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RESUMEN

Antecedentes: durante varios años se ha estudiado la incidencia de las 
especies reactivas de oxígeno en la calidad espermática, se necesita un 
sinergismo entre éstos para procesos determinantes, como la fecunda-
ción y la capacitación espermática. 

Objetivo: evaluar la aplicación del equipo Oxisperm® en muestras de 
eyaculado de pacientes y donadores de un centro de reproducción 
asistida y correlacionar sus resultados con parámetros de espermato-
bioscopia básica. 

Material y método: estudio observacional y descriptivo, en el que se 
aplicó el equipo Oxisperm®, basado en la reacción colorimétrica del 
azul de nitritotetrazolio (NBT), en 100 muestras de eyaculados escogidos 
al azar de donadores y pacientes de un centro privado de reproducción, 
se evaluaron según los parámetros de la Organización Mundial de la 
Salud (2010). Los datos se analizaron con SPSS 11.0. 

Resultados: hubo diferencias significativas (p<0.01). Los niveles de 
concentración variaron entre las muestras realizadas: N1 34%, N2 
36% y N3 30%. Hubo correlación negativa entre la motilidad y la 
concentración de anión superóxido (r=-0.465, p=0.0007). 

Conclusiones: el equipo Oxisperm® mostró diferencias en la concen-
tración de anión superóxido y se correlacionó con parámetros rela-
cionados con la calidad del eyaculado. Se necesitan estudios con una 
población más grande, porque cerca de 64% de las muestras pertenecía 
a pacientes fértiles sin alteraciones espermáticas evidentes. El equipo 
Oxisperm® es una prueba rápida y sencilla que puede realizarse en 
cualquier laboratorio de reproducción asistida.

Palabras clave: anión superóxido, especies reactivas de oxígeno, semen, 
equipo Oxisperm®.

ABSTRACT

Background: During several years the incidence of reactive oxygen 
species (ROS) on sperm quality has been studied; it is necessary a sin-
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ANTECEDENTES

En la última década se han incrementado los 
índices de infertilidad en hombres y, por ende, 
el estudio de las posibles causas con fines de 
tratamiento y control. Una de las causas más 
controvertidas y de alta repercusión es el au-
mento de especies reactivas de oxígeno, que 
se han estudiado no sólo en el ámbito  repro-
ductivo, sino también en enfermedades, como 
Alzheimer,1,2, diabetes3,4 y artritis reumatoide,5,6 
entre otras.7

El estrés oxidativo es el desequilibrio del control 
de la producción y eliminación de especies reac-
tivas de oxígeno, que son especies químicas con 
un electrón no pareado y se comportan como 
moléculas altamente reactivas,8 que reaccionan 

con otras moléculas quitándoles electrones 
para lograr su estabilidad, éstos se encuen-
tran en todos los sistemas biológicos que 
incluyen membranas celulares y nucleótidos 
en las cadenas del ADN y ARN.9,10 El daño 
puede ocasionar la muerte celular o generar 
daños irreversibles eliminando receptores de 
membrana importantes para el buen funcio-
namiento celular.11 

Los agentes antioxidantes son sustancias que 
previenen o demoran el daño causado por 
especies reactivas de oxígeno, por sus carac-
terísticas químicas se dividen en dos grandes 
grupos: las enzimáticas donde se encuentra 
la superóxido dismutasa que elimina el anión 
superóxido (O2

-) y está presente de manera ac-
tiva en la mayor parte de los tejidos.12,13 Similar 

ergism between them to determinant processes, such as fecundation 
and sperm capacitation.

Objective: To assess the application of Kit Oxisperm® on samples of 
ejaculation of patients and donors of an assisted reproduction center 
and to correlate their results with parameters of basic spermatobioscopy.

Material and method: An observational and descriptive study was done 
in which the Kit Oxisperm® was applied based on the colorimetric reac-
tion of blue of nitritotetrazolio (NBT), on 100 samples from ejaculations 
chosen randomly from donors and patients from a private center of 
reproduction, they were evaluated according to the parameters of the 
World Health Organizations (2010). Data were analyzed with SPSS 11.0.

Results: There were significant differences (p<0.01). Levels of concentra-
tions varied among the samples performed: N1 34%, N2 36% and N3 
30%. There was a negative correlation between the motility and level 
of superoxide anion (r=-0.465, p=0.0007).

Conclusions: The Kit Oxisperm® showed differences in the level of su-
peroxide anion and had a correlation with parameters related with the 
quality of ejaculation. More studies with a bigger population are needed, 
because near 64% of samples belonged to fertile patients without evident 
sperm disorders. The Kit Oxisperm® is a quick and simple test that may 
be done in any laboratory of assisted reproduction.

Key words: superoxide anion, reactive oxygen species, semen, Kit 
Oxisperm®.
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a ésta se encuentra la catalasa, localizada en 
el citoplasma,14,15 la glutatión peroxidasa16,17 
y la DT-diaforasa,18 de difícil evaluación en el 
espermatozoide debido a la baja cantidad de 
citoplasma en él. En cuanto al grupo de las no 
enzimáticas, está el α-tocoferol, β-caroteno, 
ácido áscórbico19,20  y recientemente se ha pres-
tado atención en la adición de minerales como 
el cinc21  y el selenio porque son cofactores de 
las enzimas mencionadas.22,23 

El espermatozoide fue la primera célula en 
comprobarse que producía especies reactivas de 
oxígeno,24 más tarde se definió que esta produc-
ción era esencial en la ocurrencia de fenómenos 
como la hiperactivación, la reacción acrosomal y 
la fusión de membranas para que se de la fecun-
dación.25 Por tener poco citoplasma, la cantidad 
de antioxidantes es menor que en otra células, 
por esta razón, es sumamente susceptible a los 
daños ocasionados por especies reactivas de 
oxígeno debido a la gran cantidad de ácidos 
grasos polinsaturados presentes en su membra-
na. Durante su maduración en el epidídimo los 
espermatozoides no entran en contacto con los 
antioxidantes del plasma seminal, dejándolos 
más vulnerables, por tanto, el plasma seminal 
podría ayudar a la eliminación de especies 
reactivas de oxígeno. En el hombre el periodo 
de licuefacción daría un tiempo prudencial para 
la protección temporal del espermatozoide antes 
de su criopreservación, es más, la bibliografía 
reporta el beneficio de realizar una incubación 
previa al choque térmico ocasionado por la crio-
preservación26 y en animales se han reportado 
buenos resultados al adicionar plasma seminal 
homólogo al semen descongelado.27

Se han desarrollado numerosas pruebas para 
la medición directa o indirecta de la cantidad 
de anión superóxido en las muestras semina-
les, como el método químico de Marklund y 
Marklund,28 la quimioluminiscencia,29 la prueba 
de la inhibición del nitrito,30 la resonancia pa-

ramagnética electrónica,31,32  TBARS, usada en 
lipoperoxidación lipídica en espermatozoides de 
mamíferos33,34 y técnicas con sondas que emiten 
fluorescencia.35,36 Estas pruebas necesitan equipo 
especializado y reactivos que las hacen inacce-
sibles a la rutina en un centro de reproducción 
asistida.37 El equipo Oxisperm® permite la ob-
tención rápida y sencilla de la aproximación del 
nivel de afectación de la muestra por la cantidad 
de anión reaccionado.

El objetivo de este artículo es evaluar el paque-
te Oxisperm® para la determinación de anión 
superóxido presente en una muestra seminal, 
correlacionar sus resultados con los parámetros 
de espermatobioscopia y fragmentación de ADN 
espermático.

MATERIAL Y MÉTODO

Obtención de semen

Estudio observacional y descriptivo, en el que 
se analizaron 100 muestras de eyaculados de 
pacientes y donadores, en un centro de fertilidad 
privado en México, siguiendo las normas de la 
Organización Mundial de la Salud (2010). Los 
pacientes se dividieron en cuatro grupos según 
su diagnóstico: normospermia, oligospermia 
(conteo espermático menor de 15 x 106/mL), 
astenospermia (espermatozoides con menos de 
32% de motilidad progresiva), teratospermia 
(menos de 4% de los espermatozoides con mor-
fología normal). Todas las muestras se colectaron 
por masturbación.

Determinación del anión superóxido en semen

El equipo Oxisperm® permite establecer el 
exceso de aniones superóxido presentes en los 
espermatozoides de cualquier eyaculado, se 
basa en la reacción del azul de nitritotetrazoilo 
(NTB) que tiene la capacidad de solubilizar la 
sal nitrotetrazolio en agua para convertir la ac-
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ción de los aniones superóxido reaccionando 
de manera colorimétrica en función de la con-
centración de éste, se forma un precipitado de 
color variable desde ligeramente rosado hasta 
morado o casi negro, como se muestra en la 
Figura 1. La intensidad de color se relaciona con 
la concentración del anión superóxido presente 
en la muestra.

en cuatro grupos de acuerdo con la coloración 
que se obtuvo después de la finalización del 
protocolo.

La actividad del anión superóxido mostró 
diferencias significativas en los grupos eva-
luados (p<0.05) respecto de la diferencia de 
diagnóstico y resultados de espermatobios-
copia, como se muestra en la Figura 2, donde 
los pacientes normospérmicos sobrepasaron 
60% de la población evaluada. Los resultados 
de la espermatobioscopia se encuentran en el 
Cuadro 1, los datos que tuvieron más de una 
alteración se incluyeron en el grupo con la 
alteración mayor. Respecto de los resultados 
de niveles, no hubo diferencias significativas 
entre diagnóstico, pero sí con la comparación 
entre el grupo, puede haber más de un nivel 
por grupo (p<0.05, Figura 3); no obtuvimos 
ningún resultado con el nivel 4, por lo que no 
se incluyó en el análisis estadístico.

N1 N2 N3 N4

Figura 1. Niveles de coloración del equipo Oxisperm®.

Figura 2. Porcentaje de pacientes evaluados en el 
estudio con el diagnóstico obtenido después de la 
espermatobioscopia.
Pacientes oligospérmicos (conteo espermático < 15 
x 106/mL), astenospérmicos (espermatozoides con 
menos de 32% de motilidad progresiva), teratospér-
micos (menos de 4% de los espermatozoides con 
morfología normal).

Evaluación de la integridad del ADN

Se utilizó la prueba de dispersión de cromatina 
SCD Halosperm® para evaluar el daño produci-
do en el ADN espermático, se desnaturaliza la 
molécula del ADN mediante una solución ácida 
y otra desproteinizante. Si no generan halo, se 
considera que el ADN está fragmentado. 

Los resultados se expresan como media ± des-
viación estándar. Para el análisis estadístico se 
utilizó el paquete comercial SPSS (versión 11.0, 
SPSS Inc., Chicago, Il). Se realizó el análisis de 
la variancia (ANOVA), el análisis de correlación 
se realizó con la prueba de Kruskal-Wallis. El 
valor de p<0.05 se consideró estadísticamente 
significativo.

RESULTADOS

Los resultados de la reacción de Oxisperm® se 
dividieron según las instrucciones del equipo 
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El índice de fragmentación de ADN espermá-
tico se determinó por la técnica de dispersión 
de cromatina, se realizó el análisis por nivel 
de ion superóxido reportado en la prueba con 
Oxisperm®, no mostró diferencias significativas, 
para el nivel 1 tuvo 13.2 ± 7.9%; nivel 2: 14.4 ± 
10.9% y nivel 3: 11 ± 6.4%. No se encontró co-
rrelación importante con los demás parámetros 
de la espermatobioscopia (Figura 4).

DISCUSIÓN

El espermatozoide tiene una membrana muy 
rica en ácidos grasos polinsaturados que son 
indispensables para que se de el proceso de fer-
tilización; sin embargo, esta propiedad también 
lo hace vulnerable a sufrir el efecto degradante 

Figura 3. Niveles de Oxisperm® en pacientes y dona-
dores de espermatozoides  
La flecha representa el nivel 4, que no se identificó 
en ningún grupo y se excluyó del análisis estadístico. 
* p<0.05.

Figura 4. Índice de fragmentación de ADN espermá-
tico con distinta concentración de ion superóxido 
en semen.
No hubo diferencias significativas. N1, N2, N3: nive-
les de evaluación del equipo Oxisperm®.

Cuadro 1. Resultados de la espermatobioscopia por causa de infertilidad 

Parámetros de espermatobioscopia Grupos de diagnóstico
Normospermia

(m/EEM)
Oligospermia

(m/EEM)
Teratospermia

(m/EEM)
Astenospermia

(m/EEM)

Edad 35.96/0.76 40.0/1.33 38.21/1.26 39.50/3.39
Volumen 2.92/0.16 3.12/0.30 2.75/0.52 2.80/0.64
Motilidad 23.39/1.32 14.73/0.62 2.85/0.17 13.17/3.47
Concentración 115.51/8.42 10.57/1.16 23.74/1.75 35.67/7.82
Morfología normal 4.94/0.20 1.76/0.37 1.94/0.19 35.67/7.82
Morfología de la cabeza 72.89/1.44 67.57/2.62 75.52/1.61 87.5/13.0
Morfología del cuello 12.94/1.41 17.76/2.60 15.06/1.50 29.83/2.39
Morfología del flagelo 7.71/0.98 11.57/2.21 6.29/0.81 34.83/1.58
Morfología de residuos de citoplasma 1.51/0.26 1.33/0.43 1.19/0.32 35.67/2.28

m: media; EEM: error estándar de la media.

Nivel Oxisperm®
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de los radicales libres y la peroxidación lipídica 
que se ha considerado una de las principales 
casusas de infertilidad en el hombre.

La motilidad espermática está definida por la 
calidad estructural y funcional de sus mito-
condrias; de hecho, se ha catalogado como un 
excelente marcador de estrés oxidativo, porque 
las mitocondrias disfuncionales aumentan la 
producción de especies reactivas de oxígeno,38,39 
al estar aumentados en el ambiente espermático 
incrementan la activación de apoptosis celular, 
produciendo alteraciones estructurales y funcio-
nales en el espermatozoide que pueden conducir 
a su muerte.40 Nuestros resultados concuerdan 
con otros estudios en cuanto a la detección 
anormal de sustancias oxidantes en el ambiente 
espermático,41,42 pero no de una manera objeti-
va en la medición de éstos porque las técnicas 
usadas en la mayor parte de ellos se basan en la 
transformación enzimática con equipos especia-
les y la de Oxisperm® hace una aproximación 
directa de la cantidad de ion superóxido en la 
muestra analizada.

El índice de fragmentación de ADN espermático 
se correlaciona con el daño directo al ADN de 
la muestra analizada; aunque no encontramos 
diferencias significativas en nuestro estudio, la bi-
bliografía reporta que durante la lipoperoxidación 
se generan productos altamente mutagénicos y 
genotóxicos que pueden alterar estructuralmente 
al ADN, como el 4-hidroxinonenal (HNE).43 Los 
estudios recientes en ADN se han centrado en la 
integridad del ADN mitocondrial que, a diferen-
cia del nuclear, su capacidad de reparación es 
mínima y su estructura carece de protaminas, lo 
que lo hace más susceptible a mutaciones o eli-
minaciones que se han identificado como causa 
de infertilidad y subfertilidad en el hombre.44,45 
La producción alta de especies reactivas de oxí-
geno en la mitocondria hace que ésta cambie su 
potencia de membrana y su estabilidad celular 
y, como resultado, disminuyen sustancialmente 

sus funciones, entre ellas la motilidad, lo que 
concuerda con nuestros resultados. También se ha 
correlacionado el aumento de especies reactivas 
de oxígeno con alteraciones en la maduración 
epididimaria, de la composición del axonema 
del flagelo alterando directamente su estructura 
y disminuyendo, por ende, el porcentaje de mo-
tilidad espermática evaluada.46,47

CONCLUSIONES 

El aumento de producción o almacenamiento de 
especies reactivas de oxígeno en el eyaculado 
de pacientes y donadores afecta la motilidad 
espermática; sin embargo, deben realizarse más 
estudios con una población más grande y rela-
cionarse con otros parámetros de importancia, 
como la estructura del acrosoma. Oxisperm® 
es una prueba rápida, muestra de una manera 
rápida y sencilla distintas concentraciones del 
anión superóxido, aunque debe cuantificarse la 
reacción para obtener la concentración total del 
anión. Se necesitan más estudios para determinar 
la influencia de estos resultados en una esper-
matobioscopia, esencial para la determinación 
del tratamiento que debe administrarse a los pa-
cientes que desean una reproducción autóloga.
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