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Resumen

Las divisiones celulares que se producen durante la espermatogénesis pueden
generar errores en la distribucion del material genético lo cual puede llegar a
provocar enfermedades y/o sindromes en la descendencia, dentro de estos errores
encontramos aquellos que estan ligados a los cromosomas sexuales.

En la actualidad las parejas buscan evitar estos problemas en su descendencia
optando por la seleccién del sexo. En los centros de reproduccién asistida cuentan
con técnicas que permiten esta seleccion, pero el acceso a ellas es dificil debido a
los costos elevados, los bajos niveles de éxito y al ser técnicas invasivas a nivel
celular.

Hoy en dia se buscan alternativas mas naturales y que disminuyan el riesgo de dafio
para el embrion, para ello se han realizado diversos estudios con el uso de plantas
medicinales en las diferentes areas de la reproduccién. La elaboracion de listados
de plantas medicinales y sus usos han ido en aumento, lo que incluye aquellas que
se utilizan en reproduccion, entre estas se encuentra Pleurothallis cardiothallis
(Orchideacea) a la que, de acuerdo con la medicina tradicional y herbolaria
oaxaquenia, se le adjudica la propiedad de que quien la ingiera engendrara un varén.
A pesar de las creencias no hay una base cientifica que sustente las propiedades
de dicha planta, por lo que en este proyecto determino si las infusiones al ponerlas
en contacto con espermatozoides humanos producen su separacién con base en
su carga genética. Para ello se elaboraron infusiones de hoja, tallo y raiz, se
recolectaron muestras de semen de donantes con diagnéstico de
Normozoospermia, se procedio a realizar incubaciones de las muestras a las cuales
se les incorporo las infusiones obtenidas de la orquidea a 37°C. Se observé que
parte de las células se precipitaban y parte de las células quedaban en el
sobrenadante. A las células del sobrenadante se les determiné movilidad vy
viabilidad, posteriormente se fijaron para la identificacién del cromosoma sexual por
medio de citometria de flujo.

Los resultados obtenidos en la identificacion de los espermatozoides con

cromosoma X con respecto al Y, estadisticamente no se logra observar una
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separacion de los espermatozoides con respecto a la presencia del cromosoma
sexual. Respecto a la movilidad espermatica, existe diferencia significativa entre los
dos tratamientos y el control, teniendo como resultado el aumento de
espermatozoides inmoviles. Es necesario realizar mas estudios para determinar que
la infusibn de Pleurothallis cardiothallis puede inhibir la movilidad de los
espermatozoides X y dejar libres los Y, favoreciendo la procreaciéon de hijos

varones.

pag. 7



Introduccion

Las células germinales pasan por un proceso denominado gametogénesis, durante
el cual, a través de la division meiotica, se reduce la cantidad de cromosomas del
namero diploide (2n 6 46) a un numero haploide (1n 6 23) en humanos (Martinez,
2013).

En los machos la espermatogénesis, es el proceso por el cual una célula germinal
denominada como espermatogonia, entra en division meidtica y se convierte en dos
espermatocitos primarios, que maduran hacia dos espermatocitos secundarios, que
a su vez entran en division celular dando como resultado cuatro células hijas
llamadas espermétides, cada una con 23 cromosomas monovalentes, dos de estas
tendran el cromosoma sexual X mientras que las otras dos tendran el cromosoma
Y, estos cromosomas son los que determinan el sexo del individuo (Gilbert, 2005).
En los mamiferos, el primer factor determinante del sexo es el complemento
cromosomal presente en el espermatozoide fertilizante. Asi en el macho la
produccion de espermatozoides X- 0 Y- es aproximadamente 50:50 % de acuerdo

con la Ley de Segregacion de Mendel.

Las divisiones celulares que se producen durante la espermatogénesis pueden
llegar a generar errores en la distribucién del material genético lo cual puede llegar
a provocar enfermedades y/o sindromes en la descendencia, dentro de estos
errores encontramos aquellos que estan ligados a los cromosomas sexuales (p. €j.
aneuploidia, sindrome de Klinefelter, hemofilia, etc.) que no permiten en algunos
casos el desarrollo del producto hasta su término o que provoca la muerte prematura
de los infantes en algunos casos (Sadler, 2016) .

En la actualidad la inseminacion intrauterina con seleccion de sexo es una técnica
de reproduccion asistida de baja complejidad con la que antes de la concepcion
puede seleccionarse el sexo (masculino o femenino) del futuro recién nacido; esta
técnica puede ser apropiada desde dos puntos de vista: cuando se desea evitar
problemas genéticos que estan relacionados con un sexo en particular, y cuando
las parejas desean tener un hijo porque en su entorno social es lo indicado (Vidaurri,
2011).
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Existe una controversia respecto a la eleccién del sexo, puesto que en la poblacional
mundial existen mas hombres (50.6%) que mujeres (49.4%) (INEGI, 2015) aunque
no de forma significativa, implicando diversos factores entre los que destacan
algunos de orden bioldgico principalmente: el espermatozoide Y-, al tener menos
ADN (2.8%), pesa menos, es mas rapido en su desplazamiento que el femenino y
por consiguiente fertiliza primero (Karabinus D. , 2009)

Actualmente se han propuesto diferentes métodos para la seleccion del sexo del
bebe, pero estos no dan la certeza de ser efectivos. En los 70s Ericsson y
colaboradores desarrollaron la técnica de separacién por albumina sérica, la cual
consiste en la elaboracién de una columna en un tubo de ensaye con diferentes
concentraciones de albumina (gradientes), en esta se depositan los
espermatozoides y de acuerdo a la diferencia de contenido de DNA, en donde las
células con carga Y al ser menos pesadas estas llegaban a las capas de mayor
concentracion, retiraba los espermatozoides para realizar una fertilizacion in vitro
(FIV) de acuerdo al sexo deseado, posterior a esto realizaba DGP (diagndstico
genético preimplantacional ) para determinar el cromosoma sexual (Kouamo, 2014).
De acuerdo con los resultados esta técnica tenia un 85% de efectividad, la
controversia de esta técnica es que no se ha podido replicar la tasa de éxito
registrada por Ericsson et al. (Kouamo, 2014).

Asi como la técnica anteriormente mencionada se encuentran otras que presentan
un porcentaje mayor o igual pero el problema es que son invasivas a las células
germinales y terminan con la muerte de los gametos o del producto (Yadav, 2017) .
En la actualidad la técnica mas efectiva para seleccionar el sexo la citometria de
flujo, la cual surgié entre 1970 y 1980 (Jhonson, 1999), esta consiste en tefiir el
material genético de las células con un fluorocromo lo cual permite que los
espermatozoides permanezcan viables (Karabinus D. S., 2014). El citometro utiliza
rayos laser que provocan una excitacion en el fluorocromo y emite una onda de luz
gue es registrada, permitiendo la identificacion de las variaciones del contenido de
DNA espermatico de acuerdo a las diferencias del cromosoma sexual, a su vez por
medio de Sorting (clasificacion) (Garrido, 2012) se le da una carga eléctrica ya sea

positiva 0 negativa a las células permitiendo la separacién por medio de rayos laser
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que permiten la atraccion de las células de acuerdo a lo requerido por el paciente
ya sea para engendrar varones o mujeres, estas células pasan a capilares los
cuales desembocan en tubos donde habra un enriquecimiento de gametos con
carga X o Y de acuerdo a lo deseado (Karabinus D. , 2009).

Otro método para la seleccion del sexo del bebé fue desarrollado en China por
Umehara, Tsujita, Shimada (2019) los cuales han logrado realizar la inactivacion de
genes correspondientes a espermatozoides con cromosoma X, estos genes
codifican proteinas que regulan funciones motoras en el espermatozoide,
permitiendo enlentecer o detener los espermatozoides con dicho cromosoma, asi
logrando seleccionar el sexo deseado con la confirmacion por medio de la técnica
de cariotipos después una Fertilizacion in vitro (Umehara, Tsuijita, & Shimada, 2019).
Sin embargo, una alternativa para la separacion de los espermatozoides Y podria
ser el utilizar la herbolaria y/o la medicina tradicional. Existen reportes donde se
mencionan el uso de plantas para el control de la reproduccion, entre estos
encontramos el estudio realizado por Browner (1985) donde describié el uso de
estas plantas en comunidades de Oaxaca destacando la mencién que se hace de
la orquidea Pleurothallis cardiothallis la cual es utilizada en forma de infusion para

tener varones en la concepcion.

pag. 10



Antecedentes

La fitoterapia nombre que recibe al uso medicinal de las plantas, nunca ha dejado
de tener vigencia, hoy en dia estas propiedades vegetativas proporcionan la materia
prima de la industria farmacéutica moderna (Alfaro, 1984). Sin embargo, para un
porcentaje elevado de plantas se desconoce si poseen propiedades curativas ya
gue muchas de estas solo son utilizadas como plantas ornamentales, como es el

caso de las orquideas (Orchidaceae) (Waizel-Bucay, 2009).

La investigacion etnoboténica orientada al estudio de plantas medicinales ha sido,
y sigue siendo muy comun en México. Varios investigadores tanto nacionales como
extranjeros han dedicado gran parte de sus vidas al estudio de la medicina herbal,
esto se debe en gran parte a la diversidad ecolégica y cultural de México (Alfaro,
1984). El uso de estas plantas es muy recurrido en diferentes culturas del mundo
para tratar malestares que les afectan, que van desde malestares generales hasta
problemas de reproduccién y control de natalidad (Alfaro, 1984).

Se han realizado una gran variedad de estudios sobre el uso de estas plantas en la
reproduccion, como el realizado por Damke (2013) quien describi6 las propiedades
de chambimbe o jaboncillo (Sapindus saponaria) como anti-Trichomonas vaginalis
un protozoo que ocasiona secreciones vaginales fétidas, ardor, picazén etc. Tras
los tratamientos en forma de ducha vaginal con chambimbe estos sintomas
disminuian y con el uso constante del extracto de esta planta el protozoo
desaparecia, pero se dieron cuenta que al mismo tiempo de eliminar la infeccion
poseia propiedades como espermicida, dando asi una alternativa como método
anticonceptivo.

Particularmente, en México se han realizado investigaciones sobre propiedades
anticonceptivas de plantas medicinales, como es el caso de Taboada y
colaboradores que en los afios 90 describieron los efectos de
inmovilizacién/aglutinacion de espermatozoides humanos a base de extractos
crudos de 6 géneros y 17 especies de la familia Crassulaceae (Taboada, 2000) con
lo cual se da como alternativa de espermicida natural que funge como un método

alternativo utilizado en comunidades del pais para evitar la concepcion.
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Browner (1985) realiz6 un listado de plantas en el municipio de Dzah-hmi Chantinec
en el distrito de Ixtlan, Oaxaca, México, que son usadas en diferentes etapas del
proceso reproductivo de las mujeres. Se dividieron los resultados en grupos de
acuerdo con la propiedad a la que se le adjudicaban, plantas que ayudan en la
recuperacion postparto, menorragia y/o hemorragia menstrual, dismenorrea,
abortos espontaneos, acelerar la labor de parto o calmar dolores del parto,
emenagogos, control de fertilidad, infertilidad y potenciaciéon de la fertilidad. Tras el
listado anterior encontramos a Pluerothallis cardiothallis (Orchideaceae) a la cual se
le adjudica la propiedad de engendrar varones tras su uso en forma de infusiones o

s

te.

P. cardiothallis (Orchidaceae) es una planta epifita que crece en bosques de
neblina, es erecta y rigida, mide de 20 a 40 cm de alto con tallos secundarios rigidos
gue van de 18 a 30 cm. Esta revestida de dos vainas apretadas, presenta una hoja
cordiforme en su base de 15 a 16 cm, coriacea, con una Inflorescencia fasciculada
de una espata duplicada, de 1 a 1.5 cm, flores amarillas, verde-amarillento, rojo
pardo, con un labelo que va de verde hasta anaranjado. Sépalos céncavos,
finamente pubescentes en la cara exterior; sépalo dorsal de cinco nervios, con 1.5
cm., sépalos laterales unidos, de 1.5 cm. con 6 nervios principales. Pétalos
acuminados, con el apice encorvado, de 1. 1 cm. Labelo auriculado en la base. Con
una ufa carnosa y corta, cara inferior y bordes finamente ciliados, de 7.5 cm. Se
encuentra distribuida desde México hasta Ecuador y su nombre deriva de la forma
de corazon que tiene la hoja. En el pais se encuentra distribuida en los estados de
Oaxaca, puebla, Veracruz, Chiapas y Tabasco (Fig.1)

El uso de P. cardiothallis en las comunidades de Oaxaca se deriva de la doctrina de
las signaturas la cual menciona que las virtudes de la planta se llevan en el aspecto
y no en el nombre (Perdue, 1988), tras esto los pobladores dicen que el aspecto de
la planta tiene la forma de genitales masculinos, gracias a esto se le dio el uso a P.
cardiothallis para que la descendencia deseada fueran varones, se relata que los
conyugues (en secreto) daban una infusion de esta planta a sus esposas asi

obteniendo un hijo del sexo deseado, las esposas de estos varones igual cuentan
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con una planta de efecto inverso (Clidemia setosa) la cual es usada para el
nacimiento de nifias. Debido a lo anterior, el 2018 Rodriguez, Herrera, Arroyo,
Vazquez & Reyes-Luna realizaron la determinacion de los efectos de distintas
infusiones de P. cardiothallis y encontraron que las infusiones de hoja o raiz
provocan la aglutinacion de los espermatozoides humanos sin afectar la viabilidad

espermatica.

TOT

#

Lenuas>

Fig. 1 Ejemplar de la orquidea Pleurothallis
cardiothallis del herbario del jardin botanico de la
Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla
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Justificacion

A partir de 1970 con los programas de Reproduccion Asistida, el nacimiento de
mujeres se ha incrementado al usar el semen congelado en la inseminacion artificial
solo en este recurso, aun no se tiene un estudio que determine si existe un aumento

de natalidad de mujeres u hombres en embarazos de forma natural.

Por ello, el desarrollo de nuevas técnicas para lograr manipular la seleccion del
sexo del espermatozoide y el conocimiento del par de cromosomas pertenecientes
al embridn permitira, en ultimas estancias, estudiar el desarrollo de enfermedades
ligadas al sexo. Esto ultimo sin lugar a duda, redundaria en la prevencion de
enfermedades ligadas a los cromosomas sexuales y en el caso de animales de
granja, la habilidad para seleccionar el sexo de los espermatozoides para la
inseminacion de hembras, lo cual tendria un impacto en la disminucion de costos
para la elaboracion de estas técnicas. Mas aun, en el caso de las especies de
animales en peligro de extincién se podria crear un banco de embriones sexados y
asi contribuir a la repoblacion de estas especies. Sin embargo, una alternativa mas
sencilla, practica y econdmica es el estudio de plantas medicinales que permitiera
identificar selectivamente el cromosoma sexual de los espermatozoides, sin la
necesidad de involucrarse en un proceso experimental laboriosos y sin utilizar una
infraestructura de alta tecnologia y costosa.

Las plantas medicinales desempefian un papel importante en el sistema de atencion
primaria de salud en el pais, ademas, las plantas son facilmente accesibles, y su
uso forma parte del patrimonio cultural de México. Sin embargo, la documentacion
de las plantas medicinales utilizadas para las enfermedades reproductivas esta
dispersa o no se encuentra informacién sobre sus propiedades con un sustento
valido de estas, lo que es mas importante adn, las propiedades biologicas y
farmacoldgicas, asi como la toxicidad de muchas de estas plantas aun no se
conocen (Moteetee, 2016). A pesar de la existencia de listados herbarios de plantas
medicinales no hay registros que avalen las propiedades adjudicadas a P.
cardiothallis a excepcion del estudio realizado por Rodriguez, Herrera, Arroyo,
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Vazquez & Reyes-Luna (2018) donde se encontr6 el efecto de aglutinacion

espermatica, pero esto no da una respuesta clara al efecto adjudicado.
Pregunta de investigacion

¢La adicién de la infusién de Pluerothallis cardiothallis a una muestra de semen
humano produce la separacion por aglutinacion de espermatozoides carga X con

respecto a los de carga Y?

Hipotesis

El tratamiento de espermatozoides humanos con la infusion de hojas y/o raiz P.
cardiothallis aglutina a los espermatozoides con carga X y deja libres a las células
con carga Y, por lo estas podrian fecundar con mayor probabilidad a un 6vulo y dar
lugar a un embrién de sexo masculino; este efecto es mayor que el causado por la

raiz.
Objetivo General

Determinar si la adicion de una infusién de P. cardiothallis a una muestra de semen
enriquece la proporcién de espermatozoides humanos con carga Y en suspension

con respecto a los gametos X.

Objetivos particulares

Determinar si hay diferencias en la proporcion de gametos X que se aglutinan y la
proporcion de gametos Y que quedan suspendidos, en una muestra de semen

humano incubado con infusién de hoja o raiz, mediante citometria de flujo.

Determinar si hay diferencia en la motilidad total de los espermatozoides humanos

incubados con infusion de hoja o de la raiz.
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Material y Métodos

Disefio Experimental

La realizacion de los experimentos se tomoé en cuenta tres grupos donde uno era el
grupo control y los otros dos eran hoja y raiz respectivamente, en los tres grupos se
requirieron 10 individuos normozoospermicos los cuales donaron muestras
respectivamente. se realiz6 una dilucion de 1:2 (semen-Infusion), en el grupo control
se agreg6 PBS como sustituto de infusidén para simular las mismas condiciones, en
el segundo grupo se agrego6 infusion de hoja y al tercer grupo se le afiadio infusion

proveniente de raiz.

@ 10 1:2 (PBS)
C t I H Y q -
ontro individuos

—> 22
individuos

- 10
. >
Raiz individuos
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Esquema de trabajo

El orden y la organizacion es muy importante a la hora de trabajar los experimentos,
se requirio buscar a los donadores que cumplieran con ciertos requisitos, para esto
se les solicito una muestra de semen a la cual se le realizo un seminograma donde
se analizaron todos los pardmetros correspondientes a este, tras identificar a los
individuos normozoospermicos, se les solicito una segunda muestra, mientras estas
se incubaban se procedid a la elaboracion de las infusiones de hoja y raiz
provenientes de P. cardiothallis. Se procedi6 a agregar a las muestras de semen las
infusiones (1:2), tras dejar incubar estas se les analizo la motilidad y vitalidad
espermaética, se realizé una separacion del sobrenadante del precipitado celular, se
llevo a fijacidon celular con PFA, tras fijar las células se les afiadio del fluorocromo
DAPI el cual ayudo para determinar el cromosoma sexual, tras tefiir se llevo a
citometria para determinar el cromosoma sexual, se realizé una base de datos y se

aplicé un ANOVA de dos vias con ayuda de del programa R

Toma de Seminograma 2da Toma de Elaboracion de
Muestras muestras infusiones

Citometria Tincion con
de flujo DAPI

Fijacion celular Seminograma

Recopilacion de

datos, analisis
estadistico
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Muestras vegetales

El muestreo en las orquideas se realiz6 de forma dirigida ya que se obtuvieron por
medio de un intermediario con conocimientos empiricos en botanica al cual se le
solicito que los ejemplares fueran adultos y cumplieran con caracteristicas
especificas como un minimo de 4 hojas verdes, tallos sanos sin perforaciones o

presencia de marchitamiento, solicitando un nimero total de 10 ejemplares.

Muestras humanas

Para el desarrollo del proyecto se trabajé con 10 muestras de semen (Fig.2) de
donadores voluntarios que presentaron las siguientes caracteristicas: tener una
edad de 18 a 29 afios (promedio 20 £2 afios) mantener un periodo de abstinencia
sexual no menor de 3 dias o mayor de 7 dias, no padecer alguna enfermedad
cronico-degenerativa, autoinmunes, psicopatologias, etc., no haber consumido
drogas legales o ilegales en los ultimos 3 meses, no haberse realizado tatuajes o
perforaciones en los ultimos 12 meses, dormir minimo 7 horas diarias (apéndice A-
2).

Antes de iniciar la experimentacion, se les solicito a los donadores llenar un formato
con su historial clinico (apéndice A-3), ademas de firmar el consentimiento
informado para la donacion de esperma (apéndice A-4). Se solicitd una primera
muestra para su diagnostico por medio de un seminograma basado en los
pardmetros de la OMS, 2010 (A-5) y solo muestras normozoospermicas se utilizaron

en el estudio.

Fig.2 Muestra de esperma humano
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Seminograma

Examen macroscopico:

Aspecto: se valoro el aspecto de la muestra de semen de acuerdo con su color,
opacidad y la presencia de cuerpo mucoso. Se considera normal cuando el liquido
es de color blanquecino, gris blanco opalescente o ligeramente amarillenta

Licuefaccion y viscosidad: se registrd el tiempo en el que se licuo el coagulo

espermaético, tras lo cual se midio la viscosidad (fluidez) al determinar como normal
la formacion de un filamento de 2 cm aproximadamente a partir de una gota de la

muestra.
Volumen: Se midi6 el contenido total del eyaculado valor normal 21.5 ml
pH: Se tomd6 una gota de la muestra después de la licuefaccion y se colocé sobre

tiras de pH que contaban con una sensibilidad de 6.5 a 10. Valor normal de 7.2 a
8.0 UA.
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Examen microscopico:

Motilidad: Se realizé tomando una alicuota de 10ul de la muestra que se coloco en
un portaobjetos limpio y se cubrié con un cubreobjetos de 22 x 22 mm y se observo
con un objetivo de 40x. Se realizaron los conteos por campos hasta tener un total
de 200 células, se cuentan de acuerdo con la motilidad de éstas, iniciando con las
de mayor velocidad y terminando con las inmoviles.

Se calcul6 el porcentaje de motilidad espermatica al contar un total de 200 células
como minimo. Se determind el tipo de motilidad que presentaban las células de

acuerdo con los siguientes parametros:

Tipo A: Son aquellos espermatozoides que presentan un desplazamiento en

una direccion.

Tipo B: Son células que presentan un a movilidad in situ, es decir que se

mueven en su sitio y no presentan un desplazamiento de ningun tipo.

Tipo C: Son aquellas células que no presentan ningun tipo de movilidad.

Para determinar el resultado total de la motilidad se representa en forma de
porcentaje, la determinacion de una motilidad normal se toma en cuenta los
porcentajes A, B, C y para la determinacion total de espermatozoides moviles se
toma en cuenta la sumatoria de A+B (valor de referencia: 240 %, OMS 2010).

Aglutinacién: En una preparaciéon de la muestra de semen se observa en un
microscopio optico la presencia de espermatozoides con uniones entre ellos, estas
uniones se pueden localizar en la regién de la cabeza, pieza media o cola. Se
determind la aglutinaciéon total haciendo un conteo de 100 campos a 40x y se
obtienen los porcentajes de acuerdo con las aglutinaciones totales encontradas por

campo (Valor de referencia: < 5 %).
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Vitalidad espermética: Refleja la cantidad total de espermatozoides vivos y muertos.

Se utilizé la técnica de tincion vital con eosina, con esto las células que presentan
alteraciones de la membrana plasmatica, introducen el colorante al citoplasma de la
célula que se observa tefiida, indicando muerte celular, asi arrojando una coloracién
purpurea, aquellos espermatozoides que no presentaron una coloracion son
considerados como vivos. Se mezclo el semen fresco con la solucion de eosina en
un tubo Eppendorf (1:1), se tomaron 10 ul de la muestra, se deposita sobre un
portaobjetos y se le colocd un cubreobjetos, se analizdé en un microscopio éptico a
40x contando un minimo de 200 células, registrando el nimero de vivos y muertos,

su valor se expresa en porcentajes (Valor de referencia = 58 %).

Concentracion espermatica: La muestra de semen se diluyé en un tubo Eppendorf

con una solucién fijadora correspondiente al nimero de espermatozoides de
acuerdo con la OMS, se colocaron 10 ul en una camara de Neubauer con ayuda de
una micropipeta y se realizd el recuento del cuadrante central con ayuda de un
microscopio Optico a 40x. Los espermatozoides de este conteo corresponden al
namero de células (expresada en millones) por 1 ml de muestra, y tras obtener esta
cantidad se multiplico por la cantidad de volumen total del eyaculado (Valor de

referencia: 2 39 x 10° células. /mL).
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Elaboracién de infusiones de la orquidea

Las infusiones se realizaron a partir de las hojas y la raiz fresca de las orquideas,
se utilizaron 03 g de hojas 6 01 g de raices, cortadas en trozos,120 ml de agua
destilada y se llevé a ebulliciéon, al estar a punto de hervir se le agrego la hojay la
raiz por separado a cada vaso y se dejo hervir por de 5 minutos, posteriormente se
retiraron de la plancha de calor y se dejaron enfriar. Las infusiones se filtraron con
ayuda de papel filtro para evitar el paso de residuos de la materia vegetal, se
colocaron en frascos estériles, se cerraron y se dejaron enfriar a temperatura

ambiente.

Incubaciones

Posterior a lo anterior, se pidio la segunda muestra de semen a los donadores, se
contaron los espermatozoides y se dividieron en 3 alicuotas de 50 x 108 células por
0.5 ml, una alicuota se traté con la infusion de hoja en una dilucion de 1:2, una
segunda alicuota se trat6 con la infusion de raiz en la misma dilucion y a la tercera
alicuota solé se le adicion6 amortiguador PBS (control), posteriormente los
tratamientos se incubaron por 20 minutos a bafio Maria a una temperatura de 37°C.
En este tiempo se formaron precipitados (espermatozoides aglutinados) en los
tubos. Se retiraron los sobrenadantes de los precipitados con ayuda de una

micropipeta y a los espermatozoides se les determiné la movilidad y la viabilidad.
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Citometria de flujo

Una vez separados los sobrenadantes, se llevé a cabo la fijacion celular en medio
liqguido de acuerdo con el método de Ciclo Celular por tincion con DAPI a una
concentracion de 500 ng/ml (apéndice A-6).

Los tubos se dejaron reposar en bafio maria por 3 minutos, tras esto se les agrego
3 m de PBS y se llevd a voértex para homogenizar durante 30 seg.
aproximadamente, se agregaron 3 ml de PFA (Paraformaldehido) al 4% dejando
reposar por 10 minutos a 37°C tras este periodo de incubacion se resuspendieron,
agregando 10 ml de PBS para diluir el PFA y se llevaron a centrifuga a 1500 rpm/10
minutos (A-6), se decantd el sobrenadante evitando el desprendimiento de los
pellets, estos se resuspendieron en 10 ml de PBS y se homogenizo la muestra
llevandola a vértex durante30 seg. aproximadamente Se toman 100 ul de muestra,
se colocaron estas porciones tubos nuevos y se les afiadié 2 ml de etanol frio, se
dejaron incubar por 1 hora a -20°C. Tras la incubacion se llevo a centrifugar a 1500
rpm/10 minutos donde al terminar se decantd el precipitado y se agregaron 500 pl
de DAPI diluido en etanol (500 ng/ml) y se llevé a vortex para homogenizar la
muestra durante 30 seg. aproximadamente, se dejé incubar por 30 minutos a 37 °C
y se llevo a leer en citbmetro FACS Canto Il, pasando un aproximado de 10,000
células por evento, se obtuvieron los datos de la caracterizacion espermatica por
medio del programa FlowJo® v10 el cual indicé los porcentajes de espermatozoides
con el cromosoma sexual X y correspondiente, se hizo la recopilacion de datos y se
realizé el analisis estadistico con un ANOVA de dos vias con un nivel de

significancia de 0.05 (apéndice A-1) .
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Resultados
Aglutinacion

Se observo después de un lapso de 20 minutos de incubacion la formacion de
precipitados esperméticos en los tubos que contenian las muestras de semen y el
extracto de P. cardiothallis tanto en hoja como en raiz, estas aglutinaciones eran

tan extensas que no se podian contar (Fig. 3).

Fig.3 Aglutinacién espermética
vista al 10x en microscopio éptico
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Motilidad

Al agregar los extractos de hojay raiz de P. cardiothallis a las muestras de esperma
se observo una disminucion significativa (p<0.05) de la motilidad del tipo a+b y un
incremento de inmovilidad (Fig. 4). En los tubos con precipitados no se pudo realizar
el conteo de motilidad en el tratamiento con raiz ni en el de hoja ya que las

aglomeraciones eran tan densas no permitieron un conteo (Fig. 3).

Control Hoja Raiz

901

— .

Porcentaje

[F'S]
—
<

01

ab C ab C ab C

Fig.4 Valores de la motilidad espermatica del grupo control contra los tratamientos de hoja y raiz en
sobrenadantes, total de espermatozoides maviles (a+b) con el de inmdviles (c) donde los tratamientos
son significativamente diferentes (P<0.05) al control, en cambio los tratamientos no son
significativamente diferentes entre si.

Determinacion de proporcion de espermatozoides Xy Y por citometria de flujo

Cuando se realiz6 la determinacion del cromosoma sexual Y en los
espermatozoides por medio de la citometria de flujo se observd que no existe una
diferencia significativa entre la presencia de espermatozoides X y Y en todos los
grupos tanto en sobrenadante como en precipitados.

Sin embargo, en el precipitado de las células tratadas con la infusion de hoja se
observd una tendencia en elevar el porcentaje de gametos X en comparacion de Y

aunque en los sobrenadantes esta tendencia desaparece (Fig. 5-A). En el
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tratamiento de raiz no se observa una tendencia hacia ninguna carga espermatica

tanto en el sobrenadante como en el precipitado (Fig. 5-B)
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Fig.5 Porcentajes de espermatozoides con carga Xy Y presentes en el grupo control y el grupo de células
tratadas con la infusién proveniente de hojas (A) o raiz (B) de P. cardiothallis no hay diferencias en este
porcentaje tanto en el sobrenadante como en el precipitado obtenido después del tratamiento (P >0.05).
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Discusion
Browner (1985) reporto las plantas que se usan en algunas comunidades de Oaxaca
cuyas propiedades ayudan en los diferentes procesos en la reproduccion, entre

estas plantas se encuentra P. cardiothallis a la cual se le adjudica la propiedad de

que la persona que ingiera la infusion engendrara individuos varones.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este proyecto, se reafirma lo obtenido
en el estudio de Rodriguez, Herrera, Arroyo, Vazquez & Reyes-Luna (2018) donde
las infusiones de hoja y raiz afecta solo la motilidad espermatica en forma de
aglutinacion celular, aumentando la inmovilidad de forma significativa hablando
estadisticamente (p<0.01), en sus resultados no se presentd una inviabilidad
espermatica. Lo encontrado por Rodriguez y colaboradores (2018) al igual que en
este proyecto no es un factor suficiente para adjudicarle a esta planta la capacidad
de la seleccién del sexo cuando se aplica de forma directa a los espermatozoides y
esto se corrobor6 con la citometria de flujo donde se expuso que no hay un cambio

significativo en la proporcion de los espermatozoides humanos.

No obstante, las limitantes presentes en el proyecto pudieron influir con los
resultados obtenidos como es el caso de la omisién de la identificacién del grado de
aglutinaciones espermaticas ya que con estas se hubiese podido generar una
comparaciéon con lo marcado por el manual de la OMS (2010) para determinar
alguna otra propiedad. Otra limitante fue el no utilizar un modelo animal donde la
ingesta de la infusion fuese por via forma oral como se propone en el estudio de
Browner (1985), aunque no se tiene la certeza de que sea realmente la forma en la
gue se utiliza. Por ello, se optd aplicar directamente a las células ya que no hay
estudios sobre los efectos adversos del consumo de esta planta, debido a esto se
debe continuar el estudio aplicando la infusion de forma oral en animales de
experimentacion y realizar un conteo de espermatozoides con carga Y por
eyaculado o numero de crias machos. La via de contacto de la infusion con las
células espermaticas es importante pues cabe la posibilidad de que al ingerir los

compuestos de forma oral en forma de infusion los compuestos o moléculas
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cambien por los procesos de decoccion (Talapatra, 2015), estos al ser ingeridos y
absorbidos en el tracto gastrointestinal afecten a las células blanco (Infante, 2020).
Se deben realizar mas estudios sobre el efecto aglutinante que las infusiones
tuvieron sobre las células esperméticas y determinar las caracteristicas de las
células que son aglutinadas para lograr identificar el factor en comun para este

efecto.

Asi mismo se requieren realizar estudios sobre los efectos de P. cardiothallis ya que
al no haber informacién esta puede resultar perjudicial para el usuario ya que no se
conoce si presenta algun tipo de toxicidad al ser ingerida en una concentracion
errénea (Talapatra, 2015), aparentemente no produce muerte celular al aplicarlo de
forma directa, segun lo indicado en el estudio de Rodriguez y colaboradores (2018).
El efecto aglutinante que pueden presentar las muestras espermaticas puede
deberse a mdltiples factores como es el caso de un problema inmunolégico del
individuo, cambios de pH, choque térmico, exceso de viscosidad o el no
rompimiento del coagulo esperméatico de acuerdo con la OMS (2010), a pesar de
estas posibles causas no se tiene la certeza de por qué el extracto de P. cardiothallis
produce este efecto. Sin embargo, se han encontrado metabolitos secundarios de
plantas con propiedades que pueden llegar a regular la fertilidad masculina (Kamal,
2003). En la actualidad se han realizado investigaciones probando los efectos de
diversos metabolitos con efecto aglutinante para la elaboracion de anticonceptivos
masculinos por ejemplo la elaboracion de espermicidas naturales. Dentro de los
metabolitos encontramos aceites, saponinas, cumarinas, alcoholes, resinas, fenoles
etc. (Kamal, 2003). Derivado del presente proyecto y tratando de identificar los
compuestos fitoquimicos causantes del efecto aglutinante Herrera y colaboradores
(2019) realizaron la determinacién de los metabolitos secundarios de P. cardiothallis
donde se registrd la presencia de los compuestos como cumarinas, taninos,
saponinas Yy flavonoides. Los compuestos encontrados tienen efectos aglutinantes
gue han sido identificados en otras plantas (Kamal, 2003), estos podrian ser la
respuesta al efecto que tiene P. cardiothallis ya pueden estar generando un efecto

a nivel de membrana ya sea por la activacion o inactivacion de canales idénicos que
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estén presentas en esta (Taboada, 2000), aunque esto solo es una especulacion ya
que se requiere de la realizacion de mas estudios ya que aun existen muchas

incognitas que rodean a las propiedades de esta orquidea.

Perspectivas del proyecto.

Se requieren estudios que se encaminen a evaluar el nivel de toxicidad que presenta
P. cardiothallis, asi como el posible dafio a nivel tisular por via tépica y oral en las
mujeres de las comunidades de Oaxaca donde se lleva a cabo el uso de esta planta,
iniciando estas evaluaciones en modelos de laboratorio como es el caso de ratones
o ratas. Ademas, se requiere la identificacion de los compuestos activos de P.
cardiothallis al igual que generar un tratamiento donde se incluyeran todas las
estructuras de la planta.

Por otro lado, se debe de considerar el uso de infusiones de P. cardiothallis junto a
infusiones de otras plantas que pudiesen llegar a ayudar en la seleccién del sexo

de la descendencia.

Conclusion

Los extractos de P. cardiothallis reducen significativamente la motilidad
espermatica, sobre todo la infusién de hoja, al producir la aglutinacién de las células.
Sin embargo, este efecto no reduce la proporcion de espermatozoides con carga X,
libres, en comparacion de los Y; por lo que no se puede afirmar que el uso de estos
extractos, en forma directa, incrementa la probabilidad de engendrar a un embrién

de sexo masculino.
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Anexos

A-1 Tabla de Devianza

Resultados de modelos lineales generalizados mixtos con error de distribucion Binomial en

tablas de devianza.

Hojas
Término gl ji2 P %
Tratamiento 2 0.2065 0.9019 0.0378
Error 26 545.72 99.9615
Total 28 545.93

Raiz
Término al ji2 P %
Tratamiento 2 0.624 0.732 0.1141
Error 26 545.91 99.8883
Total 28 546.52

Movilidad
Término al ji2 P %
Tratamiento 2 80.042 <0.001 31.0156
Error 26 218.06 84.4964
Total 28 258.07

Linear Hypotheses:
Estimate Std.  Error z
Hoja - control == 0 0.80900 0.09827
Raiz - control ==0 0.72856 0.09847
Raiz - hoja == -0.08043 0.09427

value Pr(>|z])

8.232 <le-04 ***
7.399 <le-04 ***

-0.853 0.67
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A-2 Instrucciones paralarecoleccion de una muestrade semen por
el donador.

RECOLECCION DE MUESTRAS DE SEMEN

e Recoleccion de muestras de semen humano.

La recoleccion de las muestras de semen es importante para un buen analisis seminal, por
ello es necesario cubrir una serie de pasos que nos permitan obtener un buen resultado.

Instrucciones para pacientes.

Abstinencia sexual de 2 a 7 dias.

Efectuar lavado genital con agua y jabdn.

Colocar la muestra por masturbacién.

Depositar la muestra de semen en un recipiente de polipropileno estéril.

Si la muestra es colectada desde su hogar: entregar al laboratorio con un maximo
de 1 hora después de haber sido colectada y mantenerla lo mas cercano a
temperatura corporal.

mooO®>e

e Abstinencia sexual.

El tiempo de abstinencia es importante ya que tiene una gran influencia sobre la
concentracion espermatica. El tiempo requerido de abstinencia es de 3 a 7 dias.

e Recipientes colectores.

Los frascos de polipropileno con tapa de rosca de polietileno con capacidad de 100 ml
son los 6ptimos para la recoleccién de la muestra. De preferencia el frasco debe estar
tibio para tratar de mantener la temperatura ideal de la muestra (37°C).

e Recoleccion de la muestra.

La masturbacion es el unico método aceptado para la recoleccion de semen por ser el
unico que permite la colecta completa y limpia de contaminacion. Muestras incompletas
deben rechazarse ya que el analisis no reflejara el total del eyaculado.
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A-3 Formato del cuestionario para donadores de semen

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

Cuestionario para donadores voluntarios

Nombre

Edad: Estatura: Peso:

Ocupacion:

Estado civil:

Hijos:

Antecedentes genéticos (Esterilidad, Diabetes, Hepatitis, Cancer):

Alergias (tipo y tratamiento):

Drogas (Tipo y frecuencia):

Bebidas alcohdlicas (Frecuencia):

Tabaquismo (Frecuencia):

Actividades diarias (escuela, trabajo, ocio):

Patrones de suefio (insomnio, apnea):

Estrés (factores):

Dias de abstinencia:

pag. 35



A-4 Consentimiento informado parala donacion de muestras de semen

Consentimiento Informado para la donacién de semen del proyecto “Efecto de la
infusion de Pluerothallis cardiothallis sobre la separacion de espermatozoides humanos

por su carga genética Xy Y”.

El donante: con edad:

y teléfono:

Donante:

V.

La donacioén es de forma libre y voluntaria por parte del donante.

El uso de la(s) muestra(s) no tendrd efectos adversos ni benéficos, ya que no se usara
para usos médicos y/o reproductivos.

Se compromete a las donaciones requeridas respetando los dias de abstinencias y
horarios acordados posteriormente.

Se compromete a informar de cualquier cambio en su estado de salud especialmente
si este afecta como donante.

Investigador:

VI.

La donacién se mantendra andnima y los datos referidos al donante serdn
custodiados en el anonimato, por el laboratorio de biologia de la reproduccién de
la Facultad de ciencias bioldgicas de la BUAP.

No se oculta ni se cambia ninguna informacion solicitada para este proyecto y por
lo tanto certifica su veracidad.

Tiene derecho a conocer los resultados de la espermatobioscopia, asi como del
proyecto a realizar.

En caso de incumplimiento a las normas o por cambios en su estado de salud que
impidan realizar donacidn serd dado de baja como donante y por consiguiente no
tendra acceso a los resultados del proyecto.

En caso de incumplimiento por parte del tesista estara en su derecho de cancelar
las donaciones, prohibir el uso de los datos obtenidos de sus donaciones y
reportarlo con el jefe en turno del laboratorio de biologia de la reproduccién de la
Facultad de ciencias bioldgicas.

El tratado de la informacidn se elaboré siguiendo los lineamientos de Helsinki de 1989
para el manejo de muestras humanas.
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A-5 Formato del reporte de la espermatobioscopia.

Anélisis del semen humano con base en los parametros de la OMS

Paciente:

ANDROLOGIA
ANALISIS DE SEMEN

Edad:

Fecha:

Valores de referencia de acuerdo con el Manual de la OMS para el examen de semen humano y de la interaccion entre el semen y el moco cervical. Editorial
Panamericana, 5ta edicién, 2010.

ANALISIS MACROSCOPICO

VALORES DE REFERENCIA

Dias de abstinencia:

3-7

Aspecto:

Normal (blanco, gris blanco opalescente o ligeramente amarillenta)

Anormal (colores distintos)

Licuefaccion:

15 a 60 minutos

Viscosidad: Normal (gotas definidas)
Disminuida (consistencia de agua)
Aumentada (filancia >2 cm)
Volumen: >1.5ml
pH: 7.2-8
ANALISIS MICROSCOPICO
Motilidad
A:
B:
C:
A+ B: >40 %

Concentracion:
Concentracion Total:

> 15 x 108 células. /mL
>39 x 10° células. /mL

Vitalidad >58%
Aglutinacion <5%
Agregacion <5%
Otras células
Leucocitos: -
Eritrocitos: - <5 céls/campo

Céls. Epiteliales:
Céls. Germinales:
Detritus Celulares:

Escasa (+)

Bacterias: Moderadas (++)
Abundantes (+++)
Morfologia
Normales:
Anormales:

Defectos de cabeza:

Defectos de pieza media:

Defectos de flagelo:

Observaciones:

>4 %

Diagnostico del Laboratorio:
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A-6 Soluciones

Ciclo Celular por tincién con DAPI

Ciclo Celular por tincion con DAPI

1.- Colectar la muestra, dejar en bafio maria hasta el rompimiento del coagulo
espermatico

2.- Agregar 3 ml de PBS, homogenizar la muestra llevandola a vortex y agregar 3
ml de PFA al 4%, se deja reposar por 10 minutos a 37°c

3.- Resupender agregando 10 a 12 ml de PBS para diluir el PFA y llevar a centrifuga
a 1500 rpm/10 minutos

4.- Se decanta el sobrenadante y se resuspenden en 10 ml de PBS y se homogeniza
la muestra llevandola a vortex

5.- Se agregan 2 gotas de acido de sodio al 100x para conservar la muestra

6.- Se toman 100 ul de muestra y se afnaden 2 ml de etanol o metanol

7.- Se deja incubar por 1 hora a -20°C

8.- Se lleva a centrifuga a 1500 rpm/10 minutos

9.- Decantar el precipitado y agregar 500 uyl de DAPI y llevar a vortex para
homogenizar la muestra.

10.- Dejar incubar por 30 minutos a 37 °C

11.- Se lleva a leer en citbmetro

Preparacion de Paraformaldehyde (PFA)

Se elabor6é el PFA (paraformaldehyde) a una concentracion al 4% donde se
agregaron 4 gramos en 100 ml de agua destilada, se llevé a una temperatura de
60°C con agitacion constante para la homogenizacion de esta, tras alcanzar la
temperatura anterior se agregaron 3 gotas de NaOH (Hidréxido de sodio (90 ul))

para estabilizar la solucion.
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Preparacion de Buffer de Fosfatos Salino (PBS)

Sal Concentracion Concentracion
(mmol/L) (g/L)

NaCl 137 8.00

KCI 2.7 0.20

Na;HPO4 * 2 H,O 8.1 1.44
KH2PO4 1.76 0.24

pH 7.4 7.4

Para 1L de 1X PBS:
Iniciar con 800 ml de agua destilada

1.

Noe r N

Agregar 8g de NacCl
Agregar 0.2g de KCI

Agregar 1.44g de Naz2HPO4
Agregar 0.24g de KH2POa4

Ajustar el pH a 7.4 con HCI
Agregar agua destilada hasta obtener un volumen total de 1L
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