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RESUMEll 

En este trabajo se estudió la actividad de arginasa en el semen 

humano de pacientes oligoastenospérmicos, a zoos pérmicos y 

teratospérmicos; que fueron comparados con un grupo control , a fin 

de investigar la posible correlación entre la patología de los 

individuos y la actividad enzimática de la arginasa. 

La concentración de proteínas se determinó en el suero de cada 

individuo y en el plasma seminal una vez efectuada la 

espermatobioscop!a. La actividad de la arginasa se midió en ambos 

fluidos y en células espermáticas. 

Los resultados obtenidos indican que no existe ninguna 

diferencia entre las actividades del plasma seminal de los cuatro 

grupos estudiados, sin embargo se aprecia una diferencia notoria 

entre las actividades de los sueros sanguíneos de los cuatro grupos. 

Lo que nos lleva a concluir que la patología de cada grupo estudiado 

no se debe a la alteración enzimática de la actividad de arginasa. 



OBJETIVOS 

1.- Oeteralnar la actividad de la enzima arginasa 

en suero y en seaen hllllano. 

2.- Establecer si existe alguna correlación entre 

la actividad de esta enzima y los problemas de 

fertilidad. 



INTRODUCCION 

La arginasa (L-arginina amldinohidrolasa, E.e. :L5.3.l.) es la 

enzima que cataliza la hidrólisis de L-arginlna a L-ornitina y urea. 

Su función principal y mejor conocida es la que realiza dentro del 

ciclo de la urea, mecanismo que tiene lugar en el hígado de 

organismos ureotélicos. 

Además de la función hepática, la actividad de arginasa esta 

asociada con la regulación de diversos procesos celulares. Esta 

enzima se encuentra en diferentes tejidos de mamíferos y en otros 

sistemas vivientes, lo que constituye un indicativo de que su 

presencia es esencial para la realización de los procesos básicos de 

la función celular. 

La arginasa es más abundante en el hígado de mamíferos, en donde 

su actividad es mayor, mientras que cantidades menores y variables se 

detectan en tejidos no hepáticos. 

En ratas se ha detectado actividad de arginasa en el intestino 

delgado ( 1, 2) , pulmón y cerebro ( 3, 4) , tiroides ( 5) , bazo, corazón, 

piel, músculo esquelético y glándula submaxilar (3), páncreas (3,6), 

riñón (6,7), glándula mamaria lactante (8-10), útero (11), etc. 

En ratones la enzima se ha localizado en la epidermis ( 12), 

cerebro (13) y otros tejidos. Además, se ha observado que la arginasa 

es inducida en macrófagos mediante el cultivo de células peritoneales 

(14,15) y células de bazo de ratón (16). 

Otros mamíferos que han ~ido estudiados son los bovinos (16-21), 

cabras (22) y conejos (23). 



En el humano se ha demostrado actividad de arginasa en el riñón 

( 24), placenta ( 25, 26) , corazón ( 27) , sanqre ( 28) , eritrocitos 

(29,36), linfocitos y granulocitos leucémicos (37), en lineas de 

células tumorales en cultivo (38), en suero, tanto en personas sanas 

(39,40), como en pacientes con enfermedades hepáticas (41,42) y otros 

padecimientos diversos (43-46), así como los factores de suero 

requeridos para la inducción de arginasa en macrófagos (47). 

A la arginasa distribuida ampliamente en los tejidos 

extrahepáticos, se le atribuye la función principal de facilitar la 

disponibilidad de ornitina, necesaria para la biosintesis de 

prolina, glutamato y poliaminas. 

En biologia de la reproducción ha llamado la atención la 

participación de la L-arginina en la regulación de algunos procesos 

reproductivos tales como la pubertad, ovulación y el ciclo estral de 

la rata, donde se ha observado que una dieta carente de L-arginina 

provoca un retraso considerable en la aparición de la pubertad y que 

ésta no puede ser adelantada ni aun quintuplicando las dosis de 

estrógenos (0.05 a 0.25 ug). 

Por otra parte, en 1944, Holt et al., reportaron que una dieta 

pobre en L-arginina dismunuye la espermatogér.esis en ratas adultas 

(74). Posteriormente se demostró que el plasma seminal de pacientes 

con espermograma patológico contiene menos L-&rginina en comparación 

con el de los pacientes normospérmicos ( B·.~uellos que presentan 

movilidad y cuenta espermática normal) ( 49-50). Estas observaciones 

condujeron a otros investigadores a tratar problemas de (ertilidad 

con L-arginina. 
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En 1973, Schachter et al. (51), reportaron que la mayoría de los 

pacientes con oligospermia (patología referente a baja cuenta 

espermática) que fueron tratados con L-arginina por via oral, 

presentaron un incremento en la concentración y movilidad de células 

espermáticas. 

La L-arginina (0,004 mM) estimula la movilidad de 

espermatozoides eyaculados humanos (53). También se ha demostrado que 

en espermatozoides eyaculados de conejo, esta estimulación depende de 

la concentración, tiempo de incubación y pH, ya que un incremento 

máximo de 85% en la movilidad se logra después de slete horas de 

incubación con L-arginina O.l mM y un rango de pH entre 7 y 8 (54). 

El transporte de L-arginina es activo en un rango de pH de 6.5 a 

10.5 con un pH óptimo para el componente de baja afinidad de 7.2-7.6 

y un pH óptimo para el componente de alta afinidad de 7.8-8.o. Los 

experimentos de competencia con análogos de L-arginina y aminoácidos, 

sugieren que los componentes de baja y alta afinidad pueden reconocer 

el grupo guanidinio terminal (55), 

Más tarde Qian et al (78), con el uso de anticuerpos 

policlonales demostraron la presencia de ornitina descarboxilasa 

(ODC, enzima que utiliza ornitina para la biosintesis de pollaminas) 

en el citoplasma de células testiculares, en espermatozoides de 

epid1dimo y en células de Sertoli cultivadas, estando altamente 

concentrada en las vesículas acrosomales de las espermátides y en la 

región acrosomal de espermatozoides de epid1dimo. La actividad de la 

ODC también fue determinada bioqu1micamente por estos autores, 

quienes la encantaron más al ta en las células intersticiales que en 

otras células de tejidos testiculares pero no detectaron su actividad 
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en espermatozoides de epidídimo. Recientemente, se ha reportado la 

actividad de la OOC en espermatozoide humano (57}. 

La presencia de poliaminas ha sido demostrada en espermatozoides 

de epidídimo de bovino, y sus perfiles han sido estudiados en 

testículo de rata, células germinales y células de Sertoli durante la 

maduración testicular ( 58}. El semen humano contiene al tas 

concentraciones de espermina ( 5 a 15 mM) ( 59-60), además de tener 

espermidina, putrescina y cadaverina. 

El propósito de este trabajo fue determinar la actividad de 

arginasa en semen humano de individuos normales y de pacientes con 

problemas de fertilidad, con la finalidad de investigar si existe 

alguna correlación entre la actividad de esta enzima y la patología 

reproductiva. 
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GENERALIDADES 

2.i. ARGINASA Y POLIAHINAS. 

2.1.1. Características y Propiedades de la Arginasa 

Desde el año 1894, Richet mencionaba la existencia de la enzima 

arginasa; posteriormente fue descubierta por Kosel y Dakin en 1904. 

En principio, la actividad de esta enzima se detectó en higado de 

mamíferos, describiéndose como la enzima tP.rminal del ciclo de Urea 

según H. A. Krebs en 1932 (65). 

En 1941 Vincent encontró arginasa en el suero sanguíneo humano 

(66), hecho que condujo a la medición de la actividad de arginasa en 

tejidos diferentes al hepático, los cuales contienen tres de las 

cinco enzimas del ciclo de la urea, pero presentan una menor 

actividad de arginasa que el hígado. 

La naturaleza química de la enzima no se conoce totalmente: su 

actividad se aumenta o se disminuye en presencia de algunos cationes 

(cofactores), principalmente Hn2t. 

La arginasa tiene un rango de pH óptimo entre 9 .. 3-10. Es una 

enzima que hidroliza enl~ces C-N no peptidicos y con alta afinidad 

Por el sustrato L-arginina, y no asi por los isómeros D-arginina y L­

homoarginina. La especificidad de la enzima, reconoce sustratos con 

restos guanidinico-monosustituido que cumplan con las siguientes 

caraacteristicas: 

a) que contengan un radical -NH2 libre en el grupo guanidinico y un 

carboxilo asociado a un grupo -NH2 u -OH en posición alfa. 



b) Que haya una cierta separación entre el primer radical y el 

segundo. Se ha admitido que la arginasa se combina al resto 

guanidinico de una parte y otra, y que la orientación de su grupo 

activo descansa sobre una atracción que el manganeso parece ejercer 

sobre el grupo carboxilo y am_ino o hidroxilo del sustrato. El metal 

se comporta como un agente coordinador entre la enzima y el sustrato 

por medio de sus últimos grupos funcionales (67). 

La arginasa es una enzima oligomérica que consta de cuatro 

monómeros (tetrámero) y con un ión MnH íntimamente ligado. La 

arg!nasa mejor caracterizada es la del hígado de rata que tiene un 

peso molecular de 120,000 Daltones (68 1 69). Esta enzima es resistente 

a la desnaturalización por ácidos, lo cual se considera un indicativo 

de la existencia de isoenzimas. Sin embargo, puede lograrse la 

inactivación por acidez a una temperatura de caro grados ce~tígrados, 

logrando la disociación de la enzima en subunidades con pesos 

molecurares de 64, 000 y 32 ,OOO Da a pH 4 y 2 respectivamente. La 

reactivación depende de la temperatura ( :11°c '11n amortiguador neutro) 

y de la concentración de iones Mn2t en el medio ( 70) • 

Se han comparado datos de cinética, propiedades físicas y 

químicas de la arginasa en tejido humano adulto y fetal, de hígado, 

riñón, cerebro y tracto intestinal, encontrando un comportamiento muy 

similar (66), lo cual denota la presencia de isoenzimas de la 

arginasa con características afines. Las isoenzimas de la arginasa 

mostraron el requerimiento de Mn2+; presentan curvas similares de 

desnaturalización bifásica a 6B0c en ausencia de MnCl2 1 curvas de 

desnaturalización exponencial a e1°c en presencia de MnCl2 20mH y 



similar Km para L-arginina .. sin embargo, estas isoenzimas difirieron 

en sus movilidades electroforéticas en geles de poliacrilamida a un 

pll básico (B. 6) y a un pll ácido ( 5. 6) • En la generalidad de los casos 

los tejidos ~xaminados diferentes al hepático (riñón, intestino 

delgado, glándula mamaria en rata), pesentan una actividad enzimática 

menor. 

2.1.2. Arginasa: Relación entre Ciclo de la Urea y la 

Bioquímica de Polla.minas. 

El ciclo de la urea ha sido bien identificado en su conjunto y 

ahora se sabe que consta de cinco pasos regulados enzimáticamente: 1) 

La conversión de bicarbonato y amonio en carbamoilfosfato; 

2)formación de citrulina a partir de ornitina y carbamoilfosfato; 

J)conversión de citrulina y aspartato en argininosuccinato; 4) 

hidro lisis de arginino-succinato para formar L-arginina; 5) 

degradación de L-arginina para formar urea y ornitina. La ornitina 

asi formada está nuevamente disponible para su reutilización en el 

paso 2 y la urea se excreta. 

Los dos pasos iniciales son catalizados por las enzimas 

mitocondriales, carbamoilofosfato sintetasa y ornitina 

transcarbamilasa, y los tres últimos por las enzimas citoplasmáticas, 

argininosuccinato 

respectivamente~ 

sintetasa, argininosuccinasa 
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Todas estas enzimas están presentes en el hígado, intestino y 

riñón, pero solamente en el hígado están en niveles suficientes para 

llevar a cabo la ureogénesis. 

Flq. !. Ciclo de la urea. 

Los componentes del ciclo de la urea funcionan como una unidad, 

como lo muestra el hecho de que las 5 enzimas del ciclo se 

incrementan en el higado de ratas sometidas a dieta al ta en 

proteínas. En estas animales también se incrementan las enzimas 

relacionadas con el ciclo de la urea, como la alanino 

aminotransferasa y aspartato aminotransferasa. Todo esto compruebd 

que el ciclo de la urea funciona como una via metabólica. 

A diferencia del hígado, varios tejidos extrahepáticos contienen 

solamente los 111 timos tres mecanismos enzimáticos del ciclp de la 

urea: en el cerebro y músculo, la biosíntesis de urea depende del 

aporte de citrulina que viene del hígado. 
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La funcio'1 del ciclo de la urea es captar el grupo amino de 

aminoácidos y representa un sistema anabólico que requiere energía y 

permite la formación de esqueletos de carbono, necesarios para el 

metabolismo oxidativo. 

En los mamíferos, la biosintesis de poliaminas (putrecina, 

espermidina y espermina) (Tabla 1) se lleva a cabo a partir de 

ornitina, por lo tanto, la ruta que conduce a la formación de 

putrescina es através de la enzima ornitina descarboxilasa (OOC). 

Fig. 2. Bicslntesis de poliaainas y su Jntei:conversión en alllllas de ualfero (67). 

La ornitina disponible para estas reacciones proviene del 

plasma, además de que puede .formarse dentro de las células, por la 

acción de arginasa. 
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Es posible que esta enzima, ampliamente distribuida en los 

diferentes tejidos, se encuentre presente en tejidos extrahepáticos 

para facilitar la disponibilidad de ornitina para la biosíntesis de 

poliaminas. Por esta razón, se ha pensado que la arginasa puede ser 

una de las enzimas que regulan la etapa inicial en la biosintesis de 

poliaminas, debiendo recordar que su participución fisiológica 

tradicionalmente estudiada se relaciona con el ciclo de la urea. 

2.1 .. J .. Polia11inas .. 

En los tll timos años se ha mostrado gran interés acerca de la 

presencia y el metabolismo de las poliaminas putrescina, espermidlna 

y espermina en diferentes tejidos de mamíferos. Se ha observado que 

su distribución es muy amplia y que su concentración varia de un 

tejido a otro, lo que conlleva a pensar que estos compuestos tienen 

diferentes funciones en cada tejido y que su presencia es esencial 

para la realización de los procesos básicos dentro de la función 

celular. Aunque la función fisiológica de estas aminas no ha sido 

bien entendida a nivel molecular, algunos estudios han mostrado que 

su concentración está regulada, y que el crecimiento celular normal, 

la multiplicación y la diferenciación requieren poliaminas. 

La presencia de poliaminas en materiales biológicos se señaló 

hace más de 300 años, desde que A. V. Leeuwenhoeck descubrió la 

cristalización de la espermina en el semen humano; y no fue sino 

hasta 1926, cuando atto Rosenheim determinó la estructura química 
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correcta de la espermina, sintetizando después otra base identificada 

como fosfato de espermidina. 

Tabla l. Clasificación de pollaainas (73). 

CLASIFICAC!ON NOMBRE FORMULA 

Poliaminas Espermidina H¡N-(CH ¡)¡-NH-(CH ¡)4-NH ¡ 

Diaminas 

Espermina 

Putrescina 

Cadaverina 

H¡N-(CH ¡)¡-NH-(CH ¡)4-NH-(CH ¡)¡-NH 2 

H¡N-(CH ¡)cNH ¡ 

H¡N-(CH ¡)~-NH ¡ 

El descubrimiento de la putrescina y la cadaverina se atribuye 

al trabajo de Brieger en 1885, quien aisló estas bases como sales 

dobles de metales pesados del tejido animal. 

La putrescina, espermidina y espermina constituyen el grupo de 

poliaminas que ha sido más estudiado, aunque existen otras aminas que 

han sido detectadas en varios sistemas biológicos. 

Estas aminas, además de encontrarse en forma de bases alifáticas 

libres, pueden existir conjugadas con carbohidratos, asteroides, 

fosfolipidos y péptidos, también como unidades subestructurales 

dentro de numerosas familias de alcaloides. De hecho varias hormonas 

aumentan la velocidad de la biosintesis de poliaminas en tejidos 

especificos, lo cual sugiere que las poliaminas podrían funcionar 

como mediadores de la actividad hormonal. 
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Al respecto, se ha investigado que en la glándula mamaria 

de ratones 

obteniendo 

vírgenes y preñadas 

la proliferación 

puede 

y 

manipularse hormonalmente 

diferenciación celular, 

respectivamente. Tanto el desarrollo lóbulo-alveolar como la 

diferenciación funcional dentro de la glándula mamaria se han 

asociado con una sfntesis numentada y una acumulación de poliaminas, 

principalmente de espermidina (71). 

2.t.4. Catabolis•o de Polia•inas 

Parece que las concentraciones de poliaminas en cualquier 

sistema en crecimiento y diferenciación están determinadas por la 

actividad de ooc, que en la mayoría de los te:!~dos es la enzima 

lil'litante de la velocidad en la síntesis de pcliaminas ( 88). Guha y 

Janne (89), han demostrado que la putrescina, asi como la esperrnidina 

y la espermina, pueden servir como sustratos para la diamina oxidasa 

(DAO) uterina, aunque no descartan la posibilidad de que su 

preparación exper !mental pudiese haber estado contaminada con otras 

enzimas capaces de oxidar diferentes aminas. Sin embargo, este 

hallazgo tiene importante repercusión en la regulación de algunos 

procesos reproductivos. La putrescina parece ser el mejor sustrato 

para esta enzima siguiéndole en eficiencia la cadaverina. 

En el catabolismo de poliaminas pueden participar otras enzimas 

(Fig. J), que permiten transformar parte de estas moléculas en otras 

de utilidad para la economía celular, ya que el crecimiento y 

desarrollo de un tejido requiere de energia (80). 
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La espermidina y la espermina pueden ser también degradadas por 

DAO para dar putrescina, sustrato que por la acción de la 

acil transferasa y de las aminaoxldasas puede transformarse en ácido 

succfnico y éste a su vez entrar al ciclo de Krebs para dar 

finalmente energía en forma de ATP. 

ACI DO SUCCINICO 

l 
----... 

CICLO""' 
DE \._ 

KREBS EUERGIA 
@P] 

Flg. l. eat.bolis10 de poliaaiMS. 
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2. 2. ARGINASA Y POLIAMINAS EN LA FISIOLOGIA Y PATOLOGIA 

DEL APARATO REPROOUCTOR MASCULINO 

La investigación de las funciones fisiológicas de las poliaminas 

relacionada con el tracto reproductor masculino ha sido tema de 

numerosos trabajos. En el aparato reproductor J1umano, la presencia de 

las estas moléculas ha atraído la atención al estudio del metabolismo 

de poliaminas particularmente en la próstata, semen y testículo. 

Es de especial interés la participación de la enzima arginasa en 

la formación de poli aminas, moléculas pollcatiónicas que ya se ha 

mencionado intervienen en ld proliferación y la diferenciación 

celular (72), dado que esta enzima, por medio de la L-arglnina, 

provee del sustrato (ornitina) a la enzima ODC para la formación de 

putrescina. 

De esta forma, enfocando la atención a la actividad de la enzima 

ar9inasa es de notar el gran interés que ha despertado en otros 

paises como Alemania y Estados Unidos, la relación existente entre 

esta enzima y los procesos reproductivos , dado que su actividad se 

ha medido en diversos tejidos, encontrándose que los valores más 

altos corresponden al hígado y entre los siguientes , encontramos que 

en el epidfdímo de ratas adultas existe una actividad de arginasa 

si.gnificativamente alta en comparación con otros tejidos (73), (Tabla 

2). 
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Tabla 2. Distribución de arqinasa en tejidos de rata adulta (ll). 

TEJIDOS NORMALES ARGINASA ( UNID/\DES/g DE T&TIDO ) 

Higado (32)* 2545.0 ± 356.0 
Glándula Submaxilar (12) 170.0 ± 15.0 
Intestino Delgado (18) 129.0 ± 21.0 
Epididb10 ( 3) 125.0 ± 11.0 
Páncreas (lJ) 103.0 ± 9.0 
Duodeno ( 4) 85.0 ± 20.0 
Riñón (18) 56.5 ± 7.0 
Colon ( 4) 7.9 ± 5.7 
Pulmón ( 4) 5.4 ± 1.9 
cerebro (13) 2.5 ± 0.5 
Piel ( 2) 2 1.6 
Timo ( 1) 1.9 
Bazo ( 4) 1.1 ± 0.2 
Suprarrenales ( 1) 0.7 
Corazón ( J) 0.6 ± 0.03 
Músculo Esquelético ( J) 0.4 ± 0.3 

• Nümero de animales usados. 

Dado que el epididimo es un órgano encargado tanto de la 

maduración como del almacenamiento de los espermatozoides, resul~a 

interesante conocer el comportamiento de la enzima arginasa, de su 

sustrato: la L-arginina y de las poliaminas en el semen humano, ya 

que la actividad de esta enzima se ha medido en el semen de algunos 

animales (borrego, rata, conejo), sin embargo, son escasos los 

estudios en semen humano. 

La concentración de L-arginlna, urea, citrulina, ácido guanidín 

acético y la actividad de arginasa, han sido determinadas en el suero 

y en el plasma seminal de pacientes normospérmicos, oligospérmicos y 

azoospérmicos, y se ha propuesto que el bajo contenido de L-arglnina 

en el semen patológico no se debe a la alteración del metabolismo de 
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sus precursores, sino a la incrementada actividad de arginasa y a la 

acelerada conversión de L-arginina a ácido guanidin acético (52). 

La espermatogénesis es el desarrollo y producción de células 

germinales en el hombre, este proceso incluye división celular, 

diferenciación y reorganización, con la consiguiente reducción del 

núcleo del estado diploide al haploide; y tiene lugar en los túbulos 

seminíferos del testículo cuando se ha alcanzado la madurez sexual. 

La espermatogénesis puede dividirse en tres fases principales: 1) 

formación de espermatocitos primarios a partir de espermatogonias; 2) 

división meiótica de espermatocitos, produciéndose espermátides 

haploides, y 3) diferenciación de espermátides en espermatozoides. 

Durante la primera fase, las espermatogonias sufren división 

mitósica para dar origen a dos grupos de células. Una representa 

reserva de espermatogonias, la otra continúa dividiéndose, y la 

última generación de células se transforma en espermatocitos 

primarios. Cada espermatocito primario produce por división meiótica 

dos células llamadas espermatocitos secundarios; cada uno contiene 

una serle de doble hilera de cromosomas. Cada uno de éstos, a su vez, 

sufre una segunda división meiótica, formando dos espermátides, cada 

una de las cuales contiene una sola serie de cromosomas. Así, se 

originan cuatro espermátides haploides de cada espermatocito 

primario. 

Las espermátides gradualmente se transforman en espermatozoides, en 

este lapso permanecen unidas a las células de Sertoli, que 
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probablemente proporcionan ~utrientes y otras substancias necesarias 

para producir la diferenciación de espermátides en espermatozoides. 

Aproximadamente se requieren 10 a 11 semanas para la formación 

de espermatozoides muy especializados a partir de espermatoqonias 

primitivas. 

Los espermatozoides liberados de las células de Sertoli en los 

túbulos seminíferos son aún inmaduros desde el punto de vista 

funcional; esto es, son inmóviles e incapaces de fertilizar. 

Adquieren estas capacidades durante su paso (unas dos semanas) 

a través del epidídimo, en un proceso llamado maduración. La fase 

final de la maduración, llamada capacitación es un periodo de 

acondicionamiento en el que se cree hay activación de enzimas 

acrosómicas (76). 

Se ha descrito la espermatogénesis como un proceso fisiológico, 

sin embargo aún es escaso el estudio de los compuestos bioquímicos 

que intervienen en este aspecto de la reproducción. 

Ya desde 1944, Holt et al, reportaron que una dieta pobre en L­

arginina dismimuye la espermatogénesis en ratas adultas (74). 

También se ha encontrado en estudios realizados por Shubhada et 

al. ( 58); que los ni vel~s celulares de poliaminas en testículos de 

ratas, células germinales y células de Sertoli cultivadas, así como 

la cantidad de poliaminas liberadas por las células de Sertoli, son 

dependientes de la edad durante la primera etapa de la 

es¡:>ermatogénesis. Se presume que las células germinales utilizan o 

consumen putrescina liberada por las células de Sertoli para la 

síntesis de espermldina y espermina. 
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Es posible que las poliaminas además de su función reguladora en 

el crecimiento del epidfdimo, puedan estabilizar a los 

espermatozoides metabólicamente inactivos durante los procesos de 

maduración y almacenamiento. 

También se han realizado mediciones de la incorporación de 

aminoácidos en células de Sertoli, espermatogonias, espermatocitos 

primarios y espermátides mediante la acción de la hormona folículo 

estimulante (FSH) en ratones sin ningún tratamiento; encontrándose 

que la FSH tiene un efecto generalizado en las células intratubulares 

estimulando la incorporación de lisina y L-arginina, en el núcleo de 

las células de Sertoli y en todos los tipos de células germinales 

(77). 

Qian z. et al (78) han confirmado la presencia de la ODC en 

las Células intersticiales testiculares y el ensayo enzimático ha 

demostrado que la actividad de esta enzima sólo es funcional en las 

fracciones solubles de las células intersticiales aisladas y de las 

células germinales. 

Las poliaminas testiculares podrian tener un papel muy 

importante en la espermatogénesis de mamiferos y anfibios, sin 

embargo no se conoce aun su función fisiológica precisa. 

2.2.2. Seaen Huaano Noraal. 

El semen es la descarga completa del macho durante una 

eyaculacion normal. Consta de dos componentes primordiales, los 

espermatozoides o elementos celulares y el plasma seminal o la 

porción liquida~ El esperma se produce en los túbulos seminíferos de 
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los testículos, los cuales estan controlados por hormonas de la 

glándula pituitaria anterior. La hormona luteinizante {HL) estimula 

el crecimiento de las células intersticiales o de Leydig para la 

secresión de testosterona. Esta última es responsable de estimular 

los túbulos seminíferos y del crecimiento normal, desarrollo y 

función de las glándulas accesorias las cuales producen el plasma 

seminal. Aparentemente, la FSH tiene alguna función en la 

espermatogénesis, pero aun no se define su papel especifico. 

A. Bsper10atozoide 

Las funciones básicas fisiológicas y bioquímicas del 

espermatozoide son la fertilización del ovario y la , raovilidad. El 

espermatozoide está diseñado para llevar a cabo estas funciones con 

la ayuda de dos partes principales, la cabeza y la cola 

Acrosa.a... I Pi.e1a llt!di• , • Piu• principal°'\ 
~(c!Jo1ed~•lht1ndr1~J) 

rabei.i lilnl!J¡¡g 
(núcleo) 

ri9, 4, Representación esquel.!tico del esperaatozoide (59,81). 
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La cabeza tiene un núcleo el cual actúa como transmisor del 

material genético en forma de desoxirribonucleoproteína y un 

acrosoma con factores líticos que permiten la penetración al huevo. 

El núcleo se encuentra rodeado por una membrana gruesa, que 

anteriormente se encuentra cubierta por una membrana acrosomal y 

posteriormente por una membrana ci toplasmática, la región 

postacrosomal (capa postnuclear ). La composición química del núcleo 

consiste primordialmente en cromatina densamente empacada formada de 

DNA conjugado con proteínas nucleares básicas con carárcter de 

histona o protamina. 

El acrosoma es una estructura que cubre las dos terceras partes 

anteriores del núcleo y se combina con la membrana plasmática para 

formar la capa de la cabeza. Surge a partir del aparato de Golgi de 

la esp·ermátide. El acrosoma se ha convertido en una parte muy 

importante de la fisiología reproductiva, ya que se asocia con la 

penetración del huevo. Varios factores líticos se han descrito, la 

hialuronidasa se libera del acrosoma para preparar el camino a los 

espermatozoides a través del ctlmulo celular. Existe una enzima que 

dispersa las células de la corona radiada y se ha aislado una enzima 

lipoglicoproteica (del tipo tripsina), que disuelve ln zona pelúcida. 

La cola es un flagelo largo que consiste en cuatro regiones, el 

cuello, la pieza media, la pieza principal y la pieza final, las 

cuales contienen los componentes celulares y enzimas necesarias para 

la actividad metabólica y la movilidad .. El espermatozoide del hombre 

varia en longitud de 55 a 65 u. 

El cuello une la cola con la cabeza. De la parte posterior del 

cuello, se originan filamentos discretos internos en forma axial y 
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corren a todo lo largo de la cola. Los filamentos se encuentran 

arreglados en forma de un par central, rodeado por un anillo 

concéntrico de nueve pares de filamentos tubulares. 

La pieza media es la región gruesa anterior de la cola que se 

extiende desde el cuello hasta la parte principal. En esta sección se 

encuentran presentes a parte de los nueve filamentos y los dos 

internos, una capa adicional de nueve fibras mucho más densas y 

largas que estan rodeadas por una cubierta mitocondrial que consiste 

en mitocondrias individuales ~largadas, envolviendo las fibras 

longitudinales de una forma helicoidal. 

Las mitocondrias contienen el sistema enzimático oxidativo para 

producir adenosin trifosfato (ATP), el cual provee de energia para la 

movi.lidad y la iniciación de la glicóllsis. Asi, la mayor parte de la 

actividad metabólica del espermatozoide se lleva a cabo en la pieza 

media. 

La pieza principal es la parte más larga de la cola. No contiene 

mitocondrias y los filamentos axfales están rodeados por una cubierta 

proteica fibrosa la cual contiene fibras densas orientadas 

circunferencialmente. La pieza principal termina abruptamente a corta 

distancia del final de la cola. 

La cola termina con una pieza final la cual no contiene los nueve 

filamentos externos y los filamentos axiales internos estan envueltos 

por una membrana plasmática que rodea al esper~atozoide completo. 

Existe una notable ausencia de glucógeno o azúcares reductores 

en el espermatozoide. El plasmalógeno localizado en la pieza media 

contiene un ácido graso que puede ser hidrolizado y luego oxidado via 
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el ciclo de los ácidos tricarboxilicos, dando una fuente endógena de 

energía cuando las fuentes·exógenas no se encuentran disponibles. 

B. Liquido Sealnal 

El plasma seminal provee de nutrientes, de una capacidad 

amortiguadora y actúa como un vehículo fluido para trasportar al 

esperma~ozoide del hombre al tracto genital femenino. Es una mezcla 

compuesta de secresiones de los órganos accesorios masculinos de 

reproducción . 

Dentro de su composición, encontramos como sustratos metabólicos 

principales la fructosa y el ácido lácticot el sorbitol, los 

fosfolipidos, los aminoácidos y los ácidos grasos pueden 

catabolizarse hasta un cierto limite. La concentración de hidrógeno 

del plasma seminal se encuentra regulada. a un pH de 7. O por el 

bicarbonato, el ácido ci trico, proteínas y aminoácidos. Los 

principales electrolitos del plasma seminal son el sodio, potasio, 

calcio, magnesio y cloro, que además es isa-osmótico con el plasma 

sanguíneo. Sin embargo, mucha de esta actividad osmótica se crea por 

constituyentes orgánicos de bajo peso molecular, resultando Una 

proporción baja de electrolitos a la de no-electrolitos comparada con 

la del plasma sanguíneo. 

Las enzimas del plasma seminal incluyen enzimas proteoliticas, 

varias fosfatasas, glicosidasas, colinesterasas, diamino oxidasas y 

deshidrogenasa láctica. Dentro de las hormonas en el plasma seminal, 

se encuentran epinefrina, norepinefrina, andrógenos y estrógenos. 
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Entre las vitaminas presentes en el plasma seminal, se encuentran el 

ácido ascórbico, el inositol y la riboflavina. Un compuesto más 

interesante, la glicerilfosforilcolina (GPC), se encuentra en altas 

concentraciones en el plasma seminal, sin embargo, el espermatozoide 

no puede util.lzar GPC directamente del plasma ser.linal, es necesaria 

una. diesterasa del tracto genital femenino, para romperlo y proveer 

de glicerol fosfato como una fuente de energía. 

El semen humano normal contiene espermina en concentraciones de 

5-15 mM (59, 60) y pequeñas cantidades de esperm.idina, cadaverina 

(60), putrescina y 1,3 diaminopropano. La relación molar espermina a 

espermidina en semen humano es mayor de 12 (81). El hecho de que la 

concentración de espermina en el semen humano sea mucho más alta que 

en otros tejidos y fluidos corporales, ha conducido a realizar una 

serie de investigaciones sobre la función de estas sustancias en el 

semen, analizando principalmente el efecto "in vivo" de la espermina 

y otras poliaminas sobre el espermatozoide~ 

2.2.J. Análisis de semen. 

El análisis de semen puede proporcionar información sobre los 

antecedentes testiculares del espermatozoide, las propiedades 

funcionales de éste y de la función secretoria de las glándulas 

accesorias genitales. Por lo tanto, el análisis de semen puede ser de 

interés no sólo para aquel los que tratan con problemas de 

infertilidad, sino también para los interesados en la regulación de 

la fertilidad y los posibles efectos de enfermedades, drogas, 

químicos y factores ambientales en el sistema reproductor masculino. 
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El semen debe colectarse por masturbación después de 3 a 5 dias 

de abstinencia, periodos más cortos o largos de abstinencia podrían 

influenciar diferentes variables (volúmen, cuenta o movilidad). Los 

exámenes iniciales· de semen dentro de 30-60 min ), incluyen 

viscosidad, licuefacción, color y volúmen. Una muestra normal de 

semen debe estar completamente licuada dentro de los 30 a 60 min 

siguientes a la eyaculación; la presencia de material no liquido 60 

min después de la eyaculación, indica una disfunción prostática (en 

algunos casos raros alguna disfunción de las vesículas seminales). El 

color normal debe ser blanco nacarado o grisáceo. El volúmen se mide 

mediante un tubo graduado y en los casos normales f luctUa entre 2 y 5 

ml. 

La movilidad del espermatozoide se mide generalmente mediante 

métodos subjetivos, y se reporta como % de espermatozoides móviles. 

La movilidad es muy alta en los momentos siguientes a la eyaculación 

y decrece con el tiempo. El porcentaje de espermatozoides móviles 

puede ser medido con mucha precisión contando los espermatozoides 

móviles y no-móviles en campos seleccionados al azar. Se considera 

una movilidad normal cuando se tiene mas del 50 % de espematozoides 

móviles en la primera hora después de la emisión. 

A la cuenta espermática se le ha dado demasiada atención desde 

el punto de vista clinico, se realiza cuando la muestra se encuentra 

completamente licuada y se hace una dilución conocida para efectuar 

un conteo en una cámara de Neubauer. Se considera como valor normal, 
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cuando el número contado es mayor de JO millones de espermatozoides 

por mililitro de semen. 

El semen humano contiene no sólo espermatozoides sino ·también 

otros elementos celulares como espermatocitos, espermátides, 

leucocitos, eritocitos, macrófagos, células epiteliales y bacterias, 

en algunas ocasiones hongos y tricomonas. El número de elementos 

celulares diferentes del espermatozoide pueden reportarse contando el 

número de un tipo dado de célula por cada 100 espermatozoides en la 

tinción. Se considera que en una muestra de semen normal debe haber 

un porcentaje inferior al 25% de formas anormales. 

t1ry~~ !JJ 
Esoer1Hozoide narul 1 su'ivaraaciones 

~ 1 ~ i ~ 
E'ioerutozo111es conaoéndicescitaplils1Hicos 

y vuuciones ~n el cuer~a 

tt1i1~v 
Defouaciones en li~ cabeza y far.as seniles 

Forus inorules 

Fanas dables 

~ r 
farus ¡uvenilescon residuos citoo1Ds1Hicos 

Pig. 5. Morfología del espenato&oide. 
(Modificado de Vasterlloc¡. B.N.: Praitiscbe S¡>enatologic, Stuttqart, 1960, Georg Tbie.. Verlag). 
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A. Características patológicas 

Se consideran resultados anormales cuando el número es menor de 

JO millones de espermatozoides / ml y se clasifican en azoospermia la 

ausencia total o casi total (menos de 1000/ml) de espermatozoides en 

una eyaculación de volúmen normal. Se le denomina oligospermia a un 

número de espermatozoides por ml insuficientes, la oligospermia es 

moderada para 20-·30 millones, media para 10-20 millones y grave para 

menos de 10 millones de espermatozoides por ml. 

cuando existe disminución por debajo de los valores normales de 

la movilidad, se le denomina astenospermia y cuando el porcentaje de 

formas anormales es superior al 25%, se conoce como teratospermia. 

En la oligoastenospermia se reunen estas anomalías con menos de 

10-20 millones de espermatozoides por ml y sólamente J0-40% de formas 

móviles y cuyas causas son múltiples: psíquicas (angustia, ansiedad) 

que podrían agravar un estado ya deficiente; metabólicas (diabetes, 

gota, obesidad, etc.). 

2.2.4. Movilidad Espermática 

Los mecanismos responsables de la movilidad del espermatozoide 

son una serie de eventos bioquímicos complejos .que incluyen elementos 

proteicos contráctiles y de transferencia y producción de energía que 

han sido intensamente estudiados pero aún no han sido claramente 

entendidos. La movilidad es importante para el encuentro 
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espermatozoide-óvulo y se correlaciona con la capacidad fertilizante 

del espermatozoide. 

Investigaciones recientes demostraron que el aparato motor 

(flagelo) del espermatozoide maduro es una unidad que requiere de Mg­

ATP (Hagnesio-Adenosfn trifosfato) para producir movilidad. El AMPc 

(J'-5' monofosfato cíclico de adenosina) parece activar cinasas 

dependientes de AMPc ( cinasaa), cuya función es la fosforilación de 

proteínas específicas requeridas para la movilidad espermática. 

Se ha considerado que una serie de agentes externos regulan el 

control de la movilidad bajo condiciones fisiológicas, (Tabla 3). 

Tabla J. Factores que participan en el control de la 1avlli<lad e.<perútlca (IJ), 

AGENTE 

Eaperaina y Esper..idina 

Factor "de reposo" de 
bajo peso molecular 

Heparina 

Acetilcolina y adenosina 

Factor estimulante de la 
movilldad de bajo peso 
molecular 

AMPc 

Tirosina y triyodotiro­
nina 

FUENTE FUNCION 

Fluido Se•inal Activa Adenil Ciclasa 

Fluido Epididima- Induce el reposo e 
r io. inhibe la reacción 

Células mastoides 
y otras fuentes 

Nervio y músculo 

Plasma Seminal 

Tracto reproduc­
tiva femenino 

Glandula Tiroide 
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acrosomal 

Induce la capacita­
ción y el consumo de 
ca2t 

Se une a receptores 
específicos presentes 
en el espermatozoide 

Estimula actividad de 
adenil ciclasa y la 
movilidad 

Fosforila proteinas 
de membrana externa 

Activa adenil ciclasa 



En la Fig. 7, se resumen las interacciones ruás probables basadas 

en las evidencias experimentales para la regulación de la movilidad 

espermatica. Como se puede observar, en este esquema regulador dos 

fenomenos esenciales no aparecen claros. 

El primero es el agente externo que controla la movilidad bajo 

condiciones fisiológicas. Aunque se ha propuesto que la espermidina y 

la espermina tienen una participación importante en este proceso, 

esto es todavía motivo de estudio {ver Tabla J). El segundo factor 

desconocido es el mecanismo molecular que activa y desactiva el 

a><onema ( Fig. 6) • 

---1r--Fibr• densa. u.lerna 

l'eiin• 

;,;.~'-"--\---Pnlonq¡t1011es de dineln¡ 

~~~~~-~Et~P~•:r de licratibulo; unlu\e; 
~ R•ros tspo,eo;I 

tticrotu·auln d~bles ulernoo; 

-cuerp1ss1Ull\eo; 

l\et~una pla'il,lic• 

rlq. 6. Diaqrua que presenta 1lll corte transvenal del 
!laqelo del espenatosoide (axo .... ). (Bl) 
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Los mensajeros internos principalmente involucrados son el AMPc 

y el ca2•, pero no se conoce aun como se activa y desactiva el 

mecanismo de deslizamiento tubular. Descubrimientos recientes indican 

que tanto los cambios en la entrada de ca2• como los del pH interno, 

juegan un papel central para la respuesta de quietud, activación o 

hiperactivación del aparato motor. 

El diagrama que se muestra en la Fig. 7 es un resumen de las 

influencias reguladoras que se han establecido o sugerido mediante 

evidencia experimental. Los signos de interrogación indican pasos 

tentativos y donde el mecanismo de acción aún no ha sido bien 

elucidado. Las dos interacciones funcionales conocidas en el axonema 

se muestran esquemáticamente. Una o ambas pueden ser el blanco final 

para la fosforilación ciclica nucleótido-dependiente. No se ha 

determinado aun el papel del intermediario citoplasmático, la 

axoquinina. La reacción de fosforilación depende de la activación de 

la cinasaa, la cual a su vez es dependiente de la producción y 

degradación de APMc o de guanosin-J'S'monofosfato cíclico (GMPc). El 

ca2• juega un papel complicado ya que debe estimular tanto la 

fosfodiesterasa como la adenil ciclasa. El ca2t tiene influencia en 

la desfosforilación del axonema, un paso que debe ser dependiente del 

pH, también el ca2+ controla la curvatura flagelar para dirigir el 

patrón de movilidad producido en un espermatozoide activo. Los 

niveles de ca2t están regulados por el transporte de membrana, la cual 

responde a diversas influencias internas y externas~ 

Las acciones finales de los mensajeros en las proteínas del 

axonema, y los mensajeros externos que son los responsables de los 
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cambios en la movilidad (Tabla 3), son en la actualidad las piezas 

faltantes más importantes en el esquema. 
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Piq. 7. Requlación de la IOYilidad espen!tica (BJ). 
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Se ha demostrado que la al ta movilidad está relacionada con la 

prontitud en el tiempo de fertilización y viceversa (82). También se 

ha reportado que el plasma seminal aislado de semen con alta 

movilidad espermática, estimula los espermato2oides que muestran baja 

movilidad, mientras que el plasma seminal que muestra baja movilidad, 

disMinuye la movilidad de espermato2oides altamente móviles. 

La adición de diferentes substancias al semen se ha probada para 

inducir y mejorar la calidad de éste. 

Se ha probado también la adición de L-arginina para la 

estimulación de la movilidad de espermatozoide de conejo in vitre 

(54), encontrando que existe un mayor grado de estimulación cuando se 

utiliza L-arginina 0 • .1 m.H, mientras que estudios en espermatozoide 

humano revelan que la má>dma estimulación de movilidad, se logró a 

concentraciones de 0.004 mM (53). Se ha reportado que el 

espermatozoide de conejo transporta L-arginina y que este transporte 

procede por mecanismos específicos, químicamente saturables. Los 

análisis cinéticos de las velocidades iniciales de transporte en 

concentraciones de sustrato de 0.001 a 1.0 mM indican la presencia de 

dos transportadores saturables. Uno de baja afinidad (Km 0.64 mM) y 

otro de alta afinidad (0.004 llll1). 

Esto sugiere que la estimulación por L-arginina podría ser una 

función del metabolismo endógeno del espermatozoide. El hecho de que 

la L-arginina estimule Ja movilidad espermática, da lugar a algunas 

preguntas interesantes acerca del mecanismo de acción; sin embargo, 

se ha propuesto que dentro del espermatozoide este sustrato puede 

tener diferentes destinos metabólicos (Tabla 4). 
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Tabla 4. Posibles vias 1etabollcas de la L·m¡inlna en la célula espen!tlca. 

ARGININA :----_ 

ACIDO ~ ! ~SINTESIS 
GUANIDIN ARGINASA DE PRO'rEINAS 
ACETICO 

ORHITINA 
UREA 1 ODC 

PUTRESCINA 

1 
CREATININA ESPERMIDIHA 

1 
ESPERMINA 

ESPERHIDINA 
SINTETASA 

ESPERHIHA 
SINTETASA 

Dado que se ha col!lprobado que la espermina y en general las 

poliaminas se encuentran relacionadas con i.a movilidad espermática 

(81-84), es de esperarse que la enzima arginasa se encuentre también 

relacionada, y su actividad varíe dependiendo de las condiciones 

fisiológicas del semena 

La especificidad de la acción de la L-arginina se comprueba por 

la incapacidad de D-arginina, L-homoarginina, L-ni troarginina y L­

orni tina de aumentar la movilidad espermática in vitre. Lo anterior 

sugiere que el grupo guanidinio terminal asi como la cadena carbonada 

son requerimentos esenciales para la función que ejerce la L-

arginina. 
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2.2.5. CUc~ta Espermática 

Desde 1967, Tanirnura (50) reportó una correlación positiva in 

vivo entre la cuenta espermática y la L-arginina unida relacionada al 

espermatozoide. 

Aún cuando la L-arginina es un aminoácido no esencial debido a 

que se sintetiza en el organismo, esta substancia es indispensable 

como material para la sfntesis celular y la proteína tisular .. sin 

embargo, durante los estadios activos del crecimiento, como en la 

infancia, la cantidad de L-arginina sintetizada es menor a la 

demanda. 

La L-arginina toma parte en la formación espermática: se ha 

encontrado que es el componente básico en las nucleoproteinas 

(histonas y protaminas) del espermatozoide en varias especies. 

También en 1973, Schachter et al (51) reportaron que la 

administración oral de L-arginina a pacientes oligospérmicos, mejoró 

tanto la cuenta espermática como la movilidad en la mayoria de los 

individuos tratados: atribuyendo este éxito terapéutico a la 

adiministración de altas concentraciones de L-arginina por via oral. 

Sin embargo , el estudio hecho por Adnan Mroueh (61), no confirmó la 

mejoría en la cuenta espermática de pacientes oligospérmicos después 

de un tratamiento utilizando concentraciones más bajas de L-arginina 

por vía oral. 

Se ha demostrado que la concentración de L-arginina en el plasma 

seminal de hombres con cuentas espermáticas normales, es mayor que la 

medida en pacientes oligospérmicos o azoas pérmicos ( 53), y que esto 

puede deberse a diferencias en la capacidad de absorsión intestinal 
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y de la velocidad alterada de síntesis del aminoácido, por lo que es 

posible que estas diferencias se reflejen en la concentración de L­

arginina en el plasma seminal. 

Se han hecho algunos intentos para elucidar una función 

fisiológica o patológica tanto de la espermina como de las enzimas 

involucradas en su metabolismo en el plasma seminal humano 

correlacionando sus concentraciones con la c.uenta espermática, al 

respecto se encontró una correlación significativa entre la 

concentración de espermina del plasma seminE.·~ humano y la cuenta 

espermática total en las mismas muestras de semen (85), sin embargo, 

esta correlación no se confirmó en estudios posteriores (86). 

2.2.6. capacitación Esperaáticn 

Hay evidencia de estudios in vitro .de que la espermina resalta 

la actividad de mal tasa presente en el plasma seminal que está 

involucrada en la degradación del glucógeno y que incrementa la 

utilización de glucosa por el espermatozoide, al mismo tiempo que 

reduce la utilización de fructosa (84). 

La adición de cantidades fisiologicas de espermina a 

suspensiones de espermatozoides causa un aumento importante en los 

niveles de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), nucleótido que 

induce la capacitación en el espermatozoide humano. 

El efecto de la espermina sobre los niveles de AMPc puede ser 

explicado por el hecho de que esta poliamina inhibe la actividad de 
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fosfodiesterasa del AMPc y aumenta la actividad de adenil ciclasa 

(62). 

También se ha observado que el efecto de la espermina sobre los 

niveles de AMPc pueden ser resaltados por prostaglandina E2 (PgE2), y 

se ha demostrado que la PgE2 produce estimulación de la actividad de 

la ODC (63). 

Existe la posibilidad de que la espermina normalmente presente 

en el semen humano, pueda ser oxidada por enzimas a productos 

aldehidicos tóxicos para algunas células eucarióticas, pero que 

pueden ser importantes para la supervivencia y para la adquisición de 

la capacidad fertilizante del espermatozoide eyaculadoª Estudios 

recientes han indicado que las poliaminns estimulan la reacción 

acrosomal en el espermatozoide de cuyo (87). 
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III. MATERIAL Y KETODOS 

Se obtuvieron muestras de semen y sangre de 9 varones sanos 

(fértiles) y de 12 pacientes con antecedentes de por lo menos 1 año 

de infertilidad. Las características observadas para la recolección 

de las muestras se resumen a continuación, tanto para los individuos 

san os como para los infértiles: 

a) La edad varió entre 24 n 46 años. 

b) Ninguno de los pacientes se encontraba bajo algún tipo de 

medicación al momento de la recolección de la muestra, ni aún dos 

dias antes de la recolección de la misma. 

e) Unicamente se consideraron pacientes ideopáticos (aquellos que no 

tuvieran antecedentes clinicos, es decir, sin previa medicación). 

d) Las muestras fueron obtenidas por masturbación con un periodo de 

abstinencia entre J-5 dias • 

e) Las muestras de sangre fueron obtenidas en completo ayuno. 

Las muestras de los individuos normales se obtuvieron del 

servicio de Planificación Familiar de la Clinica No. 9 del 

IMSS: mientras que las muestras de los individuos infértiles fueron 

proporcionadas por el servicio de Andrologia a través del Laboratorio 

de Hormonas del Hospital de Gineco-obstetricia No. 4 del IKSS. El 

total de muestras recolectado en ambos lugares fue de 30 pacientes, 

sin embargo, únicamente se utilizaron 21 (9 normales, 6 

oligoastenospérmicos, 4 azoospérmicos y 2 teratospérmicos), por ser 

aquellos que cumplían con los requerimentos del diseño experimental. 
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Para seleccionar y e~iminar aquellas muestras que no cumplían 

con las características requeridas, específicamente se tomaron en 

cuenta los siguientes criterios de exclusión: 

1) Cuando no fue posi.ble agruparlos dentro de las patologías 

incluidas en este estudio, por tratarse de casos aislados de 

oligospermia o astenospermia, dado que el grupo analizado fue de 

pacientes oligoastenospérmicos. 

2) Cuando se encontró una licuefacción incompleta (muestra 

viscosa aún después de 60 min. de la eyaculación); dado que esto 

impedía una eficiente separación de las células. 

3) Cuando la muestra de semen observada al microscopio 

presentaba un porcentaje mayor al 10 % de formas celulares diferentes 

al espermatozoide. Ej. Células epiteliales, leucocitos, bacterias, 

etc. 

4) Cuando la actitud del paciente impidió la colección de la 

muestra. 

El primer análisis realizado a la muestra de semen fue la 

espermatobioscopia, de la cual se obtuvo el conteo celular y lns 

características generales de la muestra, estos datos fueron útiles 

para la clasificación posterior de las diferentes patologías, segtln 

se muestran en las Tablas I y II. 
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Los criterios considerados como parámetros normales son los 

establecidos por la O.M.S. (1987) para la espermatobioscop1a, sin 

embargo, en este estudio se utilizaron parámetros más estrictos, 

dado que limitan más el rango de clasificación, (Tabla 4). 

Tabla 4. Tabla c:ooparatlva da parúctros noroales 
para espenatoolosoopla. 

P A R A M E T R O VALOR NORMAL 
O.M.S. 1987 

VOLUMEN (ml) >= 1.0 

CONCENTRACION ESPERHATICA >= 20.0 
(millones / ml) 

CUENTA ESPERHATICA TOTAL >= 40.0 
(millones / eyaculado) 

MOVILIDAD (%) >= 50.0 

MORFOLOGIA NORHALl\l >= 50.0 

LICUEFACION COMPLETA 
(60 min) 
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VALOR UTILIZADO 

- 5 

>= JO.O 

60 - 150 

>= 50.0 

>= 75.0 

COMPLETA 
(JO min) 



Para la espermatobioscopfa se consideraron los valores de la 

tabla 6 (75): 

PARAMETRO 

NUMERO 

MOVILIDAD 

MORFOLOGIA 

Tabla 6~ Claslflcacióo de las distintas patoloq!as 
seqún su an.lllsls espenatobioscópico. 

PATO LOGIA VALORES ANORMALES 

AZOOSPERMIA Menor a 1000 / ml 

a) Moderada 20-30 millones 
OLIGOSPERMIA b) Media 10-20 millones 

e) Grave < 10 millones 

ASTENOSPERMIA Movilidad menor del 50 %. 

/ ml 
/ ml 
/ ml 

OLIGOASTENOSPERMIA De 10 - 20 millones / ml con 
movilidad menor del 50 %. 

TERATOSPERMIA Formas anormales mayores al 25 %. 

De las muestras de sangre se separó el suero por centrifugación, 

el cual fue dividido para la cuantificación posterior de proteínas y 

actividad de arginasa. 

Una vez obtenida la muestra de semen, se procedió a cuantificar 

la movilidad espermática (en el mismo lugar de recolección), para 

evitar variaciones en los resultados durante el transporte al 

Laboratorio donde se le analizaría por completo posteriormente. 
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El transporte de la muestra se realizó a temperatura ambiente y 

ya en el Laboratorio se terminó el análisis espermatobioscópico. 

Las muestras de semen fueron sometidas al análisis de los 

siguientes parámetros: 

a) Espermatobioscopia (Fig. a¡. 

b) cuantificación de proteínas en liquido seminal. 

c) cuantificación de actividad de arginasa en liquido seminal. 

d) cuantificación de actividad de arginasa en espermatozoide. 

1.- Análisis de sellen 

a) Esperaatobioscopia 

El análisis espermatobioscópico se hizo con base en los 

lineamientos propuestos por la organización Mundial de la Salud 

(OMS}. 

La esperrnatobioscopia se realizó de J0-40 min después de su 

recolección, tiempo necesario para su completa licuefacción. 

1. - Apariencia: Se consideraron normales aquellas muestras que 

presentaron color blanco-grisáseo opalescente. 

2.- Voltlmen: se midió en tubo de centrifuga graduado y se 

clasificó como normal si estaba entre 1-6 ml. 
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RECOLECCION DE SEMEN 

ANALISIS DE APARIENCIA 

LICUEFACCION 

ANALISIS DE MOVILIDAD 

CUENTA ESPERMATICA 

DETERMINACION MORFOLOGICA 

Fic¡. 8. Diac¡ma de flujo del procodiliento para 
la esperaatobioscopfa. 
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J. - Licuefacción: Se consideró normal cuando la muestra goteaba 

al caer de una pipeta Pasteur, de lo contrario se reportaba como 

licuefacción incompleta. Es importante hacer notar que las muestras 

que no presentaron licuefacción completa no fueron utilizadas para 

las determinaciones de proteínas y actividad de arginasa; en 

consecuencia, no se presentaron en los resultados finales. 

4 .- Movilidad: Se reportó como por ciento de espermatozoides 

móviles, mediante la evaluación de un frotis fresco de semen una vez 

completada la licuefacción. Este frotis se dejó estabilizar por 1 

minuto dentro de una caja de Petri en ambiente húmedo antes de 

evaluarlo al microscopio de contraste de fases. Una vez transcurrido 

este tiempo se usó un aumento de 40x a temperatura ambiente para 

realizar el conteo de 100 células dentro del campo visible, entre las 

que se contaron tanto las células móviles como las inmóviles. La 

prueba anterior se realizó por duplicado analizando diferentes campos 

del frotis. 

s.- Cuenta espermática: El valor de la cuenta espermática es en 

realidad un dato de concentración, ya que el resultado obtenido se 

reportó en "nllmero de espermatozoides / ml de semen". Para obtener 

este dato, se utilizaron diluciones del semen 1:10 y 1:20 en formol 

al 3%, seglln se apreciara la concentración de espermatozoides en el 

frotis utilizado inicialmente para medir la movilidad en cada muestra 

de semen. Si se apreció una alta concentración de células, se utilizó 

una pipeta cuenta glóbulos rojos cuya dilución es 1:20 : mientras que 

cuando se registró una baja concentración de células en el frotis 
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inicial, se utilizó una pipeta cuenta glóbulos blancos cuya dilución 

es 1:10. 

Una vez hecha la dilución apropiada, se llenaron ambos lados de 

una cámara de Neubauer (por cada muestra) y se dejó estabilizar 3 

minutos en ambiente húmedo. Se realizó por duplicado el conteo 

utili2ando un microscopio de luz directa con un aumento de 40x. 

Una cámara de Neubauer presenta una cuadricula como la que se 

ilustra a continuación: 

Pig. 9. cuadriculado de 

la eúara de leubauer. 

o.lmm { 

n 

e 

' 

' 

B 

' 
' . 

o 

Se contaron únicamente los espermatozoides que se encontraban en 

los cuadros marcadas como A, B, e, o, y E; siempre en la misma 

secuencia. En la cuenta de cada cuadrante se incluyeron los 

espermatozoides cuya cabeza se encontraba dentro del mismo aún cuando 

el flagelo estuviera fuera y se desecharon los espermatozoides que se 

encontraron sobre la linea divisoria entre cada cuadrante. 

Es importante mencionar, que las muestras de semen que 

presentaban más de dos células diferentes al espermatozoide, es 

decir, células epiteliales, leucocitos, bacterias, eritrocitos u otro 
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tipo; fueron desechados como muestras idóneas dado que la 

cuantificación de la actividad enzimática se veria alterada por la 

presencia de este tipo de células contaminantes. 

6.- Morfologia celular: La morfologia del espermatozoide se 

reportó como el por ciento de células anormales, considerándose como 

éstas los espermatozoides con alguna deformidad en cuanto al tamaño 

de la cabeza o del flagelo, anormalidad de la cabeza, espermatozoides 

bicéfalos o biflagelados, etc. 

Para el conteo de este tipo de células, fue necesario hacer una 

fijación con alcohol, seguida de una tinción con Eosina al 0.5 %. 

Una vez concluida la espermatobioscopia, se procedió 

centrifugar el semen para separar a los espermatozoides del liquido 

seminal a 3, 000 rpm durante 10 minutos. Una vez separado el liquido 

seminal, éste se recentrifugó a 10, ooo rpm durante 30 minutos a 4ºc, 

con la finalidad de eliminar la contaminación por detritus celulares. 

El liquido seminal recentritugado se dividió en alícuotas para las 

determinaciones de proteinas y actividad de arginasa. 

b) cuantificación de prote.inas en liquido se•inal. 

La determinación de proteínas se llevó a cabo mediante el método 

de Lowry ( 64) , cuyo fundamento se basa en los enl~ces en forma de 
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complejo que forma el cobre con cuatro residuos de aminoácido 

pertenecientes a una proteina en medio alcalino. 

c) cuantificación de actividnd de arginasa en liquido se•inal. 

I~a actividad de arginasa se determinó por el método de Kung et 

al (12, 19), en el que se mide la concentración de urea. 

d) cuantificación de actividad de arginasa en espenaatozoide. 

Después de haber separado los espermatozciides del liquido 

seminal se efectuaron tres lavados con una solución amortiguadora de 

fosfatos 0.05 M a pH 7.4. 

2. Análisis del suero. 

a) cuantificación de proteínas en suero. 

Se llevó a cabo mediante el método de Lowry, utilizando una 

alícuota inicial distinta a la requerida para liquido seminal. 
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b} cuantificación de actividad de arginasa en suero. 

Se determinó por el método de Kung et al (12, 19) únicamente 

variando la alícuota inicial en comparación a la utilizada para 

liquido seminal. 
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MUESTRA DE SEMEN 

CENTRIFUGACION A J,000 rpm 
10 MIN, 2sºc 

ESPERMATOZOIDES lo-~--'~~~~-,¡ 

LAVADO CON SOLUCION 
AMORTIGUADORA 

CENTRIFUGACION A 100,000 rpm 
30 HIN, 4ºC 

CONTEO CELULAR 

ESPERMATOZOIDES 
LAVADOS 

DETRITUS CELULARES 

LIQUIDO SEMINAL 

SUERO SANGUINEO 

DETERMINACION 
PROTEINAS 

CELULAS 

CENTRIFUGACION A J,000 rpm 
lo MIN, 2s•c 

MUESTRA DE SANGRE 

Flg, 10. Diagrua de flujo del procesaaiento de las auestras. 
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IV. RESULTADOS. 

Es importante hacer notar que la clasificación de los pacientes 

dentro de las diferentes patologias incluidas en este trabajo, fueron 

previamente comprobadas por los respectivos centros de salud de donde 

fueron obtenidas. 

Los resul tactos de las espermatobioscopias se muestran en las 

tablas I y II. Los valores de actividad de arginasa en suero, liquido 

seminal y espermatozoides de los cuatro grupos analizados se 

presentan en la Tabla III. 

Los valores de actividad de arginasa fueron evaluados 

estadística.mente, con la finalidad de determinar si existía 

diferencia significativa entre los grupos presentados como a 

continuación se expresa: 

GRUPO 

I 

II 

III 

IV 
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PATO LOGIA 

NORMOSPERMICOS 

OLIGOASTEMOSPERMICOS 

AZOOSPERMICOS 

TERATOSPERMICOS 



"' "' 

PARAKETRO 

VOLUMEK 111) 

CUHCDIIR!C!OH ESP!JlllATICA 
l•illones / 11) 

CUENTA ESPEllKATICA TOTAL 
(•iliones / eyaculad<>) 

llOVILIDAD (1) 

llORfOIIJGIA HORKAl 1 I *) 

LICUEFACIOH 

(') Evaluación Subjetiva 
+ Licuefaci6n Co•pleta 

VAIIJR llORllAL O.M.S. 1987 

>= 1.0 

)• 20.0 

)• 40.0 

)•so.o 

): 50.0 

COO'LETA 

TABLA 1 

ESPERKATOBIOSCOPIA 

IRDIVIDIOOS llORllALES 

:f' 26 28 28 JO 38 

2 11 25 29 26 17 

2.7 2.2 J.3 1.8 3.3 2.2 

21.6 49.0 17.5 20.5 12.4 U.6 

58.l 107.8 57.8 36.9 40,9 93.6 

50.2 51.0 60.3 56.7 56.5 49,5 

94.6 91.4 87.J 86.0 81.3 97.0 

t + + + + + 

40 45 46 

-
24 28 27 • ± SD 

2.s 3.0 2.4 2.6 0.5 

18.0 21.8 22.1 25.1 11.5 

5Q.4 65.4 53.0 62.7 22.2 

50.4 52.7 53.7 53,4 3.5 

so.o 81.9 92.5 88.0 5.8 

+ + + 



TABLA II 

ESPERMATOBIOSCOPIA 

PARAKETRO VllDR llORMAL O.N.S. 1987 OUGOASTEllOSP!lllUIDS TERAlUSPEIJl!COS 

EDAD 25 28 30 32 33 38 33 30 

- -
MllES'!RA 22 6 2 23 21 18 1 • so 4 13 1 "' so 

VOI.UHEll (11) >= 1.0 3.3 3.4 4.0 3.7 5.0 4.0 3.9 0.6 4.5 1.5 3.0 1.5 

COHCE!f!RAC!OH ESPEP.KAl!CA >= 20.0 4.6 2.5 1.4 7.3 10.5 9.5 6.0 3.4 15.0 78.0 46.5 31.5 
(1illones / 11) 

~ CUDITA ESPEIJIAT!CA TOTAL >= 40.0 15.0 8.5 5.6 27.1 52.5 38.0 24.5 16.7 67 .5 117 .o 92.3 21.8 
(•iliones / eyaculado) 

llOVIL!DAD (1) >= 50.0 16.5 9.3 23.0 20.1 16.2 32.8 19.7 7.2 60.0 28.9 44.5 15.5 

llORFOlllGIA llOR!IAL 1 (') >=so.o 89.1 85.0 92.0 80.0 76.0 85.0 84.5 5.3 56.0 49.0 52.5 3.5 

L!CIJEFACIOK ca!PLETA + + - - - - + • 

(•) Evaluación SUbjetiva 
(tt) Licuefación + Co1pleta - Inco1pleta 



.~~( 
· .. •:1,~ 
~}:Jr. 
i':~!.f ' 

GRUPO 

I 

II 

III 

IV 

MUESTRA NOMBRE 

12 J.M.S. 
11 F.A.M. 
25 A.C.G. 
29 J.S.G. 
26 F.R.G. 
17 M.V.R. 
24 J.R.M. 
28 J.M.R. 
27 E.L.C. 

22 E.A.S. 
6 J.A.L. 
2 H.L.L. 

23 C.H.A. 
21 J.S.Y. 
18 A.Q.Z. 

15 R.G.N. 
3 R.M.L. 

16 C.M.P. 
14 I.P.V. 

4 J.O.R. 
13 F.C.O. 

TABLA III 

ACTIVIDAD DE ARGINASA (**) 

EDAD PLASMA SEMINAL SUERO CELULAS(*) 

24 l. 25 ND 3.70 
26 1.80 NO l. 34 
28 4.25 5.96 8.10 
28 2.53 6.26 6,37 
30 4.25 5.03 2.99 
38 l. 74 5.24 2.23 
40 2.46 5,93 ND 
45 2,90 7.75 1.15 
46 2.65 5.57 l. 36 

-
X 2.65 5.96 3,48 

so 1.05 ·0.90 2,74 

25 2.29 4.79 2.04 
28 2.37 2.14 6.10 
30 1.49 0.74 ND 
32 l. 37 4.08 ND 
33 2.55 3,41 ND 
38 2.92 3.90 NO 

-
X 2.37 3 .41 4.07 

so 0.78 1.49 2.87 
(+) 

28 2.54 6.99 ND 
29 1.33 7,90 ND 
30 3.19 4.24 ND 
31 2.39 10.93 NO 

-
X 2.36 7.52 ND 

SD o. 77 2.'16 ND 

33 l. 75 2.82 ND 
30 2.17 1.34 1.19 

-
X 1.96 2.08 ND 

SD 0,29 1.05 ND 
(+) 

j'"i,GRUPOS: I NORMOSPERMICOS II OLIGOASTENOSPERMICOS III AZOOSPERMICOS 
~ IV TERATOSPERMICOS 

(*) ( nmoles Urea / millón de células ) x 10 
(**) nmoles Urea / mg Prot / min 
(+) Diferencia significativa con en control, P < 0.05 
NO No determinado 
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se utilizó la prueba de Diferencia Significativa Mínima de 

Fisher (DSM) y t de student, para muestras apareadas y para muestras 

globales, respectivamente; comprobándose lo siguiente en ambas: 

a) No exist.e diferencia significativa en la actividad de arginasa 

del liquido seminal entre los cuatro grupos. 

b) Se encontró diferencia significativa (P < 0.05) en la actividad de 

arginasa entre las siguientes muestras de suero sanguíneo: 

Grupo y 

Grupo I y 

Grupo II y 

Grupo III y 

Grupo II 

Grupo IV 

Grupo III 

Grupo IV 

c) No se encontró diferencia significativa en la actividad de 

arginasa entre las siguientes muestras de suero sanguíneo: 

Grupo 

Grupo 

I y 

II y 

Grupo III 

Grupo IV 

En las figuras 17-19 se presentan gráficamente los valores 

obtenidos en las diferentes determinaciones realizadas en los grupos 

analizados. 
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES 

La elección de los varones cuyas muestras serian analizadas, fue 

diseñada para formar tres grupos principales (normas pérmicos, 

azoospérmicos y oligoastenospérmicos) ya que son las patologías más 

comunes; sin embargo, el principal problema que se tuvo al formar los 

grupos fue que no se encontraron casos suficientes (10 al menos) en 

cada grupo, dado que existen varios factores que determinan que la 

muestra no sea útil experimentalmente, como se establece según los 

cri teros de exclusión. De la misma manera, se incluyeron en el 

estudio, dos pacientes cuya patología es poco frecuente, como el caso 

de la teratospermia. 

En el análisis espermatobioscópico practicado a cada muestra de 

semen, se siguieron lineamientos más estr::..=tos para los valores 

normales, ya que los limites propuestos por la O.M.S. (1987), 

consideran un rango muy amplio, lo cual haría parecer alqunos valores 

normales en teoría, mientras que en la práctica, la clasificación de 

un paciente pseudonormal, no concuerda con su esterilidad aparente. 

Este es el caso de los pacientes con cuentas espermáticas cuyos 

valores caen dentro de los limites inferiores propuestos por la 

O.M.S •• 

Este criterio fue utilizado ya que la espermatobioscopia es un 

análisis que podria clasificarse como subjetivo, ya que una misma 

muestra de semen, analizada dos o más veces por la misma persona, 

daría resultados con dispersiones demasiado grandes, como se observa 

en las tablas 1 y 11. 
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Después de la espermatobioscopfa, la muestra se dividió en 

liquido seminal y células, éstas últimas, se lavaron con un 

amortiguador de fosfatos, con el objeto de eliminar la mayor parte 

del liquido seminal, y así asegurar que la determinación de actividad 

de arginasa, se debiera únicamente a la aportada por la célula. Esto 

se logró con tres lavados en solución amortiguadora. 

En el caso de la actividad de arginasa, es importante mencionar 

que se adaptó la técnica según la cantidad de muestra necesaria, 

para el liquido seminal y lavados de células se utilizaron alícuotas 

de 10.28 ul y para suero una alícuota de laB ul. Para la 

determinación de proteínas, del liquido seminal se utilizó una 

alícuota de la66 ul y del suero sanguíneo una alícuota de l ul, en el 

caso de individuos con alguna patología; mientras que para los 

individuos normales, las alícuotas tomadas, fueron la mitad en ambos 

casos, es decir, se utilizó O. B ul de liquido seminal y Oª 5 ul de 

suero. 

Estos datos nos hacen pensar que los individuos normales 

contienen mayor cantidad de proteínas tanto en liquido seminal como 

en suero sanguíneo. 

a) No fue posible determinar si existe diferencia significativa 

entre las muestr~s de liquido seminal para la actividad de arginasa 

entre los cuatro grupos, lo cual sugiere que dentro de las patologías 

reproductivas analizadas, no existe alteración enzimática en la 

secresión manifestada como liquido seminalª 
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b) Si existe diferencia significativa (P<0.05) entre la actividad de 

arginasa de las muestras de suero sanguíneo de los grupos II y IV 

tendiendo a ser menor en estos grupos, comparados con el grupo 

normal. Es posible que esta diferencia de actividades de arginasa 

entre el liquido seminal y el suero sanguíneo, pueda implicar que la 

alimentación es un parámetro que influye, aun cuando en este trabajo 

no se tomó en cuenta. 

e) Si existe actividad de arginasa en el espermatozoide, sin embargo; 

éste no contiene las enzimas completas del c~clo de la urea, por lo 

cual no lo lleva a cabo. Por lo tanto, la única via posible en la que 

se implica la arginasa es en la síntesis de poliaminas, a partir de 

ornitina. 

d) Es posible que al administrar el sustrato de la arginasa ( L­

arginina) tanto in vitre como via oral en cantidades fisiológicas, 

aumente la movilidad y capacitación del espermatozoide. Esto 

posiblemente implique la participación de poliaminas. 

De acuerdo a las evidencias obtenidas en este trabajo, se puede 

concluir que dentro de las patologías estudiadas a nivel enzimático, 

la arginasa no participa activamente en la definición del transtorno 

reproductivo, esto es, su actividad fue detectada en liquido seminal 

y células espermáticas no encontrando variación, sin embargo, se 

conoce que su activación mediante la adición de su sustrato ( L­

arginina) tiene efectos positivos sobre la movilidad y la cuenta 

espermática, de tal forma se presume que la actividad de arqinasa en 
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semen humano sigue una ruta bioquímica que es continuada por la ooc 

para la formación de poliaminas. 

Lo anterior sigue una secuencia lógica dado que es ya bien 

conocido que el semen contiene putrescina, espermidina y espermina en 

cantidades elevad;:ts, de hecho se atribuye a estas moléculas 

poliaminicas el olor característico del semen. 

En mamíferos, las poliaminas antes mencionadas provienen de la 

glándula prostática, por lo que se atribuye la actividad de arginasa 

encontrada en liquido seminal a alguna isoenzima de esta última, de 

la misma forma que en suero sanguíneo y en otras secresiones 

glandulares (saliva) se ha medido actividad de arginasa (79). 

Al finalizar este trabajo se cumplieron los dos objetivos 

previamente fijados, en primer lugar se logró determinar la actividad 

de arginasa en semen humano tanto en liquido seminal como en 

espermatozoides y en segundo lugar, se comprobó que no existe 

correlación entre la actividad de esta enzima y los problemas de 

fertilidad. 

La capacidad de fertilizar de una muestra de semen, generalmente 

se evalúa con base a la concentración de espermatozoides, su 

movilidad y su morfología. sin embargo, existen muestras que se 

clasifican como infértiles, aun cuando tienen espermogramas normales. 

Debido a lo anterior, parece ser que el criterio clásico para 

determinar fertilidad es insuficiente y podria ser complementado con 

algún otro criterio biológico. 

Un perfil enzimático podria constituir un buen reflejo de su 

actividad funcional y metabólica, ya que sólo se conocen datos 
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publicados en relación a algunas enzimas de las vías glucol.ftica y 

oxidativa, por lo que resulta interesante relacionar la capacidad 

fertilizante con la actividad enzimática. 

VI. PERSPECTIVAS. 

Es posible que la L-arginina se requiera en grandes cantidades 

en tejidos con un metabolismo acelerado. La capacidad de L-arginina 

para aumentar la baja movilidad del espermatozoide, ha sido 

practicada tanto in vitre como in vivo. 

Existe la posibilidad de que la adición de L-arginina a un medio 

de criopreservación pueda mantener la movilidad después de la 

descongelación del semen para realizar insem.inaciones artificiales. 

se ha propuesto también la utilización clínica de L-arginina 

para aumentar la movilidad de células espermáticas con movilidad 

baja durante la inseminación artificial. 

63 



APEllDICE I 

Cálculos efectuados en la espermatobioscopia: 

2v-omus 

A 

0.1""" { l , 
' 

• . 
e 

B 

D 

Altura entre el cristal 

superior y la parte 

superior de la plata-

forma {0.1 mm). 

Cálculo efectuado en el recuento celular: 

Células/mm3 = ( No. células ) ( Corrección por ) ( Corrección por 
contadas volúmen dilución 

1) Conteo celular. 

a) No. de células contadas A + B + e + D (en caso de células 
escasas) 
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b) No. de células contadas 

2) Corrección por volúaen. 

1 + 2 + J + 4 + 5 (en caso de células 

abundantes) 

a) Volúmen en (A+ B +e+ D) = 4 {l mm2) {O.l 1111n) = 0.4· mm3 

Factor de corrección para volúme~ en (A + B + e + D) = 2.5 

b) Volúmen en (1 + 2 + 3 + 4 + 5) = (0.2 mm) (0.2 mm) (O.l mm) 

= 0.02 mm3 

Factor de corrección para volúmen en (1 + 2 + 3 + 4 + 5)= 50 

3) corrección por dilución. 

a) En el caso de haber encontrado células escasas, se usó pipeta 

cuenta glóbulos blancos, la dilución usada es 1:10, por lo que el 

factor de dilución es lo. 

b) En el caso de haber encontrado células abundantes, se usó pipeta 

cuenta glóbulos rojos, la dilución usada es 1:20, por lo que el 

factor de dilución es. 20. 
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APENDICE II 

l. Cálculos para diluciones en trataaiento previo a actividad de 

arginnsa en espermatozoides. 

No. Total de células + 100 ul 

900 Ul Tot 

No. Total de células x 200 ul Tot 

1000 ul Tot 

0.2 ( No. Total de células) 

2. Cálculos para diluciones en trata.lento previo a actividad de 

arginasa en suero sanguineo. 

10 ul suero 

1000 ul Tot 

0.01 ul suero x 900 ul Tot 

ul Tot 

9 ul suero p.009 ul suero x 200 ul Tot 

x 400 ul Tot 1000 ul Tot ul Tot 

9 ul suero 

l.B ul suero 

3.6 ul suero 

3. Cálculos P.ara diluciones en trata•iento previo a actividad de 

arginasa en hoaogeneizado. 

200 yl hom 

700 ul Tot 

0.2857 ul bom x 100 ul Tot 

ul Tot 
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~ = 0.02657 ul hom x 900 u. Tot 25.71 ul hom 

1000 ul Tot ul Tot 

25 .71 ul hom 

1000 ul Tot 

o. 02571 ul hom 

ul Tot 

x 200 ul Tot = 5,1428 ul hom 

x 400 ul Tot = 10.28 ul hom 

x 100 ul To~= 2.5714 ul hom 

4. Cálculos para diluciones en trata•iento previo a 

deterainación de proteínas en suero sanguíneo 

100 ul suero 

1000 ul Tot 

0.1 ul suero x 10 ul Tot 

ul Tot 

1 ul suero 

4. Cálculos para diluciones en trataaiento previo a 

deterainación de proteínas en hollOCJeneizado. 

100 ul hom 

600 Ul Tot 

o 166 ul bom x 100 ul Tot 

ul tot 

16.66 ul hom = 0.0166 ul hom x 100 ul Tot 

1000 ul Tot ul Tot 
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APBHDICE III 

l. Cuantificación de proteinas en liquido seminal. 

Reactivos : 

a) Solución preparada en agua destilada de Na2C03 al %, 

tartrato doble de sodio y potasio 0.02 % y NaOH 0.4 %. 

b) Solución al 0.5 % de cuso4·SH20 en agua destilada. 

e) Se mezcla la solución a) con la b) en una proporcion 50 l. 

Aparatos 

Vórtex 

Color !metro 

Baño a J7°c 

Centrifuga 

Se tomaron o .1 ml del liquido seminal recentrifugado y se le 

añadió 0.5 ml de NaOJI lN, posteriormente se colocó a J7°C durante JO 

min. con la finalidad de obtener las proteínas solubles en la 

muestra. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugó y se desechó 

el precipitado; por otra parte se diluyó 1:50 el sobrenadante 

el cual fue utilizado para la prueba calorimétrica. 

A O. 5 ml del sobrenadante anterior se le añadieron 2 ml de 

tartrato de 'iodio al 2% : sulfato de cobre al o.5% y reposó 10 
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minutos para después agregar 0.2 ml del reactivo de Folin Ciocalteau 

diluido 1:1. Reposó 20 minutos y después se obtuvo la lectura en un 

espectofotómetro a una longitud de onda de 530 nm. La lectura 

obtenida se comparó con una curva estándard realizada con los mismos 

reactivos y utilizando albúmina bovina como proteína estándar. 

Una vez obtenido el valor de concentración de proteína como 11 ug 

de proteína/ ul", se relaciona con el dato de tratamiento previo de 

la muestra para expresarlo finalmente de la siguiente manera: 

mg proteína / ml de homogeneizado 

2. cuantificación de actividad de arqinasa en liquido se•inal. 

Reactivos 

a) Reactivo colorido: Extracto acuoso de una solución que 

contiene tiosemicarbazida 2.4 mM y 2,3 butadiona monoxima 4.1 mM. 

b) Reactivo ácido: 0.1 ml de cloruro de fierro III 0.12 H en 

ácido fosfórico al 56.7 % y 100 ml de ácido sulfúrico al 20 %. 

e) Solución estándar de urea 15 ug / ml. 
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Aparatos 

Vórtex 

Colorímetro 

Parrilla eléctrica 

A 0.2 ml del liquido seminal recentrifugado se le agregó o.s ml 

de una solución amortiguadora compuesta por MnCl2 O. 002 M, Tris HCl 

0.04 M y solución salina 0 .. 154 M (0.9%:); procediéndose a incubar a 

55°c durante 1 hora. Este procedimiento se llevó a cabo para activar 

a la arginasa en presencia de concentraciones óptimas de Hn2•. 

Pasado este tiempo se centrifugó y eliminó el precipitado. Al 

sobrenadante se le diluyó 1:100 y a 0.9 ml de esta dilución se le 

añadió 0.1 ml de una mezcla de L-arginina-glicina en solución y se 

incubó a 37°c, 15 minutos. Con este tratamiento se induce a la 

arginasa a actuar sobre su sustrato a temperatura fisiológica, para 

la producción de 

colorimétricamente. 

ornitina y urea; esta última se cuantifica 

Después de la incubación se detuvo la reacción sumergiéndo el 

tubo de ensayo en agua hirviendo durante 7 minutos. De éste último 

tratamiento se obtiene la alicuota a utilizar para la reacción 

calorimétrica que cuantificará la actividad de la enzima.· 

A esta última alícuota se le agregó l ml del reactivo colorido 

compuesto poi tiosemicarbazida 20%: con diacetilmonoxima 14%, 

inmediatamente después se añadieron 2 ml del reactivo ácido compuesto 

por 0.1 ml de FeCl¡ 0.12 M en H¡P04 al 20% con 100 ml de H¡S04 al 20%, 

se incubó 25 minutos a 91°c para permitir el desarrollo de la 
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reacción colorida, para después leer en un espectrofotómetro a una 

longitud de onda de 530 nm. La lectura obtenida se comparó con una 

curva estándar para obtener los "ug de urea / ul / 15 min 11 • Las 

unidades anteriores se relacionan con los datos de volúmen del 

tratamiento previo a la muestra, para expresarlo como: 

mg urea / ml de homogeneizado / 15 min 
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