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2. 

La movilidad flagelar es generada por el deslizamiento 

de los microtúbulos dentro del axonema, inducido por la 

actividad de ATPasa asociada con los brazos de dineína, 

localizados en los dobletes externos de los microtúbulos. un 

complejo sistema mecano-electroquímico es responsable de 

este deslizamiento y de su conversión en la propagación de 

la onda flagelar (Tash y Means, 1983). 

En este proceso, el aporte de ATP para mantener la 

movi.lidad flagelar y el transporte iónico proviene del 

metabolismo de numerosos sustratos exógenos y endógenos por 

el espermatozoide. En el inicio de la activación y durante 

la capacitación, se ha observado un aumento en el consumo de 

oxígeno debido a la fosforilación oxidativa de sustancias 

tales como lactato, piruvato, ácidos grasos volátiles e 

intermediarios del ciclo del ácido cítrico, así como un 

incremento en la actividad glicolítica y un cambio en la 

utilización preferencial de glucosa, tanto por la vía de 

Embden-Meyerhoff como a través del ciclo de las pentosas 

(llicks y col., 1972). 

El calcio y el monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) 

han recibido considerable atención como posibles moduladores 

de este proceso (Tash y Means, 1983). Se ha demostrado que 

el AMPc en las células eucariontes induce fosforilación de 

proteínas, vía activación de una proteína cinasn (Rossen y 

col., 1975). Esta proteína cinasa dependiente de AMPc se ha 

identificado en la base y pieza media del flagelo del 

espermatozoide en estrecha relación con proteínas 

susceptibles de ser fos f or iladas (tubulina y dineína), lo 

que ha permitido sugerir la participación de la 

fosfor ilación de proteínas en la regulación de la 
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propagación de la onda flagelar del espermatozoide (Tash y 

Means, 1983). 

En el espermatozoide, la movilidad flagelar es un 

proceso dependiente de calcio¡ se ha demostrado que el 

calcio regula el metabolismo de AMPc y tiene efectos 

directos sobre la movilidad espermática, debido a que 

mientras el AMPc estimula la fosforilación de proteínas 

especificas, el incremento de ca2+ intracelular interfiere 

con este proceso (Garbers y Kopf, 1980). Por tal motivo, se 

ha sugerido que la regulación de la movilidad flagelar del 

espermatozoide mediada por AMPc y calcio involucra procesos 

de fosforilación y desfosforilación de proteínas del axonema 

(Tash y Means, 1983; Garbers y Kopf, 1980). 

Por otra parte, 

está involucrada en 

cíclicos y en la 

se ha establecido que la calmodulina 

el metabolismo de los nucleótidos 

regulación intracelular de las 

concentraciones de calcio en la célula espermática (Garbera 

y Kopf, 1980 l, regulando la actividad ATPasa de la dineína o 

la actividad de la cinasa de la cadena ligera de la miosina 

(Tash y Meaos, 

deficiencia en 

1983); además existen evidencias que una 

las concentraciones de calmodulina en la 

célula espermática se encuentra asociada con un decremento 

en la movilidad flagelar (Reyes y col., 1987), 

Estos eventos en el espermatozoide de mamífero estan 

modulados por la composición iónica de los diferentes 

microambientes a través de los cuales esta célula es 

transportada (Yanagimachi y Usui, 1974; Reyes y col., 1987). 
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I.2 Capacitación 

En este evento, la membrana plasmitica del 

espermatozoide de mamífero presenta cambios estructurales y 

bioquímicos, que incluyen la liberación y/o modificación de 

la distribución de moléculas estabilizantes incorporadas en 

el exterior o interior de la membrana durante la maduración 

del espermatozoide en el epidídimo y su exposición a las 

secreciones de las glándulas accesorias masculinas en la 

eyac.ulación (Tesarik, 1986). 

Una de las primeras etapas en 

liberación de protelnas estabilizantes 

plasma seminal y epididimario de la 

este evento es 

provenientes 

superficie de 

la 

del 

la 

membrana plasmática del espermatozoide (Oliphant y Brackett, 

1973). 

Posteriormente a las observaciones de Chang y Austin 

(1951) con respecto a que los espermatozoides de conejo y 

rata debían permanecer en el tracto genital femenino durante 

cierto tiempo para adquirir la capacidad de fertilizar al 

óvulo, se describió la presencia de un componente del plasma 

seminal que inhibe la capacitación, ocasionando que los 

espermatozoides capacitados sean incapaces de fertilizar 

(Chang, 1957). 

se han identificado varias glicoproteínas de diferente 

peso molecular con actividad descapacitante, en fluidos 

obtenidos en todos los niveles del tracto genital masculino¡ 

túbulos seminíferos, epidídimo y fluido seminal de la 

mayoría de las especies de mamíferos estudiados ( Bedford, 

1970 ¡ Da vis, 1971; Reyes y col., 1975). 



5. 

Los espermatozoides descapacitados pueden readquirir su 

habilidad fertilizdnte si se incuban nuevamente en 

condiciones de capacitación tanto ~ como in vitre (R~ 

yes y col., 1975). 1::1 factor descapacitante actúa en la 

superficie del espermatozoide bloqueando ciertos sit.:ios o 

procesos en el desarrollo de la capacitación y reacción 

acrosomal, tales como receptores específicos (Rosado y col., 

1975), grupos funcionales (Reyes y col., 1975), canales de 

transporte de iones y actividades enzimáticas (Yanagimachi y 

Usui, 1974). 

Los sulfatos esteroides son compuestos específicos de 

la membrana plasmática del espermatozoide que se 

caracterizan por su capacidad de estabilizar la estructura 

membranal y 

descapacitantes 

han 

que 

sido propuestos como factores 

requieren ser eliminados de la 

superficie del espermatozoide durante el proceso de 

capacitación (Bleau y col., 1975). Por otra parte, se ha 

observado la existencia de una alta actividad de esteroide­

sulfatasa en las células del cúmulus y en la trompa de 

Falopio durante la ovulación, sugiriendo que esta actividad 

enzimática participa de manera importante en la capacitación 

(Langlais y Roberts, 1985). 

Con la aplicación de técnicas en microscopia 

electrónica y criofractura, así como la utilización de 

sistemas de capacitación in vitre, se ha observado que la 

membrana plasmática presenta una considerable heterogeneidad 

regional en su estructura, reflejada por el tamafio, 

rearreglo y distribución de partículas intramembranales en 

relación con las diversas estructuras de la célula 

espermática (Koehler y Gaddum Rosse, 1975). 
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Estos cambios membranales intrínsecos se llevan a cabo 

por una liberación y/o modificación en la distribución de 

glicoproteínas de la membrana plasmática y como consecuencia 

un cambio en el rearreglo de partículas intramembranales en 

la cabeza del espermatozoide humano, 

región acrosomal {Tesarik, 1985). 

principalmente en la 

El agrupamiento de 

partículas intramembranales indica una movilidad regional 

y/o diferencial facilitada de las proteínas integrales en la 

bicapa lipídica de la membrana plasmática, ocasionándose 

cam~ios en la permeabilidad y fluidez membranal {Reyes y 

col., 1980). 

La estabilidad membranal depende también de la 

conformación espacial de las proteínas intrínsecas. El 

espectro infrarojo de membranas acrosomales aisladas de 

espermatozoides eyaculados humanos muestra una elevada 

proporción de proteínas constitutivas en una conformación 

más estable {conformación B antiparalela). La incubación de 

membranas acrosomales con AMPc y/o con líquido folicular 

humano modifica la conformación de las proteínas membranales 

a conformaciones menos estables, hélice alfa y/o 

enrollamiento al azar {Delgado y col., 1976¡ Rosado, 1988). 

Se ha reconocido la importancia del colesterol y de los 

fosfolípidos como constituyentes estructurales de las 

membranas celulares. Tanto el colesterol, como los fosfolí­

pidos pueden ser intercambiados libremente entre la membrana 

plasmitica y su microambiente. Numerosos investigadores l1an 

sefialado la importancia de la relación entre la fluidez de 

la bicapa lipídica con las funciones membranales enzimáticas 

y de transporte {Reyes y col., 1980¡ Ehrenwald y col., 1988) 

La fluidez y permeabilidad de la membrana plasmática 
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dependen parcialmente de la compos1c1on lipídica, 

fundamentalmente de la relación molar colesterol/fosfolipi­

dos. Se ha demostrado que la incubación en medio 

capacitante disminuye la cantidad de colesterol presente en 

la estructura membranal del espermatozoide humano, particu­

larmente en la cabeza, con lo que disminuye la relación 

molar colesterol/fosfolípidos, provocando una desestabiliza­

ción de la estructura protéica de la membrana plasmática, lo 

que induce cambios en la permeabilidad a iones, en la 

fluidez y movilidad intramembranal de lípidos y proteínas, 

condiciones indispensables para la fusión de la membrana 

plasmática en la reacción acrosomal (Rosado y col., 1988). 

I.3 Reacción acrosomal 

La reacción acrosomal es un evento modificado de la 

exocitosis que es esencial para la fertilización (Meizel, 

1984) y que involucra la fusión progresiva de la membrana 

plasmática y la membrana acrosomal externa de la cabeza del 

espermatozoide, dando como resultado la secreción y/o 

liberación de las enzimas presentes en el acrosoma, la 

penetración de la envoltura glicoprotéica circundante al 

ovocito (zona pelucida) y la generación de un segmento 

ecuatorial fusogénico capaz de iniciar la fusión con el 

ovocito. 

En general, es probable que la reacción acrosomal en 

los espermatozoides con capacidad fertilizante se inicie in 

~ en la superficie o en el interior del cúmulus oophorus 

y se complete en la superficie de la zona pellucida 

(Bedford, 1983; Yanagimachi, 1984). 

Investigaciones recientes con espermatozoides de 
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hamster (Cherr y col., 1986) y ratón (Bleil y Wassarman, 

1983) capacitados in vitre, indican que la reacción 

acrosomal es inducida por un componente de la zona pelucida, 

que en el ratón ha sido identificado como una glicoproteína 

sulfatada o ZP3. 

Los espermatozoides humanos también realizan reacción 

acrosomal cuando se unen a la superficie de la zona pelucida 

(Cross y col., 1988). Sin embargo, diferentes estudios en 

hams.ter y humano indican que existe una gran variedad de 

moléculas que estimulan o aceleran la reacción acrosomal en 

espermatozoides capacitados (Meizel, 1984). Muchas de estas 

moléculas están presentes en el fluído del oviducto (Reyes y 

col., 1984), la matriz del cúmulus (Siiteri y col., 1988) y 

la zona pelucida (O'rand y Fisher, 1987), los tres 

principales sitios propuestos para la iniciación de este 

evento. Estas moléculas incluyen: albúmina sérica, enzimas 

hidrolíticas, glicosaminglicanos, aminas biogénicas, 

productos del metabolismo de prostaglandinas, asteroides, 

beta aminoácidos (taurina e hipotaurina) y componentes de la 

zona pelucida (Meizel, 1984). 

El acrosoma de los espermatozoides de mamífero ha sido 

comparado con un li~osoma o con un gránulo secretor debido a 

su origen, estructura y expresión de su función celular. 

Estos organelos tienen en común la exocitosis, con 

características particulares en cada una de las estirpes 

celulares (Meizel, 1978). 

Actualmente, existen evidencias experimentales de que 

este proceso de secreción está regulado tanto por 

nucleótidos cícilicos endógenos y exógenos, así como por 

hormonas esteroides, calcio y calmodulina, contribuyendo en 
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este evento el ensamble y desensamble de microtúbulos y 

microfilamentos (Reyes y Chavarría, 1985). El AMPc exógeno 

parece ejercer su efecto al unirse a receptores membranales 

en la región apical 

con la activación 

de la cabeza, 

de proteínas 

los que están asociados 

cinasas, fosforilando 

componentes de esta entidad, lo que a su vez se traduce en 

cambios en el transporte de iones y sustratos (Hyne y 

Garbera, 1979). 

Se ha demostrado que las hormonas esteroides poseen 

receptores en la membrana celular del espermatozoide y que 

esta interacción induce cambios en las propiedades 

biofisicoquímicas y en las funciones membranales (Hernández­

Pérez y col., 1979). Durante las últimas etapas de la 

capacitación, la interacción especifica de progesterona y 

17-beta-estradiol con las membranas acrosoma les modula la 

relación GMPc/AMPc intraacrosomal necesaria para que se 

lleve a cabo la reacción acrosomal (Reyes y col., 1989). La 

actividad de adenilil ciclasa en el acrosoma podría estar 

modulada también a través del complejo calcio-calmodulina, 

como sucede en otras estirpes celulares (Means y col., 

1982), presentando la calmodulina una función moduladora en 

este proceso, ya que está presente en la región acrosomal y 

se ha demostrado que regula la actividad de enzimas 

involucradas en este evento (Reyes y col., 1987). Por otra 

parte, tanto el complejo calcio-calmodulina como los 

nucleótidos cíclicos participan conjuntamente en la 

regulación de la polimerización de la tubulina y la actina 

en las células espermáticas (Reyes y Chavarria, 1985). Estas 

proteínas parecen regular diferentes funciones en esta 

entidad como la contracción (Meizel, 1978), el acercamiento 

de las membranas para su fusión (Yanagimachi, 1981), la 

fijación y transporte de las enzimas hidrolíticas contenidas 
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en el acrosoma (Meizel, 1974) o la movilidad de componentes 

membranales, como los receptores (Yanagimachi, 1981). 

Se ha determinado que el acrosoma de espermatozoides de 

mamífero posee rnúl tiples sistemas enzimáticos, tales como 

enzimas hidrolíticas (principalmente hialuronidasa y 

acrosina), fosfolipasa A2, ATPasas dependientes de magnesio, 

sodio, potasio y calcio. Estos sistemas enzimáticos parecen 

estar involucrados en la regulación de diversas expresiones 

de la función celular (Meizel, 1984). 

La hialuronidasa se localiza en las porciones 

anteriores y periféricas del acrosoma de diferentes especies 

de mamíferos, y facilita el transporte del espermatozoide 

mediante la hidrólisis del material constituyente de la 

matriz del cúmulus oophorus y sustancias mucoprotéticas, 

como las presentes en el moco cervical (Cummins y 

Yanagimachi, 1986). 

Además de la hialuronidasa, el acrosoma contiene varias 

proteasas; la mejor caracterizada es la '1:Crosina, proteasa 

con actividad tripsínica que hidroliza el material acelular 

de la zona pelucida y permite el contacto del espermatozoide 

con la membrana vitelina (Garner y col., 1975). Se ha 

sugerido que la acrosina no es liberada durante el proceso 

de interacción espermatozoide-zona pelucida, sino que 

permanece unida a la membrana acrosomal interna (Brown y 

col., 1976). El mecanismo de acción in vivo se desconoce, 

pero se sugiere que esta enzima puede unirse a un receptor 

sensible a la tripsina en la zona pelucida, a través del 

cual el espermatozoide es guiado en la penetración de esta 

capa acelular (Meizel, 1978). 



11. 

Por otra parte, por medio de inhibidores específicos se 

ha sugerido que la acrosina presente en el acrosoma, al 

activarse hidroliza a las proteínas de la membrana acrosomal 

externa facilitando su fusión con la membrana plasmática. El 

mecanismo por el cual la acrosina puede participar en estos 

eventos membrana les, es por activación de una fosfolipasa 

y/o la hidrólisis de proteínas constitutivas de la membrana 

acrosomal externa y/o la membrana plasmática (Meizel, 1984). 

Inhibidores específicos de la fosfolipasa A2, así como 

los productos de su actividad hidrolítica en los 

fosfolípidos membrana les ( lisofosfolípidos y ácidos grasos 

libres), inhiben también la reacción acrosomal en 

condiciones in 

fosfolipasa y 

involucrados 

vitro, 

los 

en los 

por lo que, se ha sugerido que la 

productos de su actividad están 

eventos de fusión membrana!, 

desestabilizando la membrana plasmática. Sin embargo, la 

localización y el mecanismo de acción de estas moléculas no 

han sido definidos (Thakkar y col., 1984). 

La enzima ATPasa dependiente de magnesio, ha sido 

localizada en las membranas acrosomales de diferentes 

especies de mamíferos; 

afectar las ATPasas 

la inhibición de esta ATPasa (sin 

mitocondriales), induce reacción 

acrosomal en espermatozoides de hamster en condiciones 

capacitantes (Meizel, 1984). Esta enzima está asociada a una 

bomba de protones, regulando de esta manera el pH 

intracrosomal por un aumento en la permeabilidad H+ y K+ o 

mediante un cambio en la permeabilidad a calcio ( Irvine y 

Aitken, 1986). 

Posteriormente a la acidificación inicial del ambiente 

intracelular durante la capacitación, la concentración 
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intracelular de calcio aumenta en el espermatozoide por la 

difusión de calcio extracelular hacia el interior de la 

célula. Este aumento en la concentractón de calcio inhibe la 

actividad de la ATPasa dependiente de sodio y potasio, lo 

que aumenta la concentración intracelular de sodio y provoca 

la salida de iónes hidrógeno por un intercambio fisiológico 

Na+/H+; ésto resulta en un aumento del pH intraacrosomal, lo 

que provocará la iniciación de la secuencia de eventos que 

terminan en la producción de la reacción acrosomal {Reyes y 

col,, sometido a publicación). 

1.4 Interacción de qametas 

La habilidad del espermatozoide humano para atravesar 

la zona pelucida depende de una secuencia compleja de 

interacciones asociada con: l) la unión del espermatozoide a 

la capa rica en carbohidratos en la superficie externa de la 

zona; 2) la inducción de la reacción acrosomal y 3) la 

penetración fisica de la matriz de la zona. Estos eventos se 

encuentran dirigidos por macromoléculas específicas, tales 

como receptores superficiales o actividades enzimáticas 

(Tesaril<, 1986). 

La unión inicial del espermatozoide a la superficie de 

la zona pelucida involucra un alto grado de especificidad 

celular y de especie, ya que la zona pelucida contiene un 

receptor específico de especie que modula la unión del 

espermatozoide a la superficie de la zona (Bedford, 1983). 

Diferentes estudios utilizando al ratón coma modelo 

experimental, sugieren que en la superficie del 

espermatozoide hay al menos dos sitios de reconocimiento a la 

zona pelucida; un sitio con actividad de galactosiltransfer!'!. 
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sa y un sitio sensible al inhibidor de tripsina (Bleil y 

Wassarman, 1983). El concepto de una glicosiltransferasa en 

la superficie de la membrana plasmática del espermatozoide 

que une residuos de carbohidratos localizados en la 

superficie externa de la zona pelucida, define a esta unión 

como una interacción de tipo enzima-sustrato (Macek y col., 

1988). En este reconocimiento celular mediado por 

carbohidratos, los eventos de interacción espermatozoide­

zona pelucida parecen depender de los cambios peroxidativos 

en la membrana plasmática asociados con la generación de 

especies oxidoreactivas, las cuales pueden ser estimuladas 

significativamente por el incremento intracelular de calcio. 

Esta peroxidación potencializa un incremento en la actividad 

de la fosfolipasa A2 y tiene como consecuencia una desesta­

bilización membranal y la inducción de la reacción acrosomal 

(Aitken, 1968)·. 

Una vez que el espermatozoide ha realizado la reacción 

acrosomal en la superficie de la zona pelucida, la próxima 

etapa en la interacción espermatozoide-ovocito involucra la 

penetración física de la zona por medio del movimiento 

mecánico generado por la propagación flagelar y la actividad 

enzimática de la acrosina. En roedores y primates 

subhumanos, la penetración de los espermatozoides está 

asociada con un cambio en las características del movimiento 

del espermatozoide, de un movimiento lineal progresivo a un 

movimiento no progresivo y 

propagación de la onda 

errático, caracterizado por una 

flagelar de amplitud al ta y 

asimétrica. Este tipo de movilidad ha sido denominada 

hiperactivación (Yanagimachi, 1981). En poblaciones de 

espermatozoides de hasmter capacitados, cerca del 60% de la 

población exhibe hiperactivación (White y Aitken, 1989). En 

contraste, en los espermatozoides humanos en condiciones 
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capacitantes, no parece existir ningún cambio significativo 

en las características del movimiento excepto en la 

velocidad promedio de las· células (Aitken, 1982), pero es 

probable que este tipo de movimiento lo presente 

selectivamente una proporción pequeña de la población 

espermática (Robertson y col., 1988). 

Se ha propuesto que la acrosina se encuentra unida a la 

membrana acrosomal interna (Meizel, 1984). Estudios de la 

int~racción de gametas in vitro mediante microscopía 

electrónica, han demostrado que el espermatozoide de hamster 

realiza un canal a través de la zona, atravesando la zona 

pelucida oblicuamente o radialmente (Katz y col., 1986). 

Posteriormente que la' zona pelucida ha sido penetrada, 

los siguientes pasos en la fertilización involucran la 

fusión de un espermatozoide con reacción acrosomal con la 

membrana vitelina del ovocito y la conversión del núcleo 

espermático en el pronúcleo masculino dentro del citoplasma 

del ovocito (Sathananthan y col., l986a), En la 

fertilización humana estos eventos finales son menos 

accesibles a una investigación directa debido a la 

selectividad de estos procesos, la baja disponibilidad de 

ovocitos humanos y por aspectos éticos en la investigación 

biomédica. 

La fusión de las gametas se inicia por el 

reconocimiento entre la membrana plasmática de la región del 

segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide y la 

membrana vitelina (Bedford, 1979). Se ha sugerido que este 

reconocimiento involucra una interacción mediada por 

residuos de carbohidratos y altamente dependiente de los 

cambios de estabilidad membranal ( Dravland y Mortimer, 
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1988). El calcio participa de manera importante en el 

proceso de fusión como activador de la fosfolipasa A2 y/o a 

través de la calmodulina, regulando la actividad del 

citoesqueleto del espermatozoide (Aitken, 1988), 

Los eventos de fusión espermatozoide-ovocito se han 

estudiado con microscopía electrónica en sistemas de 

fertilización homóloga (Sathananthan, l986b) o heteróloga 

( Talbot y Chacón, 1982) en condiciones in vi tro. En los 

espermatozoides de mamífero existen diferencias de opinión 

acerca de la localización de la zona fusogénica de la cabeza 

del espermatozoide¡ se ha postulado que la membrana de la 

región postacrosomal, el segmento ecuatorial de la cabeza o 

ambas son capaces de fusionarse con la membrana vitelina del 

ovocito durante la fusión de gametas (Yanagimachi, 1981). La 

fusión ocurre extendiéndose desde el vestigio ecuatorial a 

la región postacrosomal de la cabeza del espermatozoide. Una 

vez que La fusión ha ocurrido, la región anterior de la 

cabeza del espermatozoide (limitada por la membrana 

acrosomal interna) es incorporada por extensiones de 

citoplasma cortical del ovocito en un proceso parecido a la 

fagocitosis (Talbot y Chacón, 1982). Simultáneamente, los 

gránulos corticales liberan su contenido en el citoplasma 

del ovocito (factores citoplasmáticos) e inducen cambios en 

la membrana nuclear del espermatozoide provocando una 

desestabilización y vesiculación de la membrana, eventos que 

preceden a la descondensación de la cromatina (Sathananthan, 

1986b). 

La habilidad de Los ovocitos de mamífero para 

descondensar un núcleo espermático y transformarlo en 

pronúcleo depende en parte de su etapa de desarrollo 

(Sathananthan y Trounson, 1985). Durante el proceso de 
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descondensación las protaminas nucleares del espermatozoide 

son reemplazadas por las histonas (Rodman y col., 1981) y 

en condiciones in vitre está asociada a la acción de agentes 

reductores disulfuro o con agentes reductores en combinación 

con detergentes, proteasas y sales (Zirkin, 1985). Sin 

embargo, la reducción de uniones disulfuro nucleares no es 

suficiente para estimular la descondensación nuclear, lo que 

indica que la descondensación inducida por el rompimiento l.!! 
~ de uniones sulfhidrilo involucra una degradación 

enz~mática de proteínas nucleares o bien mecanismos no 

enzimáticos dependientes aparentemente de 

eléctricos de la membrana nuclear (Tesarik, 1986). 

cambios 

Se ha demostrado que la descondensación nuclear del 

espermatozoide in vitre en presencia de detergentes neutros 

o bajas concentraciones de sales se inicia en la región 

postacrosomal, como sucede durante la fertilización in vivo, 

a través de un proceso enzimático que involucra la 

degradación de proteínas nucleares en el espermatozoide. 

Se ha sugerido que la actividad proteolitica que 

participa en la descondensación, es producida a partir de la 

cromatina in si tu, en el a e ros orna o la fuente de la 

actividad reductora de puentes disulfuro, depende de 

factores citoplasmáticos del ovocito (Zirkin, 1985). 
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I.5 Infertilidad Masculina 

La fertilidad masculina depende de la calidad del semen 

eyaculado, por lo que la evaluación de este potencial se ha 

basado tradicionalmente en el análisis convencional del 

semen, el cual proporciona información acerca de la 

apariencid física y valumen de la muestra, así como la 

concentración espermática, movilidad, morfología y otras 

características seminales. Se han establecido criterios 

estandarizados para definir las características de una 

muestra de semen normal (WHO, 1987). Sin embargo, los 

resultados de estos análisis tienen una baja correlación con 

la capacidad funcional de una muestra dada para fertilizar 

el ovocito humano in vivo o in vitre, excepto en individuos 

que presentan azoospermia o necrozoospermia (Aitken, 19S5b). 

La concentración espermática en el eyaculado fue el 

primer parámetro utilizado en la valoración clínica como 

indicador de la fertilidad masculina. Se ha reportado que 

aproximadamente el 40% de los pacientes infértiles presentan 

una concentración espermática menor de 10-20 x 106/ml 

(Zukerman y col., 1977). Sin embargo, en aproximadamente el 

10% de hombres con fertilidad comprobada la concentración 

espermática se encuentra en rangos menores de 10 x 106/ml, 

(Davis, 1976); en contraste, concentraciones espermáticas 

mayores a 100 x 106/ml se presentan en cerca del 25% de la 

población de pacientes infértiles (Smith, 1977). 

Por otra parte, se ha identificado a la oligozoospermia 

como un estado patológico en el cual el número de 

espermatozoides/mi de semen es menor a 20 millones (WHO, 

1987). La etiología de esta entidad nosológica es diversa y 

en la mayoría de los casos no es posible establecer un 
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diagnóstico específico, por lo que se considera como 

idiopática (Comhaire y col., 1987). 

Por otro lado, la movilidad espermática es una 

característica del semen que tiene una importancia crítica 

en la definición de la fertilidad, debido a que la 

propagación de la onda flagelar del espermatozoide es una 

expresión fundamental de la vitalidad de la célula. El 

espermatozoide utiliza su movimiento flagelar durante el 

proc.eso de transporte a través del tracto genital femenino 

(Mortimer y Temple ton, 1982), particularmente a nivel del 

endocérvix (Aitken, 1982), hacia el sitio de la fertiliza­

ción y en la penetración de las capas circundantes del 

ovocito (Bedford, 1983). 

Se ha establecido que la astenozoospermia es un estado 

patológico cuya incidencia es aproximadamente del 12% en la 

población infértil (Comhaire y col., 1987). Esta entidad 

nosológica está caracterizada por la presencia de una 

movilidad menor al 40% en el eyaculado (WHO, 1987). La 

etiología de esta disfunción. en la movilidad espermática se 

debe a defectos ultraestructurales del flagelo, alteraciones 

bioquímicas, factores inmunológicos e infecciosos 

(Steinberger, 1978). 

Además del número de espermatozoides y de la proporción 

de células con movilidad unidireccional, las alteraciones en 

la morfología de los espermatozoides también se han 

relacionado con el potencial de fertilidad en el varón, 

debido a que estas alteraciones están asociadas con 

anormalidades en la función reproductiva ( Ruscll y Rogers, 

1987). En el eyaculado de pacientes infértiles existe una 

proporción elevada de formas anormales, que a menudo van 
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asociadas a una gran cantidad de células germinales 

exfoliadas, células del tracto genital y detritus celulares. 

ha reportado que cerca del 6% de la Se 

infértil presenta teratozoospermia, un estado 

población 

patológico 

30-40% de 

eyaculado 

caracterizado por la presencia 

espermatozoides con morfología 

(Kruger, 1988). Ademis una baja 

de menos 

normal en 

de 

el 

proporción de células con 

morfolugía normal se encuentra asociada aproximadamente con 

el 50% de los diferentes estados etiológicos de infertilidad 

(Comhaire, 1987). 

Por tal motivo, debido a la heterogeneidad morfológica 

y funcional que presenta el semen humano, aún es difícil 

definir y establecer los parámetros de normalidad del gameto 

masculino. 

La evaluación del semen por los métodos clínicos 

tradicionales proporciona una descripción cualitativa y 

subjetiva del potencial de fertilidad masculina. Como una 

alternativa a la valoración de la capacidad funcional del 

gameto masculino para fertilizar al ovocito homólogo, 

recientemente se han introducido varios ensayos con el 

propósito de evaluar la función espermática de una manera 

más objetiva y cuantitativa (Blasco, 1984). 

En 1976, Yanagimachi introdujo un bioensayo que ha sido 

ampliamente utilizado para valorar la funcionalidad del 

espermatozoide humano, estableciendo que el ovocito de 

hamster (Mesocricetus auratus) cuando se libera de la zona 

pelucida es capaz de incorporar espermatozoides heterólogos 

incluyendo el del humano. La utilidad de este bioensayo 

depende del hecho que sólo los espermatozoides con reacción 



acrosomal pueden 

plasmática del 

consecuencia de 

LO. 

fijarse y fusionarse con la membrana 

ovocito durante la penetración, como 

una falta de especificidad de especie a 

nivel de la membrana plasmática del ovocito de hamster 

(Yanagimachi, 1976). 

Esta prueba evalúa solamente ciertas funciones 

espermáticas como son: La habilidad del espermatozoide para 

realizar capacitación-reacción acrosomal, la fusión y la 

formación del pronúcleo masculino (y posiblemente su 

participación en la primera división celular). 

Varios investigadores han aplicado el bioensayo del 

ovocito de hamster en el diagnóstico de infertilidad 

masculina ( Yanag imachi, 1984); sin embargo, los protocolos 

experimentales asociados con la aplicación diagnóstica del 

bioensayo no están estandarizados a pesar del esfuerzo de 

varios investigadores (WHO, 1986). No obstante, los datos de 

diferentes laboratorios pueden ser comparados si se manejan 

los resultados en porcentajes de penetración. De estas 

investigaciones se establece: 1) que los espermatozoides de 

hombres con fertilidad comprobada penetran más del 10-

15\ de los ovocitos y 2) los espermatozoides de hombres 

clínicamente infértiles penetran con porcentajes 

significativamente más bajos del 10% (Yanagimachi, 1984). Es 

claro que aunque los espermatozoides de hombres fértiles son 

capaces de penetrar los ovocitos de hamster, su habilidad 

varía grandemente de un individuo a otro (Yanagimachi, 

1984). 

Por otra parte, esta prueba no puede evaluar otras 

tales como: la funciones 

penetración 

espermáticas 

en el moco 

importantes 

cervical, la sobrevivencia en el 
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ascenso en el tracto genital femenino y la penetración de 

las capas circundantes del ovocito, esenciales para la 

fertilización in vitro. Basados en ésto, varios investigado­

res han tratado de desarrollar métodos que pueden analizar 

las características del movimiento y el estatus metabólico 

de la célula espermática de manera más precisa. 

Se han desarrollado diferentes técnicas para el 

análisis automatizado de la movilidad espermática, que van 

desde el uso de videocámaras hasta la aplicación de 

programas de computación que permiten evaluar imágenes 

directas obtenidas del microscopio ( Knuth, 1987), lo cual 

además de complicado es costoso. 

Un método preciso y menos complicado es el método 

fotográfico de exposición múltiple desarrollado por Makler 

(1978), el cual incluye el uso de un microscopio de 

contraste de fases convencional con una cámara fotográfica 

adaptada, en el que se coloca un estroboscopio con 6 o más 

ranuras entre la fuente de luz y el condensador. De esta 

manera las impresiones fotográficas registran la posición 

secuencial del espermatozoide durante su movimiento, la 

presencia 

movilidad, 

de espermatozoides 

así como una 

con diferentes tipos de 

clara distinción entre 

espermatozoides móviles (secuencia de imágenes) e inmóviles 

(sobre exposición luminosa). El tiempo de exposición para 

las impresiones fotográficas es de un segundo, de tal manera 

que es posible evaluar no sólo la distancia recorrida sino 

también la velocidad de los espermatozoides (u/s). 

Para valorar la capacitación in vitro de la población 

espermática se ha utilizado la evaluación cuantitativa de la 

reacción acrosomal. En el espermatozoide humano el acrosoma 
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es una estructura difícil de visualizar directamente; sin 

embargo, existen técnicas de tinción específicas para este 

propósito por ejemplo, Talbot y Chacón (1981) introdujeron 

un método de triple tinción para la evaluación de la 

reacción acrosomal normal, La ventaja principal de esta 

técnica es que diferencia entre reacciones acrosomales 

fisiológicas y reacciones anormales asociadas con 

espermatozoides en degeneración o muertos. 

Actualmente se ha introducido también el uso de 

anticuerpos monoclonales como marcadores de la capacitación 

y/o reacción acrosomal de los espermatozoides humanos, de 

tal manera que el empleo de esta metodología no sólo 

proporciona un método para detectar la reacción acrosomal, 

sino también para la cuantificación específica de los 

cambios en la superficie espermática (Wolf y col., 1985). 

Otros bioensayos utilizados para la evaluación de la 

funcionalidad del gameto masculino incluyen la penetración 

espermática in vivo del moco cervical (prueba postcoital o 

Sims-Huhner); la prueba in vitre de la penetración en tubo 

capilar (con moco cervical bovino o humano de la mitad del 

ciclo menstrual), evaluando de esta manera la capacidad de 

los espermatozoides para atravesar el moco cervical ( WHO, 

1987). La unión del espermatozoide humano a la zona pelucida 

es un evento crítico en la interacción de gametas ¡ 

diferentes bioensayos han sido empleados para la evaluación 

de la unión y la penetración de la zona pelucida, como son 

los sistemas de interacción de espermatozoides con ovocitos 

humanos colectados de cadáveres o de ovarios removidos 

quirúrgicamente por razones ginecológicas y recientemente el 

empleo de hemizonas pelucidas obtenidas de ovocitos no 

fertilizados en los programas de fertilización in vitre, que 
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nos permiten valorar cuantitativamente el potencial de 

penetración en la zona pelucida, teniendo un mejor control 

de la variabilidad entre los fragmentos de las zonas 

pelucidas utilizadas (Burkman y col., 1988). 

Los aspectos antes señalados, indican que la 

investigación de los procesos relacionados con la 

propagación de la onda flagelar del espermatozoide, con la 

capacitación-reacción acrosomal, la capacidad funcional del 

gameto masculino para fertilizar al ovocito, asi como el 

estudio de las alteraciones en la función espermática de 

individuos con problemas de infertilidad, permite 

caracterizar 

involucrados 

los diferentes mecanismos de control 

en la interacción espermatozoide-ovocito 

durante la fertilización y plantear perspectivas, no sólo 

para conocer la naturaleza precisa de la etiología que 

contribuye a la pérdida del potencial fertilizante del 

gameto masculino en los diferentes casos de infertilidad 

humana y adoptar la terapia adecuada, sino también para 

regular la fertilidad masculina a través de interferir 

específicamente en los mecanismos bioquímicos responsables 

de la función del espermatozoide en este proceso. 

Por lo 

comparativamente 

antes expresado, decidimos estudiar 

la integridad estructural y funcional de 

los espermatozoides de individuos oligoastenoteratozoospér­

micos infértiles de etiologla idiopática y la de los 

espermatozoides de individuos euspérmicos fértiles, con la 

finalidad de establecer las diferencia:; en la movilidad, 

capacitación-reacción acrosomal y la capacidad fertilizante 

del gameto masculino, mediante la valoración de las 

caracterlsticas de la movilidad espermática ut.ilizando la 

técnica fotográfica de exposición múltiple (Makler, 1978); 
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la evaluación de 

espermatozoides a 

técnica de triple 

la capacidad de respuesta de los 

la capacitación in vi tro empleando la 

tinción para identificar la reacción 

acrosomal 

capacidad 

utilizando 

(Talbot y Chacón, 

fertilizante de 

el bioensayo de 

1981) y la valoración de la 

los espermatozoides humanos 

interacción con ovocitos de 

hamster libres de la zona pelucida (Yanagimachi, 1976). 



II. H I P O T E S I S 

Con la premisa de que la fertilidad 

e infertilidad en el varón dependen de 

la integridad estructural y funcional 

del gameto masculino y de su capacidad 

para interactuar con el ovocito homólogo 

tanto in vivo como in vitre, se propone 

que la disminución en la capacidad 

fertilizante de los espermatozoides 

eyaculados de individuos oligoastenoter,!!_ 

tozoospérmicos 

idiopática, 

infértiles de etiología 

está asociada con 

alteraciones en la estructura y la 

función de estas células. 

25. 
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III. OBJETIVOS 

Determinar las características estructurales y 

funcionales de los espermatozoides de individuos euspérmicos 

fértiles e individuos oligoastenoteratozoospérmicos infér­

tiles de etiología idiopática mediante: 

1) La valoración de los' parámetros convencionales en 

muestras de semen. 

2) La determinación cuantitativa de las características 

de la movilidad espermática. 

3) El análisis de la capacidad de respuesta de los 

espermatozoides a la inducción de1l proceso de 

capacitación-reacción acrosomal in vitro. 

4) La valoración de la capacidad fertilizante del gameto 

masculino de los individuos de ambos grupos de 

estudio, mediante el análisis de la penetración de los 

espermatozoides en sistemas de interacción in vitre 

con ovocitos de hamster libres de la zona pelucida. 
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IV. M A T E R I A L Y M E T O O O S 

IV.l Material biológico: 

El estudio se desarrolló en base a la valoración 

cuantitativa y funcional de muestras de semen de 21 

individuos que asistieron a la consulta de Andrología en el 

Hospital de Ginecología y Obstetricia No. "Dr. Luis 

Castelazo Ayala", Instituto Mexicano del Seguro Social o a 

la consulta de Planificación Familiar del Hospital General 

de zona No. 8 y que fueron clasificados en base a su 

historia clínica, examen físico (incluyendo volumen 

testicular) y el análisis de 2 o más muestras de semen, en 

dos grupos: 

·Grupo A: 

Grupo B: 

11 individuos sanos, euspérmicos y fértiles. 

10 pacientes infértiles con un diagnóstico de 

oligoastenoteratozoospermia 

idiopática (WHO, 1987). 

de etiología 

Los criterios utilizados en el diagnóstico de los 

pacientes oligoastenoteratozoospérmicos fueron: la 

presencia de menos de 20 x 10 6 espermatozoides/ml de semen, 

menos del 50% de espermatozoides con movilidad progresiva y 

menos del 40% de espermatozoides con morfología normal en 

el eyaculado; un registro de infertilidad de por lo menos 

un año antes del inicio del estudio; sus compañeras no 

presentaban signos de endometriosis, patología tubal, sin 

historia de infección pélvica y tenían ciclos menstruales 

regulares y/u ovulación normal. 

IV.2 Donación de muestras: 

Ambos grupos de pacientes participaron voluntariamen-
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te después de 

estudio: cada 

de meses, 

proporcionar les un detallado informe del 

individuo donó 4 ~ l muestras en un período 

cada muestra fue obtenida por masturbación 

después de 3 días de abstinencia sexual y el eyaculado fue 

depositado dentro de recipientes de plástico, estériles, de 

boca ancha. 

Las 

ambiente 

muestras 

con la 

se dejaron 

finalidad 

30 minutos a temperatura 

de que completaran su 

lic4efacción y fueron analizadas en un intervalo no mayor 

de 2 horas después de su producción. 

IV.3 Desarrollo experimental: 

La primera fase en la valoración de cada una de las 

muestras biológicas involucró el análisis convencional de 

los parámetros de calidad del semen humano (espermatobios­

copía), utilizando los criterios propuestos por la Organi­

zación Mundial de la Salud para el examen del semen humano, 

describiendo la apariencia física y volumen de la muestra, 

así como el número, morfología y movilidad espermática 

(OMS, 1987). 

Evaluación de la espermatobioscopía y movilidad 

objetiva. 

a)~: 

El volumen total del eyaculado de cada una de 

las muestras de semen fue medido inmediatamente después de 

completarse la licuefacción, en tubos graduados de centrí­

fuga. 
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b) Viabilidad: 

Para la evaluación de la viabilidad se utilizó 

la técnica de exclusión de colorantes vitales. 

Con una micropipeta se colocó una alícuota de 500 ul 

de la suspensión de semen en un tubo de vidrio (13 x 100), 

al cual se le adicionaron 500 ul de solución de azul de 

tripano al 2% en solución amortiguadora de Biggers, Whitten 

y Whittingham (1971) con albúmina y libre de calcio a un pH 

de 7.4 (BWW). Esta suspensión fue incubada durante 15 

minutos a 37<> e; al término de este período de incubación 

se transfirió una alícuota de 5 ul a un sistema porta­

cubre-objetos y se evaluó el porcentaje de células viables 

en un microscopio de contraste de fases (Carl zeiss) 

c} Densidad espermática: 

La concentración de espermatozoides por 

mililitro de eyaculado fue determinada mediante el uso de 

un hematocitómetro. Con una pipeta serológica se realizó 

una dilución 1: 20 de la suspensión de semen, tomando una 

alícuota de 50 ul de semen y aforando con 950 ul de 

solución para contar (formol 1% en citrato de sodio 2.9%); 

la muestra diluida fue mezclada con un agitador de pipetas 

durante 135 segundos ( 4 5 seg x 3 veces} y una gota fue 

transferida a una cámara de Neubauer. La cámara de Neubauer 

se colocó en un sistema húmedo durante minutos 

permitiendo la sedimentación de las células y se determinó 

la concentración de espermatozoides en un microscopio de 

contraste de fases con el objetivo 40 X. 
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d) Determinación objetiva de las características de 

movilidad espermática: 

Las características del movimiento de los espermato­

zoides de cada una de las muestras biológicas, fueron 

determinadas inmediatamente después de ocurrida la 

licuefacción mediante la técnica fotográfica de exposición 

múltiple propuesta por Makler (1978). 

Alícuotas de 5 ul de semen sin diluir se colocaron en 

un sistema porta-cubreobjetos previamente equilibrado a una 

temperatura de 2oa C¡ este sistema se colucó en un 

microscopio de contraste de fases equipado con una cámara 

fotográfica (Carl Zeiss) y se observaron varios campos al 

azar. 

Se obtuvieron 5 impresiones fotográficas en sucesión 

por cada muestra, o su equivalente para contar un mínimo de 

400 células, utilizando una película blanco y negro Kodak 

Plus-X que se expuso durante un segundo a 6 pulsos de luz 

que partieron de un estroboscopio de 6 ranuras colocado 

entre la fuente de luz y el condensador del microscopio. 

En las impresiones 

diferentes parámetros de 

fotográficas se analizaron 

movilidad de cada una de 

los 

las 

muestras biológicas: número y porcentaje de espermatozoides 

con o sin movilidad flagelar; longitud y patrón de 

desplazamiento de cada espermatozoide; la velocidad promedio 

de los espermatozoides, calculada a partir de la suma 

total de la distancia recorrida por la población espermática 

móvil entre el número de espermatozoides móvi­

les: V = T/N x S/(P-1) donde ii = velocidad promedio en 

u/seg; T distancia total de la población espermática 

móvil calculada en micras mediante el factor de amplifica-
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ción; N número de espermatozoides móviles; S = número de 

ranuras en el estroboscopio o frecuencia de pulsos de luz 

por segundo y P = número de imágenes observadas en cada 

trayectoria de los espermatozoides; distribución de 

velocidades e índice de movilidad calculado a partir de la 

distancia efectiva recorrida por toda la población móvil 

espermática (Micras=u) dividida entre la velocidad 

espermática promedio expresada en u/s (Makler, 1978), 

e) Determinación de la morfología espermática y de 

la presencia de células inmaduras en el eyaculado 

Para el análisis de la morfología y presencia de 

células inmaduras se utilizó la tinción de Papanicolaou, que 

distingue claramente los componentes celulares basófilos y 

acidófilos. 

De cada una de las muestras de semen de los grupos en 

estudio se tomó una alícuota de 10 ul y se realizó un frotis 

en un portaobjeto; las preparaciones se dejaron secar al 

aire y se fijaron en una solución de alcohol etílico (95%) y 

éter etílico en partes iguales, durante 15 minutos por lo 

menos, tiñiéndose posteriormente de acuerdo con el 

procedimiento propuesto por la Organización Mundial de la 

Salud ( 1987). 

Los frotis fueron colocados en una caja de Coplin y 

fueron teñidos según el siguiente esquema: 

l) Etanol al 80% durante 10 segundos. 

2) Etanol al 70% durante 10 segundos. 

3) Etanol al 50% durante 10 segundos. 
4) Agua destilada durante 10 segundos. 
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5) Hematoxilina de Harria durante 3 minutos. 

6) Agua corriente durante 5 minutos. 

7) Etanol-ácido durante 2 segundos. 

8) Agua corriente durante 5 minutos. 

9) Solución de Scott durante 4 minutos. 

10) Agua destilada durante un segundo. 

11) Etanol al 50%, 70%, 80%, 95% durante 10 segundos cada 

uno. 

12) Anaranjado G-6 durante 2 minutos. 

13) Etanol al 95% durante 10 segundos (dos veces). 

14) Colorante EA-50 durante 5 minutos. 

15) Etanol al 95% durante 5 segundos 13 veces). 

16) Etanol al 99% durante 2 minutos. 

17) Xilol (durante 3 minutos). 

Una vez teñidos, los frotis fueron analizados en un 

microscopio de contraste de fases con el objetivo de 100 X; 

las siguientes categorías morfológicas fueron evaluadas 

según los criterios de la OMS (1987); espermatozoides 

normales, cabeza oval grande, cabeza oval pequeña, cabeza de 

alfiler, cabeza alargada, cabeza piriforme, cabeza 

duplicada, cabeza amorfa, cabeza redonda, presencia de gota 

citoplasmática en cabeza y cuello, defecto en la pieza media 

y defecto flagelar. Se evaluaron cuando menos 400 células 

por frotis. 

En estas mismas preparaciones se analizó la presencia 

de células inmaduras: espermatogonías, espermatocitos 

primarios, espermatocitos secundarios, espermátides Sab, 

espermátides Sed, espermatozoides maduros e inmaduros. Se 

evaluaron cuando menos 400 células por frotis. 
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Capacitación-Reacción acrosomal 

La segunda fase de la valoración de las muestras de 

semen fue la capacitación, evaluada por la habilidad del 

espermatozoide para completar la reacción acrosomal, lo que 

refleja el estado metabólico y fisiológico de los 

espermatozoides. Una vez completada la licuefacción y 

valorada la espermatobioscopía, el material biológico se 

diluyó 1:3 (V/V) con solución amortiguadora BWW con albúmina 

al 3%; las muestras diluidas se centrifugaron dos veces a 

1000 rpm durante 10 minutos en una centrífuga clínica a 

temperatura ambiente, con el objeto de concentrar las 

células y eliminar el plasma seminal. El precipitado fue 

resuspendido con un mililitro de BWW con albúmina al 3.5% y 

se determinó la concentración espermática con una cámara de 

Neubauer, ajustándose por dilución, en caso necesario, a 10 8 

espermatozoides/rol. 

De esta suspensión de espermatozoides se tomaron 

alícuotas de 100 ul (10 x 10 6 espermatozoides) que se 

colocaron en tubos de poliestireno (13 x 100). El volumen 

final de cada tubo se ajustó a un mililitro con BWW, previa 

adición de cac1 2 , 2. 5 mM concentración final, y se incubó 

durante 22 horas a 37g e, bajo una atmósfera de 5% de co2 en 

aire, con una inclinación de los tubos de aproximadamente 
45g, 

La reacción acrosomal inducida se analizó empleando la 

técnica histoquímica de triple tinción, propuesta por Talbot 

y Chacón (1981): 

A cada tubo de los sistemas de capacitación se añadió 

1:1 (V/V) solución de azul de tripano al 2% en BWW y se 
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incubó a una temperatura de J7o e durante 15 minutos. 

Previa evaluación de la viabilidad al microscopio, la 

suspensión de espermatozoides se concentró centrifugando a 

1000 rpm durante 10 segundos en una centrífuga clínica, a 

temperatura ambiente y se descartó el sobrenadante. El 

precipitado de espermatozoides se lavó dos veces con l ml de 

solución BWW sin albúmina y sin calcio, centrifugando a 1000 

rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

El precipitado se resuspendió en 500 ul de una 

solución de glutaraldehído al 2% en amortiguador de 

cacodilatos 5 mM, pH 7. 4 y se incubó durante JO minutos a 

temperatura ambiente. Esta solución se descartó por 

centrifugación a 1000 rpm durante 10 minutos y el 

precipitado se lavó dos veces con amortiguador de 

cacodilatos 5 mM, pH 7.4 en una relación 1:05 (V/V). 

La suspensión de cilulas fijadas fue resuspendida en 

agua destilada, se lavó dos veces por centrifugación y se 

dejó un volumen final de 50 ul, procediéndose a la 

realizaci6n de frotis por duplicado, los cualea se secaron 

al aire. 

Los frotis secos fueron colocados en una caja de 

Coplin y fueron teñidos de la siguiente manera: 

1) Solución de café de Bismarck al 0.8% durante 

minutos a 40o c. 

2) Agua bidestilada hasta quitar el exceso de colorante. 

J) Solución de rosa de Bengala 0.8%, 40 minutos a 240 c. 

4) Agua bidestilada hasta quitar el exceso de colorante. 

5) Etanol al 70% durante l minuto. 
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6) Etanol al 80% durante 1 minuto. 

7) Etanol al 90% durante 2 minutos. 

8) Etanol al 95% durante 2 minutos. 

9) Etanol al 99% durante minutos. 

10) Xilol durante 2 minutos. 

Los frotis teñidos fueron montados con resina y 

posteriormente fueron evaluados 800 células por frotis de 

cada muestra biológica, con un microscopio de contraste de 

fases utilizando el objetivo de 100 X. 

Fertilización heteróloga 

La última fase en la valoración de las muestras 

biológicas fue la evaluación de la capacidad fertilizante de 

los espermatozoides con el bioensayo de ovocitos de hamster 

libres de la zona pelucida, el cual analiza la habilidad de 

estas células para penetrar y descondensarse en el 

citoplasma de los ovocitos. 

El bioensayo se desarrolla en cuatro etapas: 

a) Estimulación de ovulación, recolección y preparación 

de ovocitos de hamster. 

b) Capacitación in vitro de los espermatozoides humanos. 

e) Interacción de gametos. 

d) Evaluación de la penetración a través del análisis 

microscópico de la presencia de cromatina sexual. 

a) Estimulación de ovulación, recolección y preparación 

de ovocitos. 

Se utilizaron hembras hamster (Mesocricetus auratus) 

prepúberes inmaduras, de a 12 semanas de edad, 
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mantenidas bajo un fotoperíodo 12:12. 

A animales seleccionadas al azar se les indujo madura­

ción folicular y superovulación mediante la inyección 

intraperitoneal de 30 Ul/animal de Gonadotrofina de 

yegua preñada (PMSG, Sigma), seguida por la inyección 

de 30 Ul/animal de Gonadotrofina coriónica humana 

(HCG,Sigma) 55-57 horas después de la primera dosis. 

Para la recolección de los ovocitos, los animales 

fueron sacrificados por dislocación cervical 

después de 15-17 horas de la administración de HCG. 

Los animales fueron fijados en una tabla de cirugía, y 

la pared abdominal de los mismos fue lavada con etanol 

al 95% y rasurada, realizándose laparotomía con la 

finalidad de exponer el aparato reproductor. Los ovi­

ductos fueron separados y colocados en una caja de 

Petri de plástico estéril con solución salina f isioló­

gica, a una temperatura de 220 e, con la finalidad de 

eliminar la contaminación con grasa y sangre. 

Se transfirieron los oviductos a un vidrio de reloj 

que contenía solución BWW y aceite de silicón a 

temperatura de 37<> e, bajo estrictas condiciones de 

esterilidad. 

Con la ayuda de un microscopio estereoscópico se 

liberó de los oviductos la masa del cúmulus oophorus 

conteniendo a los ovocitos, mediante la punción en la 

región ampular con una aguja del número 27. 

Las masas del cúmulus se transfirieron a un sistema de 

incubación conteniendo 100 ul de BWW con albúmina al 
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3%, con una cubierta de aceite de silicón equilibrado 

a una temperatura de 37<> c. 

se adicionaron 10 ul de una solución de hialuronidasa 

al 1% y se incubó este sistema a. 36<> e durante 10 

minutos, con el objeto de remover las células del 

cúmulus. 

Los ovocitos, una vez liberados de las células del 

cúmulus, se transfirieron secuencialmente a tres 

sistemas con 100 ul de solución BWW con albúmina al 

3%, equilibrados a 37" e, con el objeto de lavar y 

eliminar la hialuronidasa utilizada. 

Los ovocitos dispersados se colocaron en un sistema de 

incubación conteniendo 100 ul de BWW sin albúmina, con 

cubierta de silicón. Este sistema se incubó en presen­

cia de 10 ul de tripsina pancreática bovina al 1% 

durante l minuto, para remover la zona pelucida de los 

ovocitos. 

Una vez que los ovoci tos se encontraron libres de la 

zona pelucida, se transfirieron a tres sistemas 

secuenciales con 100 ul de solución BWW, con el fin de 
lavar cuidadosamente estas células antes de colocarlas 
en los sistemas de incubación para su posterior 
inseminación. 

b) Capacitación in vitro de espermatozoides humanos. 

La capacitación in vitre de las células espermáticas 

se realizó como se describió anteriormente en la valoración 

de la capacitación-reacción acrosomal. 
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c) Interacción de Gametas 

En cajas de Petri estériles se colocaron alícuotas de 

100 ul de BWW, por separado, que se cubrieron con aceite de 

silicón; a cada sistema se adicionaron :!:. 30 ovocitos de 

hamster libres de la zona pelucida, obtenidos como se 

describió en la etapa A. 

La inseminación fue iniciada por la adición a cada 

sistema de alícuotas de l x 106 espermatozoides móviles 

capacitados y se incubó durante 3 horas a 3711 e, bajo una 

atmóstera de 5% de co2 en aire; este sistema de interacción 

fue realizado por duplicado para cada muestra, incubando 

simultáneamente por separado espermatozoides de individuos 

fértiles e infértiles. 

La reacción de inseminación se finalizó con la 

remoción de los ovocitos de cada sistema, los cuales se 

lavaron transfiriéndolos a sistemas secuenciales de BWW, con 

el objeto de eliminar los espermatozoides adheridos 

débilmente a la superficie de la membrana plasmática del 

ovocito. 

d) Evaluación de la penetración a través del análisis 

microscópico de la presencia de cromatina sexual 

Al completar el lavado, los óvulos se concentraron y 

se transfirieron en un volumen de aproximadamente 10 ul a un 

portaobjetos, el cual se cubrió con un cubreobjetos en el 

que previamente se colocó en cada esquina una pequeña 

cantidad de una mezcla de vaselina: parafina (20:1). 

El cubreobjetos se colocó sobre el centro de la 
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al icuota que contenía los óvulos y se oprimió sobre los 

puntos de soporte de vaselina: parafina hasta que los óvulos 

se comprimieron lo suficiente para poder observar las 

cabezas de los espermatozoides que penetraron, 

inmediatamente después se añadió una gota de glutaraldehído 

al 2% en el extremo del cubreobjetos y la preparación se 

transfirió a una caja de Coplan que contenía formalina al 

10%, durante 10 minutos. Las preparaciones se enjuagaron con 

agua destilada y se colocaron en una caja de Coplan que 

contenía etanol al 95i durante 5 minutos. Posteriormente 

éstas fueron teñidas con una solución de Lacmoid 0.25% en 

ácido acético al 45%. 

Las preparaciones se observaron en un microscopio de 

contraste de fases y el porcentaje de penetración fue 

determinado con el objetivo de 100 X. 

Los óvulos su consideraron penetrados cuando se 

observaron las cabezas de los espermatozoides hinchadas, 

independientemente de la presencia de los flagelos 

correspondientes dentro del ovoplasma o bien la presencia de 

pronúcleos. 

Los resultados se reportaron como porcentajes de 

penetración e índices de penetración y se corroboró con el 

análisis estadístico de Poisson (Aitken, 1984 l. 

IV.4 Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los resultados 

experimentales del grupo fértil e infértil fueron analizados 

por las pruebas paramétricas t de Student y prueba de ajuste 
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de x 2 , así como las pruebas no paramétricas de Mann Whitney 

y el coeficiente de correlación de intervalos de Spearman. 

IV. 5 Reactivos 

Los reactivos que se utilizaron en este estudio fueron 

grado químicamente puro y se obtuvieron de las siguientes 

casas comerciales: Sigma Chemical Co., st. Louis; Merck, 

oarmstadt. 
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V. R E 5 U L T A DO 5 

V.l Análisis de los parámetros de calidad del semen 

Los resultados obtenidos del análisis del semen 

permitieron determinar que entre el grupo de individuos 

euspérmicos fértiles y oligoastenoteratozoospérmicos 

infértiles de etiología idiopática, existen diferencias 

significativas en la mayoría de los parámetros analizados 

( P<O. 0001), con excepción de la licuefacción y número de 

leucocitos por campo de observación. Los datos de los 

diferentes parámetros andrológicos evaluados se muestran en 

el cuadro 1 y representan el promedio :!:. la desviación 

estándar de cada grupo de estudio. 

V.2 Determinación objetiva de las características de 

movilidad espermática 

El análisis de la movilidad espermática evaluada 

mediante la técnica fotográfica de exposición múltiple 

(Makler, 1978) en individuos euspérmicos y oligoastenotera­

tozoospérmicos, demostró en el grupo de pacientes infértiles 

una disminución significativa en la proporción de 

espermatozoides móviles (P<0.0001), en la velocidad promedio 

(P<0.0001) y en el índice de movilidad (P<0.0001), al 

comparar los resultados observados con el grupo de 

individuos euspérmicos fértiles (Cuadro II), de tal manera 

que no sólo la población de espermatozoides móviles es 

significativamente menor en los individuos oligoastenoterat~ 

zoospérmicos, sino que existen también alteraciones 

significativas en las características de la movilidad, 

expresadas como velocidad promedio e índice de movilidad. 
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La frecuencia y distribución de las velocidades de los 

espermatozoides del grupo de oligoastenoteratozoospérmicos y 

de euspérmicos fértiles se compararon en la figura l. E:n 

ambos grupos los espermatozoides móviles se desplazaron con 

velocidades que se encuentran en el intervalo de 0-80 

micras/segundo. El análisis estadístico demostró que la 

distribución de estas dos poblaciones fue diferente 

(P<0.0001). En el intervalo de 10-30 micras/segundo existe 

una proporción significativamente mayor de espermatozoides 

de individuos infértiles (P<0.005), en tanto que en el 

intervalo de 30-60 micras/segundo la mayor población de 

espermatozoides con estas velocidades corresponde a 

individuos euspérmicos (P<0.001). 

La evaluación objetiva de la movilidad espermática, 

nos permitió determinar además los patrones de movilidad 

presentes en los espermatozoides de los individuos de ambos 

grupos de estudio. 

. 
En la discreta proporción de espermatozoides móviles 

presente en los individuos oligoastenoteratozoospérmicos no 

se observaron diferencias significativas en la proporción de 

los diferentes patrones de movilidad al compararlos con los 

patrones de movilidad determinados en los espermatozoides de 

individuos euspérmicos (Cuadro III). 

V.3 Determinación de la morfología espermática y presencia 

de células germinales inmaduras 

Se analizaron comparativamente los espermatozoides de 

individuos euspérmicos fértiles y oligoastenoteratozoospér­

micos infértiles mediante la tinción de Papanicolaou (WHO, 

1987), con la finalidad de determinar las principales 

anormalidades morfológicas presentes en estas células. 
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La frecuencia y distribución de la proporción de 

espermatozoides con morfología normal en ambos grupos se 

observa en la figura 2. El análisis estadístico demostró 

que la distribución de estas dos poblaciones es diferente 

(P<0.005). La distribución del porcentaje de incidencia de 

espermatozoides normales 

inf értiles se encuentra 

en el eyaculado de 

entre los intervalos 

individuos 

1-40% ¡ el 

intervalor de mayor incidencia en estos individuos es de 10-

20% de normalidad. En contraste, la distribución de los 

porcentajes de incidencia de los espermatozoides normales 

en el eyaculado de individuos fértiles, se ubica entre los 

intervalos de 10-60%, teniendo su más amplia distribución 

en el intervalo de 20-40%, se puede observar también que no 

existe una diferencia significativa en el intervalo de 20-

30% de normalidad¡ en este intervalo se encuentra 

aproximadamente el 30% de la población de espermatozoides 

normales en ambos grupos de estudio. 

De acuerdo con nuestros datos, en el grupo de 

individuos euspérmicos fértiles la proporción de 

espermatozoides con morfología normal es significativamente 

mayor (P<0.0001), comparado con el grupo de pacientes 

infértiles. La incidencia de las principales anormalidades 

morfológicas en ambos grupos de estudio se presenta en el 

cuadro IV. En el grupo de pacientes oligoastenoteratozoospér 

micos se encontró una proporción significativamente mayor 

de espermatozoides con cabeza amorfa ( P<O. 005), cabeza de 

alfiler (P<0.01) y defecto flagelar (P<0.002) en 

comparación con lo observado en el grupo de individuos 

euspérmicos fértiles. En ambos grupos de estudio se puede 

observar que la principal incidencia de anormalidades 

corresponde a defectos en la cabeza del espermatozoide (44% 

en el grupo fértil y 48% en el grupo infértil, del total de 
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anormalidades), seguido de defectos en el flagelo, presencia 

de gota citoplasmática y en menor proporción defectos en 

pieza media. 

Por otra parte, se determinó que en el semen de los 

pacientes infértiles existe un decremento significativo en 

la proporción de espermatozoides morfológicamente maduros 

(P<0.0001) y por lo tanto un incremento en la proporción de 

células germinales inmaduras (P<0.0001) con respecto al 

grupo de individuos euspérmicos (Cuadros V y VI); ninguna 

diferencia significativa se observó al comparar la 

concentración de las diferentes categorías de células 

germinales en ambos grupos de estudio (Cuadro V). 

V.4 Evaluación de la capacitación-reacción acrosomal in 

~ 

La reacción acrosomal fue evaluada por la técnica de 

triple tinción: con este procedimiento la viabilidad de los 

espermatozoides fue diferenciada en primer lugar con azul de 

tri pano, el cual tiñó a los espermatozoides muertos, en 

tanto que las células vivas excluyeron a este colorante¡ las 

células fueron fijadas y posteriormente teñidas con café de 

Bismarck y rosa de Bengala; el café de Bismarck tiñó la 

región postacrosomal de café claro, lo cual permitió obtener 

un mejor contraste en esta región al impedir la tinción 

inespecífica de la misma con el rosa de Bengala, el cual 

tiñe de color rosa a la región acroso~al de espermatozoides 

con acrosoma intacto (Talbot y Chacón, 1981). 

Mediante esta técnica se observaron patrones de 

tinción: A) región postacrosomal azul con acrosoma rosa 

(espermatozoides muertos con acrosoma intacto); B) región 
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postacrosomal azul con región acrosomal sin tinción 

(espermatozoides muertos con ausencia de acrasoma 

indicativo de reacción acrosomal degenerativa l; C) región 

postacrosomal con tinción café claro y acrosoma rosa 

(espermatozoides vivos sin reacción acrosomal); D) región 

postacrosomal de color café con región acrosomal sin 

tinción (espermatozoides vivos con reacción acrosomal) 

(Figura 3). 

Esta tinción de los espermatozoides permitió determinar 

la existencia de un decremento significativo de la 

viabilidad de las células en los pacientes oligoastenotera­

tozoospérmicos ( P<O. 01), en comparación con el porcentaje 

de viabilidad espermática del grupo de individuos 

euspérmicos fértiles (Cuadro Vll), tanto antes como después 

de la inducción del proceso de capacitación-reacción 

acrosomal in vitre. 

Por otra parte, al 

porcentaje de incidencia de 

de individuos euspérmicos 

infértiles después de la 

comparar la evaluación del 

reacción acrosomal en el grupo 

con el grupo de pacientes 

inducción del proceso de 

capacitación in vitre (Cuadro Vlll), se demostró que existe 

un incremento significativamente mayor en el porcentaje de 

reacción acrosomal en los individuos euspérmicos (P<0.0001) 

que el determinado en pacientes oligoastenoteratozoospérrni­

cos. Sin embargo, los datos que representan el porcentaje 

de incidencia de reacción acrosomal en individuos 

euspérmicos fértiles, indican que solo una pequeña 

proporción de los espermatozoides eyaculados 

(aproximadamente el 10%) completan la reacción acrosomal 

después de su incubación en condiciones de capacitación in 

~-
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V.S Valoración de la capacidad fertilizante del gameto 

masculino mediante el bioensayo con ovacitos de hamster 

libres de la zona pelucida 

La evaluación de las propiedades funcionales de las 

espermatozoides capacitados in vitro mediante el bioensayo 

con ovacitos de hamster libres de la zona pelucida en ambas 

grupos de estudio, indica que existe una disminución 

sig~ificativa en el índice de penetración de las 

espermatozoides de individuas infértiles (P<0.001) en 

comparación con el grupo fértil. El promedio de 

espermatozoides que penetraron y des condensaron su 

cromatina/ovocito en los individuos euspérmicos fue de 1.53 

.:!:. 0.64, en contraste con el índice de penetración en 

individuos infértiles que fue de 0.11 .:!:. 0.1 (Cuadra IX). 

Los resultados indican que existen también diferencias 

significativas (P<0.001) entre ambos grupos de estudio en 

el porcentaje de penetración (Porcentaje de ovocitos 

penetrados por uno o más espermatozoides). El porcentaje 

promedio de penetración en individuos euspérmicas fue de 

73.88 .:!:. 13.41, con un intervalo de penetración 45-90i; en 

contraste, el porcentaje de penetración en individuos 

infértiles fue de 10.49 .:!:, B.30 con un intervalo de 

penetración de 0-26.6% (Cuadro IX), utilizando una 

concentración constante de espermatozoides inseminados (1 x 

io 6 células/mi). 

A partir de estas resultados se establece que los 

espermatozoides de los individuos del grupo de pacientes 

infértiles penetraron menos del 15% de los ovocitos can los 

que fueron inseminados (30 ovocitos/muestra), a diferencia 

de los individuos euspérmicos fértiles que presentaron 
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porcentajes de penetración mayores al 20%. (figura 4) 

El criterio de control de calidad adoptado en este 

estudio para determinar el grado de confiabilidad Y 

reproducibilidad fue el propuesto por Aitken (1984), quien 

determinó que la frecuencia y distribución del porcentaje de 

p"!netración de espermatozoides fértiles e infértiles sigue 

una distribución de tipo Po is son, calculada a partir del 

índice de penetración de estas células. 

El análisis estadístico no demostró alguna diferencia 

significativa entre la distribución del porcentaje de 

penetración experimental y la calculada en 'base al modelo de 

Poisson, señalando que los ovocitos utilizados en cada 

experimento 

penetración. 

presentaron las mismas condiciones de 

V. 6 correlación entre la capacidad fertilizante con los 

diferentes parámetros estructurales y funcionales del 

semen humano 

Se calcularon los coeficientes de correlación entre los 

datos obtenidos de la capacidad fertilizante de los 

espermatozoides de individuos oligoastenoteratozoospérmicos 

e individuos euspérmicos fértiles con los diferentes 

parámetros estructurales y funcionales examinados en este 

estudio. Los coeficientes de correlación de los principales 

parámetros estudiados se presentan en el Cuadro X. 

En el grupo de individuos fértiles ninguna correlación 

significativa fue observada con algún parámetro del análisis 

convencional del semen, con las características de movilidad 

espermática o con las diferentes categorías 
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morfológicas o de células germinales inmaduras, a 

diferencia de lns resultados del grupo de pacientes 

infértiles que exhibieron una correlación positiva r = 0.986 

( P<O. 005 J con la velocidad promedio de los espermatozoides 

y una correlación negativa con el porcentaje de 

anormalidades presentes en el eyaculado de estos individuos 

r =-0942 (P<0.005) . 

. El anllisis entre las principales categorías de formas 

anormales y células inmaduras no presentó alguna 

correlación significativa con la capacidad fertilizante de 

los espermatozoides del grupo infértil. Por otro lado, el 

grupo de individuos fértiles y pacientes infértiles 

presentaron una correlación positiva r = 0.834 (P<0.005) y 

r 0.986 (P<0.005) respectivamente entre la capacidad 

fertilizante del gameto masculino y la reacción acrosomal 

inducida por la capacitación in vitre. 



CUADRO I. ANALISIS CONVENCIONAL DEL SEMEN HUMANO. 
PARAllETRO IElllNAL 

- VOLUMEN 

- LICUEFACCION 

- MOVILIDAD A 
PROGRESIVA 

- MOVILIDAD 
ESPERMATICA (%) 

- DENSIDAD ESPERMATICA 
(Espermaloz~dn 1 IO"/ml.) 

GRUPO EUIPERlllCO 
FERTIL ( N• 11) 

GRUPO OLl90AITENOTERATO· 
ZOOIP!RlllCO ( 1•10) 

UUO RA 110 
PROMEDIO :!: 0.S. 111. - UX. PROMEDIO ± D.I. 111. - llAX. 

1.97 

COllPLETA 

2-3 

60.5 

)59.2 

o.e o.90 - 4.oo 3.o• 

COMPLETA 

0-1 

• 10.0 40.0 - 84.5 30.8 

0.9 1.4 - 4.6 

24.7 O.O - TO.O 

74.2 33.7 - 316.0 24. r• 28.3 0.01 - 97.5 

- COHCENTRACION ESPERMATICA 305.1 
TOTAL/ EYACULADO 

175.8 68.0 - 861.3 73.35. 79.2 0.02 - 214.8 

- MORFOLOGIA NORMAL 1%) 52.1 33.5 25.5 75.5 19.5. 15.7 o.o - 15.8 

- NUMERO llE l. 71 2.5 o.o 10.1 1.67 1.9 o.o - 5.8 
LEUCOCITOS/ CAMPO 

0.S. DESVIACION ESTANDAR NIN. VALOR MINlllO. NAX. VALOR llAXlllO. 
w p <0.0001 COMPARANDO CON EL GRUPO EUSPERlllCO, UTILIZANDO LA PRUEBA 

DE llANN-WHITNEY 
A ESCALA DE MOVILIDAD PROGRESIVA, O· NULA 1 !·ESCASA ;2-BUENA; S·EXCELENTE. 
LOS DATOS REPRESENTAN EL PROMEDIO !DESVIACION ESTANDAR DE 41 1 ~I ESPERllATO· 
BIOSCOPIAS REALIZADAS AL GRUPO DE INDIVIDUOS FERTILES E INFERTILES RESPECTIVAllENTE. 



CUADRO lL DETERMINACION OBJETIVA DE LAS CARACTE­

RISTICAS DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA. 

PARA METRO 

MOVILIDAD (%) 

VELOCIDAD PROMEDIO 
( ...«. /Seg.) 

INDICE DE MOVILIDAD 

GRUPO EUSPERll ICO 
FERTI L ( N • 11 ) 

4 4.67 ± 9.41 

38.14±18.1 

12.93±8.4 

GRUPO OLIGOASTENOTE -
RATOZOOSPERll ICO 

INFERTIL (N•IO) 

28.18± 10.93* 

1 9. 08 ± 15. o llf 

5.21± 5.36* 

LOS VALORES REPRESENTAN EL PROMEOIO ± OESVIACION ESTANCAR DE 

LA OETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS CARACTERISTICAS DE LA 
MOVILIDAD ESPERMATICA EVALUADA MEDIANTE EL METOOO FOTOGRA· 
FICO DE EXPOSICION MULTIPLE. 
LA DIFERENCIA ESTADISTICA DE LOS DATOS SE OBTUVO MEDIANTE LA 
PRUEBA DE MANN-WHITNEY. 

lit P < 0.0001 COMPARADO CON LOS DATOS DEL GRUPO DE INDIVIDUOS 
EUSPERMICOS 



FIGURA 1 
VELOCIDAD ESPERMATICA 
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LA FISUU RlPRUHTA LA ,_CUENCIA Y DISTRIBUCION DE VELOCIDADES (A/1111 I 
11 ISl'HMATOZOIOU DI INOIVIDUOI EUSPERlllCOS (N• 11) Y OLIGOASTENDTERATO­
ZOllll'IRlllCOI (N •10 ), lllDIAllTE LA TECNICA FOTOGRAflCA DE EXPOllCION MU~ 
TIPI.!, LOS VALORES UPREIAOOS EN LA GRAFICA REPRESENTAN EL PROMEDIO DE 
LAS DETERlllNACIONES REALIZADAS EN CADA GRUPO DE INDIVIDUOS ( 411 DETER· 
lllNACIOllES /INDIVIDUO). SE ANAL 1 ZA RON LOS RESULTADOS MEDIANTE LA PRU~ 
BA Df. llANN· WHITNEY. 

• P<0.001 11• P<0.005 



CUADRO][: DETERMINACION OBJETIVA DE LOS PATRONES 

DE MOVILIDAD ESPERMATICA. 

PATRON DE 
MOVILIDAD (o/o) 

UNIDIRECCIONAL 

ERRATICA 

CIRCULAR 

GRUPO EUSPERMICO 
FERTIL ( N• 11 ) 

44.oo± 2.4 

33.60 ± 3. 9 

20.68 ± 2.11 

GllUPO OLIGOASTf:NarE -
llATOZOOSPEll MICO 

INRRTIL (N•IOI 

49.81 ± 9.0 N.S. 

t7 .38 ± 6.1 N.S. 

22. 86 ± 5. 2 N.S 

CADA VALOR REPRESENTA EL PROMEDIO ± DESVIACION ESTANDAR DEL 
ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS PATRONES DE MOVILIDAD QUE SE DETER­
MINARON POR EL METODO FOTOGRAFICO DE EllPOSICION llULTIPLE. 
CADA VALOR SE OBTUVO DE 4 ± 1 DETElllllNACIONES /INDIVIDUO. 
EL ANALISIS ESTADISTICD SE REALIZO UTILIZANDO LA PRUEBA DE 
t STUOENT. 

N.S. NO SIGNIFICATIVO 



FIGURA 2. 

FRECUENCIA Y DlSTRIBUCION DE LA PROPORCION 
DE ESPERMATOZOIDES CON MORFOLOGIA NORMAL 
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LA GRAFICA REPRESENTA LA FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE 
LA PROPORCION DE ESPERMATOZOIDES CON MORFOLOGIA NORMAL 
EN NUESTRAS DE SEMEN DE INDIVIDUOS EUSPERMICOS (N'li) 
Y OLIGOASTENOTERATOZOOSPERMICOS ( N' 10 l, EN LA ABSCISA 
SE REPRESENTA EL PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE INCIDENCIA 
OE FORMAS NORMALES. 
EL ANALISIS ESTAOISTICO SE REALIZO MEDIANTE LA PRUEBA 
t STUDENT, 

* p < 0,005 



CUADRO IV, ANALISIS MORFOLOGICO DEL ESPERMATO -

ZOI DE HUMANO 

CATHORIA 8RUPO EUSPERMICO GRUPO OLIGOASTENOTE -
llORFOL081CA RATOZOOSPERM ICO 

1%1 ( "lo l 

ESPERMATOZOIDE NORMAL 31.22±9.3 15.60±1.0ª 

DEFECTO EN CABEZA 

CABEZA OVAL GRANDE 5.02±2.4 6.08 ± 2.5 

CABEZA OVAL PEQUEÑA 5.28±3.4 4.40 ±3.3 

CABEZA DE ALFILER 3.05± 1.8 5.54±4.0d 

CABEZA ALARGADA 6.03 ± 4.6 7.61 ± 6. 9 

CABEZA PIRIFORME 4.83 ± 4.3 3.47±2.7 

CABEZA DUAL 0.92 ± 1.5 1.59±1.3 

CABEZA AMORFA 9. 10 ± 5. 6 13.31 ±6.2c 

CABEZA REDONDA 9.45 ± 5.0 5.82±7.3d 

PRESENCIA DE SOTA CITOPLASMATICA 

CABEZA o. 87 ± 1. 1 1.00±0.9 

CUELLO 9.?1±4.H 12.34±7.4 

DEFECTO EN PIEZA llEDIA !. 96 ± 1.84 3.51 ±u 

DEFECTO FLAGELAR 11. 42 ± 7 .6 19. 5 7 ± 11. 3 b 

CADA VALOR REPRESENTA EL PROMEDIO±. DESVIACION ESTANDAR DEL POR­

CENTAJE DE INCIDENCIA DE ANORMALIDADES PRESENTES EN LOS ESPERMA­
TOZOIDES DE AMBOS GRUPOS. ANALIZANDOSE COMPARATIVAMENTE MEDIANTE 

LA TINCION DI!: PAPANICOLAOU. 

LAS DIFERENCIAS SE ANALIZARON llEOIANTE LA PRUEBA DE MANN·WHITNEY. 

a• P<0.0001 b•<P O. 002. e• P <0.00~ d• P <O. 01 



CUADRO V: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CELULAS GERMI­
NALES INMADURAS EN EL SEMEN HUMANO. 

CATEGOJI 1 A 
( CELULAI 1 lo"/ •1 l 

ESPERMATOGONIAS 

ESPERllATOCITOS PRIMARIOS 

ESPERllATOCITOS SECUNDARIOS 

ESPERMATIDES 

Sab 

Sed 

ESPERllATOZOIDEJ INMADUR05_ 

ESPERllAlOZOIDES MADUROS 

911UPO EUIPERlllCO 
FERTIL (11•11) 

0.319 ± 0.76 

l.023 ± l.4Z 

1.045 1.30 

Z.174 ± 2.62 

1.715 ± l.695 

0.711±2.tOI 

158.640 ± llUT 

HUPO OLl90AITEllOTE • 
UTOZOOIPERlllCO 
INFERTIL (H• 10 ) 

0.142 ± 0.17N.S. 

0. 32 1 ± 0.94 N.5. 

0.185 0.11"· 9
· 

2 .292 ± l .96 N.S. 

1.454 ± 1.57 N.S. 

O.HO ± 2.11 N.S. 

U.790 ± 25.16• 

LOS VALORES REPRESENTAN EL PROllEOIO I LA OESVIACIOll ESTANOAR OE LA CONCENTRACION OE 

CELULAS OUlllNALES lllllAOURAS Ell EL SEllEN OE OONADORES FERTILIS Y PACIENTES INFER­

LES MEOIANTE LA TECNICA llE TINCION OE PAPANICOLAOU. EL AllALISIS ESTAOISTICO SE 

REALIZO llEOIANTE LA PRUEBA OE llANN • WHITNEY. 

• P<0.0001 COllPARAOO CON EL GRUPO EUSPERlllCO FERTIL. 

N.S. NO SIGNIFICATIVO 



CUADRO VI: PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE CELULAS GERMINALES 
INMADURAS EN EL SEMEN HUMANO. 

CATUOR IA 
('Mtl 

ESPERllATIIZOIDES MADUROS 

CELULAI tERlllNALES 
INMADURAS 

GRUPO EU9PERlllCO 
fERTIL (N• 11 l 

95.05 ± 66 .88 

4.94 ± 3.7 

GRUPO OLIGOASTENOTE­
RATOZOOIPERlllCO 
INfERTIL (N•IO) 

77 .03 ± 66.36. 

22.96 ± 16.2* 

LOS VALORES REPRESENTAN El PROMEDIO 1 DESVIACION ESTANOAR DEL PORCENTAJE DE IN­
CIDENCIA D( ESPERMATOZOIDES MADUROS Y CELULAS GERMINALES INMADURAS PRESENTES 
EN EL UHN DI: LOS INDIVIDUOS DE AllDOS GRUPOS DE ESTIJOIO. LAS DIFERENCIAS ES· 

TADISTICAS SE ANALIZARON CON LA PRUEBA DE llANN-WHITNEY. 

• P<0.0001 COMPAUDO CON EL GRUPO EUSPERlllCO. 



Figura 3 

ESPERMA TOZl()IDES 

MUERTOS VIVOS 

ROIA 

SIN 
REACCION 

ACROSOMAL 

CON 
REACCION 
ACROSOMAL 

llEGENERATI V A 

SIN 
REACCION 

ACROSOMAL 

CON 
REACCION 

ACROSOMAL 
NORllAL 

REPRESENTACIOM ESQUEMATICA DE LOS CUATRO PATRONES DE TINCION OBTE­
NIDOS MEDIANTE LA TECNICA HISTOQUIMICA DE TRIPLE TINCION PARA ESPER· 

MATOZOIDES HUMANOS: ( 8) ESPERMATOZOIDES MUERTOS CON ACROSOMA INTACTO 
(~l ESPIRMATOZOIDES MUERTOS SIN ACROSOMA (REACCION ACROSOMAL DEGE· 
NERATIVA ); ICl ESPERllATOZOIDES VIVOS CON ACROSOMA INTACTO Y 
(.) ESPERMATOZOIDES VIVOS SIN ACROSOllA (REACCION ACROSOMAL NORMAL). 



CUADRO VII: PORCENTAJE DE VIABILIDAD ESPERMATICA 

VIABILIDAD DE ESPERNATOZOlllES 
NO CAPACITADOS l Tiempo• O I 

VIABILIDAD DE ESPERMATOZOICES 
CAPACITADOS (TltMPO • 2 2 horcsl 

GRUPO EUIPElllllCO 
( N• 11 l 

99.50 ± 88.7 

51.86±1.4 

811UPO OLIGOASTEllOTt: • 
aATOlOOSPERll ICO 

(M•I O l 

12 .05 + 35.37* 

31.U ± 14.B* 

LOS DATOS REPRESENTAN EL PROMEDIO :t LA DESVIACION ESTAMOAR DEL POllCENTAJE 
DE VIABILIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES DE PACIENTES fERTILES E INfERTILES,ANTES 
Y DESPUES DE LA INCUBACION EN MEDIO CAPACITANTE. EL ANALISll UTADISTICO 
SE REALIZO MEDIANTE LA PRUUA DE t DE STUDEIT. 

111 P<O.OI Al COMPARARLO CON EL GRUPO EUSPERMICO. 



CUADRO VIII: PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE REACCION 
ACROSOMAL DESPUES DE LA INDUCCION 
DEL PROCESO DE CAPACITACION IN VITRO 

INCIDENCIA DE REACCION ACROSOMAL 

!%1 

GRUPO EUSPERMICO 
FERTIL (N=ll) 

GRUPO OLIGOASTENOTERATOZOOSPERMICO 
INFERTIL ( N= 10) 

9.45 ± z.oz 

4. 3 7 ± Z.53* 

CADA VALOR REPRESENTA EL PROMEDIO ± DESVIACION ESTANDAR 

OE 4± l DETERMINACIONES/ INDIVIDUO MEDIANTE LA TECNICA NllTO-
QUllllCA DE TRIPLE TINCION. 

$ P<0.0001 CUANDO SE COMPARA CON EUSPERMICOS FERTILES ME­
DIANTE EL ANAL IS IS ESTADISTICO DE llANN-WHITNEY. 



CUADRO 1 X: EVALUACION DE LA CAPACIDAD FERTILIZANTE DEL 
GAMETO MASCULINO 

GRUPO EUSPERlllCO GRUPO OLIGOASTENOTERA-

PERTIL TOZOOSPERlllCO 
RANGO INFERTIL RANGO 

. + 
PROllEDIO - O.S. lllN.-UAX. PROllEOIO!:. O.S. lllN.-llAX. 

INDICE DE 1.53±0.64 o .6-t.6 JI( 0.11 ! 0.1 0-0.33 

PENETRACION 

PORCENTAJE DE 13.BB± 13.41 45-90 • 10.42 ± 7.7 0-26.6 

PENETRACION 

PORCENTAJE DE 14.49±14.1 "' 10.49± 8,30 
PENETRACION 

45-93 0-28.1 

CALCULADA POR 
U llODELO DE 

POIHON 

D.S. ll(SVIACION ESTANDAR ¡ lllN, VALOR MINlllO ¡ llAX. VALOR NAXIMO. 

LOS DATOS REPRESENTAN LAS CONDICIONES Y EL PROllEOIO DEL POftCEHTAJE OE -

PUIETRACION DE LOS ESPERMATOZOIDES CAPACITADOS ~ lt• 22 HORAS l 

INSElllNADOS CON OVOCITOS DE HAllSTER L18RES OE LA ZONA PEllUCIOA. El ANALISIS 

ESTAOISTICO SE REALIZO MEDIANTE LAS PRUE8AS DE 1 DESruDEtiTYLA PRUEBA DE x2 
lf. P>D. DOI COllPARADD COll El GRUPO EUSPERMICO. 



OVOLEMA 

ESl'[RllATOZOIOE EN 
PtlOCESO DE DESCONOENSACION 

figuro 4 a 

ESPERMATOZOIOE DESCONDENSAOO 
CON PRESENCIA DE CROMOSOMAS 

ESPERMATOZOIDES CON 
CABEZAS H INCHAOAS EN 
EL CITOPLASMA DEL 
OVOCITO 

FIGURA 4 a; FOTOUICROGRAFIA EN CONTRASTE DE FASES DE UN OVO CITO DE 
HAllSTER LIBRE DE LA ZONA PELLUCIDA PENETRADO POR ESPERMATOZOIDES 
HUMANOS. 
FIGURA 4 b; REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA INTERACCION DE ESPERMATOZOI • 
OES • OVOCITO OE HAMSTER LIBRE DE LA ZONA PELLUCIOA. 



CUA[lRO X CORRELl\CIONES ENTRE LA CAPACID~O :'E",RTiLIZAN>E CON 
LOS IJIFEHENTES PARAMETROS ESTRUCTURALES Y FUNCIO­
NALES DEL SEMEN HUMANO 

_P_A_R_A_w_e_r_~_º ___ - oRuPo rusPER~1cc -- lw' -;;:,~;:-;:-,-;;;mmozoos· 
FEHTIL (N:Jll !!:~~~¿_ __ _2~~~:_--~ 

COEFICIENTE NIVEL D!. COCFICIEllT< :,¡¡vEL ll€ 

COR~EELACIOfl ~~~gt ¡ Cllnt~~ACIOH ~~G~lm· 
--------,---------¡-

OENSICAO ESPER~MICI, 0,189 ~S 1 :i;~.~ 

(CELULAS • 10• ! rn i ' i 
r;. s. 

CONCENl liACIOU TOTAL 0,64 ;> h, s 0 _64~ t'i. s 
(C[l.IJL,~S 1 l06/CH.~IJLí~l ') 

l'ORCENTAJ[ 0[ MOVILll'AD 0,490 N.S. 0,329 N.S. 

VELOCIDAD PRO~LUIU 1 .._¡, 0,563 ,_,o_.9aG pco,005 

ltmlr.E U[ MOVI 1 1 !1A !• O, 678 .815 N.S. 

PORCHITAJE LE AUOfiMALIUAOCS 0.016 P<0005 

POl!C(llTA.JES 0[ CELllLAS 0.404 N.S. 
GERIAINAL[S 

CONCENTRACION [J[ - 0.5 68 0.7t86 H.S, 
[SPERIHlOZOID[S MPOUROS 

t roG/ml 

PORCHITt.Jf Df RfACCION 0.834 P<0,005 0,986 P<0.005 
AtROSOM~L 

-------------------------'--

'_Q!j ~1.i·c~ ~Pct[~l!ifAh L'.IS COEílCIENrES DE COARELAC:ll)N Y 1'11oJ[Lf.i O(. ~IGNIFltAUCIA 

UHRf l f\. •:,\PAt,iOl\C\ FUrff.IQHl\L DEL GAMCTO hlASCl.llJ~,.) PARA HRT!i...1!.,,R Al OVOCITO 

~( BAt.l.'>TfH LIBRt DE L.\ ~~ ~· CON tos DIFERE'!"IH.S h\RAMETHO'i (5 

:11 1 J::~:1fi>1:..L ... ·, rut.(: .. :i,.,-••• ~.5 lib .. .JE.Mt,'...l¡ hiJMANO, h. r.P~ALtSl'j L.:JTMHSTiGO .OAllA (L 

U1.l '·¡¡J ~:l : , -:JU~ 1 :1[~,':..-; !'!:. CIJ&iFIH.lC!ON FUE MfO!AllTE iOS lfH:'.PV,\LOS OE SP€ARUAN 
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VI. DISCUSION 

se ha señalado que los espermatozoides estructural y 

funcionalmente íntegros son capaces de transportarse desde 

el fondo del saco vaginal hasta la región ampular de la 

trompa de Falopio, con la finalidad de fertilizar al ovocito 

homólogo (Aitken, 1982). Esta premisa ha permitido enfatizar 

la necesidad de establecer los parámetros de normalidad en 

el espermatozoide con el objeto de relacionar 

cuantitativamente 

funcionalidad del 

fertilizante. 

las diferentes expresiones de 

gameto masculino con su capacidad 

En este estudio se examinó un grupo de pacientes 

infértiles con caracteristicas de oligoastenoteratozoosper­

mia y sus resultados fueron comparados con los determinados 

en un grupo de individuos euspérmicos fértiles, con la fi­

nalidad de establecer las principales alteraciones 

funcionales en los espermatozoides de este grupo de 

pacientes infértiles. 

El primer indicio de la existencia de una alteración 

en el semen de individuos oligoastenoteratozoospérmicos in­

fértiles, fue observado en la valoración de los parámetros 

convencionales del semen, señalando que existe un decremento 

en la densidad, concentración total, movilidad y morfología 

espermática 

analizados en 

normal, en relación con 

los individuos euspérmicos 

los parámetros 

fértiles (cuadro 

l), lo que sugiere una alteración en el proceso de 

espermatogénesis (Dickerman y col., 1988). 

Diferentes investigaciones han demostrado que no 

existe una relación directa entre las características 
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físicas del semen, obtenidas mediante la espermatobioscopía, 

con la fertilidad masculina y principalmente en el intervalo 

de densidad espermática entre 5 y 60 x 10 6 células/ml (Smith 

y col., 1977; David, 1979; Chan, 1985; Dickerman, 1988). Por 

tal motivo, el análisis basado principalmente en la 

evaluación microscópica del semen ha sido utilizado 

exclusivamente en el diagnóstico y caracterización del tipo 

de infertilidad masculina y en la identificación de lesiones 

seve_ras en la función reproductiva ( WllO, 1987). 

La movilidad espermática es considerada como uno de 

los parámetros importantes en la evaluación del semen humano 

debido a que participa de manera fundamental tanto en el 

transporte de los espermatozoides hacia el sitio de la 

fertilización, como durante este proceso ( Bedford, 1983; 

Blasco, 1984). 

En este estudio, al evaluar cuantitativamente la 

movilidad espermática en individuos euspérmicos y oligoaste­

noteratozoospérmicos, se observó que la proporción de 

espermatozoides móviles fue de 45 y 28% respectivamente 

(Cuadro II). Estos valores determinados mediante la técnica 

fotográfica de exposición múltiple son menores que los 

determinados subjetivamente mediante la espermatobioscopía 

en estos mismos individuos, lo cual coincide con los 

estudios reportados por dj versos grupos de investigadores 

que han utilizado esta técnica fotográfica para el análisis 

de la movilidad espermática en individuos fértiles e 

infértiles (Makler, 1978; Aitken, 1982, 1985) y permite 

señalar que la evaluación subjetiva de la movilidad tiende a 

sobreestimar la proporción de espermatozoides móviles en una 

muestra de semen. 
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El análisis objetivo de la movilidad espermática 

permitió determínar que en el grupo de individuos 

oligoastenoteratozoospérmicos existe una disminución en el 

porcentaje de espermatozoides móviles, en la velocidad 

promedio y consecuentemente en el índice de movilidad 

(Cuadro III). El grupo de Aitken realizó un detallado 

estudio de la movilidad espermática mediante la técnica 

fotográfica de exposición múltiple en pacientes con 

infertilidad inexplicable (1982b) y pacientes oligozoospér­

micos ( 198$b) reportando que en ambos grupos de pacientes 

inf értiles existe una disminución en las características de 

movilidad en los espermatozoides de estos individuos. 

Estos aspectos permiten señalar que probablPmente las 

alteraciones en las características de la movilidad 

observadas en los espermatozoides de los individuos 

oligoastenoteratazoospérmicos estén implicadas en su 

infertilidad. Estos factoi:es reflejan una alteración 

idiop&tica del proceso de espermatogénesis que podrían estar 

asocíados con una deficiencia en las modificaciones 

bioquímicas que ocurren en el espermatozoide durante la 

maduración epididímaria o la existencia de una inadecuada 

relación funcional entre el gameto masculino con la 

composición bioquímica del plasma seminal y/o los diferentes 

microambientes del tracto genital femenino (Reyes y col., 

1984, 1~87; Katz y col., 1989; Lindemann y Kanous, 1989). 

Por otra parte, el anllisis de los diferentes patrones 

de movilidad en ambos grupos de estudio, no presentó alguna 

diferencia significativa entre ambas poblaciones de 

espermatozoides móviles. Sin embargo, debido a que la 

población de espermatozoides móviles del grupo de individuos 

infértiles estudiados presentó una velocidad promedio 
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discreta (18 u /s ¡, la exposición fotográfica de un segundo 

produjo principalmente trazos rectos muy pequeños, por lo 

que el análisis de los mismos no permitió definir 

adecuadamente el patrón de movilidad correspondiente. Estos 

aspectos permiten sugerir que para estudios posteriores 

mediante esta 

caracterizadas por 

técnica fotográfica 

un decremento en la 

en entidades 

movilidad de 

los espermatozoides, es conveniente aumentar el tiempo de 

exposición fotográfica. 

La valoración de la morfología y presencia de células 

germinales en el semen mediante la tinción de Papanicolaou 

con un estricto criterio de clasificación, permite señalar 

que los individuos oligoastenoteratozoospérmicos presentan 

una disminución en la proporción de células con morfología 

normal, al compararlos con el grupo de individuos fértiles 

(16 y 31%, respectivamente), así como un incremento en la 

concentración de células germinales en el semen ( 23%) en 

relación con los individuos fértiles (5%). Estas 

observaciones apoyan los resultados de Aitken (1982b) y 

Rogers (1983), quienes reportaron que en el semen de 

pacientes con infertilidad inexplicable y en el de pacientes 

con parámetros convencionales del semen anormales, existen 

altos porcentajes de formas espermáticas anormales al 

compararlos con el semen de donadores fértiles. Adem~s se ha 

observado un decremento en la movilidad, viabilidad y 

presencia de espermatozoides con morfología normal cuando 

existe un aumento en la concentración de células germinales 

inmaduras (Dickerman y col., 1988). 

Shalgai y col. ( 1985) reportat·on que las principales 

anormalidades presentes en los espermatozoides de individuos 

euspérmicos fértiles y teratozoospérmicos correspondían a 
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cabeza amorfa, sin acrosoma, piriforme y alargada. En 

nuestro estudio se determinó también que la incidencia 

principal de anormalidades morfológicas correspondían a las 

diferentes categorías de anormalidades en la cabeza de los 

espermatozoides (cuadro IV) . Sin embargo, en el grupo de 

pacientes infértiles se observó un incremento significativo 

en el porcentaje de incidencia de espermatozoides con cabeza 

amorfa y pequeña (en la primera categoría se incluyó a los 

espermatozoides con acrosoma ausente), lo que permite 

señalar que en los individuos oligoastenoteratozoospérmicos 

parece existir una alteración en la secuencia de los eventos 

citológicos 'involucrados en la formación de espermatozoides 

maduros a partir de las células precursoras (espermiogéne­

sis). 

La capacitación y reacción acrosomal son considerados 

prerequisitos indispensables para una fertilización normal 

en los mamíferos (Tesarik, 1986)¡ la reacción acrosomal 

involucra la fusión y subsecuente vesiculación de la 

membrana plasmática y la membrana acrosomal externa del 

espermatozoide y ocurre después de la capacitación ~ 

(Bedford, 1983) o en condiciones in vitre (Chang, 1984). 

Esta secuencia de eventos permite la liberación de las 

enzimas presentes en el acrosoma y la interacción posterior 

de la membrana acrosomal interna con la membrana plasmática 

del ovocito. 

En los espermatozoides de los grupos de individuos 

oligoastenoteratozoospérmicos e individuos euspérmicos 

fértiles, se evaluó la reacción acrosomal inducida por la 

capacitación in vitre de estas células, mediante la 

incubación durante 22 horas en medio BWW con 2. 5 mM de 

calcio. Con el objeto de valorar si la reacción acrosomal 
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representó un cambio patológico o fisiológico en los 

espermatozoides de los individuos de ambos grupos de 

estudio, se determinó la viabilidad tanto en condiciones 

basales como al final de la incubación en medio capacitante, 

observándose un decremento significativo en este parámetro 

en los espermatozoides de los individuos 

oligoastenoteratozoospérmicos. Además, el porcentaje de 

incidencia de reacción acrosomal en los individuos 

infértiles fue significativamente menor que el observado en 

los individuos euspérmicos; todo esto permite sugerir que 

existe una alteración fisiológica en las expresiones finales 

del proceso de capacitación-reacción acrosomal en estas 

células espermáticas. 

Por otra parte, se ha demostrado que la liberación de 

colesterol en la membrana plasmática está asociada a un 

incremento en la fluidez y permeabilidad iónica, principal­

mente para el calcio, provocando un aumento en la 

concentración del calcio intracelular requerido para la 

inducción de la reacción acrosomal (Ehrenwald y col., 1988). 

Sin embargo, se ha reportado que los espermatozoides de los 

individuos oligoastenozoospérmicos presentan una 

concentración de fosfolípidos similar a la de los individuos 

normales, pero una concentración signif;cativamente más alta 

de colesterol, dando una relación colesterol/fosfolípidos 

mayor, lo cual da una gran estabilidad a la estructura 

membrana! (Rosado, 1988). Estos aspectos posiblemente 

interfieren en el proceso normal de la capacitaci6n-reacci6n 

acrosomal y contribuyen en la infertilidad de estos 

pacientes. 

Ahora bien, los resultados obtenidos en relación a la 

reacción acrosomal inducida por la capacitaci6n in vitro en 
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los espermatozoides de individuos euspérmicos, apoyan las 

observaciones reportadas por diferentes grupos de 

investigación de que solamente del 10 al 20% de los 

espermatozoides presentes en el eyaculado realizan reacción 

acrosomal ( Talbot, 1982; Yang, 1988). 

La capacidad fertilizante de los espermatozoides de 

los individuos de ambos grupos de estudio fue valorada 

mediante el bioensayo propuesto por Yanagimachi (1976), 

determinando la habilidad de los espermatozoides humanos 

para penetrar y descondensarse en los ovocitos de hamster 

libres de la zona pelucida. se ha demostrado que este 

bioensayo puede diferenciar entre donadores fértiles y 

pacientes infértiles (Rogers y col., 1979¡ Aitken, 1982). En 

los últimos años se han realizado diferentes investigaciones 

para describir el uso clínico de este bioensayo en la 

evaluación de la infertilidad masculina (Yanagimachi, 1984), 

estableciéndose que los espermatozoides de individuos 

fértiles se cacacterizan por tener una capacidad de 

penetración en los ovocitos de hamster libres de la zona 

pelucida más alta (>15%) que el porcentaje de penetración de 

los espermatozoides de pacientes infértiles (<10-15%). 

El análisis de los resultados de la valoración de la 

capacidad fertilizante mediante el bioensayo con ovocitos de 

hamster, indica que los pacientes oligoastenoteratozoospér­

micos presentan indices bajos de polispermia y porcentajes 

de penetración menores al 15% (Cuadro IX). Estos resultados 

concuerdan con los registrados por el grupo de Rogers (1979) 

quien reportó porcentajes de penetración menores al 14% en 

individuos oligozoospirmicos y teratozoospirmicos, asi como 

con los valores determinados por Aitken ( 1982b) en 

individuos con infertilidad inexplicable, con porcentajes 

de penetración menores al 10%, 
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Nuestros resultados de penetración de los ovocitos de 

hamster fueron validados por el modelo de distribución de 

Poisson (Aitken y El ton, 1984), que describe de una manera 

cuantitativa la interacción espermatozoide-ovocito durante 

la fertilización heteróloga in vitro. La frecuencia y 

distribución de las penetraciones por ovocito, asi como la 

proporción de ovocitos penetrados y el grado de polispermia 

en nuestro estudio, presentaron una distribución de tipo 

Pois.son. 

Se han realizado diferentes estudios con el objeto de 

correlacionar los resultados obtenidos en la prueba de 

penetración de ovocitos de hamster, con la fertilización in 
~de gametos humanos (Yanagimachi, 1984; Kruger, 1988) 

y con la habilidad para predecir la probabilidad de éxito de 

embarazo en parejas con problemas de infertilidad masculina 

(Shy y col., 1988), Estos estudios indican que la evaluación 

de la capacidad fertilizante por la prueba de penetración de 

ovocitos de hamster libres de la zona pelucida tiene un alto 

valor predictivo para definir la fertilidad e infertilidad 

masculina y la interacción espermatozoidc-ovocito humano en 

la fertilización in vitre. Por lo tanto, las diferencias o~ 

servadas en la capacidad funcional entre los espermatozoides 

de individuos fértiles e infértiles, permiten definir que el 

grupo de individuos oligoastenoteratozoospérmicos infértiles 

presenta defectos espccíf icos en la inducción de proceso de 

capacitación-reacción 

anteriormente, o bien 

plasmática del ovocito 

capacidad fertilizante 

individuos. 

acrosomal como se mencionó 

en la fusión con la membrana 

de hamster, responsable de la 

del gameto masculino en estos 

Por otra parte, se determinó si la disminución en la 
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capacidad fertilizante de los espermatozoides de individuos 

oligoastenoteratozoospérmicos, se encuentra asociada con 

alguna alteraci6n estructural y/o funcional en estas 

células. Las diferencias observadas entre los 

espermatozoides de individuos euspérmicos en relación a la 

penetraci6n de los ovocitos de hamster libres de la zona 

pelucida no se encontraron relacionadas con ningún parámetro 

convencional del análisis del semen. Estos resultados apoyan 

las observaciones de diferentes investigadores que 

reportaron que no existe correlación entre la capacidad 

fertilizante y los diferentes parámetros evaluados por 

espermatobioscopla (Zaugner-Guelman, 1981; Aitken, 1985¡ 

Chang, 1985). 

En este estudio, la capacidad fertilizante de los 

espermatozoides del grupo de individuos fértiles tampoco 

presentó ninguna correlación con las 2iferentes caracterís­

ticas de movilidad determinadas mediante la técnica 

fotográfica¡ en contraste, este parámetro en los 

espermatozoides de los individuos infértiles present6 una 

correlaci6n positiva con la velocidad promedio. 

Estas observ3ciones concuerdan con los resultados 

obtenidos por el grupo de Aitken (1982a), quienes 
determinaron en un detallado estudio de las características 

de movilidad evaluadas por la técnica fotográfica de 

exposici6n mGltiplc, que ninguna de ellas correlacion6 con 

la capacidad fertilizante de los espermatozoides de 

individuos euspérmicos, evaluada ésta mediante el bioensayo 

con ovocitos de hamster, excepto con una discreta población 

de espermatozoides que present6 una velocidad de 25 um y con 

una amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza menor de 

10 um. Estos mismos investigadores al valorar la movilidad 
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de los espermatozoides de individuos con infertilidad 

inexplicable (Aitken y col., 1985a), reportaron que existe 

correlación 

movilidad 

entre 

con la 

las diferentes características 

capacidad fertilizante de 

de 

los 

espermatozoides de estos individuos. Sin embargo, aunque la 

presencia de alteraciones en la capacidad fertilizante de 

los espermatozoides de estos individuos fue correlacionada 

con ciertas características de la movilidad espermática, 

ninguna de estas asociaciones tiene un valor predictivo, 

debido a que ambas pruebas evalúan diferentes funciones 

fisiológicas de los espermatozoides en el proceso de la 

fertilización. Se sabe que el moco cervical representa una 

de las barreras biológicas que regulan el paso de los 

espermatozoides hacia el sitio de fertilización, de tal 

manera que la calidad de la movilidad espermática es un 

factor fundamental para determinar la habilidad del 

espermatozoide humano para transportarse hasta la región 

ampular, así como en la penetración de la zona pe lucida 

(Urry, 1983). Por tal motivo, la combinación de la 

valoración de la movilidad y la capacidad fertilizante de 

los espermatozoides da una predicción más precisa de la 

fertilidad para estos grupos de pacientes. (Aitken, 198Sb). 

En este estudio se determinó que la capacidad 

fertilizante de los espermatozoides de individuos oligoaste­

noteratozoospªrmicos presenta una correlaci6n negativa con 

el porcentaje de anormalidades morfológicas de los 

espermatozoides que principalmente corresponde a defectos en 

la cabeza. Observaciones semejantes fueron reportadas por el 

grupo de Shalgai (1985) en pacientes que presentaron 

teratozoospermia. Por otra parte, el porcentaje de esperma­

tozoides con morfología normal presentó una baja correlación 

con la capacidad fertilizante en los individuos oligoasteno-
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teratozoospérmicos, en contraste, ninguna correlación con la 

morfología de los espermatozoides fue observada en el grupo 

de indivi~uos euspérmicos. Estos resultados apoyan las 

observaciones de los grupos de Aitken (1982)¡ Shalgai (1985) 

y Rogers ( 1983), quienes reportaron que no e><iste alguna 

correlación de la morfología con la capacidad fertilizante 

de los espermatozoides de los individuos con fertilidad 

comprobada. 

Por otra parte, el análisis de la morfología con un 

criterio estricto en nuestro grupo de individuos euspérmicos 

fértiles, indica que menos del 40% de los espermatozoides de 

este grupo son morfológicamente normales. Además los 

resultados obtenidos en el.grupo de pacientes infértiles nos 

permiten establecer que menos del 15% de espermatozoides con 

morfología normal presentes en el semen, se encuentran 

asociados con un decremento en la capacidad fertilizante de 

estas células para penetrar los ovoci tos de hamster con 

valores menores al 10% de penetración. 

Estas observaciones concuerdan con los resultados 

reportados por Krugger y col., (1986, 1988) quienes 

establecieron que pacientes con porcentajes menores del 14% 

de espermatozoides con morfología normal en el eyaculado, 

tienen alteraciones críticas en la tasa de fertilización ~ 

vitre, a diferencia de los pacientes con porcentajes de 

morfología normal mayores al 14%, quienes presentan un 

incremento en la probabilidad de éxito en este procedimien­

to. 

La valoración de la inducción de la reacción acrosomal 

en los espermatozoides después de 22 horas de incubación en 

medio capacitante, permite señalar que en ambos grupos estu-
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una correlación positiva de este parámetro con 

de penetración de las células espermáticas en 

de hamster. Estos resultados apoyan los 

reportes que indican que sólo los espermatozoides que han 

completado la reacción acrosomal son capaces de fusionarse 

con la membrana plasmática del ovocito ( Yanagimachi, 1984 ¡ 

Talbot y Chacón, 1982). Sin embargo, la presencia de 

espermatozoides con reacción acrosomal no es el único factor 

funcional en la interacción espermatozoide-ovocito, ya que 

muestras que presentan porcentajes de incidencia de reacción 

acrosomal semejantes, presentan variaciones en los 

porcentajes de penetración de estas mismas células (Yang, 

1984). 

Estos aspectos nos permiten sugerir el estudio de los 

diferentes mecanismos bioquímicos de control involucrados en 

la interacción espermatozoide-ovocito durante la 

fertilización, así como las alteraciones fisiológicas 

expresadas en la morfología, movilidad, la capacitación­

reacción acrosomal y los eventos que determinan la 

penetración y la formación del pronúcleo masculino para su 

posterior singamia con el ovocito en individuos infértiles, 

para el mejor diagnóstico y por lo tanto el uso de la 

terapia adecuada para el reestablecimiento de la habilidad 

fertilizante de los espermatozoides de estos individuos. 
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VII. e o N e L u s 1 o N E s 

El análisis realizado en este estudio nos permitió 

determinar que existe un decremento de la capacidad 

funcional en los espermatozoides de individuos oligoasteno­

teratozoospérmicos para fertilizar el ovocito homólogo o 

heterólogo. 

La evaluación de los parámetros convencionales del 

semen mediante la espermatobioscopía, nos indica que existe 

un decremento en la densidad, concentración total, movilidad 

y morfología espermática en el semen de individuos 

infértiles, expresando una alteración en el proceso de 

espermatogénesis. 

La determinación cuantitativa de la movilidad 

espermática indica que en los espermatozoides de los 

individuos oligoastenoteratozoospérmicos se presentaron 

alteraciones significativas en las características de 

movilidad que podrían estar implicadas en la infertilidad de 

los pacientes estudiados. Estas alteraciones en la movilidad 

permiten señalar una posible disfunción en el metabolismo 

y/o en el intercambio iónico necesario para el mantenimiento 

y activación de la movilidad. 

En la valoración de la morfología y presencia de 

células germinales, se determinó que en el semen de 

individuos infértiles existe un incremento en el porcentaje 

de espermatozoides con anormalidades morfológicas (principal 

mente en la cabeza), así como en la concentración de células 

germinales inmaduras. 

evaluados permiten 

Las alteraciones en estos parámetros 

establecer la existencia de una 
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interferencia en la secuencia de los eventos cilológicos 

involucrados en la formación de espermatozoides 

estructuralmente maduros (espermatogénesis y espermiogéne­

sis) de los individuos oligoastenoteratozoospérmicos infér­

tiles. 

Por otra parte, se observó que los individuos 

euspérmicos presentan bajos pareen tajes de incidencia de 

espermatozoides con morfología normal como consecuencia de 

la existencia de una heterogeneidad morfológica en el semen 

humano. 

La proporción de espermatozoides susceptibles a la 

inducción de la reacción acrosomal en sistemas de 

capacitación in vitre es discreta en los individuos 

euspérmicos. El análisis del estado fisiológico de los 

espermatozoide& de los individuos oligoastenoteratozoospér­

micos en el proceso de capacitaci6n-reacción acrosomal nos 

permite señalar una posible disfunción fisiológica 

subcelular y /o molecular que son expresados en el 

decremento de la viabilidad y porcentaje de incidencia de 

reacción acrosomal en los espermatozoides de estos 

individuos. 

La valoración de la capacidad fertilizante de los 

espermatozoides de los individuos oligoastenoteratozoospér­

micos, per~ite señalar que existe un decremento en la 

capacidad de penetración de estas células en los ovocitos 

de hamster libres de la zona pellucida. 

Finalmente, debido a los resultados obtenidos en este 

estudio, se considera que es indispensable que en el 

análisis del semen se incluya la determinación cuantitativa 

de la movilidad, la reacción acrosomal del gameto masculino 
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inducida in vi tro, así como la valoración de la capacidad 

fertilizante de estas células mediante sistemas de 

interacción in vitre con ovocitos heterólogos, con la 

finalidad de establecer tanto el diagnóstico, como el 

pronóstico más preciso para el varón infértil. 
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