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Re8Ulllen de tesis de especializ.ación en Bioqulmica Cllnica 

Facullld de Qulmica. U.N.AM 

Efecto sobre la integridad de la IMIDbnna espenmtica durlllte la 1epm"11Ci6n de los 

espemlllozoides del semen utilizando SJ31Üente1 discontinuos de Percoll. 

Presenta: Tirado Sáncbez E<tna Elizabetb. Tutor: Dr. José Vicente Dlaz-Sáncbez. 

· Labonlorio de Andrologla. 

Depm1amento de Biologla de la Reproducción. Instituto Nacional de la Nulrición 

Salvador Zubirin S.S.A 

En el pnsente estudio se analizó el efecto del procesamiento de los espermatozoides 

llravés de aradientes discontinuos de percoll-isotónico, sobre la integridad fimcional de la 

membnoa espmwltica evaluada por la prueba de hinchamiento hipo-osmótico (HOST), 

..iom.. de identific .. y cuanlific .. 101 cllllbios en viabilidad y movilidad antes y despues 

de la aepllVióa celul .. coo percoll, en 100 11111elltr'l8 anali7.adas que fueron obtenidle de 

101 psieolet de la cllnica de Infertilidad del Instituto Nacional de la Nulrición; Lu 

auelfru fileron procesadas y clasificadas de llCllerdo con los criterios establecidos por la 

O.M.S. a) Normozoospennicot, b) Oli.sozoospermicos, c) Astenozoospennicos, 

d)Oligollllenozoospermico1, e) Tentozoospennicot. 

El !Mtodo de 1ep111Vión de los espmnalozoidet a través de los gnidientes tanto 

coallnuo1 como discoalfnuos de percoll-isotónico( polivinil·pirrolidone) ha demosndo 

tener -tllcelente recuperación de dlulaa con buena movilidad, además de excluir 



células inmaduras, leucocitos, ftacciones celulares y espermatozoides dallados, los cuales 

quedan distribuidos enlre las densidades mas bajas, es decir en los gadientes superiores. 

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que no hay cambios significalivos 

que produzctn altenu:iones en la membrana de los espermalozoides por efecto del percoll 

en el gadiente de alta densidad. 

Con respecto a la movilidad general nuestros resultados indican que hay 111 1111Dento en el 

movimiento en las células después del lnllamiento por lo cual sugerimos que no hay 

alteraciones melab6licas aparentes por efecto del polivinil-pirrolidone (percoll). El 

incremento 1isnific1llivo en el tipo de movilidad progresiva es producto de la separación 

del gadiente ya que la distribuci6n de los espennalozoides en el gradiente depende de la 

fuerza cenlrilbp. y las células m6tiles se desplazan centrifugamente de 1U:Uerdo a su 

respectiva capacidad de movimiento. Por otra parte nuestros resultados indican que no hay 

cambios aparentes en las propiedades de permeabilidad selectiva de la membraoa, 

conferida principalmente por los ácidos grasos poli-inaabndos, fo&folfpidos, y 

lipoprolelnas. Los resultados obtenidos 11118Íeren que hay 1.11 llllJlento en el número de 

células con hinchamiento bipo-osm6tico después del proceso de sepsraci6n con percoll, 

lo cual puede ngerir que hay 111a selección en la distribuci6o de los espermalozoides con 

pocas alter8'iones en los gradientes mas densos; De acuerdo con lo anterior, se coocluy6 

que despuf1 de la 1ep8'11Ci6n de los espennalozoides del plasma seminal empleando un 

gpdieote de pen:oll i1ol6nico en Ham F-1 O, el total de espenoalozoidea vivos no sufiió 

modificacioan, por lo que este mflodo no induce muerte celul•, que 101 porcentajes de 

espermalozoidea móviles recuperados, en particular la movilidad del tipo a progresiva 

ripida, 1e encuentra incrementada, sobre lodo en los casos de Olisozoospennia, 

astenozoospenniay tendozoospermia, que registraron basta 1.11 SO% de mejonmiento en 

los plf'Ílllelroll regislnldos, por otra parte las canu:terlsticas de semipermeabilidad 

&electiva del espermatozoide no se altera a causa de la sepsraci6o con percoll. Este es un 

m61odo que -•ola la calidad relativa del semen, y que ofrece la posibilidad de aumentar 



la capacidad do fertilización de hombres con problemas de fertilidad en los programas de 

reproducción asistida. 



INTRODUCCION 

La infertilidad es 1111 problema que afecta tanto a hombres como a owjeres en todo el 

mundo, 111111que las estimaciones realizadas indican que aproximadamente 11118% del total 

de las parejas presmlall algmiaforma de infertilidad dunmte su vida reproductiva. Al ser 

eqolada esta ciJhi a la población 1111111dial se establecen valores eotn 60 a 80 millones 

de personas que posiblemente ell¡>erimeoten algún problema de fertilidad (84). Se ha 

calculado que del 40-50% de las parejas que acuden al senicio médico por infertilidad, 

el 18ctor masculino preseola algím tipo de alteración (85)( Tabla Nol ).F.ntrt> las causas de 

infertilidad masculina, la oligozoospermia (menos de 20 x106 espennatozoides/ml) y la 

astenozoospermia (menos del 40 % del total de la concentración de espermatozoides con 

progresión aoterógrada categorfas a) progresiva rápida, y b) lineal lento, o menos del 25 

% de los espermatozoides con movimiento de la calegorfa A, de acuerdo a la 611ima 

definición propuesta por la OrgtlllÍZBCióo Mundial de la Salud (1) están consideradas 

como las alteraciones más comunes, sin embsrgo para estas condiciones no se tienen aún 

tratamientos que sean totalmente efectivos para la mayorfa de estos pacientes. Una 

alternativa para 8lllllenl8r la lasa de fertilidad en parejas donde el f8ctor 1DBBculino es el 

primariamente afectado, es la manipulación en el laboratorio del semen para tratar de 

mejorar la calidad de este. La manipulación de los sametos masculinos, permite ofrecerle 

a la pareja infertil alternativas de reproducción asistida como la inseminación intnwlerina 

(1lUOH), la transferencia intratubaria de gametos (OIFT) la fOrtilización in·vilro con 

tnmsferencia de embriones (FI\1-TE). por mencionar solo alguno de los recursos 

disponibles. El objetivo del procesamiento de la muestra de semen en el laboratorio, ea la 

obtención de un número adecuado de espermatozoides libres de plasma seminal debido a 

que el plasma seminal posee sustancias que pueden causar alteraciones en los 

espermatozoides. otra caracterfstica que debe ser considerada es que los espermatozoides 

que serán utilizados en los procesos de reproducción asistida tengan una movilidad del 



lipo prosresivo rápido y con morfologla n01mal , procurando causar el menor dafto a las 

células. 

&isteo diversos métodos de aislmniento y lllV1ldo de los espermalozoides, los aiales 

estlio basados principalmente en ciclos de dilución y cenlrifuguión Estos métodos 

producen 8118pensiones concenlradas de espennalozoides donde coolluyen además de los 

espennalozoides con buena movilidad, delrilull celulares, leucocitos, células inmaduras, 

espennatozoides 1111011Dales y cuando están presentes en el eyaculado, bacteriu. F.n los 

métodos de referencia se asocia la fonnación de radicales libres de oxigeno, los cuales 

tienen un efecto deletéreo en la movilidad y en la capacidad de penetración a las 

membrana del óvulo (2-4). La migración de los espennelozoides en diversos medios de 

cultivo, durante un tiempo de incubación en condiciones de temperalUray presiones de 

co2 y o2 cootroladas ha solucionado parcialmente el problema de la heterogeneidad del 

a¡¡regado celular resullanle de la separación de las células del plasma seminal. Aún en la 

actualidad no existe un concenso entre cual de los procesos de migración celular in-vilro 

(swim-up o swim-down) es mejor en términos de la obtención de una poblac:ióo celular 

más homogénea y de mejor calidad para los propósitos de lograr la fertilización (5). 

Olros métodos de separac:ióo celular han sido adaptados al semen y consisten en el paso 

por gradientes de soluciones o suspensiones macromoleculares laoto nelurales como 

sinlélicas (6-8). Una técnica que recientemente se viene utilizando es el paso del semen 

por gradientes de Pm:oll (solución coloidal de sllica recubierta con 

polyvinylpyrrolidooe ), con el cual se ha reportado una buenasepanwión y recuperación de 

espemudozoides sin alteraciones aparentes de la movilidad (9). La reeuperac:ióo y 

cwacterfsticas de los espennalozoides aislados dependen del tipo de gradiente (continuos 

o discontinuos) y los p~es de Percoll utilizados (10). Un argumento amor del uso 

del Pm:oll es el reporte de que los espmnelozoides separados mediaole el paso a lravés 

de este pollmero se producen b.Yos niveles de especies de radicales libres de oxigeno 

reactivo (11), sin embargo se desconoce si hsy alguna alteración producida por el Percoll 
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a nivel de lamembnmaespennálica, ya que se ha descrito que este polfmero en algunos 

tipos celulm-es (E. coli) tiende a pegan¡e a la membrana p)lltiroática, lo cual pudiera 

resultar en 1111a alteración de las propiedades flsico-químicas inclusive la de permitir el 

tnmsporte selectivo de moléculas (12). Se ha descrito que en el espennatozoide hmnimo 

sometido a condiciones hipo-osmóticas se produce 1111 flujo de aaua hacia el interior de la 

célula y por consiguiente la expansión de la membnna, de la célula, el flll,§elo parece ser 

particulanneote más susceptible a estos cambios hipo-osmóticos. Los cambios 

cm-acterísticos de los espermatozoides observados en estas condiciones se him 

considerado como IDI Indice de integridad de las membranas celular y acrosomal y se 

propone como IDIB prueba de la funcionalidad del gameto masculino además de ser 

considerada por diversos BU!ores como 1111a prueba con gran sigoiflcancia diagnóstica de 

.fiicil realización y con excelente reproducibilidad.(13,14,35,37). (TablaNo.2) 

ANTECEDENTES 

La utilización de IDla muestra en las técnicas de fertilización asistida, debe cumplir 

condiciones como conceotración espennática, viabilidad elevada, alto porcentaje de 

células con movilidad progresiva nlpida, morfología y fimción normal. 

La célula espermlilica hwnana tiene 1111a longitud de SOµm y presenta como estructuras 

principales la cabeza que tiene aproximadamente SJllD de IDll8Ítud, 3¡un de imcho, 2µm de 

espesor, es considerada como macrocéfilla si tiene mas de 140 % de este larnafto y 

microcéfilla si tiene menos del 60 o/o, otras imonnalidades de la cabeza lo constituyen 

acrosomas rotos y cabezas amorfas que generalmeote están asociados con 

espermatozoides infütiles, El núcleo abarca aproximadamente el 65 o/o de la cabeza del 

espermatozoide, el material ~nélico está altamente empaquetado y los cromosomas no son 

visibles bajo microscopia óptica, el núcleo pm-ece ser homogeneo BIDlque ocasionalmente 

pueden observlll'l!e granulos, el núcleo frecuentemente posee 111a o más vacuolas de O.S 
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pm de diámelro, la fimción de estas Vll(UOIBB es desconocida y su presencia puede 

interferir con el arnglo nonnal de los cromosomas. ( 1,31) 

La cromatina del n6cleo esta limitada por una fina estructura membranosa con doble capa 

(membrana nuclear), Las dos membranu de la región de 2/3 anterior de esta envoltura 

esta fuertemente adherida y no posee poros, la membrana posterior separada a una 

distancia de 400 a 500 Ay contiene numerosos poros nucleares. Una eslrla se localiza 

enlre lu porciones anterior y posterior de la envoltura, la banda estriada o circulo 

posterior, la envoltura nuclear continua a una red en donde las membrana confluyen y 

.fonnan 111a estructura especial que rodea al ceolriolo proximal. 

El acrosoma es una membrana que rodea la mitad de las 2/3 partes anterior y el resto esta 

cubierta por una sola membrana, el acrosoma posee una estructura lisosomal, y esta 

limitada por una membrana, se localizan diversas enzimBB que tienen fimciones muy 

importantes en la fusión de los espenoalozoides con los ówlos, son de tipo lisosomal y 

estan incluidas la hialuronidasa una proteinBBa llamada "enzima penetradora de la corona" 

(probablemente se trate de 111a esterasa) su fimción principal es la dispersión de la corona 

radiata del ovocito , La neuramioidasa, los espermatozoides humanos también poseen 

ATPua, fosfiilasa !Wida, aspartil amidasa y B-glucoronidasa. La BCTosina espermatica 

humana tiene IDI peso molecular de aproximado de 30 000 dalton y 111 pH óptimo de 8.0 es 

similar a la tripsioay plasmioa 11111que difiere de estas enzimas bioquimicamente, Ja 

enzima cina parcialmente en forma de 2Íloogeno inactivo denominado pro·acrosina, m 

iohibidor de la sroaina ea la acrostalina que es secretada .frecuentemente de IBB 

secreciones del tracto genital muculioo y este inhibidor es un glucopéptido con un peso 

molecular aproximado de 5 400 daJtones y act6a fonnando 1D1 complejo con la acrosina 

cuando esta presente a partir de espennatozoides muertos o 880nizantes.( Figura No.1 ). 

Flagelo. Puede ser subdivido en dos partes, la pieza media donde se genera la energla 

para el movimiento de la cola y la pieza principal el cual constituye el resto de la cola, el 

final de la cola desemboca en 111a porción estrecha. El aparato flagelar (complejo 
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filamentar Bllial) consiste de un uonema interno sub-rodeado por fibras, el uonema ee 

básicamente idéntico a la estructura fibrilar de todos loe cilios y fla,geloe en el reino 

animal y contiene elementos contrádiles, consiste de dos microlúbulos centrales 

inlerconedados que estan rodeados por una fiatda de filamentos helicoidales y nueve pares 

de microlubulos rodeando el par central, estos nueve paree están conedados entre si por 

puentes o uniones nexina uno de estos lúbulos pareados es más denso que los otros 

(subfibra A) y está conectada directamente al par central por extensiones uniones radiales, 

el microlúbulo ligero (subfibra B) forma una pared común con Ja subfibra A que es 

incompleta y tiene forma de media hura, dos pequeftoe brazos se extienden de la subfibra 

A dirigida hacia la subfibra B. El uonema inicia del centriolo proximal y corre hasta la 

pieza final. 

Los elementos flll8"1ares de la pieza principal están rodeados por una fimda fibrosa 

consiste de dos colunmas lar¡¡as localizados en sitios opuestos de la cofa y corre 

paralelamente a los microtubulos, estas cohmmas estan conectadas por bandas circulare e; 

la estruclw'a de 11& bandas fibrosas permite el libre movimiento en un plano perpendicular 

al doblete central pero pueden poseer otros tipos de movimiento. La pieza media es de 

aproximadamente 5 Jlll1 de loD&ilud y consiste de una fünda mitocondrial que esta 

alrededor del uonema en disposición helicoidal de 10 a 15 giros en sección cruzada, fas 

mitocondrias pincen ser similares a las mitocondrias de otras células ellas poseen una 

limitante y una serie de membranas externas el citoplasma de la pieza media está 

localizado entn lamembranapfasmálicay la fimdamitocondrial. (FiguraNo.2) 

Se han reportado velocidades medias iniciales en el eepennatozoide humano en rangos de 

30a 60 ¡unfseg. Los valores difieren en las distintas fracciones del semen siendo más altas 

en la primmaporción (75 ¡unfseg); hombree con fertilidad alta tienen 1111 alto número de 

espermatozoides con velocidades promedio de 40 a 50 Jlffileeg que hombres con baja 

fertilidad el movimiento de fa cola espermática es causada por fa actividad contráctil de 

las fibrlS microtubulares de Jos uonemas, esto es similar al deslizamiento de la actina y 
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miosina en las ~lulas Dllllittslares. El ATP necesario para la contracción es generado por 

evenlos metabólicos que tienen lugar en el citoplasma y mitocondrias de la pieza media, el 

valor metabólico del espennatozoide está directamente relacionado con su motilidad, el 

espermatozoide seneraATP por slicolisis (fiuctuolisis) solo bajo condiciones 

anaeróbicas. Eo condiciones aeróbicas utiliza tanto glicólisis como ciclo de krebs, el 

metabolismo aerobio involucra la utilización de oxfseno (respiración) y la actividad del 

sistema de citocromo oxidasas asociadas con la membnma mitocondrial durante la 

¡¡lucólisis anaerobio hlllo la glucosa y flruetuosa son tomadas y melabolizadas a ácido 

láctico bajo condiciones aerobias la utilización de azucares normalmenlt> dismimiye y 

ácido láctico es utilizado para formar dióltido de carbono y ll8llll el proceso respiratorio 

produce srandes clllllidadee de ATP bajo condiciones aeróbicas el espermatozoide es 

capaz de utilizar subBlralos exósenos tales como monosacáridos, también subslnltos 

internos por ejemplo los fosfollpidoe. El valor del metabolismo parece ser controlado por 

los niveles de ATP, ADP, AMP y AMPc. Las células espermáticas b1DUanas contienen 

aproltimadamente ISO moles de ATP y 20 moles de ADP cuando loe niveles deATP 

disminuyen el valor de la¡¡licolisis aumenta por que se mejora la actividad de Ja 

bexocinaea, fosfofiucblocinasa y de la ¡¡liceraldebJdo fosfatodt>slúdrogenaea las cuales son 

inhibidas por ATP, la dimninución de ATP está asociada a un incremento de AMP que 

además activa la fosfofiuctuocinaea. 

La membnma espennMica tiene carga nesativa debido principalmente a la presencia de m 

alto número de residu1111de6cido siálico además contiene cantidades sisnificativae de 

sacéridos y cietelna (forma puentes dilllllfuro) cabe mencionar que muchos componentes 

del plasma seminal se lldbieren a la superficie espermática.( 31) 

OBJETIVOS 
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Los propósitos del presente estudio fueron: 

1) Montaje y estandarimción de la técnica de separación de los espenoalozoides por 

gradientes discootiouos de percoll isotónico. 

2) Detenninar si existe algún efecto en la iotegidad de la membrana espermlllica evaluada 

por la prueba de lavado hipo-osmotico (HOST) después de su separación empleando 

gradieotes discontinuos de Percoll. 

3) ldentüicar y cuantificar los cambios en viabilidad y movilidad (y los diferentes tipos 

de movilidad) antes y después de la eeparación celular con Percoll. F.n loe pacientes a) 

Normozoospermicoe b )Oligozoospennicos c) Astenozoospenoicos d) Oligo

Alteoozoospermicos. 

MATERIAL Y MEI'ODO 

Colección y preparación de las mueetras 

Las muestrss de semen fueron colectadas por masturbación después de por lo menos tres 

dlas de abstinencia eel11181, por los pacientes alendidoe en la Cllnica de Infertilidad del 

Instituto Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán. Las muestras fueron sometidas al 

anélisis de rutina de los parémelroe del semen. De acuerdo con las recomendacionee de la 

O.M.S (1 ).Deecrilae a continuación 

Análisis y clasificación de la muefllra. 



ExBlllen mammópico inicial 

Licuefiu:ción: definida como el paso del estado semi-sólido a liquido, este proceso en IDl8 

muestra nonnal debe ocunir dtllllro de la primera hora a pmtir del tiempo de loma de 

llDIHlra, por lo que en la colecta del semen se incluyó además de el tiempo de abstinencia, 

nombre del paciente, y hora de toma de 11D1estra. La preeencia de f1IB111entos y grumos 

mucosoe ee comideraron como sellales de licuefacción incompleta. Las mueelrae con 

coneisteocia acuoea y en algunos casos con la presencia de pequellos granos gelatinosos 

los cuales no presentan licuefacciólL ee coneiderando con licuefacción completa. 

Volumen: El volmoeo del eyaculado fue medido en Wl tuvo de centrifuga graduado estéril, 

se aspiró la muestra del recipiente de la colecta, por medio de Wla pipeta paeteur. los 

valores fueron reportados en mililitros. 

Viecosidad Se eval6o !ornando del tubo de centrifuga la muestra por aspiración leve con 

IDl8 pipeta pasteur y se dejó caer W1a gola de semen, por gravedad ee observó si la gola 

formaba al caer un filamento. 

pHFue detenninado con papel pH y el rango comprendido fue entre 6.0 a JO.O, despuée de 

someter una gota do semen en papel pH después de 30 segundos, el color de la zona 

impregnada en fonna Wlifonne y comparada con el rango de referencia( pHydrion Micro 

esseotial Laboratory, B 'kl~ N. Y. 1121 O U.S.A). el pH fue registrado en ID tiempo 

promedio de Wla hora 

Color fue comiderada la coloración de la muestra comparada en 1111 fondo bhmco. La 

coloración normal es blanco grisaceo opalescente bomogeoea. 

An'1ieis microscópico 
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Se colocó una gota de semen fresco (10 µl) en un porta objetos junto con una gota de 

colorante vital (5 µI eosioa al 5% en solución fisiológica) y fue examinada en el 

microscopio de contraste de filses 

Viabilidad Se evalúo el porcentaje de células vivas, Ja técnica basada en el principio de 

alteración en las propiedades de penoeabilidad selectiva de las dlulu muertas ya que 

incluyen el colonmte, se realizaron tres conteos de 100 células en tres campos evaluados a 

400X. 

Movilidad Se realizaron banidos sistemáticos de tres campos y cada espennatozoide fue 

clasificado de acuerdo con los criterios de Ja O.M.S (l)(Tabla No 3). este conteo se 

realizó hasta concluir con 100 células. 

Conteo espennálico. La concentración de Jos espennalozoides se detenoioó por el método 

del hemocitómetro, se realizó una dilusión 1 :20 ( SOµJ de semen fresco con 950µ1 de 

diluyente). Los resultados fueron reportados en millones/ mi. 

con estos datos se clasificaron a las muestras como se mueslnl en Ja tabla No4 

Procesamiento de la mueslnl 

Para la prueba hipo-osmótica (HOST) se tomaron 100 microlitros de la nwestra y se 

colocaron en un 1 mi de medio hipo-osmótico (150 mOsm) el cual cootenla 7.35 g de 

citrato de sodio (Merck) y 15.3lg de fructuosa (Merck) disueltos en 1000 mi de llBlJ8 de· 

ionizada. Se si81Jió el procedimiento descrito por Jeyendran (13), el cual en resumen 

consiste en incubar en Ja solución hipo-osmótica a 37"C durante 30 minutos y después de 

ese tiempo realizar el conteo de las células con respuesta positiva (hinchamiento) ( 

Figuras No. 5 y 6 ). se calculó bajo microscopio de contraste de f&ses y climara de 

Neubauer. Para el procesamiento de la muestra total de semen, se fonoaron gradientes 

discontinuos a partir de una solución de Percoll (Sigma cbemical, SI Louis M) con un pH 

de 8.!l y osmolaridad de 20 mOsm para realizar el percoll isotónico se utilizaron 1 O mi de 
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medio dé Earle'a concentrado 10 X en 90 mi de percoll puro, se le adicionaron 3001118 de 

albumina bovina, 3m,g de piruvelo de sodio 0.37ml de lactato de sodio, 200mg de 

bicarbonalo de sodio. ussndo como diluyente el medio Ham F-10 (Gibco) BUplementado 

con 1% de albúmina bovina (Si!!llla cbemkal) a un pH= 7.S. para formar el percoll al 80 

% s~ utilizaron 40 mi de percoll isotónico con 10 mi de medio diluyente, y paraforam el 

percoll al 40 % se utilizaron 20 mi de percoll isotónico con 30 mi de diluyente. Las 

muestras biológicas füeron colocadas sobre un gradiente formado con 1 mi de Percoll al 

80% y 2 mi de Percoll al 400.4. Una vez dispuestas las muestras de semen sobre el 

gradiente, futt0n centrifugadas a lOOOg por lS minutos a temperatura ambiente. Se 

obtuvieron tres fises, en la fase BUperior y media quedsn el plasma seminal, loe detritus 

celulares, leucocitos, células inmaduras, y espermatozoides dallados. EBtae dos fases son 

desechadas y se colecta la tercera fiise (fondo del gradiente) que es la que contiene el 

concentrado de espermatozoides, los cuales son reBUBpendidos y lavados del Percoll con 

medio de Ham F-10 mediante una segunda ceotrifügación a lOOOg durante S minutos a 

temperatura ambiente. El sobrenadaote se elimina y el concentrado de células se diluye 

con el medio de Ham F-1 O (Figura No.4 ).basta obtener una concentración final de 8. O X 

10 6/ml espermatozoidn A esta preparación se le cuantifica la viabilidad, la movilidad y 

BUS caracterfsticas y se repite la prueba de HOST. 

An61isia estadlstico 

La razón para ajuslm' a una misma concentración celular (8.0 x106tml) todos Jos snálisis 

obedeció a que cuando se realizó el estudio en el conteo total de células por muestra, la 

distribución de las ftecueocias de las muestras no correspondla a la de una población 

normal (GnlficaNo.1).por tal razón en este parámetro se realizó una transformación 

logaribnica (Orifica No.2).AI ajustar la concentración en 8 millones de células por 

mililitro y srafic• el panlmetro de la movilidad se observó distribución normal (Grálka 
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No. 3). Por lo tanto la evaluación de los parámetros de este estudio se hizo mipleando IDla 

prueba de t de Sludent "pareada" y como variables las condiciones pre y post tratamiento 

de las células con Percoll. 

RESULTADOS 

De las 100 muestras analizadas, en las Tablas No. S y 6, se presentan la estadlslica 

descriptiva (valores medios, desviaciones estándar, y el valor de t calculada) del conteo 

de los espermatozoides y los valores obtenidos con las muestras ajustadas a 8 millones de 

~élulas (viabilidad, motilidad tofal, prueba de HOSTy los diferentes tipos de movilidad) 

tanto para el pre-tratmniento como en el pos-lralamieoto. con IDl a= O.OS% 

F.o fimción de el análisis esladlstico realizado en los datos se demuestra que: Para el 

parámetro de viabilidsd no existieron diferencias estadlsticamente si!lllificativas entre el 

pretratamiento y el postralamieoto Pera las cuatro categorias (Normozoospermico; 

Oligozoospermicos, Astenozoospennicos, y oligo Astenozoospermicos) IDl valor 

calculado de t menores a la T de lablas 1=2.228 y - 2.228 ( Gráficas No. 4, 5 , 6 , 7 y 8). 

F.o cuanto a la movilidsd general el análisis reveló que existieron diferencias 

si811ificativas en la categorla de Oligozoospermicos ya que como se aprecia en la tabla 

No.5 11111Deot6 la movilidad general en el postndamiento t = -2.24 lo mismo sucedió en el 

ca&o de los Aslenozoospennicos con un t= -2.86 existió un B1D1Jent6 en la movilidad 

Clnlficas No.SI, 6, 7) para las categorlas de Normozoospermicos y 

Oligoastenozoospermicos no se registraron diferencias significativas ( Gráfica No. 9, S y 

8). Plfll la prueba de lavado hipo-osmótico (HOST), se registraron diferencias 

estadistic11111ente si!lllificalivas ya que 11111Deot6 el número de células positivas en el 

postratamiento en las categorlas de Oligozoospermicos,Astenozoospermicos y 

OligoAslenozoospermicos, obteniéndose un valor de t = -2.27 t= -2. 73, t= -4.Sl 
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respectivamente (Gráficas No. 10, 6 ,7 ,8).En el caso de Ja categorlade 

normozoospennicos no existieron diferencias estadisticas (Tabla No.S). 

El análisis realizado en Jos tipos de movilidad sugieren que, en la categorla a) tipo 

progresivanlpida si hubo diferencias estadlsticamente significativas entre antes y después 

del tratamiento siendo superior en el postratamiento en todas las categorlas con una t 

calculada de -2.89 para los normozoospennicos, t= -3.03 en Oligozoospennicos, t= -3. 76 

para Aslenozoospennicos y t= -3.95 para OligoAslenozoospermicos en relación con la t 

del intervalo de confianza de 2.28 y -2.228 (Gráficas No.11, 12, 13, 14). En la movilidad 

progresiva lenta sólo existió diferencia estadlstica para los Normozoospermicos con una 

t= 2. 72 es decir que disminuyó el número de células con movilidad progresiva lenta ( 

Gráfica No.11 ). 

El tipo de movilidad no progresivo, No se registraron diferencias estadlsticamente 

significativas entre ambos tratamientos para las cuatro categorlas estudiadas ( Gráficas 

No. 11, 12,13, 14). En lo que respecta a el tipo de movimiento d) o imnóviles, no se 

registraron diferencias estadlsticamente significativas entre las condiciones de 

pretrstamiento y poslnllamiento para las categorlas Oligozoospermico y 

Oligoastenozoospermico. Sin embargo para los Normozoospermicos y 

Astenozoospennicos si existieron diferencias estadisticas ya que en mnbos casos se 

presenta una disminución en el número de células que presentan este tipo de movimiento 

registnndose una t= 2. 76 y t= 2.84 respectivamente ( Gnificas No.11 y 13). 

A manera demostrativa se realizó el análisis de morfologla evaluado con la tinción PAP y 

con los criterios de Ja O.M.S 1992. (1). en el pre tratamiento y post- tratamiento sólo en 

lacategorlade Normozoospennicos ir=lO, observandose que en este parámetro aumentó Ja 

cimtidad de c6Julas conmorfologlanormal de un 50 +!- 10 % aun 65 +/- 10% (Figuras 7 

y8). 

Ademi\s se realizó a una muestra Normozoospermica post-tratamiento microscopia 

electrónica de barrido, y fue analizada a 1 OOOX, 5 OOOX, 10 OOOXy 20 OOOx (Figuras 9, 
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10, 11, y 12).En las cuAles se aprecian que no hay cambios ullraeslructura.les causados por 

efecto del percoll. 

DlSCUSION 

El método de sepanwión de los espennatozoides &través de los gradientes tanto continuos 

como discontinuos de Percoll ha demostrado tener una excelente recuperación de células 

con buena movilidad, además de excluir células inmaduras, leucocitos, fi-w:ciones 

celulares y espermatozoides dallados, los cuales quedlUI distribuidos enlre las densidades 

más bajas, es decir en los gradientes B11periores. Por otra parte se ha reportado que la 

sepanu:ión en Percoll no altera la funcionalidad del espermatozoide cuando es evaluado 

mediante la penetración al huevo de hamster (15). (Lamirande el al. 1991). 

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que no hay cambios significativos que 

produzcan alteraciones severas en la membrana de los espermatozoides por efecto del 

Percoll en el gradiente de alta densidad. 

Con respecto a la motilidad general nuestros resultados indiclUI que hay un awnento en el 

movimiento, en las células después del tralamiento por lo cual inferimos que no hay 

alteraciones metabólicas aparentes por efecto de la polivinilpirrolidone. El incremento 

significativo en el tipo de movilidad progresiva concuerda con los resultados reportados 

por otros BU!ores (16, 17, 83). La distribución de los espermatozoides en el gradiente 

depende de la fuerza centrifuga (por tal motivo es de suma imporllUlcia el calculo de las 

ipm en la centrifuga del laboratorio donde se procesan las muestras). y las células motiles 

se despl111.1111 cenlri.fugamente de acuerdo a su respectiva capacidad de movimiento. Un 

estudio ultraestructural sugiere que la recuperación de espermatozoides en las regiones de 

90 y 100% de densidad, tienen menos anonnalidades a nivel Bl!Onemal y periaxonemal 

(16) Esto concuerda con nuestras observaciones a nivel de microscopia óptica en donde 

ae obtiene wt mejoramiento significativo en células con morfologfa normal en las muestras 
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procesadas por gradientes discontinuos de percoll isotónico, lo cual puede explicar la 

excelente recuperación de fonnas vivas y además con un incremento en su motilidad en 

general. Nuestros resultados indican que no hay cambios aparentes en las propiedades de 

pennoabilidad selectiva de la membrana, conferida principalmente por los ácidos grasos 

poli·iosalurados(ácido docosahexanoico). ácidos grasos saturados (ácido palmitico). 

fosfollpidos( particularmente foefatidil colina, fosfiJlidil etanol amina y esfingomielina). 

colesterol, glicolipidos, palmitaldehido y lipoprotefoas. Los resultados obtenidos indican 

que hay UD Bunlenlo en las células con hinchamiento hipo-osmótico después del proceso 

del Percoll, lo cual puede sugerir que hay una selección en la distribución de 

esponnatozoides con pocas alteraciones en los gradientes mas densos; en los estudios de 

microscopia óptica, y microscopia electrónica de transmisión se muestra un incremento de 

las fonnas normales, en los espermatozoides recuperados de las zoaas mas densas (18).lo 

cuál concuerda con las observaciones realizadas a nivel ultraestructural en el presente 

estudio. 

Las propiedades do semipenneabilidad selectiva de la membrana espennatica es de suma 

importancia en la fimcionalidad de la célula, Aunque el espennalozoide tiene capacidad 

fertilizante después do su proceso de maduración en el epidfdimo, requieren de un proceso 

de activación adicional, denominado como Capacitación y que en condiciones normales se 

realiza en el aparato reproductor femenino en el útero, trompas de falopio o en ambos. y 

básicamente la capacitación induce a cambios bioqufmicos en la membnma plasmática y 

membrana acrosomal que permite al espennalozoide a realizar la reacción acrosomal, 

cuando pasa alravés de las capa externas del ovocito, durnnte la capacitación no se 

registran cambios morfológicos, sin embargo tma característica es la fusión de las 

membranas plasmática y acrosomal, la reacción acrosomal es UD evento dependiente de 

calcio, en este periodo la permeabilidad a los iones de calcio se ve incrementada. Los 

eventos Bioqulmicos son dependientes de la regulación, estructura y fluidez de la 

membrana plasmática durante la capacitación y reacción acrosomal. entre los aspectos 
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más importantes dunmle los procesos de capacitación y que deben ser considerados 

durante la separación celular para fines de reproducción asistida De acuerdo con Langlais 

(31) son 1) Cambios en la carganegaliva de lasuperlicie celular, 2) Niveles de colesterol 

de la membrana y 3) Estructura de los fosfollpidos de la membrana celular. 

CONCLUSIONES 

Después de la separación de espermatozoides del plasma seminal empleando ID1 gradiente 

de Percoll en Ham F· 10 , El total de espermatozoides vivos no sufrió modificaciones, por 

lo que este método no induce muerte celular 

Los porcentajes de espermatozoides móviles recuperados puede ser incrementados por la 

utilización de esta técnica de separación, en particular la movilidad del tipo a progresiva 

rápida, está incrementada en todos los tratamientos como producto de la selectividad del 

método. 

De acuerdo con los resultados obtenidos por la prueba de lavado hipo-osmótico (HOST) y 

las observaciones realizadas a nivel de microscopia electrónica de barrido. Las 

caracterfsticas de semipermeabilidad selectiva del espermatozoide no se alteran a c8118a 

de la separación con Percoll. 

Este es ID1 método que aumenta la calidad relativa del semen ya que permite la utilización 

de muestras con alta calidad en concentración, movilidad ,viabilidad, morl'ologfa y coo 

patrones de semipermeabilidad selectiva normal, que pueden ofrecer la posibilidad de 

B1DDentar la capacidad de fertilización de hombres con problemas de fertilidad 

(principalmente en los casos de Oligozoospermia Aslenozoospermia y 

OligoAstenozoospermia )en los programas de reproducción asistida 
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Tabla 3. 

Clasificación del semen de acuerdo a los criterios de la OMS (1992). 

Normoz.oospermia 

Oligoz.oospermia 

Astcnomospermia 

Teratoz.oospermia 

Oligotaatoastmozoos
pcrmia 

Azoospermia 

Eyaculado normal segun Ja defición precedente. 

Concentración de espermatozoides menor de 
20• 1 ()6/ml. 

Menos del 50% de espermatozoides con progresión 
anterógrada ( categorias a y b) o menos del 25% de 
espermatozoides con movimiento de Ja categoría a. 

Menos del 500Ai de espermatozoides con morfolo
logia normal. 

Significa perturbación de las 1res variables. 

Ausencia de espermatozoides en el eyaculado. 

No hay eyaculado. 



Tabl14. 

Clasificación de los tipos de Movilidad de acuerdo 
a los criterios de la OMS (1992) 

a.- Si el espermatozoide tiene una movilidad progresiva rápida y 
lineal(antes se denominaba como progresión "excelente" o "buena"); 

b.· Si tiene un movimiento lineal o no lineal lento o perezoso (antes 
se denominaba como progresión "débil" o "moderada"); 

c.- Si tiene una motilidad no progresiva; 

d.- Si el espermatozoide es inmóvil. 



c1.1r1caclon 
.,._.,... ___ ~ ..... -

- - - - - -

Ulabl l ldad Ulabllldad Moul l ldad Moul 1 ldad HDST HDST 

an't•• despuea an-t•• de•puea ant•• de•P• 

Nor,..o•P•r- R"' G.71 R"' S.9!5 R"' 4.e3 5f,,, S. IS 5f,,,G.2 R,,,S.G 

"''ºº. OX"'ll-GS oX,,,11.77 OX"'ll-27 oX,,,11.47 ox,,,11.7 oX,,,11.7 

""' 2!5 ..,,,, 2.1e ..,,,, -11.Ge ..,,,,l .!59 

01 lgozaoa- 5f,,,S.42 5f,,,S.113 R,,,3.32 5f,,,4.3e 5f,,,3.9e 5f,,,S.37 

pel""Mlco• ox,,,ll.9e oX,,,l. IS oX,,,11.23 o)("' 1.111 oX,,,1.3 OX"'ll-4 

""' 2!5 ..,,,,11. se ..,,,,_2.24 ---2.2 

A•-tenazoo•- 5f,,,4.14 R,,,4.79 R""' 1 - 56 R"=3-6e ""'3-32 5f,,,S.14 

P•r"Mlco• oX,,,ll.e4 oX,,,l.IG .. x,,,11.e4 oX,,,11.911 .. x,,,11.e oX"' 1. 1 
ft"' 2!5 ..,,,,_, _ ... ..,,,,_2.eG ---2.7 

O 1 1 goa•-t•no- R,,,4.47 R",,,4.!53 R""'2- 1 G 5f,,,3.39 5f,,,3_ 17 5f,,,S.33 
:zoo•P•r111lca• OX"'l -111 oX"' 1 .113 oX,,,ll.e6 oX"' 1 .116 oX=ll.7 oX,,,11.4 

2!5 
-t,,,-11.llS -t,,,-1.SG ..,,,,_4_5 

""' 
Tabla 9. Anall•I• ••"tadla-tlco coMparando an~•• y d••Ptae• <-t d• •-tuden-t parea
da> d• la ••Paraclon d•I Percoll <Media. Sx y -t con ª"'11.95) -t= 2.22e -2.22e. 
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Distribucion de muestras. 
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Grafico 1. Distribucion de las 
muestras sin ajuste. 
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Grafico 2. Distribucion de las 
muestras con ajuste log base 1 O 
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Grafico 3. Distribucion de las 
muestras para variabilidad ajus
tada a 8.0e6 



Comparacion: Perooll antes y despues 

X {mlllone1/ml) 
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Grafico 4. comperacion antes y despues 
de la separacion con percoll, paramelro 
viabilidad. 



Normospermioos 
Comparacion de los parametros. 
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Grafi.co S. normospermicos, comparacion 
antes y despues de percoll, para todos 
los parametros. 



Oligozoo1permico1 
Comparacion de los parametro1. 
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Grafico 8. oligozoospennicos comparacion 
antes y despues de percoll, para todos 
los parametros. 



Astenozoospermioos 
Comparacion de los parametros. 
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Grafico 7 astenozoospermicos comparacion 
antes y despues de percoll, para todos 
los parametros. 



Oligoastenozoospermicos 
Comparaoion de los parametros. 
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Grafico B oligoastenozoosp. comparacion 
antes y despues de percoll, para todos 
los parametros. 



Comparaoion: Perooll antes y despues 
Tipo A 
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Grafioo 9. comparacion antes y despues 
de la separacion con percoll, parametro 
movilidad tipo A.. 



Comparaoion: Percoll antes y despues 
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Grafiao 10. comparacion antes y despues 
de la separacion con percoll, parametro 
HOST. 
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................................................................................................................. 

................................................................................................................. 

................................................................................................................. 

J. el J. deop. 11 111l B deep. e 11111.. e delp. D 111t. D delp. 

tipos de movilidad 

.i =. ~Grafiooll. nonnospermicos comparacion 
antes y despues de percoll, para los 
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Grafico 12. oligozoospermicos comparacio 
antes y despues de percoll, para los 
tipos de movilidad 
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Astenozoospermioos 
Tipos de movilidad. 
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Grafiao 13 astenozoosperm. oomparaoíon 
antes y despues de perooll, para los 
tipos de movilidad. 



Oligoastenozoospermioos 
Tipos de movilidad. 
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Grafico 14 oligoastenozoosp. comparacion 
antes y despues de percoll, para los 
tipos de movilidad. 



Figura 7a. Paciente Nonnospérmico antes del Percoll (Micrografia óptica 400 X). 

Figura 7b. Paciente Nonnospénnico después del Percoll (Mic. óptica 400 X). 



Figura 8a. Paciente Nonnospérmico antes del Percoll (Micrografia óptica 400 X). 

Figura 8b. Paciente Nonnospérmico después del Percoll (Míe. óptica 400 X). 



Figura 9a. Paciente Normospénnico antes del Percoll (Micrografia óptica 160 X). 

Figura 9b. Paciente Normospérmico después del Percoll (Mic. óptica 160 X). 



Figura IOa. Paciente Normospérmico antes del Percoll (Micrografla óptica 400 X). 

Figura IOb. Paciente Normospérmico después del Percoll (Mic. óptica 400 X). 



Figura 11. l!ipermstoroides pos-flatamiento, micrografla electrónica l 000 X aumentos (técnica de 

fijación pcr te!móxido de osmio). 

Ctf!etla De¡.rtamento de Biologla Celular, Facultad de Medicina UNAM (bioq. Lourdes Palma y Biól. 

Annando 1.epeda). 



Figum 12. Espermatozoides pos-tratamiento, micrografla electrónica 5000 X aumentos (técnica de 

fijación pcr lelra6xido de osmio), 

Clllella Dlpertamento de Biología Celular, Facultad de Medicina UNAM (bioq. Loun:les Palma y Bi61. 

Annando 2.epeda). 



Figura 13. Espennafal.Oides pos-tratamiento, micrografia electrónica 10000 X aumentos (técnica de 

fijaci6n por telll6xido de osmio). 

Ccrlella Departamento de Bio!ogfa Celular, Facultad de Medicina UNAM (bioq. LoW'des Palma y Bi61. 

Annmlo 2.epeda). 



Figura 14. Espermatoroides pos-tratamiento, micrografla eleclrónica 20000 X aumentos (técnica de 

fijación por tetra6xido de osmio). 

Cortesla Departamento de Biologia Celular, Facultad de Medicina UNAM (bioq. LoW'des Pahna y Bi61. 

Armando 2.epeda). 
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