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Resumen.

La pentoxifilina es un derivado de la metilxantina, la cual se considera un promotor
de movimiento de los espermatozoides, actualmente su principal uso es para la
activacion de espermatozoides inméviles provenientes de testiculo, los cuales son
utilizados en la técnica de reproduccion asistida conocida como inyeccion
intracitoplasmaética (ICSI). El objetivo de este estudio fue evaluar si la pentoxifilina
promueve la activacién del movimiento de espermatozoides provenientes de las
diferentes regiones del epididimo (Cabeza, cuerpo y cola), ademas de evaluar si
altera la velocidad de desplazamiento de los espermatozoides; para esto se
utilizaron concentraciones de 0.01, 0.1, 1.0 y 5.0 mM, con periodos de incubacion
de 15 minutos, para el grupo control no se agregé pentoxifilina y fue reemplazada
por solucién fisiolégica. Los resultados indican que la pentoxifilina a
concentraciones de 5.0 mM aumenté el porcentaje de motilidad progresiva en los
espermatozoides obtenidos de cabeza y cuerpo de epididimo con una significancia
de P<0.05 y P<0.001 respectivamente. La motilidad in situ y total también se
vieron beneficiadas por la administracion de la pentoxifilina en las diferentes
concentraciones, aunque estadisticamente estos aumentos no fueron
significativos; por su parte, espermatozoides de cola de epididimo solamente se
vieron ligeramente beneficiados bajo concentraciones de 5.0 mM, aunque
tampoco se vio significancia estadistica. La pentoxifilina no influy6 en la velocidad
de desplazamiento de los espermatozoides de ninguna de las regiones del
epididimo, sin embargo, los espermatozoides de cabeza muestran una ligera
tendencia de incremento de velocidad conforme la concentracion del farmaco es
mayor. Se concluye que la pentoxifilina favorece la activacion de la motilidad
progresiva de espermatozoides de cabeza y cuerpo de epididimo, sin alterar la
velocidad de desplazamiento de los espermatozoides en ninguna de las regiones
del epididimo, ademas se concluye que los efectos de la pentoxifilina son visibles

en las células menos maduras.



Introduccion.

La infertilidad afecta aproximadamente al 15% de las parejas, el factor masculino
esta implicado en la mitad de los casos (Safarinejad et., 2011) y es considerada la
motilidad espermética como uno de los pardmetros mas importantes que detemina
la capacidad fecundante de los espermatozoides (Kinutani, 1999; Calogero et al,
1998). Dichos problemas han disminuido gracias al desarrollo de las técnicas de
reproduccion asistida y al uso de farmacos que activan la motilidad espermatica.
La técnica de inyeccion intracitoplasmatica (ICSI) ha cobrado gran importancia ya
gue permite el uso de espermatozoides inmoviles los cuales son tratados con
estos farmacos para activar su movilidad y de esta manera se puede escoger un
espermatozoide metabdlicamente activo que se puede usar en este procedimiento
(Tasdemir, Tasdemir, Tavukcuoglu, 1998). También, la técnica de fertilizacién in
vitro (FIV) ha mostrado avances gracias al uso de estos farmacos, ya que existe
una estrecha relacion entre la calidad del movimiento espermatico y el éxito de la
FIV (Kinutani, 1999).

Espermatogénesis.

El espermatozoide es el resultado final de la espermatogénesis, proceso mediante
el cual se desarrollan los gametos masculinos. Inicia en la adolescencia y se lleva
a cabo en los tabulos seminiferos de los testiculos en el humano. Por lo general
este proceso esta dividido en tres fases: en la primera fase, conocida como fase
proliferativa o mitGtica, las células germinales inmaduras conocidas como
espermatogonias entran en una serie de divisiones mitéticas, produciendo dos
tipos de espermatogonias, unas contintan con el linaje de éstas como células
germinales y otras continlan con su maduracién y entraran a meiosis. En la
segunda fase conocida como fase meiotica, las células entran en meiosis, en este
momento se les denomina espermatocitos primarios, los cuales dan lugar a los

espermatocitos secundarios al terminar la meiosis | y estas células se diferencian



en espermatides al término de la meiosis Il. En la tercera fase, las espermatides
entran en un proceso de diferenciacion y maduracion conocido como
espermiogénesis (Fig. 1), donde éstas células llevan a cabo los siguientes
procesos: reducen el tamafio nuclear, condensan el material genético por la
sustituciéon de histonas por protaminas, forman la vesicula acrosémica a partir del
aparato de Golgi, crece un flagelo a partir de la region centriolar, las mitocondrias
se acomodan en la parte proximal del flagelo y el citoplasma se reduce y se
separa formando el cuerpo residual o gota citoplasmatica (Alberts et al., 2008;
Chocu et al., 2012).
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Fig. 1. Esquematizacion del proceso de espermatogénesis.
Obtenido de Alberts et al. 2008.



Estructura del espermatozoide.

El espermatozoide estd formado por una cabeza y un flagelo, los cuales se
encuentran unidos por una pieza conectora o cuello (Fig. 2). La cabeza de los
espermatozoides de mamiferos contiene el nucleo y el acrosoma, los cuales se
encuentran rodeados por pequefias porciones del citoesqueleto y el citoplasma
(Eddy, 2006). La mayoria de los espermatozoides de mamiferos tienen una
cabeza de forma espatulada, con el nucleo y el acrosoma aplanado del eje
anterior-posterior del esperma, ademas, estas dos estructuras son simétricas. Por
otra parte, los espermatozoides de algunos roedores tienen una cabeza con forma
falciforme, en la cual el acrosoma recubre el borde convexo del nucleo (Fig. 3)
(Fawcett, 1975).
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Fig. 2. Estructura basica de un espermatozoide de mamifero.
Obtenido de Eddy. 2006.



El acrosoma es un organelo Unico en el espermatozoide el cual se origina a partir
del complejo de Golgi y contiene las enzimas necesarias para que el
espermatozoide logre penetrar al ovocito y lograr la fertilizacion. ElI acrosoma
consiste en dos segmentos, la tapa acrosomal (acrosoma anterior) y el segmento
ecuatorial (acrosoma posterior) que corresponden a la distribucion de los dominios
de la membrana plasmatica con los mismos nombres. En espermatozoides con
cabeza espatulada el segmento ecuatorial forma una banda que cubre
aproximadamente el ecuador de la cabeza de los espermatozoides, mientras que
en espermatozoides con cabeza falciforme el segmento ecuatorial puede cubrir

gran parte de las superficies laterales de la cabeza (Eddy, 2006., Fawcett, 1970).
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Fig. 3. Representacion del acrosoma en una cabeza de
espermatozoide falciforme y una cabeza espatulada. Extraido de
Fddv. 2006.

El flagelo de los espermatozoides de mamiferos consiste en 4 diferentes
segmentos: la pieza conectora (cuello), la pieza media, la pieza principal y la pieza
final (Fig. 2). Los principales componentes estructurales del flagelo son: el

axonema, la vaina de mitocondrias, las fibras densas externas, y la vaina fibrosa
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(Fig. 4). El axonema esta compuesto por un complejo de microtubulos “9 + 2” (9
pares de microtubulos periféricos y 1 central) el cual se extiende a lo largo de todo
el flagelo, los pares de microtibulos externos constan de microtibulos A y B: Del
microtibulo A surgen prolongaciones de dineina (brazos de dineina) los cuales
son fundamentales para movimiento del flagelo del espermatozoide, estos brazos
de dineina van en direccion al microtubulo B del par contiguo del que surgen. Las
fibras densas externas se encuentran contiguas al axonema y se extienden desde
el cuello a la porcién posterior de la pieza principal. La vaina de mitocondrias
rodea a las fibras densas exteriores en la parte de la pieza media, mientras que la
vaina fibrosa rodea las fibras densas exteriores en la pieza principal. La base del
flagelo colinda con el nucleo en la unidn entre la cabeza y el cuello (Eddy., 2006.,
Zamboni, Stefanini., 1971).

El flagelo proporciona la fuerza necesaria para que el espermatozoide se desplace
para poder llegar a la superficie del ovocito y de esta manera conseguir la
fecundacion. Los diferentes elementos del flagelo generan y dan forma a las
ondas de flexiéon que producen esta fuerza, las cuales se propagan desde la base
hasta la punta (Eddy, 2006). El tamafio de los espermatozoides difiere entre
especies, los espermatozoides de conejo tienen una longitud aproximada de 46
um, los de ratéon miden 120 um de largo, por su parte en ratas la longitud media de

los espermatozoides es de 190 um (Phillips, 1972).
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Fig. 4. A) Estructura de la cabeza y flagelo del espermatozoide. B)
Estructura del axonema de flagelo de espermatozoide. Modificado
de Inaba. 2011.

Epididimo.

Después de salir de los testiculos, los espermatozoides de los mamiferos son
inmoviles y no son capaces de fertilizar, requieren que se sometan a dos procesos
pos-testiculares conocidos como la maduracion del esperma y la capacitacion, a
fin de obtener su habilidad fertilizante. La maduracién del esperma se produce
durante su transito por epididimo. El epididimo es un epitelio pseudoestratificado
gue puede ser anatomicamente diferenciado en cuatro regiones principales: un

segmento inicial proximal (IS) que es la regibn mas cercana a los conductos
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eferentes que conectan los testiculos al epididimo y posteriormente los segmentos
cabeza (caput), cuerpo (corpus) y cola (cauda) (Joseph, Shur, Hess., 2011; Krapf
et al., 2012; Zhou et al., 2004) (Fig. 5).
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Fig. 5. Esquematizacion y representacion histologica del
epididimo. Obtenido de Joseph, Shur, Hess,. 2011.

La principal funcion del epididimo es proporcionar un entorno luminal que
transforma espermatozoides inmaduros en células completamente maduras.
Ademas del papel de maduracién de espermatozoides el epididimo también juega
un papel importante en las funciones de trasporte, proteccion y almacenaje
(Joseph, Shur, Hess., 2011).
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El tejido del epididimo esta compuesto por varios tipos de células como lo son:
Células principales, basales, claras, estrechas, apicales y Células de Halo. La
célula que compone en su mayoria al epididimo son las células principales, las
cuales constituyen aproximadamente el 80% del epitelio y son las responsables de
secretar la mayoria de las proteinas que son secretadas en el lumen del
epididimo. Por su parte, las células estrechas, apicales y células de Halo
contienen al (H+)-ATPasa vacuolar y secretan protones en el lumen del
epididimo, con lo que participan en la acidificacion de este, las funciones que
poseen las células claras son las de ser células endociticas y se les atribuye la
reabsorcion y eliminacion de las proteinas presentes en el lumen del epididimo
(Cornwall., 2009; Kujala et al., 2007; Pietrement et al., 2006). Las células basales
no tienen acceso al compartimento luminal y estan en estrecha asociacion con las
células principales superpuestas, las funciones que tienen estas células es de
brindar proteccién y la regulacion del transporte de electrolitos de las células
principales mediante factores paracrinos (Cheung et al., 2005; Seiler et al., 1999;
Veri, Hermo, Robaire., 1993). Las células de Halo tienen una funcion inmune
primaria en el epididimo, mientras que las células apicales también tienen una
funcién de endocitar componentes luminales (Cheung et al., 2005). Finalmente, las
células principales también forman uniones estrechas entre si y forman la barrera
hemato — epididimaria. Esta barrera crea un sitio inmunoprotector dentro del
lumen del epididimo que es necesario para la maduracion del espermatozoide
(Cyr et al., 2007).

Transporte de espermatozoides.

Los espermatozoides entran al epididimo propulsados por el liquido testicular. En
el epididimo el epitelio esta revestido por estereocilios inmoviles y la absorcion del
liqguido testicular tiene lugar en los tubulos eferentes y el segmento inicial del
epididimo reduce el flujo de los fluidos. El transporte de los espermatozoides se
lleva a cabo en contra de un gradiente de presion hidrostatica creciente del

testiculo a la cola del epididimo (Robaire, Hinton, Orgebin-Crist., 2006).
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El epididimo esta rodeado por musculo liso por lo que el mecanismo responsable
de la conduccién del contenido a través del lumen del epididimo se atribuye
principalmente a las contracciones musculares ritmicas del musculo liso, aunque
estos se pueden ver alterados por factores hormonales y neuronales (Robaire,
Hinton, Orgebin-Cirist., 2006; Jaakkola, 1983).

Maduracién de espermatozoides en el epididimo.

La maduracién espermatica esta definida como el desarrollo de la habilidad del
espermatozoide para fertilizar ovocitos, para lograr esto, durante su paso por el
epididimo el espermatozoide desarrolla su motilidad, la habilidad de realizar la
reaccion acrosomal, modifica su morfologia, estabiliza la cromatina nuclear, altera
la composicion de su membrana y adquiere la habilidad de reconocer, unirse y

fusionarse con los ovocitos. (Cooper., 2007; Moore., 1998).

Uno de los cambios morfologicos visibles es la migracion de la gota
citoplasmatica, un remanente del citoplasma de células germinales. Esta
estructura se desliza desde el principio hasta el final de la pieza intermedia de los
flagelos en la parte media de la cola del epididimo. El transporte de esta gota se
produce en el lumen, donde las secreciones de proteinas del epitelio son las mas
activas. La relacion entre las funciones del epitelio y los mecanismos moleculares
de tal modificacion celular ain no se han identificado. Tal migracion es una sefal
importante de la maduracion del esperma, ya que cualquier defecto en la
migracion de las gotas esta relacionado con una disminucion en la fertilidad del
semen, pero no a la activacion de la motilidad del esperma en el epididimo
(Decheaux, Decheaux., 2014; Cooper 2005).

La membrana plasmatica del espermatozoide se modifica durante el transito con
cambios en los niveles de colesterol, ya que estos disminuyen. Los lipidos y las
proteinas se reorganizan durante la maduracién, posiblemente, permitiendo la

formacion de complejos de sefalizacién criticos para la fertilizacion. Los lipidos
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pueden funcionar como grandes conjuntos de sefalizacion multimoleculares que
reorganizados y agregados durante la capacitacion inducen cascadas de
sefializacion (Jones et al., 2007; Shadan et al., 2004; Croos., 2004; Travis et al.,
2001).

Durante el paso de los espermatozoides de la cabeza del epididimo a la cola,
existen modificaciones a las proteinas presentes en los espermatozoides tales
como la fosforilacién que afecta a proteinas como: proteina reguladora de glucosa,
proteina de choque térmico 70, actina, B tubulina, deshidrogenasa del acido
lactico, proteina aconitasa mitocondrial y la subunidad B F1 ATPasa (Aitken et al.,
2007); otra alteracion que sufren las proteinas de los espermatozoides es la
desglicosilacion tales como: proteinas de la familia ADAM (fertilina y cyritestina),
CE9, a-manosidasa; y algunas otras proteinas como SPAM1 y B -
galactositransferasa sufren cambios en sus patrones de localizacién (Cornwall.,
20009).

Movilidad espermaética.

La motilidad, es el cambio mas visible y cuantificable que sufre el espermatozoide
al pasar por el epididimo, ya que al iniciar su transito por la cabeza del epididimo
la mayoria de espermatozoides de mamiferos se caracteriza por tener un ritmo
vibratorio o lento el cual es ineficaz, este tipo de movimiento a menudo se traduce
en patrones circulares de natacion; mientras que espermatozoides provenientes
de la cola del epididimo se caracterizan por tener un ritmo de movimiento mas
vigoroso, el cual tienen como resultado un movimiento rapido hacia adelante al
cual se le refiere como motilidad progresiva, este cambio de motilidad viene dado
a un cambio en el flagelo, el cual llega a ser mas rigido y reduce su arco de
curvatura (Eddy., 2006).

La inmobilina, una glicoproteina de alto peso molecular presente en el fluido
epididimo, ha sido descrita como un mecanismo inhibidor de la motilidad
espermatica, la cual ha sido reportada en bovinos y ratas (Eddy., 2006), por lo
qgue, en los mamiferos la motilidad espermética en el epididimo esta balanceada
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entre dos importantes componentes: uno referente a la maquinaria flagelar que
produce el movimiento, y el otro el control o represion de la maquinaria flagelar
(Decheaux, Decheaux., 2014).

La motilidad de los espermatozoides maduros es dependiente del cAMP
intracelular generado por el adenilato ciclasa y subsiguientes fosforilaciones de
proteinas, entre las que se encuentra la proteina quinasa A (PKA) (Turner,. 2006).
El mecanismo que se propone para que la PKA controle la funcién flagelar es
mediante la fosforilacion de la serina/treonina de la PKA, esto resulta en la
activacion de la tirosina quinasa (Fig. 6), la cual tiene como objetivo la fosforilacion
y esta localizada en el flagelo (Si, Olds-Clarke,. 2000; Leclerc, Lamirande,
Gagnon,. 1996), uno de los blancos de la tirosina quinasa en la dineina presente
en el axonema, proteina considerada como esencial para la iniciacion del

movimiento flagelar (Tash, Bracho., 1998)
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Fig. 6. Representacion esquematica de la via de sefializacién del cAMP, la
cual regula la movilidad esperméatica en mamiferos. Modificado de Turner.
2006.
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La presencia de serina/treonina fosfatasas en el proceso de activacion del
movimiento flagelar es debido a que balancean a las serina/treonina quinasas. El
resultado de la fosforilacidn total de proteinas es un factor altamente influyente en
la motilidad espermatica (Tash, Bracho,. 1994; Tash,. 1989).

Ademas de la regulacion de la via PKA, el cAMP también puede activar otras vias
de sefalizacion en los espermatozoides, incluyendo el canal i6nico de nucledtido
cerrado y/o factor intercambiador de nucleétido de guanina mediado por cAMP
(Turner,. 2006; Fig. 6).

La fosforilacion y desfosforilacion de tirosina de las proteinas del flagelo también
se ha relacionado con el inicio y el final de la motilidad del esperma hiperactivado
en primates y roedores (Si, Okuno,. 1999; Mahony, Gwathmey,. 1999; Chan et al.
1998). Una de estas proteinas que contienen fosfotirosina es una proteina de
anclaje, la A-quinasa o AKAP (Si. 1999). Las AKAPs son una familia de proteinas
responsables de anclar a las PKA y a otras proteinas en localizaciones

subcelulares especificas (Scott el al. 2000).

Durante el transito en el epididimo, los niveles de cAMP intracelular de los
espermatozoides incrementan del cuerpo a la cola (Pariset et al. 1985, Decheux,
Paquignon,. 1980, Hoskins, Stephens, Hall,. 1974), asi como la capacidad
metabdlica y la produccion del ATP (Inskeep, Hammerstedt,. 1982). La produccion
de cAMP es generado por el adenilato ciclasa de dominio transmembranal (AC) y
el adenilato ciclasa soluble (sAC ; Wandernoth et al. 2010, Okamaru et al. 1985),
el sAC se encuentra localizado a lo largo de la pieza media del espermatozoide y
aporta mayores cantidades de cAMP que el adenilato ciclasa transmembranal
debido a que es independiente a proteina G (Hess et al. 2005, Olivera et al. 2006)
y simplemente es regulado por bicarbonato (HCO3) y el calcio (Ca) los cuales
ingresan a la célula mediante el cotransportador Na/HCO3 y los canales cationicos
especificos del esperma (CatSper; Buck et al. 1999, Xie et al. 2006, Olivera et al.
2006).
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Antecedentes.

La pentoxifilina (PTX) es un derivado de la metilxantina, es un inhibidor de la
enzima fosfodiesteraza del cAMP, aumenta la concentracién intracelular de este
altimo, ademas tiene propiedades anti-inflamatorias, reduce los aniones
superoxido e inhibe al TNF-q, el cual es responsable de la fragmentacion del ADN
(Queiroz et al. 2013; Stanic, Sonicki, Suchanek,. 2002). La PTX es considerado
un potenciador del movimiento espermatico, agente hiperactivador, inhibidor de la
formacion de especies reactivas de oxigeno y un agente que mejora la reaccién
acrosomal (Stanic, Sonicki, Suchanek,. 2002), se usa en Reproduccion Asistida
para el tratamiento de los espermatozoides en las Técnicas como la inseminacion
intrauterina, fertilizacion in vitro (FIV) y la inyeccion intracitoplasmatica (Terriou et
al . 2000).

Shen y colaboradores (1991), evaluaron el efecto que tiene la pentoxifilina en
espermatozoides de humano tanto en pacientes catalogados normozoospermicos
asi como astenozoospermicos, esto bajo 2 tratamientos diferentes: administracion
in vitro y administracion oral por un periodo de 3 meses. Determinaron que la
adicion in vitro de este farmaco beneficia la motilidad de los espermatozoides de
pacientes normozoospermicos y astenozoospermicos. Posterior a esto evaluaron
el efecto de la administracién oral de pentoxifilina por 3 meses sobre la movilidad
de espermatozoides, llegaron a la conclusién gue la ingesta de este medicamento
no tiene efecto sobre este parametro, pero si incrementa el porcentaje de células

gue tienen un movilidad progresiva.

La pentoxifilina y la cafeina han sido adicionadas in vitro a muestras de semen de
personas que presentan lesiones en medula espinal y que perdieron la
sensibilidad en algunas regiones de su cuerpo (Sikka y Hellstrom, 1991), en estos
casos los espermatozoides son obtenidas por electro eyaculacién, procedimiento
que disminuye la movilidad espermatica. Los resultados de este analisis

demuestran que tanto la PTX como la cafeina mejoran significativamente el

19



porcentaje de motilidad espermatica, sin embargo, en tiempos de incubacion
largos (4.5 horas) la cafeina demuestra mantener sus efectos en dosis bajas (0.1
mM), mientras que la pentoxifilina los mantiene bajo la suministracion de dosis
altas (3.0 mM). En el mismo estudio se observa que la velocidad de
desplazamiento de los espermatozoides solo se ve afectada de manera positiva
por la PTX en dosis de 3.0 mM, mientras que la cafeina tiene estos efectos desde

concentraciones de 0.1 mM.

Stachecki, Ginsburg y Armant (1994) evaluaron el efecto que tiene el uso de la
cafeina, la pentoxifiina y el 2’-deoxyadenosina sobre las caracteristicas
cinematicas de los espermatozoides de cola de epididimo del gato doméstico,
tanto en fresco como criopreservados. La cafeina demuestra tener efectos
negativos sobre la velocidad de desplazamiento de los espermatozoides en dosis
altas (10 y 20 mM) ya que dicha caracteristica se ve disminuida, mientras que la
PTX y la 2’-deoxyadenosina no tuvieron efecto alguno sobre la velocidad de
desplazamiento y la motilidad total. Finalmente se demostrd que los tres farmacos
tienen efectos positivos sobre la motilidad y la velocidad curvilinea de

espermatozoides crio preservados.

Se ha determinado que la pentoxifilina no tiene efectos sobre la movilidad de los
espermatozoides de cabeza epididimo de hamster dorado (Jayaprakash et al,
1997), ademas de que estos efectos no estan relacionados con los diferentes
medios que son utilizados para la obtencion y preservacion de dichas células, asi
mismo, se demostrd que los analisis computarizados para la evolucién de estas
caracteristicas influyen levemente en los resultados arrojados, esto con la
comparacion de datos obtenidos de manera manual. Finalmente, a pesar de no
presentar diferencias en el porcentaje de la motilidad de espermatozoides, se
demostré que la pentoxifilina si influye sobre la velocidad de desplazamiento.
Otros autores que han evaluado el efecto de la Pentoxifilina sobre la movilidad de
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espermatozoides de cauda de epididimo son Wade y colaboradores (2003),
quienes utilizaron espermatozoides de rata y lo compararon con el efecto de Ca’+
y dibutrii cAMP, los resultados de este experimentos demuestran que la
pentoxifilina tiene un tiempo de 20 minutos para activar los espermatozoides y que
el efecto se prolonga hasta los 60 minutos de incubacion, posterior a este tiempo
se pierde el efecto de activacién de la PTX por su parte el Ca*" tarda un menor
tiempo para la activacion de estas células pero su efecto es de menor duracion,
por su parte el dibutril CAMP tiene un menor tiempo de activacion y su efecto es de
mayor duracion. Rashidi, Movahedin y Tiraihi (2004) también han trabajado con
espermatozoides de cauda de epididimo de ratones, ellos demostraron que las
condiciones ambientales en que se encuentran los espermatozoides una vez
obtenidos afecta directamente sobre el efecto de la pentoxifilina, sus resultados
demuestran que a temperaturas de 37° y 4° C la pentoxifilina tiene un efecto
positivo sobre lo motilidad progresiva rapida de los espermatozoides, por otro lado,
el mantener a las células a temperatura ambiente tiene un efecto negativo sobre la
movilidad, ya que incrementa el porcentaje de espermatozoides inmdviles
disminuyen los espermatozoides moviles lentos y mdviles in situ. Hassanpour et al
en 2010 demostraron que la pentoxifilina en dosis bajas (0.01 mM) es beneficioso
para los espermatozoides de cauda de epididimo de caballo, ya que incrementa la
motilidad progresiva y la velocidad curvilinea de los espermtozoides, por su parte,
las dosis altas (10 mM) afectan la movilidad espermética al disminuirla. Guasti et
al (2013) demostraron que la pentoxifilina tiene efectos positivos en la motilidad
total, motilidad progresiva y velocidad curvilinea en espermatozoides obtenidos de
cauda de epididimo de caballos, esto administrar la pentoxifilina y evaluar sus

efectos de manera inmediata y después de 15 minutos de incubacion.

En 1998 Calogero y colaboradores demostraron que la pentoxifilina aumenta los
niveles de cAMP, el cual esta estrechamente relacionado con la actividad motora
de los espermatozoides, ellos encontraron que a tiempos de 1 y 2 horas de
contacto con el farmaco, la concentracion intracelular del cAMP de los
espermatozoides aumenta, mientras que pasado 4 horas de contacto esta

concentracion empieza a disminuir. Al correlacionar las concentraciones de cCAMP
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intracelular con la actividad espermatica, encontraron una relacion directa entre el
cAMP, la movilidad total y la velocidad curvilinea de los espermatozoides de

eyaculado de humano.

En 1998, Tasdemir, Tasdemir y Tavukcuoglu administraron pentoxifiina a una
concentracion de 3.6 mM a espermatozoides humanos inmdviles obtenidos de
testiculo, a los cuales tuvieron en incubacién en periodos de 30, 60 y 90 minutos a
una temperatura de 37°C en una atmosfera de 5% de CO,. Los diferentes
tratamientos tuvieron resultados positivos, obteniendo un incremento significativo

en el porcentaje de movilidad.

Se ha demostrado que la pentoxifilina incrementa el tiempo en que los
espermatozoides presentan movilidad, ya que Kinutani (1999) logro mantener
intacto este parametro hasta por 300 minutos al suministrar pentoxifilina a
espermatozoides normozoospermicos, sin embargo, también observo que la
pentoxifilina incrementa la velocidad curvilinea en un lapso de tiempo de 30 a 120

minutos, después de ese periodo de tiempo la velocidad disminuye drasticamente.

En el afio 2000 Gradil y Ball evaluaron los efectos que tiene la pentoxifilina sobre
la motilidad espermaética al ser afiadida previa y posteriormente a un proceso de
criopreservacion, sus resultados demostraron que los tratamientos de PTX
afadidos posterior al descongelamiento de la muestra tienen un efecto positivo en
el porcentaje de motilidad total, por su parte las muestras a las que se les afiadio
el tratamiento previo al proceso de criopreservacion tuvieron un efecto negativo,
ya que hubo una disminucion en el porcentaje de motilidad total. Al analizar el
porcentaje de motilidad progresiva los resultados indican la misma tendencia que
los resultados de motilidad total, siendo que los tratamientos afiadidos posterior a

un tratamiento de criopreservacion y descongelacion aumento la motilidad
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progresiva, mientras que las muestras que recibieron tratamiento previo al proceso
de criopreservacion y descongelacion sufren un decremento en el porcentaje de

motilidad progresiva

Se ha medido el efecto de activacion de la pentoxifilina en una poblacion de
espermatozoides con un porcentaje de movilidad del 0% provenientes de testiculo
y epididimo de humano, los resultados demuestran que espermatozoides de
epididimo presentan una viabilidad del 29.2% y una tasa de activaciéon del 14.8%,
por su parte los espermatozoides de testiculo tienen una viabilidad del 33.6% y un

porcentaje de activacion del 13.6% (Terriou et al, 2000).

Stanic, Sonicki y Suchanek (2002) valoraron el efecto de la pentoxifilina en la
motilidad en espermatozoides crio preservados de pacientes normosospermicos.
Para esto, afiadieron pentoxifilina 3 mM a 3 grupos experimentales: administracion
de farmaco a muestras recién obtenidas y criopreservadas, pentoxifilina como
auxiliar del crioprotector y al ultimo se le adiciono la pentoxifilina una vez que las
muestras fueron descongeladas; para el grupo control no se utilizé pentoxifilina. El
primer grupo experimental tuvo una disminucién en la motilidad total y progresiva
comparada con el grupo control, solamente el grupo al que se le adiciono la
pentoxifilina después de ser descongelados mostraron un aumento significativo en

el porcentaje de motilidad total y progresiva.

Se ha demostrado que la administracion diaria de pentoxifilina durante cierto
periodo a hombres astenozoospermicos aumenta el porcentaje de
espermatozoides con movilidad progresiva rapida, ademas tiene los mismos
efectos benéficos en hombres con varicocele testicular y la edad del individuo no
es un factor que influya sobre el efecto del farmaco (Moein, Khalili, Davoudi.,
2005).
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Gil et al (2010) determinaron que la pentoxifilina tiene un efecto benéfico en
espermatozoides de eyaculado de jabali negro, esto a partir de un tratamiento de
las células a una concentracion de 2 mM hasta 32 mM, ademas, encontraron que
el tiempo de incubacion de espermatozoides con pentoxifiina es un factor
importante, ya que a mayor tiempo de incubacién, son las mayores
concentraciones del farmaco las que tienen un efecto positivo en la movilidad. Al
evaluar el efecto del farmaco en espermatozoides criopreservados con una
administracion previa al congelamiento y posterior a este, muestran que su
administracion antes del proceso de congelacion beneficia al porcentaje de
motilidad total y de motilidad progresiva rapida mientras que su administracion
después del proceso de congelacion solo es beneficiosa para aumentar el

porcentaje de motilidad total.

Justificacion.

Para la fertilizacién de los ovocitos uno de los factores que cobra gran importancia
es la motilidad espermatica, es decir, la capacidad que presentan los
espermatozoides de trasladarse a través de su medio. Durante los ultimos afios se
ha recurrido a la adicion de estimulantes de motilidad para poder combatir
problemas de espermatozoides con un bajo indice de motilidad, uno de los més
utilizados en la actualidad es la pentoxifilina, ademas, este farmaco ha sido
utilizado para medir la viabilidad de espermatozoides inmoviles que seran
utilizados en técnicas de reproduccién asistida como la ICSI. A pesar de que
pentoxifilina es ampliamente usada para la activacidbn espermatica, su uso se ha
limitado solamente para muestras de espermatozoides eyaculados, extraidos de
testiculo en humanos y mas recientemente de espermatozoides obtenidos de

epididimo en humano y en el caso de roedores y caballo de la cauda del
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epididimo, sin embargo no se ha documentado si este farmaco tiene efecto alguno
sobre espermatozoides de cabeza y cuerpo del epididimo, es por eso que se
propone el analizar si hay algun efecto positivo para la motilidad de estos
espermatozoides, ya que estos podrian ser una fuente de células capaces de

fertilizar ovocitos.

Hipotesis.

La administracion de pentoxifilina a espermatozoides obtenidos de las diferentes
regiones de epididimo de rata estimula la motilidad espermatica asi como la

velocidad de desplazamiento de estas células.

Objetivo General:

Evaluar el efecto que tiene la pentoxifilina sobre la movilidad y velocidad de
desplazamiento de los espermatozoides de las diferentes regiones del epididimo

de rata.

Objetivos particulares:

e Evaluar el efecto que tiene la incubacion con Pentoxifiina a
concentraciones de 0.01, 0.1, 1 y 5 mM sobre la velocidad curvilinea de

espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola de epididimo de rata.
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e Evaluar el efecto que tiene la administracion de Pentoxilina en dosis de
0.01, 0.1, 1 y 5 mM sobre la motilidad progresiva, in situ y total de los

espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola de epididimo de rata.

Material y Métodos.

Fueron utilizadas 20 ratas macho de la cepa Long-Evans de 10 semanas de edad,

con las cuales se realizaron 10 experimentos con 2 ratas cada uno.

Las ratas fueron sacrificadas mediante una sobredosis de pentobarbital sédico,
para ello se les administro 1 ml de dicho farmaco via intraperitoneal, después de
20 minutos se verificaba la muerte del animal. Posteriormente se colocaba en una
cama de diseccion, se le realizaba una incision horizontal en la parte baja de la
zona abdominal, una vez que se dejaban expuestas las visceras los testiculos
eran empujados desde el escroto con ayuda de los dedos a la regién abdominal,
una vez que se observaban los testiculos se identificaban los epididimos y estos

fueron separados.

Una vez que los epididimos eran aislados de los testiculos se les retiraba
cualquier residuo de tejido graso que pudiera quedar pegado a estos y eran
colocados en solucion mR1ECM (anexo A) a 37° C para eliminar cualquier resto
de sangre, posteriormente se identificaban las tres regiones del epididimo y estas
eran separadas. Para obtener los espermatozoides de cabeza de epididimo el
tejido era cortado y depositado en un tubo conico graduado, este procedimiento se
hacia con las cabezas de epididimo obtenidas de los 2 testiculos de los 2
animales. Posterior a esto ultimo, al tejido se le adicionaba 2 ml de solucidn
MR1ECM a 37° C vy el tubo era agitado levemente hasta que la solucién obtuviera
una coloracion blanca, inmediatamente por decantacion se separaba la solucién
del tejido en otro tubo cénico plastico, el cual era colocado en un bafio Maria a
37°C. Este mismo procedimiento se siguid para obtener los espermatozoides de

cuerpo y cola de epididimo.
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Concentracion espermatica.

Una vez que se obtuvieron los espermatozoides se determind la concentracion
espermatica, para esto se realizé una disolucién de 50 pl de la suspensién de
espermatozoides y 450 pl de solucion de conteo (Anexo A) en un tubo conico. La
disolucion se homogenizo mediante una ligera agitacion, se tomé una alicuota de
10 ul para llenar la camara del hemocitometro, la muestra se dejo por tres minutos
a temperatura ambiente para permitir que la muestra se sedimentara.
Posteriormente, se enfoco la cuadricula central del hemocitometro con un aumento
de 40x, la cual esta dividida en 25 cuadriculas mas pequefias que a su vez estan
divididas en 16 cuadros. Para obtener la concentracion espermatica se inicia por
contar el nimero de espermatozoides presentes en el primer cuadro superior
izquierdo de la camara, de acuerdo al nimero de espermatozoides obtenidos en el
primer cuadro superior izquierdo se determina el nimero total de cuadros a contar,

esto en base a la Tabla 1.

< 10 Espermatozoides 25 cuadros
10-40 Espermatozoides 10 cuadros
<40 Espermatozoides 5 cuadros

Tabla 1. Relacion de espermatozoides contados en el primer cuadro superior
izquierdo del hemocitometro con respecto al nUmero de cuadros a contar de
los 25 que forman la cuadricula central.

La concentracién de espermatozoides se expresa en millones/ml. Para esto se
divide la cantidad de espermatozoides contados por el factor de conversion
correspondiente (Tabla 2). Para obtener la cuenta total de espermatozoides se

multiplico el volumen total de la suspension de espermatozoides por la
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concentracion espermatica por mililitro. El procedimiento para obtener la
concentracion espermatica se realiz6 de igual manera para las muestras de

cabeza, cuerpo y cola de epididimo.

25 cuadros 10 cuadros 5 cuadros

1:10 (1+9) 10 4 2

Tabla 2. Factores de conversion, para obtener el nimero de espermatozoides
por mL de la suspencién de espermatozoides.

Se experimentaron 4 concentraciones diferentes de pentoxifilina (Trental 300mg,
Sanofi Aventis) por 1 millon de espermatozoides de cada una de las regiones del
epididimo: 0.01, 0.1, 1.0 y 5.0 mM. Para el grupo control solo se uso solucién
MR1ECM en el mismo volumen que con las células tratadas con Pentoxifilina.
Todas las muestras fueran incubadas por 15 minutos en bafio Maria a una

temperatura de 37° C.

Una vez que el tiempo de incubacién se habia completado, se tomaron en
alicuotas de 10 pl y fueron colocados en un portaobjetos al que se le coloc6 un
cubre objetos de 22 x 22 mm, las muestras fueros observadas en un microscopio
optico invertido Nikon Eclipse TS100 el cual tenia acoplado una camara SCienon
ISH500 de 5.0 MP con un adaptador al ocular con un aumento de 0.45x, las
muestras fueron observadas con un objetivo de 10x y se video grabo la actividad
espermatica con ayuda del programa ISCapture. Se grabaron dos campos al azar
por cada uno de los grupos experimentales y el control de cada una de las
regiones del epididimo, el software fue programado para que realizara videos de
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30 segundos. Estos ultimos fueron posteriormente analizados para determinar la

velocidad curvilinea (VCL) y la motilidad progresiva espermatica.

Determinacion velocidad curvilinea.

Para la determinacion de la velocidad curvilinea fueron seleccionados

espermatozoides con las siguientes caracteristicas:

e Presentaran movilidad progresiva.

e Estuvieran en el campo visual durante todo el video.

e No presentaran obstrucciones (burbujas de aire, restos de tejido,
aglomeraciones de células) que disminuyeran su velocidad o que los

detuvieran.

Una vez identificados los espermatozoides viables para la evaluacion de
velocidad, con ayuda del programa Tracker se analizé el cambio de posicién del
espermatozoide cuadro por cuadro (Fig. 7) para posteriormente trazar una linea

con la trayectoria del espermatozoide (Fig. 7).

Fig. 7. Fotografias de microscopia 6ptica que muestran el uso del programa
Tracker para la determinacion del recorrido del espermatozoide. A) Determinacion
de la posicion del espermatozoide a cada cuadro del video y trazado del recorrido
del espermatozoide. B) Eliminacion de la posicion del espermatozoide, dejando
Unicamente la linea de recorrido.



Una vez que se obtuvieron las lineas de recorrido de los espermatozoides, se
exportaron como imagenes JPG para realizar el analisis de la velocidad
espermatica, esto se llevo a cabo en el programa ISCapture, midiendo la longitud
de la linea de recorrido, para evitar que el cambio de un formato a otro provocara
cambio alguno en la exactitud de la medicion, la imagen de calibracion para el
programa ISCaptures también fu enviada al programa Tracker y exportada como
imagen JPG. Una vez que se obtuvieron las longitudes de desplazamiento de los
espermatozoides, se utilizo la formula: V= d/t, siendo que el tiempo que se utilizo

fue el tiempo real de 30 segundos.

Determinacion de motilidad espermaética.

Para determinar el porcentaje de movilidad espermética se observaron los videos
y se le asignd a cada espermatozoide una categoria, siendo: Espermatozoides
con motilidad progresiva aquellos que se desplazan activamente, tanto linealmente
como en un gran circulo, independientemente de la velocidad; espermatozoides
con motilidad in situ aquellos que presentan un patron de movimiento con
ausencia de progresion; y espermatozoides inméviles aquellos que no presentan

ningun tipo de movimiento.

Una vez que se obtiene el total de espermatozoides en cada una de las
caracteristicas se obtiene el porcentaje en base al total de espermatozoides por
campo, ademas se hace la suma de espermatozoides maoviles progresivos e in

situ, para determinar la motilidad total.

Analisis estadistico.

El andlisis estadistico fue realizado mediante el Software de anélisis de datos R
CRAN en la version 3.2.0.
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Velocidad Curvilinea.

Se determind la normalidad de los datos, esto mediante un analisis de Shapiro
Wilk, tomando un resultado de P>0.05 como muestras normales, el analisis
realizado arrojo un valor de P<0.05, posterior a este analisis se realiz0 una
normalizacion de los datos mediante la obtencion del logaritmo natural de los
datos, posteriormente se volvid a realizar el andlisis de Shapiro Wilk bajo los
mismos criterios, obteniendo un valor de P<0.05, nuevamente se realizé una
normalizacion de los datos, en esta ocasion mediante la obtencion de la raiz
cuadrada de los datos, nuevamente el andlisis de Shapiro Wil arrojo un resultado
de no normalidad, esta tendencia obedeci6 en los datos de cabeza, cuerpo y

colas.

Una vez que los datos fueron catalogados como no paramétricos o no normales,
se realiz6 una prueba Kruscal Wallis para buscar diferencias entre los diferentes
grupos, tomando como diferencias significativas aquellos resultados con un valor
de p<0.05, este andlisis se realiz6 a las diferentes muestras de velocidad

espermatica (Cabeza, cuerpo y cola de epididimo).

Motilidad.

Se determind la normalidad de los datos mediante un analisis de Shapiro Wilk,
tomando un resultado de p>0.05 como muestras normales, el analisis realizado
demostro que los datos de motilidad espermatica de cabeza, cuerpo y cola eran

normales.

Posteriormente se realizé una prueba ANOVA para buscar diferencias entre los
diferentes grupos y se tom6 un valor de p<0.05 como significativo. Para los
resultados que mostraron diferencias significativas se realizé un analisis de
comparaciones multiples de Tukey para determinar la existencia de diferencias

significativas (p<0.05) de los grupos experimentales con su control, no se tomaron
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en cuenta las diferencias entre los grupos experimentales, ya que la finalidad del
experimento fue conocer bajo que tratamiento existia una activacion en

comparacion de las células con ausencia del farmaco.

Resultados.

El promedio de células obtenidas por experimento de cabeza de epididimo fue de
204.9 x10° células por mililitro, en cuerpo de epididimo se obtuvo un promedio de
101.3 x 10° células,

Velocidad Curvilinea.

Para determinar la velocidad curvilinea se analizaron 10 espermatozoides por

cada uno de los grupos de las diferentes regiones del epididimo por experimento.

La velocidad promedio que presentaron los espermatozoides de cabeza de
epididimo del grupo control después de 15 minutos de incubacion a 37° C es de
16.7 pm/seg + 2.0. Los espermatozoides incubados en la presencia de
pentoxifilina mostraron un aumento en la velocidad curvilinea promedio. Las
células tratadas a una concentracion de 0.01 y 0.1 mM presentaron una velocidad
promedio de 19.5 um/seg + 2.4 y 19.1 pum/seg + 2.3 respectivamente. El
tratamiento con una dosis de 1 mM eleva la velocidad promedio de los
espermatozoides a 20.5 pm/seg + 2.3 y finalmente los espermatozoides tratados
con una dosis de 5 mM de pentoxifilina presentaron una velocidad media de 24.7
um/seg = 2.0. Se observa que a mayor concentracion de pentoxifilina la velocidad
incrementa, sin embargo, a pesar de esta tendencia no existieron diferencias

estadisticas significativas entre los diferentes tratamientos (Grafica 1).
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Velocidad Curvilinea de espermatozoides de cabeza de
epididimo.
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Grafica 1. Grafica que representa la media + E.E. de la velocidad de
desplazamiento de espermatozoides de cabeza de epididimo de rata en el grupo
control y tratados con pentoxifilina (p> 0.05, Analisis de Kruskal-Wallis).

Por su parte, la velocidad promedio de los espermatozoides de cuerpo de
epididimo del grupo control es de 26.1 um/seg + 2.3. Las células tratadas a una
concentracion de 0.01 y 0.1 mM presentaron una velocidad promedio de 28.7
u/seg = 3.7 y 29.9 um/seg + 2.7 respectivamente. El tratamiento con una dosis de
1mM presenta una velocidad promedio de 26.4 um/seg = 2.3, finalmente los
espermatozoides tratados con una concentracion de pentoxifilina de 5 mM
presentaron una velocidad promedio de 26.1 pm/seg + 2.9. Se observa que en
concentraciones de 0.01 y 0.1 mM de pentoxifilina la velocidad de las células
incrementa, sin embargo, no existieron diferencias estadisticas significativas entre

los diferentes tratamientos (Grafica 2).
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Grafica 2. Grafica que representa la media + E.E. de la velocidad de
desplazamiento de espermatozoides de cuerpode epididimo de rata en el grupo
control y tratados con pentoxifilina (p> 0.05, Analisis de Kruskal-Wallis).

Los espermatozoides de cola de epididimo del grupo control después de 15
minutos de incubacion con petoxifilina presentaron una velocidad promedio de
25.5 um/seg + 2.7. Las células tratadas con concentraciones de pentoxifilina de
0.01 y 0.1 mM presentaron una velocidad de 25.3 um/seg + 2.7 y 27.2 pm/seg *
4.3 respectivamente. Las células tratadas con pentoxifilina a una concentracion de
1 mM tuvieron una velocidad de 25.2 um/seg + 4.6, finalmente las células que
tuvieron un tratamiento a una concentracion de 5 mM presentaron una velocidad
de 31.8 um/seg +2.8. Las células tratadas con una concentracion de 5mM de
pentoxifilina presentaron un aumento de la velocidad media, sin embargo, el
andlisis estadistico no demuestra diferencias estadisticas significativas (Grafica 3).
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Grafica 3. Grafica que representa la media £ E.E. de la velocidad de desplazamiento
de espermatozoides de cola de epididimo de rata en el grupo control y tratados con
pentoxifilina (p> 0.05, Analisis de Kruskal-Wallis).

Motilidad espermatica.

Para el analisis de la motilidad espermética se realizé un conteo de 200 células

por cada experimento.

Al evaluar la motilidad total de los espermatozoides de cabeza de epididimo se
observa un aumento en este pardmetro conforme incrementa la concentracion de
pentoxifilina en el medio de incubacion, el andlisis estadistico demostr6 que no
existen diferencias significativas entre los grupos experimentales con su respectivo
grupo control. Esta misma tendencia se ve en la motilidad in situ, la cual de igual
manera no presenta diferencias significativas. Finalmente al evaluar la velocidad
progresiva, la cual se presenta en menor medida en comparacion con la movilidad

in situ, presenta el mismo patron de desarrollo que los tres parametros evaluados
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anteriormente, sin embargo el andlisis estadistico demuestra que existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo experimental de
pentoxifilina a una concentracion de 5 mM comparado con el grupo control

respectivo, la significancia obtenida fue de una p<0.05 (Grafica 4).

Motilidad espermatozoides de cabeza de epididimo.
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Grafica 4. Grafica que representa la media £+ E.S. del porcentaje de espermatozoides
de cabeza de epididimo de rata en el grupo control y tratados con pentoxifilina (*P<
0.05 comparada con el control respectivo, Analisis ANOVA).

Al evaluar la motilidad total de los espermatozoides de cuerpo de epididimo se
observa un aumento en este parametro, siendo que el grupo con pentoxifilina a
una concentracion de 5 mM en el medio de incubacion tienen el mayor aumento,
el andlisis estadistico demostr6 que no existen diferencias significativas entre los
grupos experimentales con su respectivo grupo control. En la motilidad in situ la
presencia del farmaco presenta un aumenta el porcentaje de este parametro,
siendo que la concentracion de 0.01 mM presenta el mayor aumento, el analisis
estadistico demostré que no existen diferencias significativas. Finalmente al
evaluar la velocidad progresiva, la cual se presenta en menor medida en

comparacion con la movilidad in situ, presenta un patréon de aumento de este
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parametro conforme aumenta la concentracion de la pentoxifilina a partir del grupo
con concentracion de 0.1 mM, el andlisis estadistico demuestra que existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo experimental de
pentoxifilina a una concentracibon de 5 mM comparado con el grupo control

respectivo, la significancia obtenida fue de una p<0.001 (Grafica 5).
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Grafica 5. Grafica que representa la media + E.E. del porcentaje de espermatozoides de
cuerpo de epididimo de rata en el grupo control y tratados con pentoxifilina (***p<0.001
comparada con el control respectivo, Analisis ANOVA).

Al evaluar la motilidad total de los espermatozoides de cola de epididimo se
observa un decremento en este parametro con los grupos experimentales,
solamente el grupo de incubacién a concentracion de 5 mM de pentoxifilina
presenta un aumento en comparacion con el grupo control respectivo, el analisis
estadistico demostré6 que no existen diferencias significativas entre los grupos
experimentales con su respectivo grupo control. Esta misma tendencia se ve en la
motilidad in situ, la cual de igual manera no presenta diferencias significativas.

Finalmente al evaluar la velocidad progresiva, los grupo experimentales con una
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concentracion de 1 y 5 mM de pentoxifilina presenta un aumento en el porcentaje
de este parametro, sin embargo el analisis estadistico no demuestra que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales de

pentoxifilina comparados con el grupo control respectivo (Grafica 6).
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Grafica 6. Grafica que representa la media + E.E. del porcentaje de espermatozoides
de cola de epididimo de rata en el grupo control y tratados con pentoxifilina (p>0.05,
Analisis ANOVA).

Discusion.

En la actualidad, la implementacion de estimuladores de actividad espermatica
como la pentoxifilina en las técnicas de reproduccion asistida son utilizados para
iniciar el movimiento de los espermatozoides obtenidos de testiculo, los cuales
carecen de movimiento, el uso de estos farmacos ayuda a seleccionar los

espermatozoides metabdlicamente activos mediante el inicio de la movilidad, de
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esta manera se llega a discriminar entre espermatozoides vivos y muertos, esta
técnica ha logrado aumentar tasa de éxito de técnicas como la inyeccion

intracitoplasmética (ICSI; Tasdemir, 1998)

Se ha demostrado que el tiempo es un factor importante en la activacion de la
movilidad de espermatozoides de cauda de epididimo de rata, ya que la
pentoxifilina tiene un efecto transitorio en los niveles de cAMP, siendo que se ha
demostrado que en periodos de incubacién de 20 minutos estos niveles se
encuentran al maximo y por lo tanto el efecto del farmaco sobre la motilidad de los
espermatozoides estd en su maxima expresion (Wade et al. 2003), nuestros
resultados demuestran que en un tiempo de 15 minutos de incubacién de los
espermatozoides tratados con pentoxifilina es suficiente para la activacion de la
motilidad de espermatozoides de cabeza y cuerpo de epididimo, pero no para los

de cola.

Se ha establecido que los efectos benéficos de la pentoxifilina estan directamente
relacionados con el incremento del cAMP intracelular que este farmaco induce
(Garbers, Kopf, 1980; Tash, Means, 1983; Ward, Clissold, 1983), aunque se ha
propuesto que este no es el Unico mecanismo que puede provocar dichos efectos,
ya que se ha observado que espermatozoides activados con pentoxifilina no
siempre presentan niveles altos de cCAMP e incluso han presentado un decremento

de este ultimo (Calogero et al. 1998).

Se ha propuesto que los efectos de la pentoxifilina son més eficientes entre mayor
grado de inmadurez presenten las células (Tasdemir, Tasdemir, Tavukcuoglu,
1998.) siendo que esto concuerda con nuestros resultados, ya que los efectos mas
significativos en el porcentaje de incremento de la motilidad se ven en
espermatozoides de cabeza de epididimo seguido por las células provenientes de
cuerpo de epididimo, y las células con un mayor grado de madurez (cola de
epididimo) reflejan un menor grado de activacién, asi mismo, se logra observar
gue espermatozoides de cabeza de epididimo tienen una tendencia de
incrementar la velocidad en las diferentes dosis de pentoxifilina que fueron

suministradas, esta tendencia va disminuyendo conforme los espermatozoides
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avanzan en el tracto epididimal. Se sabe que los efectos de la pentoxifilina pueden
ser nulos si los espermatozoides en lo que son utilizados presentan defectos
enzimaticos, en el axonema o en el flagelo espermético (Tasdemir, Tasdemir,

Tavukcuoglu, 1998), pero no en el grado de madurez de las células.

Existe una gran controversia sobre los efectos de la pentoxifilina, ya que hay
autores que sugieren que la pentoxifiina incrementan el ndamero de
espermatozoides con motilidad progresiva (Fuse et al. 1993; McKinney, Lewis,
Thompson., 1994; Contola, Cartie, Cox., 1995), mientras hay quien contradice
estas afirmaciones (Aparicio, Schwarztein, Turner., 1980; Yovich et al. 1990) y por
otro lado se ha reportado que el efecto de la pentoxifilina es solamente sobre la
velocidad de los espermatozoides (Tesarik, Thebault, Testart., 1992; Lewis,
Moohan, Thompson., 1993; Pang, Chan, Lu., 1993; Tournaye et al. 1994), estas
diferencias han sido atribuidas a los diferentes disefios experimentales, por los
gue las condiciones en las que se llevan a cabo los experimentos influyen en el
resultado (Terriou et al. 2000), ademas de otros factores como el tiempo de
incubacién y principalmente la concentracion de pentoxifilina, ya que este farmaco
es un inhibidor inespecifico de la fosfodiesterasa, de la cual han sido descritas
gran variedad de familias y de ellas, 6 han sido identificadas en los
espermatozoides y cada una estimula diferentes funciones del espermatozoide,
por lo que las variaciones anteriormente mencionadas pueden provocar que la
pentoxifilina inhiba diferentes fosfodiesterasas y por lo tanto provoque la variacion
en los resultados que diversos autores han descrito (Fisch. 1998; Dimitriadis et al.,
2008; Hassanpour et al., 2010).

Los resultados indican que la pentoxifilina también activa la movilidad de
espermatozoides de cabeza y cuerpo de epididimo, por lo que nos ayuda a
determinar cuales espermatozoides son metabdlicamente activos y estos
espermatozoides podrian ser utilizados para técnicas de reproduccién asistida

como el ICSI.
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Conclusiones.

La pentoxifilina en concentraciones de 5 mM aumenta el porcentaje de motilidad

progresiva de espermatozoides de cabeza de epididimo.

La pentoxifilina en concentraciones de 5 mM aumenta el porcentaje de motilidad

progresiva de espermatozoides de cuerpo de epididimo.

La pentoxifilina bajo las condiciones manejadas no activa la motilidad de los

espermatozoides de cola de epididimo.

La pentoxifilina bajo las condiciones manejadas no altera la velocidad curvilinea de

los espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola de epididimo.

La pentoxifiina nos permite activar espermatozoides de cabeza y cuerpo de
epididimo, por lo tanto nos permite seleccionar espermatozoides que son
metabdlicamente activos y seleccionar aquellos que son mas aptos para la técnica
ICSI.
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Anexo A.

Férmula de solucion mR1ECM

Reactivo Molaridad gri/Lit
NaCl 110 mM 6.4
KCI 3.2mM 0.23
CacCl 2.0mM 0.221
MgCl 6H,0 0.5 mM 0.101
NaHCO; 25 mM 2.1
Piruvato de Sodio 0.5 mM 0.05
Glucosa 7.5 mM 1.48

El pH de la solucion es ajustado a 7.4 y es colocado en refrigeracion hasta su uso.

Férmula de solucion de conteo de espermatozoides.

Reactivo Cantidad
NaHCO3; 5qr

Azul de Tripan 0.025 gr
Formaldehido (36-40%) 1ml

Los reactivos son diluidos en agua destilada y filtrado en papel Whatman (No. 1).
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