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RESUMEN

Objetivo: Determinar si el uso del ácido ascórbico (AA) actúa
como tratamiento protector antioxidante de la integridad del
ADN del espermatozoide. Se valoró la movilidad espermática, la
reacción acrosomal, la prueba de penetrancia en huevo de háms-
ter y la integridad del ADN con la tinción de acridina naranja.
Material y método: La muestra de esperma de 10 pacientes bajo
estudio de infertilidad fue suplementada con AA a diferentes
concentraciones con la finalidad de encontrar la dosis terapéutica
y tóxica en el espermatozoide. Durante 48 horas de incubación se
analizaron la muestra de esperma de 52 pacientes estudiados por
infertilidad. Se realizó una dilución de 40 millones de espermas
móviles/mL y se dividió en cuatro grupos: control (grupo 1), 300
µM AA (grupo 2), 50% líquido folicular de paciente donadora de
óvulos (grupo 3), 50% líquido folicular de paciente con IVF sin
éxito (grupo 4). Resultados: La supervivencia y movilidad es-
permática, 67 + 3%, lograda con la suplementación de 300 µM de
AA mostraron una significativa relación positiva en la movilidad
después de 24 horas (p < 0.005) con el suplemento de AA. El
porcentaje de reacción acrosomal después de 24 horas de incuba-
ción fue de 35.35 + 2.2 y de 50.1 + 3.1 después de 48 horas (p <
0.001) sin diferencia estadísticamente significativa entre los tra-
tamientos. A las 24 horas de tratamiento, el porcentaje de integri-
dad del ADN fue de 82.72 + 1.78 y después de 48 horas de 92.66
+ 1.76 (p < 0.001), no siendo estadísticamente significativo con
el tratamiento. Después de 24 horas, en el 60% de los casos el
número de huevos penetrados y el número de penetraciones fue
mayor en el grupo de AA que en el control; sin embargo, no exis-
tió diferencia estadísticamente significativa con el tratamiento.
Conclusiones: Después de 24 horas de incubación en el medio
con AA, se incrementa la movilidad espermática y la reacción
acrosomal. Es posible el uso de AA como inductor de reacción
acrosomal y como protector de la integridad del ADN. La dife-
rencia en la prueba de penetrancia en huevo de hámster no fue
estadísticamente significativa en el grupo de AA; sin embargo, el
efecto en el número de huevos penetrados y el número de pene-
traciones está presente. Nosotros consideramos que al incremen-
tar el número de pacientes la diferencia será significativa.

Palabras clave: Ácido ascórbico, movilidad espermática,
reacción acrosomal, acridina naranja, antioxidante.

ABSTRACT

Objective: To determine the use of ascorbic acid (AA) as an anti-
oxidant treatment protects DNA spermatozoa integrity; spermal
motility and acrosomal reaction. Design: Through 48 hr incuba-
tion control (group 1), 300 µM AA (group 2), 50% follicular flu-
id egg donor (group 3), 50% follicular fluid IVF failed patient
(group 4) spermatozoa of 52 patients under infertility study were
analyzed and compared. Results: Motile sperm survival 67 + 3%
at 300 µM AA, spermatozoa supplementation with AA showed a
significant positive relationship of motility after 24 hr (p <
0.005) with AA treatment. The percentage of acrosomal reaction
after 24 h incubation was 35.35 + 2.2 and 50.1 + 3.1 after 48 h
(p < 0.001) there were insignificant with the treatment. After 24
hr treatment the percentage of DNA integrity was 82.72 + 1.78
and after 48 hrs 92.66 + 1.76 (p < 0.001) there were no signifi-
cant difference with the treatment. After 24 hr in 60% of cases
the number of ova penetrated and number of penetrations were
higher in AA group than control however there was no signifi-
cant difference with the treatment. Conclusions: After 24 h incu-
bation ascorbic acid increases the motility of spermatozoa and
increases the acrosomal reaction. It is possible to use the AA as
inductor of acrosomal reaction and as protector of DNA integri-
ty. The difference at the SPA was statistically significant in AA
group; however, the effect in the number of ova penetrated and
number of penetrations are present and we consider that if we in-
crease the number of patients the difference will be significant.

Key words: Ascorbic acid, sperm motility, acrosomal reaction,
acridine orange, antioxidant.
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INTRODUCCION

Las bases del ácido desoxirribonucleico (ADN) y los en-
laces fosfodiéster son susceptibles al estrés oxidativo. La
peroxidación nuclear puede causar rompimientos en los
enlaces del ADN, dando como resultado alteraciones de
la transcripción, translación y replicación del ADN.1,2 El
espermatozoide humano puede generar especies reactivas
de oxígeno (ERO), así como aniones superóxido. Bajo la
acción de la superóxido dismutasa,5 estos aniones son
convertidos a peróxido los cuales inducen daño oxidativo
al espermatozoide.4 Las especies reactivas de oxígeno
también están relacionadas con la infiltración de leucoci-
tos al líquido seminal.6

La exposición del esperma a las especies reactivas
de oxígeno están asociadas con disminución en la
movilidad, disminución en la fusión esperma oocito7,8

y con incremento en la incidencia de los defectos en
la morfología.9

El ácido ascórbico (AA) en el líquido seminal estabi-
liza el ADN a través de una acción antioxidante.13 La
deficiencia de AA en el líquido seminal ha sido correla-
cionada con un incremento oxidativo y daño al ADN.14

Los niveles bajos de AA en el semen están asociados
con un incremento en la aglutinación y anormalidades
espermáticas, así como con reducción en la cuenta y
movilidad espermáticas.17,18 La mejoría de dichas carac-
terísticas ha sido observada con el suplemento de AA,
siendo la respuesta proporcional a la dosis diaria.19

Se ha establecido, entonces, una relación positiva
entre el AA y la morfología espermática normal y una
relación inversa entre el AA y la generación de espe-
cies reactivas de oxígeno.15,16,20

Se ha encontrado que el AA es el único agente an-
tioxidante endógeno en el plasma sanguíneo que puede
proteger completamente a las lipoproteínas contra el
daño peroxidativo inducido por los radicales peróxido
y los oxidantes liberados por los leucocitos polimorfo-
nucleares activados.21

Después de la administración de AA por vía oral
(200 mg) durante cuatro semanas ha sido estudiado el
efecto del AA, encontrándose un incremento del 24%
en la cuenta espermática, 18% en la movilidad y 24%
en la viabilidad. Administrado en dosis de 100 mg se
encontró un incremento del 34% en la cuenta espermá-
tica, 5% en la movilidad y 34% en la viabilidad.22

El objetivo de este trabajo fue examinar la toxicidad
potencial del AA sobre el esperma humano y los efec-
tos del incremento en la concentración del AA en la
función espermática.

MATERIAL Y MÉTODOS

A una muestra de 62 pacientes que estaban en estudio de
infertilidad se les realizó prueba de toxicidad de AA, ca-
pacitación espermática, detección de reacción acroso-
mal, tinción de acridina naranja y prueba de penetrancia
en huevo de hámster.

En 10 de los 62 pacientes se determinó la concentra-
ción tóxica y terapéutica del AA en el esperma. A las
muestras de esperma de 52 sujetos se les practicó capa-
citación espermática, detección de reacción acrosomal,
tinción de acridina naranja y prueba de penetrancia en
huevo de hámster.

Toxicidad del ácido ascórbico

La muestra de esperma de 10 pacientes fue procesada y
capacitada con percoll y resuspendida a una concentra-
ción final de 40 millones de espermas móviles/mL en
bicarbonato HTF que contenía 5% (V/V) de substituto
sintético de albúmina (SSA). Cada suspensión fue mez-
clada y diluida por dos para obtener una concentración
final de 1-1 AA (sal sódica, SIGMA normal, culture
grade) de 0 (control), 75, 150, 300, y 600 µM.

Al tiempo cero y después de tres revisiones consecu-
tivas cada 24 horas, a una temperatura de 37o C y 5% de
CO2 en el aire, se determinó la concentración de esper-
mas móviles (CASA). Posteriormente, el porcentaje de
supervivencia de los espermas móviles fue analizado
factorialmente con ANOVA (día de cultivo X, concen-
tración de AA).

Muestras de esperma

En 52 pacientes, la muestra de esperma fue colectada
por masturbación en contenedores estériles después de
un periodo de abstinencia sexual de al menos 72 horas,
dejándose licuar por 30 minutos. Una vez licuado el
eyaculado, se analizó con los parámetros estándar para
muestras de esperma establecidos por la Organización
Mundial de la Salud (OMS, 1992). Las muestras de es-
perma fueron procesadas con un medio de gradientes de
percoll modificado (1 mL de cada uno de 90% y 55% V/
V soluciones preparadas con percoll isotónico al 90%;
Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia) y resuspendidas a
una concentración final de 20 millones de espermas mó-
viles/mL en bicarbonato HTF que contenía 5% (V/V) de
substituto sintético de albúmina (SSA). Cada suspensión
fue entonces mezclada por 2 a una concentración final
de 1-1 AA (sal sódica, SIGMA) de: grupo 1, 0 (control);
grupo 2, 300 µM AA; grupo 3, 50% líquido folicular,
proveniente de donadora de óvulos joven; y grupo 4,
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50% de líquido folicular proveniente de paciente añosa
de programa de fertilización. Se utilizó pentoxifilina du-
rante la capacitación a una concentración estándar de 6
mLM en 100 mL de medio modificado HTF.

Después del tiempo 0, 24 horas y 48 horas, a 37o C y
5% de CO2 en el aire, se analizó la concentración de es-
permas móviles con el método de análisis de espermáti-
co medido  por computadora (CASA), tinción de reac-
ción acrosomal, tinción de acridina naranja y prueba de
penetrancia en huevo de hámster (PPHH).

Detección de reacción acrosomal

Se fijó una muestra de 100 µL de la preparación de
esperma en 1 mL de glutaraldehído (3% PBS, pH 7.4)
en tubos cónicos al menos por 30 minutos a tempera-
tura ambiente. Después de dos lavados (en agua desti-
lada, 1,000 g, durante dos minutos), la preparación de
esperma fue resuspendida en 30 a 50 µL de agua des-
tilada y expandida en una laminilla. Ésta fue teñida
con café de Bismark (0.8%) en agua desionizada (pH
1.8) por 10 minutos a 37o C y lavada cinco veces (dos
minutos en cada ocasión) en agua destilada en jarras
de Coplin. Las laminillas se secaron al medio am-
biente y posteriormente se tiñeron con rosa de benga-
la (0.8% en 0.1 M buffer, pH 5.3) por 25 minutos a
temperatura ambiente. Después de un segundo lavado
(cinco veces por dos minutos con agua destilada), la
tinción de esperma fue deshidratada en 50, 95 y 100%
de etanol (un minuto cada una) y lavada finalmente
con xileno.

La tinción de color rosa de la región acrosomal esta-
blece membrana acrosomal espermática intacta; mien-
tras que la región acrosomal pálida o con rosa de benga-
la es típica de la reacción acrosomal espermática. Al
menos 200 espermas fueron contados bajo aceite de in-
mersión.

Acridina naranja

Se prepararon laminillas con cada medio secándose a
temperatura ambiente por 20 minutos. La laminilla se fijó
con solución de Carnoys (tres partes de metanol por una
parte de ácido acético), permaneciendo en dicha solución
hasta el día siguiente. Las laminillas fueron retiradas del
fijador, dejándose secar a temperatura ambiente

La solución de Stock consiste en 1 g de acridina na-
ranja (Aldrich Chemical Company, No. Cat. 15855-0)
en 1000 mL de agua destilada. Para preparar la solución
de tinción se utilizan 10 mL de la solución de Stock más
40 mL de ácido cítrico a 0.1 M y 2.5 mL de Na2HPO4-
7H2O a 0.3 M. El pH final de la tinción es de 2.5 con

una concentración de 0.19 mg/mL. La solución de tin-
ción se preparó diariamente.

La solución de tinción fue esparcida en cada laminilla
por cinco minutos y posteriormente retirada con abun-
dante agua desionizada. Antes de que éstas se secaran,
se colocó un cubre objetos delgado sobre cada una. El
cubre objetos fue entonces sellado con barniz para uñas.

Las laminillas fueron observadas el mismo día con
microscopio de fluorescencia, utilizando un filtro de ex-
citación de 490-nm y filtros de barrera de 530-nm.23

Las cabezas de los espermas normales se observan te-
ñidos de color verde (espermatozoides con ADN ínte-
gro), los cuales se distinguen de aquellos sin tinción o
con color que varía del amarillo, naranja o rojo (esper-
matozoides con ADN alterado).

Prueba de penetrancia en huevo de hámster (PPHH)

Posterior a 24 horas de incubación, las muestras de es-
perma del grupo 1 (control) y del grupo 2 (AA) fueron
preparadas y diluidas a una concentración de 10 millo-
nes de espermas móviles/mL. De esta preparación, 100
µL fueron administrados en cada plato de medio de cul-
tivo que contenía 10 huevos de hámster en medio HTF
modificado con HEPES y 10% de substituto sintético de
albúmina (SSA). Se realizó el procedimiento estándar
utilizado para reclutar y procesar huevos de hámster
para dicha prueba. 24

Análisis estadístico

Se empleó análisis estadístico de dos factores de repeti-
ción y análisis de varianza (ANOVA). Todos los resulta-
dos fueron presentados en su forma original. La signifi-
cancia estadística  fue definida con una p < 0.005.  Cuan-
do ANOVA detectó cambios significativos, se utilizó
prueba de t de Student para comparaciones subsecuentes.

RESULTADOS

Efecto del ácido ascórbico

El estudio realizado a través de ANOVA demostró que
posterior a 24 horas de cultivo se observó que, en ausen-
cia de AA, el 79 + 5% de los espermas móviles sobrevi-
vieron. A una concentración de 300 µM de AA, la con-
centración y supervivencia espermática se incrementó
en 67 + 3% (p < 0.0001).

La movilidad y supervivencia espermática disminuyó
conforme se incrementó la dosis de AA.

A una concentración de 300 µM se observó 10% me-
nos en la movilidad y progresión que a 600 mcM; sin em-
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Figura 1. Movilidad espermática.

Figura 2. Reacción acrosomal.

Figura 3. Naranja de acridina positivo.

bargo, a una concentración de 600 µM de AA, la supervi-
vencia espermática se encuentra afectada (p < 0.05).

Movilidad espermática

Después de 24 horas de cultivo en un medio suplementa-
do con 300 µM de AA, se observó una mayor movilidad
espermática que en el grupo control y los grupos suple-
mentados con líquido folicular (p < 0.005) (Figura 1).

Reacción acrosomal (RA)

Con el método de ANOVA se observó un incremento
estadísticamente significativo en la reacción acrosomal
con los diversos tratamientos (p < 0.0001); sin embargo,
no se encontró diferencia estadísticamente significativa
entre los tratamientos (p = 0.21), ni entre el tiempo del
tratamiento (p = 0.84). Los cambios en la reacción acro-
somal durante el cultivo se observan en la figura 2.

Integridad del ADN; tinción con acridina naranja

A través de la prueba de ANOVA se registró un incre-
mento estadísticamente significativo en la proporción de
espermas acridina naranja positivos en relación al tiempo
de cultivo (p < 0.001); sin embargo, el efecto entre los
tratamientos no fue significativo (p = 0.5) y tampoco en
relación al tiempo de tratamiento (p = 0.4) (Figura 3).

Prueba de penetrancia en huevo de hámster (PPHH)

La prueba de penetrancia en huevo de hámster fue reali-
zada posterior a un cultivo de 24 horas en HTF modifica-

do con HEPES suplementado con 300 µM de AA. El por-
centaje de pruebas de penetración positivas en  el grupo
de AA fue de 91 + 5 y de 32 + 4 en el grupo control. (p <
0.0001). El porcentaje de huevos de hámster penetrados
por muestra fue de 5.7 + 1.1 en el grupo de AA y de 4.35
+ 0.9 para el grupo control (p = 0.3). El porcentaje de pe-
netraciones en cada huevo de hámster fue de 1.4 + 0.2 en
el grupo de AA y de 1.1 + 0.1 para el grupo control.

DISCUSIÓN

Se han encontrado que las especies reactivas de oxígeno
funcionan en múltiples células como segundos mensaje-
ros y que una de las mayores causas de afección de la
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función espermática —como son la pérdida de la movi-
lidad y disminución de la capacidad del esperma para
penetrar al oocito,7 así como la extensión del daño por
oxidación al ADN— depende del balance entre el estrés
oxidativo y los mecanismos de defensa, presentando una
disminución en la capacidad antioxidativa total del plas-
ma seminal de los pacientes infértiles.16

Para contrarrestar los efectos de las especies reactivas
de oxígeno y el daño oxidativo sobre el ADN, el esper-
matozoide cuenta con dos mecanismos de defensa natu-
ral: primero, la cromatina se encuentra altamente con-
densada en una matriz de protamina y, segundo, el plas-
ma seminal cuenta con capacidad antioxidante. El AA
contribuye mayormente en la capacidad antioxidante del
plasma seminal.25

Se ha observado una correlación significativa entre
los niveles de AA en líquido seminal y la calidad esper-
mática; así pues, el AA en el líquido seminal podría ser
utilizado como indicador de la calidad del esperma.22

En las clínicas de infertilidad es importante determi-
nar qué individuo tiene la capacidad espermática sufi-
ciente para fecundar un óvulo a través de un método de
fertilización in vitro convencional y quiénes requieren
de otros métodos de fertilización asistida. Se han desa-
rrollado estudios para determinar la presencia e impor-
tancia del AA en el líquido seminal; algunos autores
usan el AA para evaluar la calidad  y movilidad de los
espermas. En nuestro estudio administramos 75, 150,
300 y 600 µM de AA para determinar el efecto en la
movilidad y viabilidad espermática, encontrando que en
ausencia del AA 79 + 5% de espermas móviles sobrevi-
ven 24 horas en el medio de cultivo. A través de ANO-
VA, se observó incrementó en la movilidad y supervi-
vencia espermática cuando se utiliza un suplemento al
medio de cultivo de AA (p < 0.0001).

Everson y colaboradores36 demostraron que al teñir
los espermas con acridina naranja podrían estimar, con
base en la muestra obtenida, la fertilidad del individuo.
Tejada y asociados introdujeron el concepto de “cuenta
de esperma efectivo”, que es el porcentaje del producto
de la muestra que tiñe la cabeza de verde, éste es de 50
millones de células/mL, y marca la línea divisoria entre
un individuo fértil de un subfértil/infértil.

La morfología del esperma es útil en el estudio inicial
de la evaluación del hombre, e identifica también un in-
cremento en el riesgo de anormalidades cromosómicas en
el esperma. Sin embargo, la morfología espermática anor-
mal por sí sola no necesariamente refleja dichas anormali-
dades. La tinción con fluorescencia verde realizada con
acridina naranja intercala monómeros entre las bases pa-
ralelas con doble enlace de la hélice de ADN. La fluores-
cencia con naranja o rojo indica agujeros iónicos entre los

polímeros de acridina naranja y los enlaces sencillos del
ADN;26 esto sugiere que la mayoría de los espermatozoi-
des que fertilizan un óvulo in vivo y por reproducción
asistida son aquéllos con núcleo verde fluorescente con
tinción de acridina naranja. La tinción de acridina naranja
tiene un valor elevado de predicción positiva hacía la fer-
tilización (89%), y bajo valor de predicción  negativa
(32%). Classeen y su grupo encontraron una correlación
moderada positiva entre la prueba de acridina naranja y la
morfología espermática.26 Esta relación quizá explique
que algunas de las anormalidades morfológicas del esper-
ma puedan deberse a una alteración en el ADN.

El incremento en la integridad del ADN en los espermas
acridina naranja positivos en medios de cultivo prolonga-
dos (Figura 3,  p < 0.0001) coincide con lo señalado por
Tejada y colaboradores; sin embargo, ni el suplemento con
AA ni con líquido folicular en medio cultivo afecta el pa-
trón de cambio con el tiempo en la integridad del ADN.

Hoshi y asociados28 encontraron que, cuando el 50%
o más de los espermatozoides en la muestra de esperma
mostraban cabeza verde en la tinción de fluorescencia
de acridina naranja, la FIV era siempre exitosa; y que
cuando la fluorescencia verde con acridina naranja era
menor al 50%, sólo el 39% de los ciclos de tratamiento
con FIV eran exitosas.28

La tinción de fluorescencia con acridina naranja ayu-
da a determinar cuáles pacientes deben ser asignados a
ICSI sin utilizar técnicas convencionales o técnicas en
reproducción asistida.

El acrosoma es una membrana que cubre la cabeza del
espermatozoide, la cual aparece durante la espermatogé-
nesis como producto del complejo de Golgi. La reacción
acrosomal es un  evento crítico fisiológico que permite en
las especies mamíferas la interacción entre gametos. La
reactividad de la membrana acrosomal representa un re-
quisito absoluto para la fertilización in vivo; sólo los es-
permas que pueden realizar la reacción acrosomal tienen
la habilidad de pasar a través de la zona pelúcida y, como
consecuencia, fusionarse con el ovocito para formar un
embrión. La reacción acrosomal in vivo que permite la
fertilización es un evento exocítico muy preciso que en-
vuelve la fusión de la membrana plasmática y la membra-
na acrosomal externa. In vivo, la reacción acrosomal ocu-
rre después de alteraciones fisiológicas en el gameto lla-
mada capacitación, la cual es inducida por el líquido
folicular, albúmina, aminoglicanos y glicoproteínas.29

Esta inducción fisiológica de la reacción acrosomal resul-
ta en un mayor numero de espermatozoides con membra-
na acrosomal reactiva capaces de penetrar en el huevo.

Sólo los espermatozoides que tienen la reacción
acrosomal sincronizadas con la fase de penetración del
huevo son capaces de fertilizar.30 Altos niveles de re-
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acción acrosomal en el espermatozoide son necesarios
para tener buenos rangos de fertilización; el nivel de
reacción acrosomal en el espermatozoide humano varía
entre 1 y 25%.31-35

La prueba de penetrancia en huevo de hámster simula
dos pasos cruciales entre la interacción del huevo y esper-
ma humano: la capacitación espermática, incluyendo re-
acción acrosomal, y su fusión con la membrana plasmáti-
ca del huevo. La prueba de penetrancia en huevo de há-
mster estima la capacidad funcional del esperma.

Se sabe que en el espermatozoide de múltiples pa-
cientes existe una falla en la capacitación y la reacción
acrosomal y, por lo tanto, una falla en la penetración de
la membrana del óvulo.

El incremento en la reacción acrosomal de los esper-
mas móviles en los cultivos realizados (p < 0.0001) co-
incide con los señalados en estudios previos (Figura 2).

Ninguno de los medios de cultivo AA, ni suplemento
con líquido folicular, afectan el patrón de cambio en la
reacción acrosomal por unidad de tiempo.

La prueba de penetrancia en huevo de hámster verifica
la capacidad (o falla) del esperma para  romper y penetrar
la membrana del óvulo. Sin embargo, esta prueba no pro-
vee información sobre la viabilidad o madurez espermáti-
ca, ni sobre el potencial del esperma humano para romper
y penetrar la zona pelúcida. A pesar de ello, la prueba de
penetrancia en huevo de hámster continúa siendo un buen
estudio para los pacientes destinados para FIV, ya que la
supervivencia espermática es de menor importancia en
los procedimientos de reproducción asistida y las anor-
malidades en la estructura acrosomal y/o reactividad que
no se diagnostican resultan en falla del rompimiento y pe-
netración de la zona pelúcida durante una FIV; a dichos
pacientes se les puede realizar directamente una inyec-
ción intracitoplasmática de esperma.

Una prueba de penetrancia en huevo de hámster posi-
tiva es predictiva para el éxito de la FIV en un 94%.24

La habilidad con la que el espermatozoide es incor-
porado dentro del óvulo, y consecuentemente la propor-
ción de óvulos penetrados y el número de pronúcleos
por óvulo penetrado, dependen tanto de la calidad del
esperma como del óvulo. Actualmente es aceptado que
el resultado de la prueba de penetrancia en huevo de há-
mster refleja la habilidad del espermatozoide de realizar
la reacción acrosomal.

En el presente estudio se observó una escasa penetra-
ción en los huevos de hámster en 40% del grupo control
contra 25% del grupo suplementado con AA.

La prueba de penetrancia en huevo de hámster fue
mayor en el 60% de los pacientes del grupo tratado con
AA, que en el grupo control. Sólo el 33% de los huevos
de hámster fueron penetrados con un porcentaje de 1.6

penetraciones por huevo (mediana de 2 y rango de 0 a
23) en el grupo control; mientras que el grupo tratado
con AA fueron penetrados con una mediana de 4 (rango
de 0 a 15). Es posible que si nosotros incrementamos el
número de pacientes, la diferencia podría ser estadística-
mente significativa.
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