimulacion. Monitoreo en 120 minutos de incubacién a 37°C en
atmoslera 5 % de CO; y 95% de aire. n 12 experimentos.




Nota: Las condiciones experimentales: curva dosis-respuesta variando las
concentraciones de PMA. curva de calibracion con diferentes concentraciones de PMN
y concentracion fija de PMA 1.6 X 10”"M. Asi como la curva dosis respuesta de los
antioxidantes Trolox y u— Tocofero! asi como ¢l electo antioxidante def trolox por

espuectrofometria. Sc explican en ¢l apéndice de condiciones experimentales,

Efecto de lus especies de oxigene reactivo y conceniracion celular sobre la
Suncionalidad esperniitica

Con el proposite de establecer los posibles electos de las especies de oxigeno reactive
sobre la funcionalidad espemmitica, se realizaron 17 expenimentos variando las
concentraciones v proporciones celulares (espermatozides:PMN), los resultados
sugicren un posible electo de las especies de oxigeno reactivo en todos los pardmetros
de funcionalidad espermatica estudiados, ¢l analisis estadistico registra diferencias
significativas enfre el tratamiento 4 (Espermatozoides + PMN + PMA)Y con el resto de
los tratamicntos, los cuales sdlo presentan diferencias significativas en el parametro de
movilidad progresiva rapida, en especifico las diferencias estadisticas se registran en el
tratamicnto 2 (Espermatozoides 1 PMA) a partir de las proporciones 5:1, 10:1, y 20:1.
Donde se observa una mayor movilidad tipo a. En cuanto al ticmpo de incubacion en los
parametros de viabilidad, lavado hipo osmotico (HOST) e Integridad acrosomal el
comportamiento de los datos sugicren que a parniir de los 90 minutos de incubacion se
presentan cambios estadisticamente significativos en todas las proporciones celulares
utilizadas para el tratamiento 4 espermatozoides+ PMN+PMA. Con respectoa la
movilidad general se registean cambios importantes a partic de 60 nunutos de
incubacion para todas las proporciones. En ¢l caso de 1a movilidad progresiva ripida

a los 30 minutos de incubacion existen diferencias estadisticamente significativas y es
mas evidentes cuando Yas proporciones celulares son menores es deeir 111 presenta
mayor diferencia estadistica que 2001 . 1 efecto de la proporcion (masa celular) se
pucde observar en todos los parametros de funcionalidad espermatica analizados donde
existen diferencias estadisticas principalmente entre las proporciones 121 vs 10:1 y 20:1

(tablas 6 hasta 10 analisis estadistico)
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Gralicas 2 A y 2B, Efecto de las especies de oxigeno reactivo sobre la movilidad
progresiva rapida (a) en ambas graficas se aprecian cambios significativos en el
tratamiento espemmatozoides+ PMN1 PMA a lo largo de 120 minutos de incubacidn. La
pgrifica a sc relicre a proporcioncs celulares espermatozoides:PMN 1:1 observar ¢l
cambio g partir del minuto 45 de incubacion, La grafica b represcnta las proporciones
celulares 10:1.notar el cambio en ¢l tratamiento espermatozoides+ PMN+PMA.




Evaluacidn de dafio celular en poblaciones de leucocitos PMN por efecto de la
estimulacicon con PMA y efecto antioxidante del Trolox .

Para establecer ¢l posible daio celular por electo del PMA y generacion de especies de
oxigeno reactive on leucocitos polimorfo nucleares ( PMN ), tas eclulas fucron
evaluadas por téenica histoguimica utilizando como criterio de alteracion celular, la
presencia de granulos de formazin en su intenior asi come cambios en Ta morlologia
analizada en microscopia de luz 100X, Los resultados indican diferencias
estadisticamente significativas entre ¢l grupo control v Tos tratamicntos cstimulados con
PMA y PMA+ Trolox {grafica 3, figuras 1 y 2). E! maximo cambio o dafio celular se
registra en el periodo de incubacion delS a 60 minutos en el tratamienlo 2 PMNFPMA

{ Tablas 11,1, 11.2, 1.3 del andlisis estadistico)

Dafio celular en Leucocitos polimorfo nucleares
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Giralica 3. Dafo celular en leucocitos polimorto nucleares, producto de su estimulacién
con un ester de forbol. Los criterios de dafio celular se basaron en los cambios
morfologicos v produccion de granulos de formazan presentes en el interior celular




Figura 1. A . Morfologia tipica de teucocitos PMN en sangre periférica previa asu
purificacion (tincion Wright microscopia de luz 100X). B. Aspecto tipico de leucocito
PMN posterior a su purilicacion (tincion wright microscopia de luz 100X).

C. Aspecto de leucocitos PMN (técnica histoquimica con peroxidasa positiva.
Microscopia de contraste de fases 40X). D. Ciimara de Neubauer conteo de leucocitos
PMN (téenica histoquimica peroxidasa positiva microscopia de contraste de fases 16X).
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Figura 2. A, Aspecto de los leucocitos PMN sin activacion {control).
B. Leucocitos PMN activados con PMA, observar la presencia de granulos de formazan
(azul) indican especies de oxipgeno reactivo. C. Leucocitos PMN incubados con PMA y
trolox, observar la presencia de granulos de formazan en el interior de las células. D.
Leucocitos PMN incubados con un extracto bacteriano en presencia de NIBT, Notar 1a
ausencia de los granulos de formazan, indicative de la estimulacion por extracto
bacteriano no genera especies de oxigeno reactivo. En todos los casos las mediciones
fucron a los 90 minutos de incubacion a 37 C, procesados por técnica histoquimica en
presencia de NBT. Wright en microscopia de luz 100X




Evaluaciin del efecta protector de los antioxidantes a-tocaferol y Trolax en la

Suncionalidad espermitica,

Los resultados de 20 experimentos reatizados para establecer ¢t posible clecto protector
de dos antioxidantes supicren gque no existien diferencias estadisticamente significativas
en ¢l parimetro de viabilidad en los tiempos de incubacion (0 y 90 minutos entre los
tratamicntos evaluados, sin embargo se registra diferencia signilicativa en el
tratamicnto 4 cspermatozoides | PMNTPMA con respecto a los tiempos de incubacion,
entre los tiempos Oy 90 minutos se obluvo una IF caleulada de 3.52E-09 en relacion
con I de tablas 3.6,

Il indice de correlacion caleulado para los tratamientos 5(cspermatozoides PMN 1 PMA
+trolox) v 6 (espermatozoidesi PMN+ PMA +tocoferol ), fue = 092185 en tanto que el
indice de correlacidn cateulado para los tratamientos 7 (espermatozoides ! trofox) y

8 (espermatozoides Hocolerol ) fue v 0.996, lo gue representa que son comparables
entre si. En tanto que los espermatozoides tratados con PMN activados con PMA sin la
adicion de alguno de los antioxidantes tienen dafios significativos en los pardmetros de
luncionalidad espermatica anahizados, Cada uno de los parimetros se presentan de
mancra detallada en las siguientes graficas y tablas, el andlisis estadistico esta registrado

en las tablas 12.1,12.2 y12.3 del apéndice (andlisis estadistico).
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Gratica 4. Viabilidad espermatica de las 8 scries experimentales probada a los 0 y 90
minutos de incubacion a 37°C. en atmosfera 5 % de CO;» v 95% de aire, Dondc:
E:espermatozoides 10.0 X 10"/ml. PMA: cster de forbol 1.6 x 10”"M. PMN: leucocitos
polimorfo nucleares 1.0 X 10%/ml, Trolox 40 oM y Tocoferol 1%.

Figura 3. Viabilidad espermatica (células sin tincion)
Microscopia de contraste de fases 40X. Las células tefidas
(flecha) son consideradas muerntas ( tincidn de cosina),

Valor de la ‘ PR
Tratamien- | Pendiente
os | Viabilidad_
E 002

EPMA  |-0.04
LLAPMN - 1-0.07
EtPMAT |-0.24

PMN

EIPMNG |0
PMA+Trol |
EHPMNT[-0.04
PMA ! Toc_

EfTrolox 1-0.09
EtTocaler 1-0.07

Tabla 1. Valores de Tas pendientes calculadas, de cada uno de los tratamicntos .

expsTimpntelgs p1_m viabilidad, los valores en golor de rojo representan los extiemos
negativos v las cifras azules son los extremos positivos
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Grahica S, Movilidad general espermatica de las 8 series experimentales probadas a tos
0 v 90 minutos de incubacion a 37"C en atmosfera 5 % de CO, y 95% de aire. Donde:
Ezespermatozoides 10.0 X 10%ml. PMA: ester de forbol 1.6 x 107M. PMN: leucocitos
palimorfo nucleares 1.0 X 10%/ml, Trolox 40 nM y Tocoferol 1%.
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(irafica 6, Movilidad espermitica progresiva rapida de las 8 series experimentales
probadas a los 0 y 90 minutos de incubacién a 37'C en atmosfera 5§ % de CO: ¥ 95% de
aire. Donde: E:espermatozoides 10.0 X 10/ml. PMA: ester de forbol 1.6 x 10° M,
PMN: leucocitos polimorfo nucteares 1.0 X 105/mi, Trolox 40 nM y Tocoferol | %.




Tratamicn-
tos

(D

L PMA
11 PMN
EHPMAL

PMA ol
156 PMN +
PMA T oc
L1 Trolox
k1 Tecofer

Valor de la
pendiente
Mov.Giral
0,05
0.047

0.07

-0.73

4119

-0.30

022

Valor de la
Pendicnte
Mov. I'rog.
0.04

0.035

004

-(1.82

021

-0.13

-0.07

-0.05

Tabla 2. Valores de las pendientes caleuladas de cada uno de los tratamientoes
experimentales, para los parametros de funcionalidad analizados movilidad espermatica
general v movilidad progresiva rapida. (e acuerdo con los criterios de WHO 19%6)

L.os valores en color de rojo representan los extremos negativos y las citras azules son
los extremos positivos
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Grafica 7. Integndad de membrana espermdtica de las 8§ serics experimentales probadas
a los 0 v 90 minutos de incubacion a 37°C en atmosfera 5 % de CO; y 95% de aire.
Donde: 1:espermatozoides 10.0 X 10%/ml. PMA; ester de forbol 1.6 x 10”°M. PMN:
leucocitos polimorfo nucleares 1.0 X 10%ml, Trolox 40 nM y Tocofero! 1%. Valores +
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Figura 4. A, Aspecto de bos espermatozoides sin activacion (control) somctidos a
condiciones hipo osmoticas (HOST ) notar las flechas indican células positivas (con
integridad de membrana). B. Espermatozoides activados con PMA ( micoscopia de
contrate de fases 100Xy C. Expermatozoides t PMN sin activacion. 1)

Espermatozoidest PMN activados con PMA E. Espermatozoides + PMN incubados con
PMA y trolox. En todos los casos las mediciones fucron a los 90 minutos de incubacidn

. téenica PAP en microscopia de luz (00X,
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Grafica 8. Integridad de membrana acrosomal espermatica de las 8 serics

. . . I [PR% .
experimentales probadas a los 0y 90 minutos de incubacion a 37°C, en atmosiera 5 %

/£

de CO); v 95% de aire. Jonde: Eiespermatozoides 10.0 X 10"/ml. PMA: ester de forbol
1.6 x 10M. PMN: leucocitos polimorfo nucteares 1.0 X 10°/ml. Trolox 40 nM v
Tocoferol 1%. Valores con integnidad positiva.

Figura 5. Aspecto del grupo control evaluando los
Pardmetros de Imegridad acrosomal ¢ integridad de
Membrana espermatica, notar ta region del Nagelo
{HOST +) y region acrosomal fluorescente.
Acrosoma integrotécnica de fuorescencia 100X,

Valor de la | Valor de la i
Fratamien- | pendiente | pendiente
| tos HOST ]It Acros, _
E .02 -0.005
E1PMA 0.07 0.001
11 PMN -0.02 -0.011
E+PMA | -0.68 -0.662
PMN ||
B4PMNG 024 -01.208
PMACTOl [
FEiPMNG 022 ) 228
PMATToc |
ETrolox. |008 0009
EiTocofer |-0.02  |-0.065

Tabla 3. Valores de las pendientes calculadas de cada uno de tos tratamientos
experimentales para los parametros, integridad de las membranas espermdticas y
acrosomal, en funcién del tiempo. Los valores en color de rojo representan los extremos
negativos y las cifras azules son los extremos positivos
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Figura 6.Cvaluacion de la integridad acrosomal. A, Aspecto de los espermatozoides sin
activacion (control), notar la region distal de la cabeza zona (luorescente (con integridad
de membrana acrosomal positiva). B. Espermatozoides activados con PMA,

C. Espermatozoides -PMN sin activacion.l Espermatozoides+PMN activados con PMA
.. Kspermatozoides + PMN incubados con PMA y trolox. |

in todos los casos lus
ciones fucron a Tos 90 minutes de incubacion a 37 CTéenica Nourescente FICT ¢n
microscopia 100X,
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Girdfica 9, Célutas espermaticas con presencia +a 1a tincién de EOR. de las & serics
experimentales probadas a los 0 y 90 minutos de incubacion a 37°C en atmosfera 5 %
de CO; v 95% de aire, Donde; Eiespermatozaides 10.0 X 10"m). PMA: ester de Torbol
1.6 x 10™"M. PMN: leucocitos polimorfo nucteares 1.0 X 10%/m1. Trolox 40 nM y
Tocoferol 1%. Valores con daiio celular.

Valorde la
Tratamicn- | pendiente
tos __ |Dafiocel |
E 0.45

EiPMN _ |0.03

PMN | __

1 PMNI 0.18
PMA+Trol _
F54 PMNA (+16
[PMA+Toc

EtTrolox 0,15
EtFPocoler (013

‘Tabla 4. Valores de las pendientes caleuladas de cada uno de los tratamicntos
experimentales para dafio celular. Los valores en color de rojo representan los extremos
negativos v las cifras azules son fos extremos positivos.




Figura 7. A Espermatozoides sin activacion (contral),obscervar 1a ausencia de los
granulos de formazan indicativo de la presencia de las especies de oxigeno reactivo en
la region de la cabeza, pero son apreciables en la region de ta pieza media. B.
Espermatozaidest PMA con tincion + a EOR en el interior de 1a cabeza. C.
Lspermatozoides PMN ausencia de granulos de formazan en el interior de la cabeza
espermalica con presencia en picza media. D, Espermatozoidest PMNFPMA, notar
espermalozoides con tneidn i a FOR ¢n el interior de la cabeza ().

E. Espermatozoides: PMN1PMA+ Trolox, tincion + a EOR en ¢l interior de
espermatozoides.(t) y en otras células solo presentan tincion + en pieza media (-)
comparable con el grupo control. I2n todos tos casos las mediciones Tueron a los 90
minutos de incubacion a 37'C, procesados por técnica histoquimica en presencia

de NBT. Wright en microscopia de luz 100X,




Parametro | Viabilidad — |Mov.general [Maov. Tipoa 3 HOST Int. Acros.
Mov.General | 0.948 1

Mov. Tipoa | 0.898 0912 T i
1OST 0.942 0924 10959 o

Integridad | 0.945 0.924 01,949 0.983*

acrosomal | | L L o
Daito celular {0934 0979 087 0939 1954

Tabla 5. Indices de correlacion entre los parametros de funcionalidad espermitica
analizados, (*) nos sefiala el valor maximo de cotrelacion entre dos parametros.

Pruecha de penetracidn def ievo de Hamster (SPA)

Con ¢l fin de determinar las posibles alteraciones causadas por las especies de oxigeno
reactive sobre los patrones de penetracion y descendensacion nuelear espermitica .

Se realizaron 20 experimentos en los cuales se establecieron 8 tratamicntos
experimentales, lus cudles son presentados en 1a tabla 6.

El niimero total de ovocitos utilizados a lo largo de los experimentos fue 146,
repartidos en ¥ grupos experimentales; 122 en cada uno y 180 en los controles es decir
60 para cada uno de cllos, El valor maximo de ovocitos penetrados fue 119,
descondensadas 117 y el porcentaje mdximo fud 95.90% correspondiente al grupo
conirol en tanto que los valores minimos corresponden al tratamiento 4
Espermatozeides ¥ PMN+PMA. Cuyos valores de penetracion,

descondensacion y porcentaje fue de 0,

kL andlisis estadistico aplicado, demucstra que existen diferencias estadisticas entre
todos Tos tratamientos { Valor de I caleutado de 9.0 vs I de tablas 7.82). 1 andlisis
csladistico parcado de los tratamicntos sugiere que no existen diferencias significativas
entre los trastamientos T Espermatozoides. 2.Espermatozoides 1PMA 3.
Espermatozoides i PMN (F caleulado 6,123 vs t de tablas 7.82).

5.Espermatozoides *PMN +PMA+Trolox y 6.Espermatozoides PMN 1 PMA + Tocoferol,
Nuo registran diferencias estadisticas ( F caleulado 5.75 vs t de tablas 7.82)4:as mismas
tendencias son observadas entre los tratamientos 7. Espermatozoides+1rolox y )
8. Espermatozoides + Tocoferol ( F calculado 6.00 vs t de tablas 7.82). Lin tanto que ¢l”
tratamiento 4 espermatozoides t PMN 1 PMA muestra dilerencias estadisticas con todos

los tratgrmientos.




Iratamicnto Ovocitos Ovocitos Ovocttos 4 Desconden

i L Penetrados Descondensado |
Conzpsinkl | 60 S0 v ___ v_ _
Con zpieon [, 60 0 .0 0 )
Sin zp/sin 2. _ &0 _ 0 LU S
Control £ * 122 19 117 95.90%
10 PMA 122 120 115 94 26%
I+ PMN * 122 117 110 I A L
E1PMNPMA* 122 0 ¢ 0
LA PMN:PMA 122 104 96 78.69%
+Trolox * - o o o
L+ PMN +PMA 122 100 93 76.23%
+ Tocoferol *
[+ Trolox * 122 118 106 86.88%
[2 Tacoferol 122 119 108 RE.52 %

Tabla 6. Resultados de 20 experimentos realizados para establecer la penetracion y
descondensacian espermatica, de 8 tratamientos, Las 3 primeras (ilas corresponden a los
controles ovocitos con zona pelucida sin espermatozoides (Con zpfsin), ovocitos con
zona pelucida con espermatozoides {control1).(Con zp/con E). Ovocitos sin zona
pelucida sin espermatozoides ( 8in zp/ sin E) donde; T2 son espermatozoides y la

concenltracion celular es de 10.0 X 10 % 100 pl, PMN 1.0 X 10 /100

PMA 1.6 X 10 ” M en 100ul, Trolox 40 nM, a~tocoferol 195,
Nota: *1'odas 1as mediciones se realizaron a las 3 horas de incubacion con ovocitos sin
zona pelucida a 37 C en atmosfera de 5% de CO; v 95% de aire.




% ovocitos

o3 8883
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Grafica 1. Porcentajes de ovocitos que presentaron células espermaticas des
condensadas en su interior en n= 20 experimentos con 966 ovocitos utilizados. Donde
1.Lispermatozoides 2. Espermatozoides t PMA 3. Hspermatozoides + PMN

4. Espermatozoides + PMN1+PMA 5 Espermatozoides +PMN 4+ PMA +Trolox
6.Lspermatozoides +PMN+$PMA t Tocolerol. 7 Espermatozoides +'rotox 8.
Espermatozoides + Tocoferol.
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Figura 8. Aspeclo de Ios ovocntos de hamster sin zona peluc1da penelrados por
espermatozoides (control)a las 3 horas de incubacion a 37 C en atmosfera del 95% de
aire y 5% de CO;, evaluado en las diferentes técnicas de tincion y microscopia.

A. Ovocito de Hamster montado para tincion de orceina acética y microscopia de luz
en 100X. B. Ovocito de hamster montado para tincion hoestch 33285 y microscopia
de flourescencia a 40X. C. Ovocito de hamster montado para tincion lacmoide
{derivado de lincion orceina acética) y microscopia de contraste de fases 40X.




Figura 9.1. Ovocitos de hamster obtenidos de los tratamientos estudiados, el montaje
fuc a las 3 horas de incubacion a 37°C, en atmosfera de 95% de aire y 5% de CO,.
Téenica de tincion lacmoide para microscopia de contraste de lases a 40X.A.Ovocito
con zona pelucida sin espermatozoides. B.Ovocito con zona pelucida con
espermatozoides, notar la presencia de los espermatozoides del grupo control en las
afueras de la zona pelucida. C. Ovocito sin zona pelucida sin espermatozoides.

D. Ovaocito sin zona pelucida con espermatozoides notar en el interior células que
presentan inicios de descondensacion nuclear. E. Ovocito sin zona pelucida con
espermatozoides tratamiento 2 (espermatozoides +PMA) notar en su interior células
espermaticas con descondensacion nuclear.




Figura 9.2, Ovocitos de hamster de los tratamientos estudiados el montaje fue alas 3
horas de incubacion a 37°C, en atméslera de 95% de aire y 5% de COs. Técnica de
tincion lacmoide para microscopia de contrasie de fases a 40X F. Qvocito sin zona
pelicida con espermatozoides tratamiento 3(espermatozoides +PMN) presencia de
espenmatozoides con descondensacion nuclear. G. Ovocito sin zona pelicida con
espermatozoides tratamiento 4 (espermatozoides PMN+ PMA), no hay espermatozoides
en el interior del ovocito comparable con ¢l control de ovocitos sin zona pelacida sin
espermatozoides 11. Ovocito sin zona pelucida con espermatozoides tratamiento 5
(espermatozoides +PMN+PMA+trolox) presencia de cspermatozoides con
descondensacidn nuclear. [ Ovocito sin zona pelicida con espenmatozoides tratamiento
6 (Espermatozoides +PMN+ PMA + tocoferol), presencia de espermatozoides con
descondensacion nuclear,




Figura 9.3. Fotografia de la prueba dc penetracion de ovocito de hamsier realizada para
el tratamiento | control, ¢l montaje fue a las 3 horas de incubacion a 37°C, en atmésfera
de 95% de aire y 5% de CO,. Técnica de tincion lacmoide para microscopia de contraste
de fases a 40Xy magnificada a 500X en un scanner. Notar Ja presencia de
espermatozoides con nicleo des condensado(flecha negra) asi como* presencia de
espermatozoides sin descondensacion




Ensayo de activacidn espermdtica.

En 10 experimentos realizados para establecer el efeeto de los radicales de oxigeno

reactivo asi como de los antioxidantes Trolox y Tocoferol sobre la activacién

espermatica que incluye los eventos de des condensacion de la cromatina, formacion de

pro nicleos, sintesis de DNA. Prueba realizada para cada uno de los 8 tratamienios

estudiados. 1Los resultados se presentan en la tabla 7.

Tratamiento % Desconden- | Citopreparacion | Citopreparacion | Sintesis de
sacion nuclear |es. 15 minutos |cs 15 minutos [ DDNA
15 minutos Tincidn Parcialmente % de marca
complcta Teflidos |incorporada
E 70 % 47 65 78.0 %
E rPMA 200% _ | 9B___| __2 T625% |
I 1PMN 9% K 94 950%
E + PMN+PMA 200 % 117 f 430%
E+PMN+PMA 200 % 52 48 * 68.0%
+ Trolox pronucleos
e e . _ ._.jrecondesados | = __ _
E+ PMNtPMA 2(H) % 99 3 70.0%
+ Tocoferol
E+ Trolox 70 % 98 2 75.0%
E + Tocoferol 70 % 100 1 75.0%

Tabla 7. Resultados obtenidos de la prueba de activacion espermatica para evaluar
descondensacion nuclear, tomado a los 15 minutos de incubacion con el extracto. El
valor representado esta en % relativo y se considerd en funcion del grupo control. La

columna de citopreparaciones cstablece 1a formacion de pro nicleos (lincién completa)
y tefiidos pacialmente; la sintesis de DNA se establece en el porcentaje de marca
incorporada. Donde: E:espermatozoides 10.0 X 10%/m). PMA: ester de forbot 1.6 x 107
’M. PMN: leucocitos polimorfo nucleares 1.0 X 10°ml, Trolox 40 nM v Tocoferol 1%,
13l valor ¢n rojo representa la cifra mas baja en incorporacion de marca. Nota; todas las
muestras fueron colectadas y preparadas a las 3 horas de incubacion con ovociles sin
zona pelucida a 37 C en atmésfera de 5% de CO; y 95% de aire.




Respuesta normal a la activacion espermitica

1.a respuesta normal de los eventos de activacion espemdtica se observa en los
tratamientos Vispermatozoides (control 1), Fspermatozoides PMN (tratamiento 3),
Espermatozoides ¢ Trolox (ratamiento 7) y Espermatozoides + Tocoferol
{Tratamicnto 8}, ¢l 100% de descondensacion nuclear completa se registra a los 20
minutos de incubacion con ¢l extracto en todos los tratamientos, 1a representacion de un
nicleo espermatico tipico totalmente descondensado se muestra en la figura 10B.

A las 2 horas de incubacidén con ¢! extracto, ¢l nicleo comienza a recondensar su
cromaling, notar ¢n la figura 10C la disminucion del tamafio del nacleo cspcrmélicq, ch
comparacion con el nicleo presente en la figura 10B, Ta marca de estos niicleos indican
que s¢ encueniran en proceso de sintesis de DNA. Tipicamente mds del 95% de los
controles presentan marca seguidas 2 horas de incubacion con el extracto que contiene
timidina tritiada, y mas del 95% de los micleos estan completamente recondensados a
las 3 horas de incubacion, Ejemplos de nicleos recondensados se muestran en las
figuras10D y 10d.

En los casos de los tratamientos 2. Espermatozoides +PMA ,4 Espermatozoides
+PMN1PMA, tratamiento 5. Espermatozoides 1 PMN1 PMA + Trolox y (ratamiento 6
Espermatozoides + PMN+#PMA+ Tocoferol. Se observaron nucleos totalimente
descondensados con valtores del 200% con respecto de control, a los 15 minutos de
incubacion con ¢l extracto de ovocito de rana.

En lo referente a la formacion de proniicleos los tratamientos

2 {espermatozoidest PMA) y 4 (espermatozoides+PMN+PMA) presentan similitud con
tos valores normales; en ¢l caso del tratamicnto 4 {espermatozoidest PMN+PMA) se
observa morfologia nuclear muy alterada, los prondcleos presentan patrones de tincion
mads ohscuros cn relacion con ¢l control {(espermatozoides), En tanto que ¢l tratamicnio
5 (espermatozotdess PMA - PMN ttrolox) presenta una respuesta de pro niicleos con
morfologia alargada y ligeramente tefidos.

En cuanto a la sintesis de DNA, ¢l tratamicnto 2 (espermatozoidest PMA) tiene
disminuida la actividad de sintesis con respecto al grupo control {espetimatozoides). en
tanto que el tratamiento 4 (espermatozoides+PMN+PMA) tiene los valores mas bajos de
sintesis, y el tratamiento 5 (espermatozoidestPMN+PMA+Trolox), tliene un valor
maximo de 68 %.¢s de suma imporlancia seitalar que dentro de los primeros 15 minutos

presenia cabezas re condensadas y va no sintetiza mas su DNA. {tabla 7, grafica {1)
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Grafica 11. Comparacion visual de los tratamientos experimentales, en la prueba de
activacién espermatica que basicamente consta de 3 eventos: la descondensacion
nuclear, 12 formacion de pro nicleos y sintesis dc DNA. Donde :1.Fspcrmatozoides

2. Espermatozoides +PMA 3. Espermatozoides +PMN, 4. Espermatozoides PMN+PMA
5.Espermatozoides +PMN +PMA +Trolox 6.Fspermatozoides +PMN+PMA+ Tocoferol.
7 Espermatozoides + Trolox 8. Espermatozoides + Tocoferol. Siendo 1as condiciones
experimentales: espermatozoides 10.0 X 10%/ml. PMA: ester de forbol 1.6 x 10°M.
PMN: leucocitos polimotfo nucteares 1.0 X 10°/ml, Trolox 40 nM y Tocoferol 1%.




Figura 10 Respucsia normal de cspermatozoides humanos permeabilizados e
incubados con los extractos de huevo de rana. Las representaciones 10A-10 D téenica
montada para microscopia de contraste de fases y 10a-10d montadas para microscopia
de luz técnica de Giemsa-tincion nuclear. Aa. Tiempo 0 de incubacion, 13 b. A los
15minutos de incubacion, C ¢ a las 2 horas y D d a las 3 horas de incubacion. B-1> y b-d
fucron fotografiados a 800X de aumente en tanto que Aa. 40X (cortesia Dr. David B.
Brown depto. HumanBiol. Chem and Gencetics.University of Texas Medical Branch)




Microscopia electronica de transmision

Se analizaron 235 células en el microscopio de transmision a 10 000X de magmificacion
con ¢l propasito de observar posibles cambios ultra estructurales por efecto de Jas
especics de oxigeno reactivo,

Los resuttados del grupoe control Tratamiente 1 (Fspermatozoides), muestra que 200
cétulas analizadas presentan morfologia ¢ intepridad de membrana espermatica normal,
Lo que representa un 85,1069 para corte longitudinal. 1in el caso del andlisis en corte
transversal se analizaron 83 piczas medias con SO formas normales sin inclusiones de
formazin lo que representa un 94.33% de formas normales para picza media.

{Figural la),

Ll anglisis de 235 cétulas en ¢l microscopio de transmision a §0 00X de magnificacion
para el tratamicnte 4 (Espermatozoides 1 PMN 1PMA) revelo que 235 células
obscrvadas en corte bongitudinal presentan serias alteraciones en su integridad de la
membrana ¢s decir 0% tiene integridad membranal normal. El analisis en corte
transversal realizado en 53 piezas medias 100% presentan inclusiones de formazan en

su interior. Figura 11b. _ | )
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Figura 11 a. Votogralia de microscopia electronica de transmision a 10 000X de
magnificacion,.(control) Corte logitudinal, presencia de morfologia normal con
membrana espermdtica integra, la region de la picza media bien definidas fas
mitocondnas y estructuras flagelares. En conte tranversal observar el arreglo del Nagelo
9+2 tipico sin presencia de inclusiones de formazan (cortesia Bioguim. Lourdes Palma,
Depto de Biol. Celular Facullad de Medicina U.N A M)




Figural Ib, Fotografia de microscopia electronica de transmision o 10 000X de
magnilicacion, tratamicnio 4 (espermatozoides F PMN+PMA) en corte longitudinal,
notar en la region de la membrana espermadtica alteraciones severas, en determinadas
regiones queda completamente destruida, también es evidente la presencia de grinulos
de formazan incluidos en el interior de la ¢célula. Para el corte transversal notar en la
region de la picza media gran acumulacion de granulos de formazin.. (concsia
Bioguim.LourdesPalma. Depto de Biol, Celular Facultad de Medicina U.N.AM).




Efecto antioxidanie del trolox por espectrofotometria en poblaciones de leucocitos
PMN v espermuatoioides.

La determinacion de Ta concentracion de las especies de oxigeno reactivo, sercalizo
utilizando nitro azal de tetrazolivm que en presencia de radicales Libres se tfransforma en
formazin, este cambio se detecta por espectrolotometria a 630 nm, para conocer los
cambios en la produceion de especies de oxigeno reactivo se registro la peneracion de
radicales libres por cambios en densidad dptica en intervalos de 15 minutos durante 2

horas de incubacion a 37 ¢n movimicnto constante.(pralica 123

Concentracion de Especies de oxigeno reactive

0.25
0,2 ;
8 | ——E
= —— I I'MA
2 0,15 | I
i —h—EIPMAIT
3 —H— [ PMN
g 0.1 —— £ PMNPMA
a —@—EFPMN-PMA+T
0,05
0 RNt —— |

15 30 45 60 75 80 120

Tiempo de incubacién en minutes

Gralica 12, Determinacion espectrofométrica para la generaciaon de EOR. Donde PMN
1.0 X 10" PMNAn! B Espeematozoides poblacion constante a 10.0 X 10" células/ml,
PMA: L6 X M. T Trotox 40 nM proporcion celular Espermatozoides 10:1 PMN.




Determinacion de la concentracion de perovide de hidrigeno

Para establecer las concentraciones de las especies de oxigeno reactivo en las muesiras

cuyas proporciongs fueron 10:1 (Espermatozoides: PMN). Los valores de las densidades

opticas registeadas a partic de fas condiciones experimentales. fucron interpolados en fa

curva de calibracion de valores conocidos de perdxido de hidrdgeno (1abia 6 del

apendice condiciones experimentales) las concentraciones aproximadas se mucstran en

la tabla 8.

Condicion experimental

i_{spprmu!uzqidcg L
Espermatozoides + PMA

Espermatozoides + PMA |
Trolox
Espermatozoides t Poli
‘morfo nucleares. (10:1}
Espermaltozoides 1Poli
morfo nucleares | PMA
lispermatozoides + Poli
morfo nucleares | PMA
Trolox.

Densidad ;')bti(u;; Evallyr
medio) a los 90 mimutos
0.003
0.045
0.035

0.003
0208

0.045

Caleulo aproximado de la
concentracion de peroxido
en mM i
0.03333
183333
1.83333

Tabla & Presentacion de las concentraciones aproximadas de perdxido de hidrogeno
presentes en las muestras problema a los 90 minutos de incubacion. Las densidades
dplicas lueron registradas ¢ interpoladas en una curva de calibracion con valores
conocidos de peroxido de hidrogeno [Donde |. Espermatozoides (control). 2
spermatezoides 1 IPMA 3 Espermatozoides 1 PMAT Trolox.d. Espermatezoides 1
PMN 5. Espermatozoides 1 PMN1 P'MA 6. Espermatozoides 1 PMN + PMAI Trelox.




Discusion

Convengionalmente se ha aceptado que ¢l valor limite normal de leucocitos preseates
cn ¢l semen humano es menor a un millan de células con tincion positiva a peroxidasa
por mitiliteo de muestra { 14,15). Sin cmbargo el significado clinico de Ta concentracion
de leucacitos en el semen humano permancee en discusion. Algunos aulores relacionan
2 la leucospenmia con una baja calidad de células espermiticas (61,62.63,64.08).

Otros autores han sugerido en sus investigaciones que la concentracion de keucocitos en
¢l semen es independiente a la condicion funcional de los espermatozoides de la
muestra (33,6566 69),

De acuerdo con los resuitados de Ya serie experimental, para evaluar el efecto de las
poblaciones de leucocitos polimorlo nucleares sin activar, sobre la funcionalidad de los
espermatozoides, indican que no existicron diterencias estadisticamenle significalivas
en los parametros de funcionalidad espermitica estudiados (viabilidad, movilidad
general, movilidad progresiva rapida, prucha de integridad de la membrana plasmitica e
integridad de 1o membrana acrosomal) entre ¢l grupo control (espermatozoides con
medio Ham F-10) y espermatozoides incubados con leucocitos polimorfo nucleares sin
activacion en las diferentes proporciones celulares estudiadas (2:1, 5:1,10:1, 20:1),
Fstos resultados concuerdan con lo reportado por Aitken {67), que utiliza como control
negativo en su estudio a poblaciones de leucocitos polimorio nucleares sin activacion.,
|.os espermatozoides que somete a incubacion con estas poblaciones de l¢ucocitos
polimorfo nucleares, no presentaron cambios significalivos en los parametros de
viabitidad y patrones de movitidad.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, a los 90 minutos de
incubacion las movilidades general y progresiva rapida registran cambios significativos,
tanto en los prupos control como en las poblaciones con leucocitos pelimorfo nucleares
sin activacion, se sugiere que esto podria resultar del metabolismo celular gque produce
cambios ¢n ¢l micro ambicente come ¢l pli, concentracion de tondforos, disminucion de
nutricntes celulares (28), asi como un descenso en los niveles de ATP que ticne suma
importancia en la movilidad fiagelar espermatica (70, 71.72,73). Durante el tiempo de
incubacion se van generando productos del metabolismo natural de las células que
pueden influir en ¢l comportamicnto celular (movilidad). Estos resultados también

concuerdan con los reportados por Aitken (67)que en sus poblaciones espermaticas




expuestas a leucocitos polimorlo nucleares sin estimulacion registran reacciones
variables en el pardmetroe de movilidad después de 2 horas de incubacion.

PPor otro tade estudios realizados por Scdgwick (74), en poblaciones de feucocitos
pulimorfo nucteares en condiciones de - incubacion sin ningin estimuly externo se
clevan los niveles de AMPc pero no lo suliciente para generar especies de oxigeno
reactivo. respucsta que se induce mediante diversos mecanismos de estimulacion,

I.a posible relacion entre la presencia de especies de oxigeno reactivo con la calidad del
semen humano y ¢l papel que desempeiia enlainfertilidad masculing, e ha
investigado, se ha sugerido que poblaciones de espermatazoides con morlologia
anormal csta fuertemente asociada con una movilidad defectuosa y I'uncinnuli@d
disminuida{13,25.27.75).

Los resuftados presentados por Aitken y Clarkson (27) sugieren que la produccion de
especics de oxigeno reactivo es principalmente generada por espermatozoides
defectuosos que son responsables de la disminucidn de 1a funcion de los
cspermatozoides normales, 1Los resultados presentados por Plante y De Lamitande {76).
demuestran que la generacion de especies de oxipena reactivo producido por
espermatozoides con alteraciones severas, no es suficiente para causar dafios en los
espermatozoides sunos. Sin embargo estos autores sciialan que esperimatozoides sanos
en presencia de leucocitos polimerfo nucleares activados producen hasta 1000 veces
mas especies de oxigeno reactivo y que esta produccion tiene un efecto negativo
principalmente en la movilidad espermidtica.

Los resultados de la evaluacion realizada de los efectos de las especies de oxigeno
rcactive generadas a partir de dilerentes poblaciones de leucocitos polimorfo nucleares
activadas con cl ester de forbol (12 miristalo-13 acetato de forbol PMA), concuerdan
con lo csiabiceido por Plante.

De acuerdo con nuestras observaciones es claro ¢l electo deletéreo de las especies de
oxigeno reactivo sobre todos los parametros de luncionalidad cspermitica evaluados.
Nuestras mediciones para ¢l tratamicnto 4 (espermatozoides | PMNI PMA), registran
cambios significativos a partir de los 30 minutos de incubacion ¢n los pardametros dc
movilidad progresiva rapida en todas las proporciones estudiadas. En el pardmetro de
movilidad peneral se presentaron diferencias significativas a partit de los 30 minutos de
incubacion con las proporciones £:1 y a los 60 minutos para todas las demids

pProporcioncs.




| respuesta obtenida en ¢l lavado hipo osmatico sugicre que a los 30 minutos de
incubacion se presentaron cambios signilicativos en las proporciones 1:1.2:1 v a partir
del minuto 90 en ¢l resto de las proporciones estudiadas.

1os resultados obtenidos para la viabilidad y la integridad acrosomal [ueron similares y
cs a partir del minuto 75 cuando se observaron cambios significativos para ta
proporcion 1y a partic de 90 minutos de incubacion parz ¢l resto de Ias proporciones.

Los resuitados presentados nos sugicren que las proporciones celulares
(espermatozoides: PMN) representa un aspecto imporiante a considerar ya que entre
menor es la proporcion celular mayor es b efecto de las especies de oxigeno reactivo
sobre la funcionalidad espermalica,

Por olro lade s¢ ha propuesto que poblaciones con menor concentracion celular son
mas susceptibles a sufrir daio oxidative en comparacion con poblaciones con
concentraciones espermaticas normozoopérmicas(81,83,84.85,146).

I.as especies de oxigeno reactivo gencradas en ¢l exterior de 1a célula cspermatica
cruzan la membrana por diversos mecanismos, en ¢l caso del anion superdxido Yo hace
via canales i0nicos, el radical hidroxilo penetra directamente per permeabilidad de la
bicapa en sitios donde hay biomoléculas sin carga, el peroxido de hidrégeno por su
cardcter neutro y famaio pequedio pasa por permeabilidad. Fstos radicales en ¢l interior
celular atacan a las biomoléculas que componen la membrana (181).La fuidez de 1a
membrana espermitica depende de la integridad de los fosfolipidos asi como de los
acidos grasos poli insaturados que la constituyen (28,77.201). Cuando cstos lipidos
sufren alaques oxidativos se genera lipoperoxidacion que allera sus estructuras basicas y
pucde traducirse ¢n una rigidez membranal. Fambién se pucden inhibir tunciones tales
como Ia permeabilidad selectiva considerando, los sistemas fimitados de delensa
antioxidante propio de las células altamente especializadas, se consideran mas
susceptibles a presentar dafio por estrés oxidativo(13,78,79,80,198).

La movilidad espermdtica cs un pardmetro de funcionalidad que depende
principalmente de 1a permeabilidad selectiva de la membrana, y que se ha estudiado
ampliamente en condiciones de exposicion de especies de oxigeno reactivo. IEn todos
los casos se reportan cambios significativos cn Tuncion del ticmpo(81.82).

De acuerdo con nuestros resultados sugerimos que el daiio peroxidativo esta en funcidn
del tiempo de incubacion y que conforme va aumentando el tiempo de exposicion de log
espermatozoides a las especies de oxigeno reaclivo se van perdiendo las funciones

espermaticas. Segun nuesiras observaciones, fa secuencia de pérdida pudiera ser




movilidad progresiva, movilidad general, permeabilidad de la membrana espenmatica,
integridad de la membrana acrosomal y finalmente la viabilidad. La correlacién entre
los parametros de reaccion acrosomal y movilidad espermitica presentada por algunos
autores (83,86,87.89) sugieren que primero existe un efecto negativo en la movilidad y
posteriormente una alteracidn en reaccion acrosomal. Otras investigaciones sugieren
que las especies de oxlgeno disparan una reaccion acrosomal prematura ¢n los
espermatozoides (87, 146). En tanto que Ford (83), demucstra que hasta un 40% de la
poblacidn espermatica sometida a estrés oxidativo, sufren la temprana reaccion
acrosomal ¢n relacion con los controles,

De esta forma se establece que las especics de oxigeno reactivo lienen un eleelo
deletéreo sobre 1a funcionalidad espermatica. y que la fuente de produccidn principal de
estas especies son los leucocitos polimorfo nucleares presentes en el semen humano
(88), y que a su vez deben estar bajo algin estimulo quimico y/o bacteriano (89,90,91).
Para establecer la condicion de estimulacién sobre los leucocitos polimorfo nucleares en
el modelo experimental utilizamos 12 miristato 13 acetato de forbol (PMA) ¢l cual
mimetiza muchos de los efectos de la IL-1, mediante a activacion de la proteina

cinasa C (PKC), lo cudl desencadena una serie de eventos importantes dentro de [a
célula (90,9293 .96,102,106,115,116,117,118,119). La permeabilidad de la membrana
se incrementa sufre una despolarizacion inmediata (97,98,103) Jos niveles de fosfatidil
colina se elevan y aumenta la actividad de 1a enzima fosfolipasa D.

Como parte del metabolismo del dcido araquidénico, se ha descrito la movilizacion de
fostolipidos y recambio de fosfatidil inositol asi como la activacién de la enzima
B-glucoronidasa (106,107,111,113).

Otros eventos asociados son la movilizacion del citoplasma a la membrana celular de
substratos susceptibles a ser fosforilados asi como de aminoédcidos neutros que
contribuyen a la transformacion celular como son isoleucina, leucina, valina. (115,120).
Estos cambios culminan con la produccion de especies de oxigeno reactivo: peroxido de
hidrogeno, anion superoxido, oxido nitrico, hipoclorito y radical hidroxilo, siendo este
illtimo de mayor importancia ya que s €l mas deletéreo por su alta afinidad a los 4cidos
grasos poli insaturados presentes en la membrana plasmatica
(94,95,97,99,100,101,102,104,105,108,1 10,111,113,114).

En presencia de iones ferrosos se estimula tanto la produccion de especies de oxigeno
reactivo como [a actividad de fagocitosis (105). Las observaciones realizadas en

leucocitos Polimorfo nucleares revela que entre los 60 y 90 minutos de incubacién con




PMA a 37C, se genera la mayor cantidad de especies de oxigeno reactivo, por medicion
dul cambio de NBT en producto final formazan (112,114}, Este resultado concuerda
con lo reportado por Kowalski (33} que utiliza un modelo de estimulacion similar.

El cambio en la morfologia es evidente durante el ticmpo de incubacion, tal come se
muestra en las figuras 2 A-E de los resultados. En las higuras se aprecian cambios en los
nicleos concluyendo en degranulacion y en algunos casos en agregacion celular y
aumento de la poblacion celular con dafio,

L.os cambios morfoldgicos observados en los leucocitos polimorfo nucleares de nucstro
estudio concuerdan con descripciones de investigaciones previas dondc se establecen
cambios en ¢l volumen celular, presencia de vacuolas autofagicas, cambios en la
uniformidad de la cromatina asi como descompactacion, alteraciones de fa membrana
nuclear degranulacion y agrepacion celular, 1a cual es independiente de 1a formacién de
las especies de oxigeno reactivo. {95,97,106,110,114,121).

De acuerdo con la tabla 7 de la seccidn del apéndice{condiciones experimeniales), en el
intervalo de 60 a 90 minutos de incubacion, se registra una maxima geagracion de
especies de oxigeno reactivo, siendo los picos maximos correspondientes a los
tratamientos que incluyen polimorfo nucleares estimulados con PMA y es
directamente proporcional la concentracion de polimorfo nucleares y la generacion de
especies de oxigeno reactivo. De esta forma se sugiere que ta produccion de especies de
oxigeno reactivo proviene principalmente de las poblaciones de leucocitos Polimorfo
nucteares estimulados (tabla 8 y prafica 12 resultados), con lo que coincidimos con las
apreciaciones realizadas por Plante, Hsu, Hipler (76,87,88).

Se ha demostrado ampliamente el efecto negativo de las especies de oxigeno reactivo
sobre la funcionalidad celular y principalmente en las células altamente especializadas
la alteracion celular es mas evidente( 198, 200, 201). Para contrarrestar ¢! efecto de las
especies de oxigeno reactive se ha propucsto la utilizacion tanto in vive como in vitro
de una gran variedad de agentes denominados antioxidantes que tienen una luncion
protectora mediante diferentes mecanismos de accion. La vitamina E (alfa-tocoferol) es
un antioxidante con mecanismo de accién chain- breaking, Este compuesto entre ala
célula y se incorpora a la membrana plasmatica v se considera especifico para inhibir 1a
peroxidacion lipidica. Diversas investigaciones realizadas en otros sistemas han
probado gue es el antioxidante alfa-tofero!, es mas eficiente para disminuir la accion
toxica ejercida por el radical hidroxilo.(196,197, 199, 202, 210, 215).




Otros grupos de antioxidantes que han sido estudiados son los carotenos que han
probado ser especificos paea inactivar al singulete de oxigeno(197,199), los thioles que
presentan actividad antioxidante intracelular (202), ¢l ascorbato cuya accion cs
extracelular (197, 199.210), el Acido urico cuyo mecanismo de accion es extra celular
{210), 1a Vitamina C como complemento de accion de la vitamina I (201),los sistemas
enzimdticos glutathion peroxidasa y catalasa cuya accion cs citosolica
preferentemente( 196, 210), y compuestos sintéticos derivados de agentes antioxidantes
maturales, tat ¢s el caso del Trolox (6-hidroxi-2,5.7 8-tetrametilcroman-2icido
carboxilico) derivado del alla-tocoferol, que a diferencia de la vitamina I2, s soluble en
agua,

Los resultados obtentdos en diversos modelos de investigacion para establecer la
actividad del trolox, lo proponen como un compuesto con un alto nivel de eficiencia
antioxidante ante una gran variedad de radicales libres en condiciones tanto in vivo
como in vitro y bajo diferentes factores fisicos, tales como variaciones de temperatura
(205,206, 213, 214, 216, 217),1umbién se ha propucsto que disminuye la toxicidad
producto del metanol, y de la accién de radiaciones UV.(212, 213216 217).

Los resultados de la medicion espectrofotométrica de especies de oxigeno reactivo
generadas en leucocitos polimorlo nueleares activados con PMA y ¢! posible electo del
agente trolox nos confirma que el mecanismo de accion del antioxidanic es extracelular
ya que las pendientes calculadas a partir de las mediciones a lo largo de 120 minutos
mugstran que entre ¢l grupo control y PMN1PMA t Trolox no existen diferencias
significativas {grafica 3 1abla 5 scccion condiciones experimentales, apéndice) en
relacion con ef tratamiento de PMN1PMA que presenta diferencias significativas con
respecto a los dos tratamicntos. 1in tanto que el dafio celular en los leucocitos polimorfo
nucleares revela que existen cambios morfologicos producto de Ta activacion de las
células, ya que en las células estimuladas con PMA y PMAS Trolox, (tabla 11.2 andlisis
cstadistico apéndice, y Digura 2 de resultados) no oxisten dilerencias estadisticas
significativas pero ambas son distintas al tratamiento control. Por otro lado el maximo
dafto cclular segin nucstros datos se registra a los 60 minutos de incubacion (tabla (1.3
analisis estadistico apéndice).(33).

La serie experimental realizada para establecer el posible efecto protector de dos
antioxidantes con diferentes mecanismos de accidon el alfa-tocoferol (vitamina E) en el
interior de la célula y trolox con accion extra celular, revelo gue los pardmetros de

funcionalidad espermatica estudiados (viabilidad, movilidad general, movilidad




progresiva rapida, integridad de taomembrana plasmitica ¢ imtegridad de la membrana
acrosomal) presentan indices de correlacion cercanos a 1 (1abla 5 de resultados),

e acuerdo con los resultados obtenidos para ba viabilidad espennatica (tabla 12,1 de
andlisis estadistico, whla 1y grafica 4 de resultados) no existen dilerencias
estadisticamente significativas entre las pendientes calculadas de los tratamientos (1a 3
¥ 5 a 8). El ratamiento 4 correspondiente a espermatozoides t PMNAPMA, presento
una pendiente estadisticamente dilerente y sefiala un claro etecto de las especics de
oxigeno reactivo sobre la viabilidad cspermaticn (140,144,146,

1a tendencia de bos resultados obtenidos para movilidad general{tabla 12.1 de andlisis
estadisticos, apéndice v tabla 2. grilica § de resultados) movitidad tipo a progresiva
rapida(labla 12.2 del andlisis cstadistico apéndice. y tabla 2 prafica 6 de resultados),
intepridad de Ta membrana plasmatica (labla 12,2 de andlisis estadistico y labla 3 prafica
7. figura ) ¢ integndad de la membrana acrosomal {lablas1 2.3 de andlisis estadistico v
tabla 3 grafica 8, figura 6 de resultados), sugicre que hay tres patrones de respuesta.

El primero corresponde al tratamiento | espermatozoides, tratamiento 3
(espermatozoides +PMN), tratamiento S (espermatozoides +PMN+PMA + Trolox)
tralamicnlo 6 {cspermalozoides tPMNIPMA Hocoferol) tratamiento 7
(espermalozoides Hrolox) tratamiento & (espermatozoides |ocolerol).

En los tratamientos con antioxidantes los indices de correlacion entre ambos
antioxidantes es cercano a |, de acuerdo con esto el trolox y el tocoferol son
comparables en su accion antioxidante. Los resuitados presentados indican un claro
cleeto protector de los antioxidantes contra las especies de oxigeno reactive, producto
de los metabolitos de los leucocitos estimulados, logrando mantener los niveles de los
pardmetros de funcionahdad cstudiados cereanos a los valores control,

131 tocolerol se ha utilizado ampliamente en estudios in vitre para determinar su
mecanisme de accion en células espermadticas, demostrando que tiene un efecto
antioxidante muy cliciente principalmente sobre ¢l madical hidroxilo. Se ha descrito que
espermatozoides sometidos a niveles elevados de especies de oxigeno reactive en
presencia de alfa- tocolerol presentan bajos titulos de peroxidacion lipidica en sus
membranas, no hay clecto del antioxidante sobre la morfologia de los organelos,
mejorando la integridad de las membranas acrosomal y plasmatica y la movilidad no se
altera. (56,62, 86156162170, 171,176,181, i89.217),

El segundo grupo corresponde al tratamicnto 2 Espenmatozoides 1 PMA ¢l patron de

respuesta sugiere que hay un posible electo del PMA sobre los parametros de




movilidad general, movilidad progresiva e integridad de fa membrana plasmatica. In
eslos parametros se presentaron pendientes positivas, s decir mejoraron tas repuestas
con respecto al contral, 1 PMA es un activador especifico de la proteina cinasa ¢l
espermatozoide humano posee esta proteina y se localiza en ¢l sepmento ecuatorial v en
la cola, participa en la regulacion del movimiento flagelar durante los procesos de
capacilacion espermitica aumentando In movilidad celular (169},

ElPMA actia sobre fas Proteinas cinasa C espermiticas generando cambios en la
permeabilidad de 1a membrana incrementando los flujos de tones caleio y aumentando
los niveles de AMPe (22). La Proteina cinasa C al ser estimulada modifica sus dominios
promoviendo la foslorilacion de lirosinas cinasas activando la via de cicloxigenasa
generando radicales superdxido, la respuesta luncional del espermatozoide se refleja en
el aumente de 1a movilidad hasta hiper activacion, capacilacion espermdtica( 33,
134,156,173 ).el incremento en la reaccion acrosomal tanto por etecto en los aumentos
de AMPc como cn ef eleeto estimulante de los radicales libres exogenos a bajas
concentraciones, debido a su accion inhibitoria sobre una enzima fosfodiesterasa y
cambios en la loslatidil colina de 1a membrana acrosomal( 146,164, 168).

L.a tercera respucsta correspondio al tralamiento 4 espermatozoides + PMN +PMA. En
esta condicion experimental. lodos los parimetros estudiados e vieron severamente
afectados, y es claro ¢l efecto deletéreo de las especies de oxigeno reactivo sobre la
funcionalidad espermatica, causando inmovilidad celular, pérdida de 1a funcionalidad
celular (144,146,153,166,167,172).

El efecto de las especies de oxigeno reactivo sobre la morfologia espermdtica, asi como
1a accion antioxidante del trolox y tocolcrol se evalud por prucbas histoquimicas
utilizando ¢l NBT como marcador especifico de la presencia de especies de oxigeno
reactivo por la inclusion de granulos de formazén (color azul) en la célula (76).

La prucba estadistica revelé que no existicron diferencias significativas entre los
tratamicntos ( lespermatozoides, 2 espermatozoidest PMA, 3 espermatozoidest PMN y
5 espermatozoides+ PMA+PMN+Trolox, 6 espermatozoidest PMN+PMA+tocoferol 7
espermatozoides 1 Trolox y 8 espermatozoides Htocoferol) donde solo se presentaron
leves inclusiones de formazdn en la picza media que se considera como paric de la
actividad mitocomdnal normal. Istos resultados refuerzan la efectividad de los
anhioxidantes, desde el punio de vista morfologico. El tratamiento 4

espermatozoides | PMN | PMA ticne una respuesta estadisticamente significativa en

comparacion con 10s olros iratamientos (tabla 12.3 de andlisis estadistico y tabla 4




gritica Y, figura 7 de resultados), las eélulas de esie tratamicnto presentaron inclusion
de granulos de formazan principalmente en pieza media y en el nicleo donde la
cromalina presenta respuesta positiva. Fin un estudio previamenie realizado se describe
que existe una gran afinidad de las cspecies de oxigeno reactivo por la region de la
pieza media y axonemas. Ln pacientes que exhiben altos niveles de radicales hidroxilo
la histoguimica utilizando NBT revela gue existe una gran inclusion de formazan en sus
c¢lulas espermaticas con citoplasma residual, v defectos de pieza media.(154),

D¢ acuerdo con estos resultados la microscopia electronica de transmision contirma
mediante observaciones a 10 000 X de aumento, un clecto deletérco de tos radicales
libres sobre la morfologia espenmadtica, principalmente en la membrana plamitica.

La figura 11b muestra células del tratamiento 4 espermatozoides+PMN+PMA donde en
corte longitudinal se aprecian las condiciones de fa membrana plasmatica con severas
alteraciones, ¢l porcentaje de integridad membranal fue de 0%. En corte transversal se
aprecian altos contenidos de granulos de formazan en la region de la picza media,
sicndo positivo para espeeics de oxigeno reactivo, Fn tanto que la figura 11 a se
aprecian células de control en corte longitudinal se observan sus membranas integras.
Se registro un 85.106% con buena integridad membranal y en corte transversal se
aprecian las piczas medias sin inclusion alguna de granulos de formazan, 94.33% de las
células analizadas sin alleracion.

IZn los resultados obtenidos en la prueba de penetracion del huevo de hamster (tabla 6
grafica 10 figuras 8 y 9.1, 9.2, 9.3 de resultados}) se registraron solo 2 condiciones con
penetracion positiva (tratamicntos 1-3 y 5-8) con descondensacion nuclear en todos los
tratamientos y sin penetracion o penctracién negativa para ¢l tratamiento

4( cspermatozoidest PMNPMA),

De acuerdo con los resultados de penetracion positiva en los tratamientos donde los
cspermatozoides son sometidos a estrés oxidativo y se utilizo alfa-tocoferol y Lrolox,
podemos sugerir un efecto protector de los agentes antioxidantes. Estudios previos
sefialan que la utilizacion de antioxidantes en el medio de cultivo mejoran las respuestas
de penctracion en condiciones allamente oxidativos (158,164} y que a bajas
concentraciones (005 -0.1 mM) los radicales libres no alectan este parametro {146).
Los resultados entre los tralamientos con penctracion positiva presentan diferencias
estadisticas entre si, registrandose tres tendencias en los porcentajes de des
condensacion, sin embargo cabe sefialar que tos porcentajes de penetracion y des

condensacion para los tratamientos se encuentran dentro de los valores estimados de




penetracion o descondensacion espermatica calculadas para publaciones de sujelos
normozoospénmicos con fertilidad probada (tabla 12 del apéndice). De acuerdo con
nuestros resulladas en el trtamicento 4 (espermatozoides | PMNt PMA) el parcentaje de
penetracion fue cero, lo que sugiere un efecto deletéren de las especies de oxigeno
reactivo sobre la penetracion det huevo de hamster, lo cudl concuerda con estudios
previos que ulilizan cste mismo modelo,

Las especies de oxigeno reactivo en clevadas concentraciones (a partir de 0.2 mM ) han
mostrado tener un cfeeto negativo sobre la capacidad fertilizante de los espermatozoides
(135,136,138,140_146,166,179,180).

1os resultados del tratamicnto 4 {Espermatozoides 1 PMN1TPMA). sugieren que la
penclracion y descondensacion negativa en los espermatozoides pudicra ser producto
del efecto de las especies de oxigeno reactivo sobre la integridad de 1a membrana,
disminuyendo la movilidad progresiva asi como de los demas parametros de
funcionalidad asociados con esta condicion como ya se ha discutido previamente.

Poco se conoce de los electos de los radicales ibres sobre la integridad del nacleo
espermalico. por lo gue incluimos 1a prueba de activacion espermatica, {(HSAA). Esta
prueba tiene por objetivo establecer los eventos de activacion espermitica gue incluye
descondensacion de la cromalina, {formacion de pronacleos, sinlesis de DNA, y
recondensacion de la cromatina.

Los espermatozoides inmdviles de todos los tratamientos fucron sometidos a un proceso
dc permeabilizacién de su membrana con lisolecitina, y se les puso ¢n contacto con
extracios de huevo de rana no fertilizados y detenidos en la 2 a melafase de meiosis; los
extractos en esta fase conticnen fos factores necesarios incluyendo la nucleoplasming
que cs requeridi en des condensacion asi como clementos necesarios en ¢l intercambio
protamina-histona (descondensacion de la cromatina) ciclinas y ciclinas dependientes
de cinasas. que dirigen ef ciclo celular, asi coma clementos necesarios para la
lormacion de pro nicleos, sintesis de DNA y re condensacion de la cromating. Los
resultados obtenidos de la prueba han probado tener hasta un 95% de
confiabilidad.(59,60, 218 219).

La prueba de aclivacion espermatica aplicada a los tratamientos nos reveld un
comporiamiento tipico en todos los eventos de activacion en células normales de sujetos
control con fertilidad probada para ¢l tratamiento 3. {tabla 7 figura 10 geafica 11 de

resultados).




I:n 1odos fos tratamicntos se presenté activacion espermalica, en el evento de des
condensacion se presentaron valores de hasta 200% con mayor actividad con respecto al
control, en los tratamienios donde las células estin en contaclo con el PMA
(tratamientos 2 espermatozoides | PMA . 4 espermatozoidest PMAPMN, 5
espermatozoides! PMNPMA FTrolox, v 0 espermatozoidest PMN HPMAT ocelerol ),
csto puede ser electo del PMA sobre la permeabilidad de la membrana aumentando el
Nujo de los factores de descondensacion,

En ¢l caso del tratamiento 4 {espermatozoidest PMA S PMA) sugenmos también, que ¢l
cfecto de fas especies de oxipeno reactive al alterar [y integridad de la membrana
permite ¢l libre pasu de tos tactores de des condensacion (electo deletéreo de espeeics
de oxigeno reactivo cn la membrana observado por microscopia clectroniea figura 1 1b).
En la formacion de pronucleos se observa también un efecto del PMA en los
tratamientos 2 espermatozoides | PMA, 4 espermatozoides  PMA+PMN (ademas
presentd grumos densos en su ccomating) y 6 espermatozoides FPMNHPMAA Tocoferol.
En ¢l tratamicnto § espermatozoidest PMNEPMA T Trolox se presentd una formacion
de proniicleos acelerado. Los valores de sintesis revelaron en todos los casos actividad
siendo menor en ¢l tratamicnto 4 espennatozoides+PMN+PMA. Estos resultados
prefiminares sugicren que los cspermatozoides bajo condiciones altamente oxidativas
son capaces de formar pronacleos, lo cudl estd en conformidad con lo publicado por
Aitken (122) que mediante técnica de [CS] presenta evidencias que los
espermatozoides bajo condiciones de daiio por oxidacion son capaces de formar pro
nicleos normales en Jos ovocitos. Sin embargoe estos resultados no son contundentes ya
que algunos autores sciialan que los radicales libres ticnen un efecto deletéreo sobre el
[DNA principalmente en lragmentacion (124,125,126 y 128).

Segin nuestros datos existe un cfeclo de las especies de oxigeno reactivo sobre la
cromatina (morfologia) lo cual concuerda con Aitken v Lopes {125, 128) estos autores
seiialan el posible efecto de los radicales libres sobre Ja cromatina.

Los resultados para activacion espermatica sugieren la realizacion de mas
expenimentos para establecer claramente los efectos de las especies de oxigeno reactivo
ya quc en este caso tuvimos un claro cfecto del PMA, en la activacion espermitica.

Por dltimo para establecer las concentraciones de perdxido de hidrgeno para establecer
los rangos de efecto deletéreo y limites normales partimos de una curva de calibracion
con valores conocidos de peroxido de hidrégeno e interpolamos las densidades opticas

promedio y calculamos las concentraciones y abservamos que a concentraciones de




6,66 mM se presentaron alleraciones severas en los parametros de luncionalidad
dependientes de la imtegridad de la membrana, Sin embargo para los casos donde se
observo un efecto cstimulatorio en las movilidades progresiva rapida y genceral, HOST ¢
Integridad acrosomal lag concentraciones calculadas son del orden de 1.8 mM, [0 veces
mas que las registradas para cste efecto por otros autores( 146),

Este efecto lo atribuimos principalmente a que la sensibilidad del método
espectrofotométrico NBT a azul de formazin a concentraciones muy bajas no es tan

especifico. Lo cudl concuerda con lo expresade por Kowalski (33).




Conclusiones

Las especies de oxigeno reactivo generados a partir de poblaciones de lencoeitos
polimorfo nucleares activados tienen un efeeto deletéreo sobre los parametros de
funcionalidad cspermitica, que dependen de la integridad de la membrana plasmatica.
Siendo os parametros mis afectados la movilidad progresiva y la movilidad general
estos parametros influyen dircctamente sobre fa prucha de penetracion de huevo de
hamster(SPA),

[ixiste un electa en las concentractones celulares y las proporciones
espermatozoides:PMN; entre menor ¢s {a proporcidn entre ambos tipos celulares mayor
es el efecto deletéreo de las especies de oxigeno reactivo (EOR) asi como: entre menor
volumen celutar exista hay también mayor efecto de EOR, sobre 1a funcionalidad
espermatica..
Los resultados mostrados sugieren que bos antioxidantes alfa-locolerol y trolox tienen
un clecto protector para contrarestar ¢l electo de fas especies de oxigene reactivo ya que
manticnen la funcion celular en presencia de EOR en niveles normales y que a su vez
ambos antioxidantes son comparables entre si.

Ias condiciones experimentales en ¢l modelo utilizado aparcntemente no hay efecto
deletéreo de fas espeeies de oxigeno reactivo que indigue la posible inhibicion de

la activacion nuclear espermalica,
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APENDICE




Valores de referencia para aniilisis de semen humanao.

Valumen
PI
Concentracion espermitica

Concentracion espermatica total

Matilidad

Morfologia
Viabilidad
L.eucocitos

lnmunobead Lest

MAR test

2.0 ml

7.2-80

20 X 10" espermatozoides! ml o mas
40 X 10" espermatozoides por
Lvaculado o mds.

50t 0 mas con movilidad progresiva
{calegorias "a” y "b"} o 25% o mas.
Con movitidad progresiva rapida
(cateporia "a") dentro de los 60 minutos
3% o mas con formas normales
75% o mas células vivas

mucho menos de 1.0 X 10" mi
menos de 20 % espermatozoides con
Particulas adhederentes

menos de 10% espermatoroides con

Particulas adherentes.

* WHO laboratory manual for the examination of human semen and sperm-cervical

mucus interaction,




Clasificacion de las variantes del semen humano.

La descripeion de as varianies del semen humano con sus alteraciones se presentan Ta
tabla 1.

L ldHIhLJLIOH Caracleristicas _ .
Normozoospermia Fyaculado normal como se define en la
. hojaamerior.__ _____
Oh lbn/nu\pt_rmm Concenlracion espermatica menor a
o 20X 107 ml. -
A\lc.no/(mspuuu.l Menos de 50% cspermatozoides con

movilidad progresiva (categorias "a" y "b")
O menor de 25% mpcnnalcmndu con

. movimicnto pmhruwo con categoria "a”
Teratozoospernii Menor del 30% de formas con moriolnbla
__________ nommal.

Oligoastenoronspermia Alteraciones slbmhuuvax en las tres

variables (combinacion de dos parametros
- o , . pueden scr considerados).
Azoospermia Sin espermatozoides en el eyaculado

Aspermia Sin cyaculado

Tablal. Clasificacion del sermen humano de acuerdo a las caracteristicas de viabilidad,
movilidad progresiva y morfologia espermitica. criterios de la O.M.S

* WHO laboratory manual for the examination of human semen and sperm-cervical
mucus interaction,
* [iliasson R. Hellinpa I, Liibeke 1. (1970), Tmpfehlungen zur Nomenklatur in der

Andrologic. Andrologia. 32 1257,




Prueba de lavado hipo osmdtico para espermatozoides

(a) (1) (g9}

Figura |. Representacion de los cambios morfologicos tipicos en los espermalozoides
humanos sometidos a estrés hipo-osmatico. (a) sin cambio con alteracion en su
integridad membranal HOST -, {b-g} varios tipos de reaccion a nive! de la cola la cudl
muesira hinchamicnto indicative de integridad de membrana HOST 1,

* WHO laboratory manuat for the examination of human semen and sperm-cervical
mucys interaclion.

* Jeyendran R.S Van der HL.H & Zaneveld 1. (1984). Development of an assay 1o assess
the functional integrity of the human sperm membrane and its relationships 1o other
semen characteristics. Journal of reproduction and fenifity 70: 219-28.




Integridad acrosomal

131 acrosoma proviene de la transformacion del aparato de Golgi v de fos lisosomas de
las células somdticas. Contiene las enzimas requeridas para penetrar al ovocito por
degradacion de la zona pelicida. Una evaluacion cs mediante la utilizacion de leclinas
conjugadas con Noureseeina, las lectinas tienen una alta afinidad por residuos
glicosidicos especificos, en la composicion de la membrana acrosomal sc han
cuantificado numerosas plicoproteinas v glicolipidos que forman parte de sistemas
receplores eclulares.

El control negative son espermatozoides con integridad acrosomal integra. Que después
de ser incubados por 30 minutos a 37°C, en una solucion de AMPc, en medio Ham F-10.
pasterior a esie procedimicnto se observan hasta un 98% de las células carentes de zona
acrosomal.

IFigura 2. Evaluacion de intepridad de la membrana acrosomal la figura 2 A, Mucestra
células con integridad positiva (notas la regidn acrosomal con mayor intensidad de
fluorescencia), 2B muestra células sometidas a tratamicnto con AMPe notar la ausencia
apical de la Muorescencia. Microscopia de Muorescencia 100X,

*Talbot P. Chacon R. (1981). A new procedure tor rapidly scoring acrosome reactions
ol human sperm, Gamete Res 3:211

*CrossNLL. Overstreet 1 {1986). 'T'wo simples methods for detecling acrosoma reacled
human sperm. Gamete Res 15: 213




Criterios para evaluacion de la morfologla espermitica

Cabeza
Forma
Acrosoma

IHmensiones normales

Largo
Ancho

Ancho de 1a caberan

Forma oval sin anonmalidades
(rrucsas

Cuello

Picza media

Cola

Oval, borde regular
debe cubrir <143 de la Superficic,

35um
2-3um

entre 172 y 2/3 del largo

Normal

Implantacion Abaxial

Delgada

1/3 de ancho de la cabeza

Aprox. 7-8 pm de largo

Recta

Gota < 1/2 del tamaiio de la cabeza

Delgada, sin enroilar borde regular
45 pm de largo

* WO lahoratory manual for the examination of human semen and sperm-cesvical

mucus interaclion.




(Prucba de penctracion del huevo de hamster) SPA

Iin ¢l presente apartado se presentan aspectos generales de la prueba de penetracion de
Huevo de hamster. Como son medios de cultive, aspecto de los ovocitos inmaduros y
Maduros. Valores de relerencia,

| Componente (reactivo grado analitico)

Na Cl
Kol
CaCh.2 L0
KPP0,
MgSO4. 7110,
Raojo de fenol

Cantidad

3 3400 gl
0.356 g/l
1.250 g/l
0.162 g/l
0.294 g/l
1.0 ml/l

Tabla 2. Componentes de la solucion stock del medio BWW conunpH 7.3 y
osmolaridad de 280-310 mOsm. Ulilivada en la prucha de penctracton de huevo de

hamster.

Vaores de referencia de fa prucha de SPA

Grupo

Clasilicacion

lertiles

Voluntarios
Pacientes
con
problemas de
infertilidad

Cantidad
espermaticn
Inicial
(X10%ml)
129.71 4/-
3943

95.80 1/-
41.39

Tiempo de
pre

incubacion
{horas)
3624051

4.474/-0.86

Movilidad
cspermatica
momemnto de
la sicmbra.
67.941/-
10.16

67.22 1/-
L

Valor de
penetracion
%

61.24 i/
2108
3851/
2112

‘Fabla 3. Analisis de 1a funcion espermatica a 2 diterentes estados de fertitidad. Valores
Medios +/- Sdx .tomada de Peters ). Menezes J. Minduja I. {1986).Sperm penetration
Assay in the asssessment ol male infertility.Int. 1. Of Androl suppl 6.




Figura 3 A. Aspecto de ovocito de hamster maduro. Microscopia de luz 100X,

Figura 3 B. Aspecto de ovocite de hamsier inmaduro presencia de células vesciculares
Figura 3 C. Ovecilo de hamster en presencia de eélulas de fa granulosa. Microscopia de
contraste de fases 4




Clasificacicn del cicto estral en la hembra luamster sivie dorada Cricetus auratus

Identilicacion
del ciclo

Pro estro
Identificada por
Vagina
manchada

stro

Descarpga
vaginal post-
ovulatoria

'Metaestro

Diestro

Puracion en
horas
k!

I“in del estro

75

Ceélulas
epiteliales
Cclulas
¢scamosas.larga
no nucleadas
tincidn rosa con
cosing.
I Msminucion de
las célutas no
nucleadas.
Aparecen
celulas
nucleadas, asi
como ¢éluins
culumnares o
clongadas
Muasas de
celulas
nucleadas
ovales o
clongadas,
algunas no
Células
nucleadas
avales presentes
inicialmente
Cirandes
cantidades de
debris células
no (eiibles en
numeros
reducidos

leucocitos

Ausenles

Ausentes

Ausentes

Algunos
comienzan a
aparecer

Abtindanics

Modclo de
conducta =~
Los amales no
son
sexualmente
receplivos,
Animales
receplivos i
actividad sexual
Ao lzargo del
periodo,

La respuesta al
aparcamicnto
comienza a
desaparecer.
Los antmales no
mucestran
conducta de
aparcamien(o

‘Tabla 4. Caracieristicas principales del ciclo estral de 1a hamster golden
(Halez. 1.8, Reproduction and Breeding technigues lor Iaboratory animals. Tea &
Febiger Philadelphial970)




Figura 4. Citologia vaginal de una hembra hamster en estadio, Diestro donde se
aprecian claramente fa clevada concentracion de leucocitos, caracteristicos del estadio
Lavado vaginal con solucidn salina y técnica de tincion P.A.P a microscopia de luz
100X.




Figura 5 . Representacion de una hembra adulta hamster siria dorada 5 a. en posicion
dorsal y 5 b. en posicion ventral forma en la cual se realiza la cirugia para la extraccion
del aparato reproductor paca fa obtencion de ovocitos.




Fipura 6. Mancjo del animal para examinacion de la descarga vaginal para estimar el
estado def ciclo estral. De la hembra hamster dorada sinaa) La hamster s transterida a
un hote limpio para inicio del mangjo. blinicio del procedimiento la hembra es
inutilizada para morder. ¢es colocada en posicion ineversa para examinar ¢l orificio
vaginal. El cuerpo es apoyado con la paima de la mano. djuna variante de la posicion
inversa sujetando la region posterior de la hembra con 3 dedos incluyendo a la cola.
¢)Perincum en ol dia | después del estro. NPerineum en ¢l cudl se muestran una pequeia
mancha en la corteza de una hamster aciclica. g)’erincum y descarga post-ovulatoria
dia 2.h)presencia del tapén de copulacion parcialmente extruido por una presion
gentil.i)Tapon de copulacion completamente extruido de la vagina.




Reaccidn del Nitro azul de tetrazoliun con las especies de oxigeno reactivo.

No estimulados-—--—-=2 Sin (ormacion de
Depositos de formazan

Neutrdlilos normales —esmmmmeeaes >
1 NRT
Listimulados --———-—-—> Presencia de depositos de
Formazan.
NBT I |21} Q———— -3 Azul de Formazin

{Amarillo pilido) {Aru-violetaceo evaluado a 630 nm)

™~
T

Opheat density
~

1 1 1
LOO 00 600 700
wavelength (nm)

Figura 7. Ijemplo de un espectro de Absorcion del NBT y Formazan otilizando NBT
tmg/ml (----). Y formazan () disuclto en una solucion de 1/1 BSS ¢ isopropanol.
En el caso de la mezela de formazan se uso una mezcla (1/1) de BSS e isopropanol con
cido cloridrico (0.04N) que fuc utilizado como solvente (... J.en esic caso la
absorcion optima ¢s a los 550 nm, para nuetras condiciones experimentales fue a los
630 nm, grafica tomada de Denizot F, Lang R. Rapid colorimetric assay for cell growth
and survival. } of Immun Method. 89:271-277.1986.




Analisis Estadistico




iBC:
1GB:
£T:
LnH
ACH:
HC:

AT:

Anahisis estadistico

Los resubtados de Las biometrias practicadas o Tos voluntarios, para [a obtencidn de
leucocitos polimorfu nueleares se presentan en la tabla |

Parametro | Media
Sanguinco 7
WBC 7.230
LYM_ | Lon
RA | 5050
RBC 4804
HGNH 14.580
Her 41,940
MCV 90,600
HCH ) 3L005
CHi. 11825
PLT 312s

Tabla | Estadistica deseriptiva de n

Varianza

1193
0.089
1.064
0.0000
0343
2.640
6990

1.389

2842
GH)9.947

Sdx

1.092
298
1.031
0.017
0.585
1.625
2.644

1.686
30,165

SE CV" Valor de
‘ referene iy

0.244 15,105 7.5
0067 15581 1.8
0.231 20,423 5.0
(.004 (0.347 4.8
0131 4015 N
0.363 3.784 40
0.591 2018 90
0.264 3.801 31
0377 4,984 33
6.745 9,653 31s

50 de los valores de biometeia hematica de los
voluntarios ¢n la presente 1abla solo fueron incluidas las voluntanas ya que

representaron ¢f 85% del wial de las muestras donde WBC:leucocitos monocitos
LYM: linlocitos, RA: eritracitos RBC:leucocitos vosinolitos HG1 hemoglobina
HC'T: hematocrito MCV:volumen celular medio. HCH elementos figurados de la sangre

humana. P11 plaguetas

7.0 K/ulL
1.4 19.8 %L HWBC
3.6 80.2 %G

4,81 M/uL

13.8 g/dL

41.4 %

86, fL RBC
268.7 pg
33.3 g/dL

342, K/ub
PLT

5 3T

Figura 1. Hoja de resultados obtenidus por medicion autoimatizada de la biometria
hematica de un voluntario sano

4,70 s




Analisis del semen

131 andlisis de Yas muestras de los voluntarios normozoospérmicos con fertitidad probada
participanics ¢n el estudio se presentan en la tabla 2.

Pardmetro Valures previos a ser Valores posieriones i scr
seleccionados por seleccionados por
. _ gradicntes de pereoll gradicntes de pereodl,
Volumen deb semen (mh) 20 1 09 -
Concentracion espermiici 1709 & 9206 F0 /- 150
b millones por ml o B
Concentracion espermatica 307.5 /- 1879 -
Millones por cyaculado -
Célula inmaduras RO v 47 (LO5 #-0.025
Mitlones por ml
Movilidad espemmatica 600 1 78 RO S0
Progresiva ripida "o . L
Viabilidad (%) 875 i/ 38 95.00¢/- 3.0
Marfologia normal (*a) N P A RO 1/ 30
Valorde HOST (61) | 820 - 106 | 8504% 50
Integridad de la membrana OO0 1/ 10K 83514/ 3.0
Acrosomal (% 1) _ , )
Dadio celular (% con daito) 175 1/~ 59 5400139

Tabla 2. Representacion de los valores medios con su respectiva desviacion estandar de
los parametros convencionales y de luncionalidad analizados en las
espermatobioscopias den 85 muestras. previo a los montages experimentales.,

Analisis de semen humano

180 5
160
140
120 |}
100

80 g Pre-percoll

60 ]D post
-percoll' .
40 L

20
ol We LUV LY LY LLY (I
1 2 3 4 5 6 7 8

Parametro

Grafica 1. Valores medios de los parametros convencionales y de funcionalidad
espermatica antes y después de ser separados por gradientes discontinuos de pereoll.
Donde: |.cuenta cspermitica /ml. 2 presencia de células inmaduras.3 movilidad
progresiva rapida. 4.viabilidad espermitica.5. morfologia normal. 6 11OST. 7.Integridad
acrosomal.§ dafio celular espermatico.




Ifecto de pobluciones de leucocitos polimorfo nucteares sin estimulacion sobre la

Juncionalidad espernitica.

El proposito de esta serie experimental (ue establecer los posibles electos de

poblaciones de Teucocitos polimerfo nucleares st estimulacion sobre la funcionalidad

de los espermaloszoides.

Los resultados obtenidos de la medicion de los parametros viabilidad | movilidad

general, movilidad progresiva rpida, imegnidad de la membrana ¢ integndad acrosomal

de 12 experimentos no presentan distribucion normal por o que los datos Tueron

estandarizados mediante la apheacion de logaritmo en base 10. Las pruchas estadisliscas

ulilizadas en esta sere Tucran ANOVA y Prucha | de student ambas pruchas con una

probabilidad de = 0.05 2%, (programa Statquik 1998)

Tratamiento | Viabilidad | Mov.gral Mov.tippa {HOST Integ. Acros. |
Control 4.50 G RY 620 2122 300

PMN 4 324 6.82 234 1.6 s
Lispermatozo

Mes | o . _ .
Valorde I }4.67 7.35 6.25 2.24 35

e tablas

Tabla 3. Valores de IF caleulados registrados a partir de la prucha de ANOVA con un
a = 0.05%, entie las dilerentes concentraciones v proporciones de PMN sin activar y
espermatozoides incubados 2:1 Experimentos 1,2, 3 v 9. 5:1 experimentos 5, 6y7 1001
experimentos 8, 11,y 12, 20:1 experimento 4. En todos 105 casos no s¢ encontraron
diferencias estadisticamente signilicativas entre las proporciones utilizadas y los

pardmetros.




Tratamiento | Viabilidad  |Mov.Gral  jMovitipoa  [HOST Integ. Acros.
Control
Vs PMN 077 0.92 R 0.93 099
Tiempo Umin
Contral

Vs PMN 072 i
90 minutos
Valor de
Tablas |74 171 171 1.71 1.7

‘wd

(KE (195 1.26

-

Tablad. Valores det conuna 0.05% para establecer diferencias significativas entre
¢l grupe control y ¢l tratmicnto (incubacion con PMN sinactivar) en el tiempo 0 y 903,
no existicron diferencias estadisticamente significativos entre los tratamientos en los
minutos de incubacion analizados, en los pardmetros de funcionalidad considerados en
el estudio

Tratamiento | Viabilidad | Mov. Gral Mov. Tipo a il(_jgf _7 [Ht‘t:é,/_\c_r;': |
Control 053 331* 220 140 1.20

(a2 90 min .

Lspermato- | 1.04 RV 260+ 11l 1.oo

zoidest PMN

Qadmn | e Y S I

T de tablas {171 1.7 1.7 571 1.71

Tabla 5. Valores estadisticos de t con un «= 0.05%, para establecer ¢l posible efecto de
tiempo de incubacion de 0 a 90 minutos. Por separado fueron analizados el grupo
control en ¢l iempo ( hasta 90 minutos y espermatozoides t PMN en ¢l tiempo 0 hasta
los 90 minutos de incubacion. Se registraron dilerencias estadisticas en ambas
condiciones en los parametros de movilidad general v movilidad tipo a (progresiva
rdpida). (*)denota significancia estadistica.

Efecto de las especies de oxigeno reactive sobre la funcionalidad espermitica

El objetivo de esta serie experimental fue establecer los posibles efectos de 1as especies
de oxigeno reaclivo y ¢l electo de la proporcion celular sobre fa functonalidad
espermatica. A partir de 1a incubacion de diferentes concentraciones espermaticas asi
como de poblaciones de fescocttos pohimorlo nucleares estimatados con un ester de
lorbol.

Los resultados de la medicion de los parimetros viabilidad , movilidad general,
movilidad progresiva rapida, integridad de la membrana e integridad acrosomal de 17
experimentos no presentan distribucion normal por o que los datos lueron

estandarizados mediante la aplicacion de logaritmo en base 10. [Las prucbas estadisticas




utilizadas en csla serie fucron ANOVA v Prucha t de student ambas pruebas con una

probabilidad de «=0.05 %. (programa Statquik 1998)

Propus
Cion.
Celular
1:1
E:PMN
2:1
LIPMN
51
1:'MN
10:1
EPMN
2011

Tratiun
|

Media

02 Roy

8,14

It
|
Sdx1/-

67

386

340

Tratam,

2
Media
9350
87.50

86.54

Tratam
2

Sdx. 1 /-

RN

462

2.89

T'rataun

3
Medin
8500
7875
81.19
8394

84.54

Tratam
3

Sdxt /-

288

3.63
3.10
312

4.6l

N A A
4
Media

2943

30.00

32.00

'I'r:lt:uh
4
Sdy. 1/-
%10
1.86
4.6
7.80

840

Tabla 6.1 Valores de estadistica descriptiva (media y desvigcion estandar Sdx ), para ¢l
parametro de Viahilidad, ¢n las diferentes proporciones utilizadas donde: tratamiento 1
es el control Espermatozoides en medio Ham F-10. Tratamiento 2. Espermatozoides con
PMA. Tratamiento 3 spermatozoides con PMN y Tratamiento 4. Fspermatozoides con
PMN v estimulados con PMA.

Propor- | Tratamic | Tratamic | Tratamic |Tratamie | Fratamie | Tratanie | Valor de
Cion ntos ntos, nlos ntos nlos nlos F.de
cclular 1 vs2 1vs3 lvs4 2vs3 Jvs4 Jvs 4 tablas.
[ l7ss 705 |e3dar |wdw [s633* |sssyt |die7
21 |539°  |a787 |s39a% es2 [a823F [s025% 12167
5:1 483 (335 52.54* |4.58 49.18*  [52.15* 12167
100098 [014 |40L87° 100|405 [4L72F [2167
20:1 0.94 0.93 3875+ 1.60 3Y.15* J7.82* 21.67

Tabla 6.2 Valores obtenidos a partir de la prucha( ANOV A =0.05%) : para establecer
el posible efecto de las células estimuladas con ester de forbol (PMA), asi como efecto
de los leucocitos polimorfo nucleares activados sobre la viabilidad espermatica. en las

diferentes proporciones celulares estudiadas. ‘Tratamiento 1. Espermatozoides

Tratamiento 2. {ispenmatozoides +PMA Tratamiento 3. Espermatozoides rPMN v
Tratamiento 4. Lspermatozoides | PMN i PMA.
1.0s valores registrados(* ) representan dilerencias estadisticamente
significativas ( F caleulada Vs I de tablas ).




45 min
6.66

o0 min
833
1183
13.19
13.70
0.50

175 min

17.63*
13.91
13.90
11,63
10.66

90 min
19.0%

120 min
19.0*
18.5*
1o.8*
24.6*
22.9*

Valor ¥
14.26

Tabla 6.3 Efecto del tiempo de incubacion sobre la viabilidad espermatica para el
tratamicnto 4 Espermatozoides | PMNTPMA (ANOVA 1« 0.05) Los valores
registrados (*) representan diferencias estadisticamente significativas

(F calculada vs I de tablas) Valores registrados a partir de la medicion inicial a los 15
minutos de incubacion,

mpm; H 2 S -1 Valor de I
. +79* .

s 1.68* 160 o

ot 4.36* S.17 416 SR

2000 308* 793* 6.32% 2.16 380

Tabla 6.4 tifecto de 1a proporcion célular sobre la viabilidad espermatica para el

tratamiento 4 Espermatozoidest PMN+PMA (ANOVAx=0.05%). L.os valores

Registrados (*)representan diferencias estadisticamente significativas.
{ Fcalculada vs I de 1ablas ).

Propor. | Tratam.
Celular 1
E:PMN [Media
N EINE
2:1 76.46
S| 81
100 | 7880
00 | 8286

Tratam, [ Tratam. | Tratam. | Tratam. { Tratam | Teatin, 1 Tralam.
| 2 2 3 3 4 4
Sdx +/- |Media_ | Sdx#/- |Media |Sdx+/- |Media_ ) Sdx+/-
941 _ 8507|710 7654|994 | 2505|978
1.36 8117 7.7 76.96 1.25 2303 5.97
436 8475 (629 |8078 | 728 2642 | 631
ko8 [8275 892 (7578 |937 [2553 |465
2.40 R2.67 224 | 8022 242 2829 |6.55

‘T'abla 7.1 valores de estadistica descriptiva (media v desviacion estandar). para ¢l

parametro de Movilidad genceal. Para cada una de las dilerentes proporciones celulares
utilizadas y donde iratamicento 1 controf Espermatozoides en medio Ham 1),
Tratamiento 2, Lispermatozoides con PMA. Tratamiento 3 Espermatozoides con PMN y
Tratamiento 4. Fspermatozoides con PMN y estimulados con PMA.




Tl

I—’;:)?x‘)r—- " Vitatamie | Tratamie | lratamic | Tratamic | Vratamie | Tratamic | Valor de-
Cion ntos ntos. nos ntos nlos nios F. de
celular _ [Tvs2  ilvs3 (lvsd  2ws3 o (2usd o (dvsd fablas
B 3.21 5.32 2205* 853 23.05*  |25.05* [14.8
I Wit .50 5392+ (420 S7TRIY [5lo2* 1481
5:1 3.05 0.92 6528% (397 68.33* |64.33* 14.81
10:1 0.73 427 0305|117 64.05*  [58.57* 14.81
2000 018 2.63 6457 [2.44 64.38%  [61.93* 1481

Tabla 7.2 Valores registrados a partir de fa prucha { ANOV Aw =0.05%), para establecer
el posible efecto de las células estimuladas con ester de Torbol (PMA), asi como cfecto
de los leucocitos polimarlo nuclearces activados sobre la movilidad general cspermatica
en las diferentes praporciones celulues estudiadas, Tratamiento 1. Espermatozoides
Tratamicnto 2. Espermatozoides 1 PMA Tratamiento 3. Espermatozoides + PMN y
Tratamicnle 4. Espermatozoides | PMNHMA

|.os valores registrados(*) representan dilerencias estadisticamente

signilicativas (F calculada Vs I de tablas)

60 min 75 min 90 min 120 min | Valor F
333 Lo 033 0,33 118
6.5* 10.43* 1381* 16.25* 4.78

5.70* Too7* " 196s* | 980* {478
5.00% |834% | 895% |1280% {478

1).92* [2.67* 18.92* 18.17*  [4.52

Tabla 7.3 Lifecto del tiempo de incubacian sobre la movilidad general espermética para
el tratamiento 4 spermatozoides+PMN+PMA. (ANOVA a=0.05), los valores
registrados (*) representan diferencias cstadisticamente significativas

(F calculada vs IF de tablas ) Valores registrados a partir de la medicion inicial a los 15
minutos de incubacion.

Proparcion 104 2 51 10:1 | valor de F.
21 233

s 45 Ll L SR
] 1.35% .08 T I S
2001 [l b 3 8R* 9 75> 2 80* 1.29

Tabla 7.4 Eiccto de la proporcion célular sobre la movihdad gencral espermética para el
tratamiento 4 Fspermatozoides+PMN+PMA {ANOVAa=0.05%). Los valores
Registrados(*) representan dilerencias estadisticamente sigmificativas.

{ Fcalcalada vs I de tablas).




Propor. Vl'rtam. | Tratam. [Pedam. | Uratam. | Tratame |lratam | Tratwn, | 'Fratam.
Celular } | 2 2 3 3 4 4
EPMN [Media  [Sdxt/- dMedia | Sdxt/- [ Media  [Sdxi/- [Media | Sdxi/-
Lt j7e0 [ 1300 | 7843 [ v70 | 7157 | 782 1072 | 236
2:1 73.5 1.28 76.23 1.03 70.29 | 8.32 .22 1212
) I Wi 1.20 74.50 |04 69.71 $4.53 2629 1 2.08
10:1 7457 | 734 7711 7.46 003 | 7.50 2837 522
20:1 76,57 | 218 7846 | 225 7243 | 330 T 236

Tahla 8.1 Valores de estadistica deseriptiva (media v desviacion estandar), para e
parametre de Movilidad progresiva ripida (tipo a). para cada una de las diterentes
propoiciones celulares utilizadas v donde tratamicnto | es ¢l control Espermatozoides
sin estimulo y sin PMN, Tratamiento 2, Espermatozoides con PMA. Tratamicnto 3
Espermatozoides con PMN y Tratamiento 4. Lspermatozoides con PMN y estimulados
con PMA

Propor- | Tratamie | Pratamie | Tratamie |'l'ratamic [ Tratamie | Tratamie | Valor de
Cion nlos nlos. ntos nlos ntos ntos F. de
celular [ vs2 lvs3 lvs4 2vs3 Jvsd  [3vsd4  |tablas.
1 2.42 442 7242* 6.857 74.85%  |167.99* 12.42
20 352 fa38 [suzst |e28  ls73or (7285t |22
5:1 14.28*  (0.50  [67.28* |[14.78* |71.57* |66.78* 1242
10:1 15.54* 1.00 61.19* 16.74%  j66.74% 159.99* 12.42
N 14 14 114 72 99* 15.73%  |74.50%  |6R&{S* 12.42

Tabla 8.2 Valores registrados a partir de la prucbal ANOV Aa =0.05%%). para establecer
¢l posible efecto de las células cstimuladas con ester de forbol (PMA), asi como efecto
de los leucocitos polimarlo nucleares activados sobre la movilidad progresiva ripida
espermidtica en las diferentes proporciones celulares estudiadas. ‘Tralamiento 1,
Espermatozoides sin activacion. Tratamiente 2. Tspermatozoides + PMA Tratamicnto 3.
I:spermatozoides I'MN y Tratamiento 4. Espermatozoidest PMNPM. Los valores
registrados (*representan diferencias estadisticamente

signilicativas (I caleulada Vs IF de tablas)

Fiempa  L30min {45 min l(\_ﬂ_n]in rj min |90 min | 120min |} Valor F
1 higsur L2050t | 19300 [18S0* |1950%  |2300% 1326
21 1520+ 18.50% P40 11530 H150* 13.20% 1326
| 5:1 5.24% 5.68* [ 743* | 6.68* | 7.62* | BOR* 1326
101 (362 | 550% | 704 et |de9t | 704|326
201 33 124y [ e2dr s | a4 | 64 (320

‘Fabla 8.3 Llecto del tiempo de incubacion sobre la movilidad tipo progresiva rapida
para ¢l tratamiento 4 Lspermatozoides tPMN FPMA, (ANOVA a=0.05) Los valores
registrados (*representan diferencias estadisticamente significativas
(F calculada vs ¥ de tablas) Valores registrados a partir de la medicion inicial a los 15
minutos de incubacion.




Proporcion | 1:1
2 2.86
IEH N LA
LU S £ 5 Y
201 5.0*

5

i
[ ¥ 0
=y

i~

10:1

Valor de I

Tabla 8.4 Llecto de la proporcién célutar sobre la movilidad progresiva rapida para el
tratamiento 4 Fspermatozoidest PMN HPMA {ANOVAa=0.05%). Los valores
Registrados (*) representan diferencias estadisticamente significativas.

( F calculada vs I de tablas ).

Propor |Tratam |Tratam |Tratam. |[Tratam |Tratam |Tratam |[Tratam |Tratam. 1
Cion, I 1. 2 2 3 3 4 4
Celylar [Media [Sdxt- |Media [Sdet/- |Media {Sdxt/-_|Media [Sdxi/-
1:1 81.86 [9.1 83.14 .14 79.57 1996 16.0 3.81
E:PMN ol 1 _ o N
21 7793 1435 7943 |9.20 76.54 |6.32 23.0 346
EPMNG 1 A T S

5:1 81.94 1.31 8134 6.67 T 1667 2731 [3.90
E:PMN B

10:1 79.83  |4.64 7963 [2.06 7640 875 3525 (417
E.PMN

20:1 83.29 [9.68 8114 | 7518 R3.57 |5.28 280 1.98
E:PMN _ L N

Tabla 9.1 Valores de estadistica descriptiva (media y desviacion estandar Sdx), para el
pardmetro de HOST. En las diferentes proporcienes utilizadas y donde tratamicnto | es
¢l control Espermatozoides sin estimulo y sin PMN. Traiamiento 2. Espermatozoides
con PMA. Tratamiento 3 Espermatozotdes con PMN y Tratamiento 4. Espermatozoides
con PMN y estimulados con PMA




Propor- | 'Tratamie | Tratamic | Tratamie {Vratamie |Tratamie | Tratamie | Valor de
Cion nlos nlos. nos ntos nlos ntos F.de
celular  |1vs2 |1vs3 [1wvsd 2vs3 2vsd Jvs 4 lablas.

t:1 1.28 225 6585 |3.57 67.14* |63.57% |le.0l
20 |50 {139 is492* |289  [Sedar |$3570 (1601
S joe0 282 TUIsae 2227 [sd3t [sisot |160i
040|049 [342 ladsye |320 (4437t |4704% |16t
200 1.8 028  |5528% (214  [5342* |5357* |16(H

Tabla 9.2 Valores registrados a partir de 1a prucbai ANOV Aw, =0.05%). para establecer
el posible efecto de las células estimuladas con ester de forbol (PMA), asi como efecto
de los leucocitos polimorfi nucleares activados sobre HOST 1 en tas diferentes
proporciones celulares estudiadas. Tratamiento | Espermatozoides sin activacion.
Tratamiento 2. Espermatozoides + PMA Tratamicnto 3. Pspermatozoides + PMN y
Tratamiento 4. Espermatozoides t PMN+PMA
Los valores regististeados (*) representan diferencias estadisticamente

significativas (F calculada Vs F de tablas)

Tiempo |30min_[45min_ [60min_[75min_ |90 min_ [120 min | Valor |
11 20 275 | 55* 475* |90 _ [10.0* | 32]
21 3.75% 6.93* 8.5¢* 3.18* 8.6* 8.8* 3.21
5.1 239 664* | 716* | 939* [1095* [1049% |3.2I
10 1200 1095 1290 430  |730% |835% [321
201 0 |25 |25 {33 Jeor |50 321

Tabla 9.3 Efecto del tiempo de tncubacion sobre HOST + para el tratamiento 4

Espermatozoides+PMN+ PMA, (ANOVA a=0.05), los valores registrados (*)

representan diferencias estadisticamente significativas (F calculada vs F de 1alas)
Valores registrados a partir de la medicion inicial a los 15 minutos de incubacion.

Proporcion_ | | _I_ 2y 5 10:1 Valor de F.
74 I V] (O I N
51 2.28 230
104|263 (355 035 -
20: |3-35’_ _,4-_77_"‘ s k22238

Tabla 9.4 Efecto de la proporcion celular sobre HOST+ espermatica para el tratamiento
4 Espermatozoides+PMN+PMA (ANOVAa=0.05%). Los valores

( F calculada vs F dc tablas).

. Registrados (*) representan diferencias estadisticamente significativas.




Propor | 'lratam
Cion, |
Celular |Media
I:1 80.57
EPMN |
2:1 R0.64
EPMN |
50 80.09
EPMN |

10:1 79.46
EPMN |
20:1 80.86
[E:pMN

Tratam
1

11,13

Sdxi/- |

Tabla 10.1 Valores de estadistica descriptiva (media y desviacion estandar Sdx), para el
pardmetro de Integridad Acrosomal. En las diferentes proporciones utifizadas y donde

tratamiento 1 conirol Espermalozoides sin estimulo y sin PMN. Tratamiento 2.

Espermatozoides con PMA. Tratamiento 3 Espermatozoides con PMN y Tratamiento 4.
Espermatozoides con PMN y estimulados con PMA.

|;':lldl’l_‘l Tratam | Tratam [Tratam | Tratam | Tratam.
2 2 3 3 4 4
[Media  |Sdx /- [Media  (Sdx /- [Media [ Sdxi/-
79.14 113 7543 1.64 20,14 229
7879 (117|770 (Lo 2301|146
H7RS1 (774 (7343|994 T|27.03 (383
7900 [461  |7400 [971 3966 649
7271 |6&0  |7357 |0&2  |4918 |734°

Tabla 10.2 Valores registrados a partir de la pruebal ANOV A =0.05%%) .para establecer
el posible efecto de las células estimuladas con ester de forbol {PMA), asi como efecto
de los leucocitos pelimorfo nucleares activados sobre la Integridad Acrosomal en las
diferentes proporciones celulares estudiadas. Tratamiento |, Espermatozoides sin
activacion, Tratamiento 2. Espermatozoides +PMA Tratamiento 3. Espermatozoides
+PMN y Tratamiento 4. Espermatozoides+PMN+PMA
Los valores registrados (*) representan diferencias estadisticamente
significativas  F calculada Vs F de tablas).

Propor- | Tratamie |Tratamic |Tratamic |Tratamie | Tratamie | Tratamie |Valor de
Cion ntos ntos. ntos ntos ntos ntos F. de
celolar |lvs2 |1vs3 |lvs4 12vs3 [2vs4 [3vsd |tablas

1:1 1.42 514 60.42* 3.71 59.0* 55.28* 14.29

2:1 1.85 5.92 57.53* (4.07 55.67* |51.60*  |14.29

5: 1.57  |665 __ |53.05* 1508 |5148* [4640* |[1439
10:1 037 1537 39.8* 5.0 39.42*  |34.92* [14.29
120:1 1214 128 3L |54 2057|2442 [1429




Tiempo [30min _[43min " [60min [75min " [90min 120 min | Valor F
1:1 1071025 |275_ _|025 | 525% | 475* |183
20 jzes 237 |2 208 | 565t | 502 |23
ST (256 20 256 805t | omst | 18s% [283
10:1 200 1279 [29% [28¢ | [370* | 160* 283
300 (25 2510 249 {375 [ i720v [iast |2s T

‘Tabla 10.3 Efecto del tiempo de incubaciion sobre la Integridad Acrosomal para el
tratamiento 4 EspermatozoidestPMNPMA. (ANOVA a=0.05) Los valores
registrados (*) representan diferencias estadisticamente significativas

{F calculada vs F de tablas } Valores registrados a partir de la medicion inicial a jos 15
minutos de incubacion.

|Proporcién | 1.1 |20 ) Ssb o |lod Valor de F.
2y 049 . ol
5:1 094 1045

10:1 4.25*% 3.76 3.30

20t |eoo* 5.50* 5.05* 1.74 378

Tabla 10.4 Efecto de Ja proporcion celular sobee la Integridad Acrosomal espermatica
para el tratamicnto 4 Espermatozoides+PMN+PMA (ANQVAx=0.05%). Los valores
Registrados en (*) representan diferencias estadisticamente significativas.

{ F calculada vs F de tablas).

Evaluacidon de daiio celular en poblaciones de leucocitos PMN por efecto de la

estimulacion con PMA y efecto antioxidante del Trolox .

El objetivo principal de esta serie experimental consistio en evaluar ¢l posible daiio
celular en poblaciones de leucocitos PMN mediantc 1écnica histoquimica con nitro azul
de tetrazolium para microscopia de luz al00X de aumento. Debido a que son
mediciones cuyas variables son del tipo discreto, los resultados de los 10 experimentos
realizados fueron analizados con pruebas no paramétricas Kruskall - Wallis (F) y
prucha t con niveles de confianza del =0.05%.

(programa estadistico statquik 1998)




Tratamiento
Tiempo

15 minutos
30 minutos
45 minulps
60 minutos
90 minutos
120 min

MLdI"l
16.0

i8.6

199
2133
21.95
2244

Control PMN_ (1}

Sdx +/-
i.(\ )
204
285
34_
338
2.70

PMNIPMA(2)  PMN{PMAI Trolox(3)
Mu.ha Sdxt/- Media Sdx-+/-
45.0 24 40.6 3.76
57.8 12.58 434 54_
61.53 1.0 44.53 456
6455  J100_  J48.15 6.36
66.60 900 (5282 910
7232 238 57.72 9.41

Tabla 11 1Valores medios v de desviacion estindar (Sdx), de cada uno de los
“I'tatamientos para eslablecer ¢l posible dafo celular por electo de la cstimulacion y
tiempo de incubacion, el criterio fue cambios en fa morfologia de los leucocitos

nolimorfo nucleares.

I ratamlcnlm

Valor t calculado .

I contra 2
2R4E05%

Valor dc tablas
(0=0.05%)

1.94

1 cun'tAr._i_gu_ gcc-ngt_ravj
1 1.99E-05* 0.0008
l 1.94 ’ 1.94

Tabla 11.2 Resuhados de 1a prucha estadistica aplicada (1 no paramétrica} con un
intervalo de contianza del 95%, para establecer ¢l posible efecto deb tratamiento en la
morfologia celular. En donde 1 {control PMN ¢n medio HamF-10) 2 (PMN-+
estimulados con PMA) 3 (PMN+PMA+Trolox). Los valores (*) denotan significancia
estadistica con respecto al valor de Tablas .

[ tntervalo de tlumpo Valores de t Valores de t Valores de t

de incubacién en calculados para calculados para calculados para
minutos _IPMN (1) Control _|PMN{PMA (2)  |PMN+PMA +Trolox
Det5a30  je0s 9, 24 F-()S‘ 0.10 -
Del5a4s 007 5.54 E-05* 0.14

e 15a 60 0.004 B.29 F-06* 0.003

Del5a9o 0.01 188 I -05* 0.0006
Del5ailo 0.02 0.0002 00007

“Valor F tablas 1.85 1.85 1.85

(x=0.05%)

Tahla 11.3 Resultados de la prueba estadistica aplicada ( Kruskal- Wallis Prucha de F

para datos con distribucion no paramdétrica a=0.05%), para determinar ¢l efecto del
tiempo de incubacion sobre el dafio celular. {*) significancia estadistica con respecto al

valor de 1ablas ¥,




Evaluacidn del efecto protector de los antioxidantes a-tocoferol y Trolox en la

Suncionalidad espermitica.

El proposito de csta seric experimental consistio en cstablecer ¢l posible efecto protector
de dos antioxidantes sobre la funcionalidad espermética ante la presencia de especies
de oxigeno reactivo.

Los resultados de la medicion de los parametros viabilidad, movilidad general,
movilidad progresiva rapida, integridad de la membrana, dafio celular ¢ integridad
acrosomal de 20 experimentos, no presentan distribucion normal por lo que los datos
fueron estandarizados mediante la aplicacion de logaritmo en base 10. Las pruchas
estadistiscas utilizadas cn esta serie fucron ANOVA y Prueba t de student ambas

pruchas con una probabilidad de a= 0,05 %, (programa Statquik 1998)

Parametro Viabilidad Movilidad General

Tiempo 0 minutos 90 minutos 0 minutos S0 mintos
Tratam_ | Media_|Sdx +- |Media | Sdx +/- {Media |Sdx +/- |Media |Sdx +/-
E 91.5 4.43 80.40 |45 81.90 1469 7690 1540

E+PMA {91.5 4.43 8735 1308 7850 }3.01 8275 (284

E+PMN 192,15 438 8525 |6.21 81.65 ]55I 7495 1540

E+PMA |91.50* [0.99* |69.3* 2.10* 80.85* |4.38* 15.10% |2.46*
|[+PMN_| _ o _ L
E+PMN 1915 4431 825 3220 |89 197 65.7 1.78
+PMA+
Trolox | D R
E+PMN [91.5 4451 78.85 1.954 |81.25 2.
+PMA
Tocofer

7120|244

~J
oot

E+Trol [915 1448 |8275 (317  |7795 (342|747 |34

(E1Toco (915 (443 8435 [357 (8170 1420  (73.65 (440

Tabla 12.1 Valores medios y de desviacion estandar de los parametros de viabilidad y
movilidad general de cada uno de tratarmientos. En n= 20 experimentos realizados
mediciones a los O minutos y 90 de incubacion a 37 C los valores (*) representan el
tratamiento 4 que presenta los valores de cambio maximo. Donde

E. Espermatozoides 10.0 X 10" espermatozoides por ml., PMN, Leucocitos
polimorfonucleares 1.0 X 10° células por ml. PMA ester de forbol 1.6 X 10°M. Trolox
40 nM, Tocolerol 1.0% ( ver tabla 6 de material y métodos}




Parametro  Movilidad Progresiva rapida Test hipo osmotico

Tiempo 0 minutos 90 minutos 0 minutos S0 minutos
Tratam [Media |Sdx 1/~ |Media [Sdx /- [Modia |Sdx 1/~ |Media |Sdx 1/-
G 729 |44 69.05 4.57 Ro.5 108 [R40 466
E+PMA |73.15 2.15 76.35 343 78.85 5.80 85.3 396
EiPMN[73.0 528 |69.45 1448 8610 (395  [84.40 (491
EtPMA [ 74.70*% |4 53* 0* 0+ 86.55*% |3.74* 23.95% [451*
FPMN U S WU S U S
E+PMA | 75.95 334 56.55 395 86.35 2.85 64.35 2.62
tPMN

Trolox

EAPMA [73.0 (275 {6135 490 [8625 [337 (6603 {180
+PMN+
Tocofer

E+Trol 702 [333  |6320 1277|830
EiToco [72.65  |5.80  |68.40 (456  [83.6

7565 12.32
8235 |53t

'
I
I
t
!
1
E
i
'
1
E
t
3
|
el

Lnl~g
L b

Tabla 12.2 Valores medios y de desviacion estandar de los parametros de movilidad
progresiva rapida y prueha hipo osmética (HOST) de cada uno de tratamientos.
En n= 20 experimentos realizados mediciones a los O minutos y 90 de incubacion a
37C. Donde E. Espermatozoides 10.0 X 10" espermatozoides por ml., PMN. Leucocitos
potimorfonucleares 1.0 X 10° células por ml. PMA ester de forbol 1.6 X 10°M. Trolox
40 aM, Tocoferol 1.0% { ver tabla 6 de material y métodos)

Parametro [ntegnidad acrosomal Daiio cetular

Tiempo 0 minutos 90 minutos 0 minutos 90 minutos
Tratam |Media | Sdx+/- |Media |Sdx +/- |Media | Sdx +/- |Media | Sdx +/-
E 83.5 (338 1850 1434 1925 1304 11330 186

LiPMA [819  [453 " |820 {4.i8 150|284 2400 |224

E+PMN | 82.0 5.10 8§1.05 548 8.55 2.37 20,70  |6.18

C+PMA [B4.10* |341*  |2445* 1359*  [7.06* [220* [67.0% [1.89*
PMNL (L]
E+PMA [84.95 1281 66,15 [2.34 8.
HPMN
Trolox .

.j

)
i

0 (331 24,65

bty

E+PMA | 85.4 2.45 65.15  |2.00 10040 1.72 2490 217
EPMN
Tocoler R I

E+Trol |809 |6.15 |7915 |525 |1055 |387 [23.70 |2.15

FiToco |84.05 |384  |7815 |374 |1265 1358 [2445 |218

Tabla 12.3 Valores medios v de desviacion estandar de los pardmetros de integridad
acrosomal y dafio celular de cada uno de tratamientos. En n= 20 experimentos
realizados mediciones a los 0 minutos y 90 de incubacion a 37 C. Donde E.
Espermatozoides 10.0 X 10° espermatozoides por ml. PMN. [.cucocitos polimorfo
nucleares 1.0 x 10" células por ml. PMA cster de forbol 1.6 x 10”M. Trolox 40 nM,
Tocoferol 1.0 %(ver tabla 6 de material y métodos)




Evaluacidn del efecto protector de los antioxidantes a-tocoferol y Trolox en fa

Suncionalidad espermitica.

Los resultados de 20 experimentos realizados para establecer el posible efecto protector

de dos antioxidantes se presentan en la tabla 13,

El andlisis estadistico aplicado fue andlisis de varianza en la pendientes calculadas con

una a = {1.05% { programa ¢stadistico utilizado statquik 1998).

Dafo celular
| _

Parametro Valor de P calculado Valor de I* de tablas
Viabilidad ) 4.55E-10 N R NT
Movilidad general 283106 116
Movilidad progresiva rapida 65306 | L6
[HOST T 3.59E-06 116
Integridad acrosomal 2.00E-06 1.16
ular 9.021i-06 116

Tabla 13. Resultades de la prueba estadistica aplicada a los valores de las pendientes

que presentaron significancia estadistica en el tratamiento 4

espermatozoidestPMN+PMA ( ANOVA para datos con distribucion paramétrica
a=0.05%), para determinar el efecto tas especies de oxigeno reactivo sobre los
parametrps de funcionalidad espermatica,




Condiciones experimentales




Resultados
{cilculo de las condiciones dptimas de experimentaciin)

Cbtencion e lo curva dosis-respuiesia de 12 miristeto 13 vectearo de forbol PAHA

Los valores mediog asi como los cilenlos de las pendientes registrados por cambios en
I censidad dptica por la gencracion de especies de oxigeno reactive evaluada por 1a
presencia de Formazin producto de la estimulacion en poblaciones de leucocitos
polimorfo nucleares con concentraciones constantes de 5.0 X 10" ¢éhias por ml.
Vartando las concentraciones del ester de Torbol PMA (12 miristato 13 acelato de
forbol). Los valores de las pendicentes no registraron diferencias estadisticas entre las
concentraciones 1.6 x 10 M 1.6 X 10"M y 1.6 X 10'M en tanto existicron diferencias
estadisticamente signilicativas con respecto a lo concentracion

1.6 X 107"°M. Tabla 1.

Concentracion | Valores Medios | SD Sdx Valores de r

de PMA

PMALEX10"M 200 38 E TR

PMALOX10° M 1.94 309 L8O 997

PMALOX10"M [ 181 463 163 0.99 )

PMAL6X10™" | 7.08 129  |457 R E A
Suma de D F\?lS T T I valorde ¥

R Cuadrados i L

ROW 3.9 7.0 5.58 - |7sie

_L_olg@_gg 8.90 3.0 2.9 402

Residuai 1.56 20 743 |*Valorde ¥

dow o fus o e lise

]LNI dL %hcliu 8 _ o
nolexio’m |2 002 16X I()*'M
ol LeXIKM

I A 4) 8O7* 16X 10"M
* Diferencia significativa si es mayora = [0.18

Tabla §. Prucba estadistica aplicada a las 4 condiciones experimentales donde las
concentraciones de I'™MA Tucron probadas. Se aplicaron las prucbas estadisticas de
ANOVA conuna  0.05% registrandose diferencias estadisticamente significativas. Y
al aplicar la prucba de Schetle’s se establecié la diterencia estadistica entre la
concentracion 1.6X10""M y el resto de las concentraciones. De tal forma queda
validade que la dosis minima de cstimulacion es 1.6 X 107M,




Curva Dosis-respuesta

3
2,5
g 2 é.éé
&
Q.
.c - - - - -
g 15 =188 —— 1.6X10-3
g ' ~m— 1.6X10-6
s r@g 1.6X10-9
05 % 1.6X10-12
0 1-6:085-0.05-6.06° 0:08-0.675- 0,070,065 0,072

15 30 45 60 75 90 105 120

tiempo en minutos

Grifica 1. Determinacion de la dosis minima del ester de forbol 12 miristate 13 acclato
de forbol (PMA). Mo existieron diferencias estadisticamente significativas entre las
series 16X 10 "M 1.6 X 10" M, 1.6 X 10 ™" M al estimular poblaciones de leucocitos
polimorfo nuclcares en concentraciones constantes de 5.0 X 10 células / m por lo que
la concentracién de PMA (1.6 X 10°”M) fue Ia utilizada en el estudio. Medicién por
espectrofotometria a 630 nm. Donde a respuesta méxima se registrd a los 90 minutos
de incubacion,

Curva de Calibracion

Enlo referente a la curva de caltbracion para establecer el rango de concentracion de
leucocitos versus respuesta a ta estimulacion con PMA ( 1.6 X 10°M). A partir de
poblaciones variables de feucocitos PMN (0.5 2 8.0 X 10" cétulas/mil) una serie sin
estimular y otra seric cstimulada con PMA 1.6 X10”M. Se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas condiciones. Tanto en sus valores medios
como en la comparacion entre las pendientes. A los 90 minutos de incubacion(prueba de
t de student para datos parcados). Valor de t caleulada 8 X7 en comparacién con cl valor
de tablas 1.70 (1abla 2)




Grupo Valores
oo Medios
Sin PMA_{0.05 _

Con PMA |0.43

Varianza  |SD Sdx CV% [Valor de r
looo [oo1 jo004 3186 |-0.99
002 016 (.04 36.97 (.99

Tabla 2. Valor de 1 calculada 8.87 Vs valor de 1 de 1.70 con un o= (L05% de
significancia por lo 1anto existe dilerencia estadisticamente significativa entre ambas

series {grafica)

Curva de Calibracion
08
07 008807
05 08615
P
: 05 ‘ w0525
£ 10%0,480.48
3 04 20304
? 03 03 055
n025
02 0,145
“ 1]
01 ‘ 0,075
0 ' |~ Sin Estimular
05115 2 3 35 4 45 5 55 6 65 7 8 -3 Con PMALG X10:9M
Concentracion PMN ‘

Grafica 2. Curva de calibracion en donde se presentaron dos condiciones
experimentales : Poblaciones de leucocitos polimorfo nucleares con variaciones en su
concentraciones. Una seric sin estimulacion y la otra serie con estimutacion con PMA
{ 1.6 X10"M} medicion espectrofotométrica { 630 nm) realizada a los 90 minutos de
incubacion a 37°C en movimicnto constante.




Antioviduntes

Curva dosis-respuesta

Crrva dosis-respreans a-Focoferol (Vitamona K

Los resultados obtenidos en B0 experimentos para la seleceion de dosis optima de

antioxidante a="Tocolerol se presentan en la tabla 3. Donde se aprecian cambios

estadisticamente significativos {ANOVA u=0.05%) producto de las comparaciones

enlre ¢l grupo comtrol (0.0% de antioxidanle) y las concentraciones 3.0% a 5.0% del

antioxidante en los parametros de viabilidad cclular, movilidad general. movilidad

progresiva ripida {tipo a} evaluados en las poblaciones de concentracion constante de

v . . N i ')
50X 107 espermatozoides/ml. a los 90 minutos de incubacion a 37°C.

Coneentracion  Viabilidad Movihdad General Movilidad tipo a

De antioxidante . . e
%At imedia [Sdx | I° Media | Sdx I Media | Sdx F
00% 1901 {453 | [750 615 | 650 |588 |
0.5% 878 533 1139 763 517|100 6650 1400|1035
10% 892 [80 |0S6 753 1830 (152 6510 |566 |184
L3% [853 |75 089 1702 {742 095 6650 (584 150
20% 883 (731 (021 [650 _[954_ [1.83 6470 |895 (140 _
25% | 753|581 {0S8 [682 {585 [085 [60.15 [385 [1.85
30% 14120 1771 161.20%13502 442 136.1* 3220 [L10 127.3*
35% | 400 |65  |6263%|3301 |43t  |25.1% (2050 {544 252+
40% | 260 |871 [47.15*[1501 [487 |14.8* [100  [631 [243*
4.5% 1250 (517 |6L70*1105 1312 |153* 15023 1485 |229*
50% | 260 751 [64.14% [10.01 15 14.3% [3156 |4.50 [22.5%
I tabl. 13.6%% 13.6%* [3.6%*

Tabla 3. Resulados obtenidos en 10 experimentos. valuando las dilerentes dosis de
antioxidante u-tocolerol. Se muestran fos valores medios y desviacion estandar (Sdx)
para cada una de las concentraciones utilizadas asi como de los tres parametros de

funcionalidad espermatsca utilizados. Los valores (*) denotan diferencias
estadisticamente significativas con respecto al valor de I de fablas (**) Comparando
cada una de tas concentraciones versus el control 0.0%




v dosis-respresta del antioxdante Troloy

1os resultados ohiemdos a partit de 10 experimentos para establecer la dosis optima de
actividad antioxidante del agente Trolox se presentan en la tabla 4. En la cudl se
registraron cambios estadisticamente signilicativos ( ANOVA a=0.05%) producto de
las comparaciones entre el grupo control ( 0.0 nM de antioxidante) y las
concentraciones 60 nM a 100 nM del antioxidante en los parametros de funcionalidad
cspermatica anabizados viahilidad celular, movitidad general, movilidad progresiva
rapida ( tipo a) evaluados en poblaciones de concentracion constante de

5.0 X 10" espermatozoidesiml, a los 90 minutos de incubacion a 37°C. También se

registraron cambios signilicativos en ¢l valor de pli de los medios al incorporar ¢l

antioxidante.

Cone.

De trolox  Viabilidad Movilidad general  Movilidad tipo a o
T.oM |Media{Sdx | F Media |Sdx | F media |Sdx T PH
00 |90.5 3351 755 |5.12 68.0 |506 73

20 (898 827 140 [730 (954 [169 [667 [664 045 (73

200|884 |819 ;178 713 |760 |108 |67.1 |640 1096 |73

400 |88.1 156 [326 [740 856 |264 676 104 1059 173

600|666 (748 [423* [d66 (748 [385* 235 [113 (588
80.0 [47.5 [1.04 |409*% (345 (104 [36.8* 200 [993 {59.2*

1000 |155 [2.51 |406* 150 1652 [395* |50 1851 [59.7*

NS o
Lniuniuh

Ftab. 118.6& 18.6& _se&

Tabla 4. Resultados obtenidos en 10 experimentos. Lvaluando las diferentes dosis de
antioxidante Trolox, Se muestran los valores medios y desviacion estandar (Sdx) para
cada una de las concentraciones ulilizadas asi como de los tres parametros de
funcionalidad espermdtica utilizados y el registro de pl inicial en el medio de cultivo,
Los valores {(*) denotan diferencias estadisticamente signiticativas con respecto al valor
de F de tablas (& ).comparando ¢l control (0.0 nM) versus as diferentes
concentraciones,




Efecto del antioxidunte trofox

Comportamicnto antioxidante del agente trolox { evaluacion espectrofotometrica)

Los resultados de 1 experimentos realizados en poblaciones de leucocitos polimorfo
nucleares con concentracion de 4500 X 10" /ml _ en condiciones de activacion con ¢l
ester de forbol PMA. utitizando como dosis aptima de antioxidante Trolox 40 nM .se
presentan en la prifica 3

Il andlisis estadistico presentado en latabla 3. Sagiere que exisien diferencias
estadisticamenie signilicativas entre ¢l grupo control, ¢l grupo estimulado conel PMA +
Trolox en relacion con el grupo estimulado sin antioxidante. Tamo por ctecto de
tratamiento v hiempo de incubacion. Cabe seiialar los cambios registrados en los
tratamientos a lo largo dcl. periodo de incubacion. (grafica 3y a los 15 minutos se aprecia
que no existen diferencias entre el grupo estimulado con PMA y ¢l grupe estimulado
con PMA +Trolox. Y siendo ambas diferentes con respecto al control. A los 30 minutos
de incubacion se invieren el grupoe sin activacion no presenta diferencias con respecto
al prupo estimulado con PMA 1 Trolox. Y ambos son estadisticamente diferentes con
respecto al grupo estimufado con PMAL En tanto que a fos 90 minutos se observa un

cambio sigmificativo def grupo estimulado y sin antioxidante. { ANOVA a=0.05%).

‘_i'urglix_z_t_qign_i_ps ) Feonra2 I _cpnir:u 3 _2_&_0_11_":'!__.‘7_
Valor Fcalculado | [5.45E-06% 10037 ] 14.58E4067
Valor I de Tablas 14.54%* 14, 54%* 14.54%*

Tabla 5. Valores obtenidos a partir de la prueba estadistica ANOVA con un o = 0.05%
En 10 expenimentos revelaron diferencias estadisticas entre los grupos control (1) PMN
sin estimulacion vs PMN+PMA (2). Asi como grupo 2 PMN+PMA vs

PMN i PMA Tralox {3) estableciendo dilerencias por ¢l tratamicato con PMA el valor
* denota valores cstadisticamente signilicativos en I calculada comparando con I de
1abias (**)




Efecto de antioxidante del trolox.
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Grafica 3. Efecto antioxidante del agente Trolox en una poblacién de 5.0 X 16°
PMN/ml . donde el control consistié en leucocitos PMN sin activacion 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 incubacién a 37°C.

Curva de calibraciiin Perdxido de hidrdgeno por especirofotometria con nitro azul de

tetrazolium (NBT)

El montaje de la curva de calibracion se realizo en 10 experimentos en donde se conoce

la concentracién de perdéxido de hidrogeno expresado en valores mM,

En la tabla 6 se representa la estadistica descriptiva y el célculo de la pendiente. La

curva resultado de este montaje se representa en la grafica 4.

Concentracién H,0; mM Valores medios(D.0) Sdx +/-,
0.0 0.00 0.600
0.03 0.003 0.606
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 0494 0.059
2333 1.035 0.063
30.00 1.553 0.089

Tabla 6. Representacion de los valores medios y desviacion estandar de las densidades
Opticas para =10 experimentos pendiente y = mx+b donde el valor de la pendiente es

m=0.047




Curva de calibracién H202

Densidad 6ptica 630 nm

Concentracién en nM de peréxido de hidrogeno

Grafica 4. Representacion de la curva de calibracion para conocer las densidades dpticas
producto de la reacccién entre el nitro azul de tetrazoluim + peréxido de hidrégeno y la
presencia de formazAn. Reaccién medida a 630 nm y a los 5 minutos de iniciada la
reaccion.

Tratam. | 1Smin [30min {45min |60min ([75min  [90min |120 min

E+1PMN |0.005 ,10.002 0.003 0.004 0.003 0.008 0.003

E+1PMN | 0.080 0.010 0.120 0.125 0.125 0.155 0.130
+ PMA

E+iPMN {0.006 0.080 0.040 0.030 0.035 (.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 0.035 0.035 0.045 0.050
+PMAST

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

E+3PMN [0.130 0.100 0.080 0.075 0.080 0.086 0.060
+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+10.045 0.040 0.035 0.040 0.040 0.030 0.040
T

Tabla 7.Representacion de los valores medios de Densidad éptica producto de la medicion
realizada cada 15 minutos durante 2 horas a 630 nm en n=10 experimentos. Determinando
la presencia de EOR. Evaluando también el posible efecto antioxidante del trolox por
espectrofotometria midiendo formacién de producto Formazén. Donde PMN poblacion de
PMN (1) 0.500 X 10° +/- 0.125 PMN/ml (2) 1.0 X 10°+/- 0.575 PMN/mt (3) 2.0 X 10° +/-
(.625 PMN/mI. E: Espermatozoides poblacion constante a 10.0 X 10° células/ml +/- 1.256.
NBT (img/mi). PMA 1.6 X 10°M. T: Trolox 1%.Los valores en azil representan las
densidades dpticas que fueron interpolados en la tabla 9 y grifica 7 (apéndice) para
establecer su concentracion de peroxido.(Ver tabla  En seccién de resultados)




60 minulos 90 minutos

Tratamicnto | Densidad dptica | Concen. mM | Densidad optica | Concent. mM
E 0.005 0.0333 0.003 (.033
ExPMA b 0090 10333 10045 033
[E*PMNT | 0004 0,0333 0.005 0.0333
EIPMNIIPMAY 0125 13333 1 0S5 ) 338
E+PMN2 0.002 0.0333 0.003 0.0333
[EfPMN2IPMA | 0180 | 6.666_ ] 0208 0 6666
E+PMN3 0.007 0.0333 0.003 0.0333
EiPMN3tPMA| 0225 100 10307 333

Tabla 8. Calcuto de la concentracion de perdxido en mM. Pariendo de los valores medios de
Densidad 6ptica producto de la medicion realizada a los 60 y 90 minutos 630 nm cn
n=10 experimentos. Determinando la presencia de EOR. por espectrolotometria
midiendo formacion de producto Formazin e interpolando en ia tabla 9 del apéndice
para valores conocidos de peroxido de hidrogeno, Donde PMN poblacion de PMN (1)
0.500 X 10" +/- 0.125 PMN/ml (2) 1.0 X 10°+/- 0.575 PMN/ml (3) 2.0 X 10" +/- 0.625
PMN/ml. E: Espenmatozoides poblacion constante a 10.0 X 10° células/mi +/- 1.256.
NBT (Img/ml). PMA 1.6 X 107M.

Especiro de Absorcidn NBT

E£n la siguiente grifica se presenta el espectro de absorcidn, para determinar la fongitud
de onda éptima para la medicion espectrofotométrica, del NBT. utilizando una solucién
de NBT Img/ml

Espectro de absorcién NBT

|——NBT

Densidad optica
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Grafica 5. Espectro de absorcion del NBT. Utilizando una solucion de NBT Img/ml
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