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INTRODUCCTION.

Es del conocimiento general que la terapia por medio de las plantas
medicinales tiene origenes muy remotos. Los primeros vestigios de
su empleo como medicamentos, se encuentran en efecto entre los pue-
blos asiiticos 8 000 A.C. y mas tarde entre los egipcios, hebreos y
fenicios 3 000 a 2 000 A.C. (1). El primer estudio cuidadoso de —-

las plantas fue realizado por quienes practicaban la medicina herbo

laria;, pruebas de ellos lo constituye el Papiro de Ebers 1 500 A.C.

el cual contiene una lista de plantas medicinales y se precisa el -

uso de ellas (2).

Las virtudes de las plantas medicinales se difundieron mas tarde en

tre los griegos, y después en el mundo occidental antiguo con los -
estudios de Hipbcrates 600 A.C. y los de Teofrasto de Eresus, Gale-

no y Celso entre los afios 371 a 121 A.C.

Actualmente el empleo de la fitoterapia se sigue practicando en ca-
si todo el mundo en forma de Medicina Indigena, Medicina Tradicio--
nal y Medicina Cientifica (1). La Medicina Indigena se usa frecuen
temente en Africa y América del Sur. La Medicina Tradicional se —-
practica ampliamente en los paises de la China, India, Japdn y Viet
nam, entre otros; en los que se emplea directamente el té medicinal
de polvos preparados. La Medicina de tipo Cientifico, aunque su --
uso es modesto, se practica en algunos paises europeos como Inglags
rra, Italia, Alemania, Bélgica, Holanda, Francia; en Estados Unidos

y Canadi, mediante la extraccibén de los principios activos para uti




lizarlos directamente o aprovecharlos para la sintesis de otras dro

gas.

Independientemente del tipo de medicina que utilizan los diferentes
pueblos, la preocupacidén fundamental siempre serd la de cémo solu—-
cionar sus problemas en relacién al binomio ~salud-enfermedad. Pa-
ralelamente a esta preocupacidén podria decirse que igualmente impor
tante ha sido el hecho de cémo regular su crecimiento poblacional.
En este sentido, diversas investigaciones han permitido el desarro-
11lo y el establecimiento de diferentes métodos anticonceptivos co--
mo: la practica del ritmo y la interrupcidén del coito (3,4), anti-—-
concepcidén a nivel vaginal (5,6), a nivel intrauterino mediante el
uso de dispositivos inertes o biocactivos (7-9). El1 empleo de hor--
mona por via oral o inyectados (10-12). Se incluyen ademis los mé-
todos permanentes o quirdrgicos (13,14). Sin embargo, diversos es-
tudios en anticoncepcidén han revelado que no obstante a las diferen
tes alternativas para regular la fertilidad, a la fecha no se cuen-
ta todavia con un método que ofrezca plenamente sequridad, eficien-
cia, confiabilidad y con un minimo de efectos indeseables para la ——

pareja e inclusive para el producto.

La anticoncepcidén masculina no ha recibido mucha atencidén comparada
con el gran namero de investigaciones relacionadas con la anticon--
cepcibén en la mujer. Sin embargo, estudios recientes demuestran --
que mediante el uso de productos vegetales no hormonales podria re-
gularée la fertilidad en el vardn, a la vez se reduciria significa-

tivamente efectos colaterales (15-17).




El uso de algunos productos vegetales con fines anticonceptivos ha
provocado diferentes efectos sobre el sistema reproductor masculino
como; modificacién de la cantidad y calidad del semen. Entre los -

productos mas utilizados con este fin tenemos; Tripterygium wilfor-

dii que altera el proceso de maduracidn del espermatozoide en el epi

didimo (16), Hibiscus rosa sinensis y Aristolochia indica alterando

la espermatogenesis (19). El1 gosipol y Echeveria gibbiflora alte—-

rando la motilidad del espermatozoide humano eyaculado (20,21); Phy

tolaca dodecandra y algunas plantas indias presentan actividad es—-

permicida (22,23). El efecto del gosipol, hace posible que este --
farmaco pudiera ser utilizado como un agente con actividad antifer-

tilizante (24-26).

De manera similar, publicaciones recientes sugieren la posibilidad
de alterar especificamente la viabilidad y cantidad de espermatozoi
des a nivel epididimario en forma reversible y con un minimo de ——
efectos indeseables, mediante la utilizacién de glucdsidos de ori--
gen vegetal (16,27), con dosis menores a las empleadas clinicamente
en los tratamientos de ciertas enfermedades de la piel, del higado

y artritis (28,29).



CARACTERISTICAS DE Bursera fagaroides.

Para la realizacidn del presente trabajo, se colectd la planta en--
tre las poblaciones de Capula y Quiroga en el Estado de Michoacén,
la identificacidén taxondémica se 1llevd a cabo en el Instituto de Bo-

ténica de la Universidad de Guadalajara, siendo la siguiente:

DIVISION: Angiosperma.

SUBDIVISION: Dicotiledona.

ORDEN: Geraniales.
FAMILIA: Burseraceae.
GENERO: Bursera.

ESPECIE: fagaroides.

Al Orden de las Geraniales pertenece la familia Burseraceae, la -—-
cual se caracteriza por agrupar arboles o arbustos, generalmente re
sinosos, con las hojas alternas, rara vez opuestas, pinadas o trifo
liadas, sin estipulas. Flores actinomorfas, hermafroditas o uni-—-
sexuales, pequefias y verdosas. Caliz de 3-5 sépalos valvados coro-
la de 3-5 pétalos, rara vez ausentes, libres o unidos en forma va--
riable, imbricados o valvados, disco presente. Estambres en nime--
ro igual o doble que los pétalos, con los filamentos libres y ante-
ras biloculares, de dehiscencia longitudinal. Ovario sipero, 3-5 -
carpelar 3-5 locular, con 2 dvulos, rara vez uno sobre placentas axi
lares. Frutos drupaceos o indehiscentes, o seco y entonces dehis—-

centes por valvas, con 1-5 huesos monospermos.



Esta familia consta de unos 20 géneros y mis de 500 especies dis—-
tribuidas principalmente en América, Africa y Asia tropical. Com—-
prende especies de importancia econdémica, de las que utilizan las -

resinas y gomas para la fabricacién de cementos y barnices.

La Bursera fagaroides conocida vulgarmente en algunas regiones como

copalillo o cuajiote, es un arbusto o arbol de talla baja, con ra--
mas lisas vy oscuras, cuya corteza se desprende en forma de lémina
delgada. Hojas imparipinadas, con 5-7 foliolos oblongos, los infe-
riores de unos 2 cm. los superiores de 3, el apical algo mayor, la
cara superior rugosa, con las nervaduras hundidas, la inferior~den—
samente tormentosa con las nervaduras prominentes. Ffutos de 8-9 —

mm. Florece por el mes de julio (30), (fig. 1).
EL SEMEN HUMANO.

El semen humano normal, estid constituido por dos fases, una liquida
llamada plasma seminal y otra celular compuesta por los espermato--
zoides, los cuales dgeneralmente estan contaminados con cantidades -
variables de leucocitos, células epiteliales de descamacién, granu-
laciones de origen desconocido y bacterias no patdgenas en cantida-
des moderadas. El plasma seminal es un fluido con gran cantidad --
amortiguadora que contiene diversos nutrientes para 1los espermato--—
zoides y mantiene la concentracién de éstos entre 50 y 150 millones
de células por mililitro en un volumen promedio de 3 ml. de eyacu—-

lado (31-33). El semen presenta caracteristicas particulares y pue



Planta de Bursera fagaroides.

Fig. 1.




de tener variaciones aiin del mismo individuo. Los dos componentes -
del semen son diferentes en su origen, composicién y funcibén. E1 -
plasma seminal se forma por la contribucidén de las secreciones de -
las gldndulas sexuales accesorias del aparato reproductor masculino -
(31). 1Las secreciones de estas glandulas no son vertidas al tracto
genital masculino simultaneamente, sino que lo realizan de una mane-

ra bien conocida (34).

la formacidén del plasma seminal se lleva a cabo de la siguiente mane
ra: primero, son enviadas las secreciones de las glandulas de Cowper
y de Littré, cuya combinacién constituye un volumen total de 0.1 a -
0.2 ml. Se cree que éste fluido tiene una funcidén lubricante; muy --
poco se sabe de su composicidn bioquimica, habiendose solamente repor
tado que es rico en mucoproteinas. La segunda secrecidén es la pros-
tdtica que contribuye con aproximadamente 0.5 ml. del volumen total
del semen; este fluido se puede distinguir por la ausencia de azlcares
reductores y altas concentraciones de calcio, zinc, espermina, B-glu-
coronidasa, B-amilasa, fosfatasa acida, acido citrico y plasmaldgenos.
La secrecidn prosﬁética es sequida por los fluidos ricos en esperma--
tozoides del ampila y del epididimo. ILa Gltima y mis voluminosa por-
cién del fluido se deriva de las vesiculas seminales constituidas por
la mayor parte del eyaculado con 2 a 2.5 ml. del volumen y estd carac
terizado por la presencia de azOcares reductores, particularmente ---
fructuosa y concentraciones elevadas en potasio, prostaglandina y pro

teina (31).

Tradicionalmente se habia considerado al plasma seminal como el medio



natural de transporte de los espermatozoides hacia el tracto repro-
ductor femenino y solo recientemente se ha tratado de considerar las
caracteristicas bioquimicas del plasma seminal para valorar la fer-
tilidad en el varén. Usualmente la valoracién de la fertilidad mas-
culina se ha basado en exdmenes de la fase celular del semen. Los -
valores de zinc, acido citrico y fosfatasa acida se ha considerado -
como parametros especificos de funcionalidad de la gléndula prostd--
tica; y las concentraciones de fructuosa constituyen el indicativo -
clinico de funcionalidad de las vesiculas seminales. En base a es—
tos estudios se ha logrado establecer que si los patrones de activi-
dad secretora y composicién bioquimica se modifican, esto trae con--

sigo problemas muy serios de fertilidad en el hombre (34,35).

Los estudios de la composicidén quimica del plasma seminal humano nor
mal han revelado una gran complejidad. El1 plasma seminal contiene -
varios iones: zinc, calcio, sodio; aminodcidos, lipidos, carbohidra-
tos, lipoproteinas, glucoproteinas y enzimas. Algunos de estos com-
ponentes normalmente se encuentran en concentraciones muy elevadas -
en comparacidén a las encontradas en otros fluidos corporales. Las -
funciones de loss constituyentes mds caracteristicos del plasma se—-
minal sona ain desconocidos e incluso es probable que existan otros -
componentes de relevancia bioquimica que no se han descubierto y que
pudieran tener implicaciones directas o alguna relacidn con los pro-

blemas de infertilidad masculina (31,34).

Se ha demostrado que la composicién bioquimica del plasma seminal —

determina en gran parte los cambios de movilidad, sobrevivencia, me-



tabolismo y composicidén quimica del espermatozoide (36,37). También
se ha demostrado que la interaccidn del plasma seminal con el esper-
matozoide promueve una eficiente penetracidn de la célula al moco —-
servical (38). En consecuencia, parece ser que la importancia del -
plasma seminal no se reduce simplemente a transportar los espermato-

zoides a través del tracto genital masculino.

Los espermatozoides, parte celular del semen son producidos en el --

testiculo, el cual lleva a cabo dos funciones diferentes pero rela--

cionadas entre si, la funcién exocrina que consiste en la produccidn

y almacenamiento de espermatozoides durante el transcurso de diferen-

ciacién celular llamado espermatocitogenesis; la funcibén endbcrina -
3 /7 « 7 . ’

que consiste en la produccidon y secrecidon de hormona, principalmente

2
androgenos.

En el epididimo los espermatozoides experimentan cambios de orden --
bioquimico, metabdlico, estructural y bioldgico durante el proceso de
la maduracién epididimaria, con los cuales adquieren la capacidad --
fértil. FEl espermatozoide humano maduro estad constituido por cabeza,
anillo o capuchdén cefdlico, incluido el acrosoma denso en su margen -
anterior. La cabeza incluye el DNA, o material genético. El acroso-
ma contiene hialuronidasa, una enzima que facilita el paso de esper-
matozoides entre las células que rodean al 6évulo, asi como enzimas -
lisosomales como: fosfatasa &cida, proteinasa &cida, acrosina amino -
hidrolasa y ATPasa. Las actividades respectivas de las enzimas favo-
recen el proceso de fecundacibén. La pieza intermedia, que esti sepa-

rada de la cabeza por un cuello estrecho incluye un centro de filamentos
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longitudinales rodeados por una vaina mitocondrial y se ha pensado -

que de é1 depende la regulacidén de los movimientos de la cola. La -

cola tiene dos filamentos centrales y nueve filamentos dobles perife-

ricos (disposicidén identica a la de un cilio) englobados por una ca-

pa delgada de citoplasma salvo en la punta de la cola en que no la -

incluye (39), (fig.

2).

En base a las caracteristicas del semen, se ha propuesto la siguien-

te nomenclatura clinica para la clasificacién de los pacientes (40):

NORMOZOOSPERMIA :

OLIGOZOOSPERMIA :

AZTENOZOOSPERMIA:

OLIGOASTENOSPERMIA:

AZOOSPERMIA:

NECROZOOSPERMIA :

TERATOZOOSPERMIA:

POLIZOOSPERMIA:

Entre 50 y 150 millones de espermatozoides por -
mililitro.

Menos de 20 millones de espermatozoides por mili-
litro.

Menos del 60% de movilidad de los espermatozoides.
Menos de 20 millones de espermatozoides por mili-
litro y menos del 60% de movilidad.

Cero espermatozoides.

Espermatozoides inmdviles.

Mas del 40% de espermatozoides anormales estruc-
turalmente.

Mas de 250 millones de espermatozoides por milili-

tro.
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HIPOTESIS.

Considerando la motilidad progresiva como una de las caracteristi--
cas mas importantes relacionadas con la fertilidad de los esperma-—-
tozoides y habiéndose establecido la actividad antifertilizante de
preparaciones ricass en glucosidos en el varbén (27), asi como la de-
mostracidn de la presencia de eétos componentes en algunas plantas

Burseraceas (30); los extractos de Bursera fagaroides produciran —-

alteraciones en la motilidad progresiva y en la viabilidad de los -
espermatozoides eyaculados de humano.y de otros mamiferos y conse--

cuentemente un efecto antifertilizante.

O0BJETIVO.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de extrac

tos crudo acuoso y etandlico de Bursera fagaroides en espermatozoi-

des eyaculados de humano y de otros mamiferos.
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MATERIAL: Y METODOS.

Hexano normal (MERCK).
Etanol (MERCK).

Sulfato de zinc (MERCK).
Hidrbéxido de sodio (Baker).

REACTIVOS PARA DETERMINAR AZUCARES TOTALES.

Antrona 0.2 g (MERCK).

Acido sulflrico 100 ml. (MERCK).

Agua desionizada (Productos selectropura).
Etanol 30 ml. (MERCK).

REACTIVOS PARA DETERMINAR HEXOSAMINAS.

Solucién 10 mM de N-acetil D-glucosamina (Sigma).

Acido clorhidrico 0.6 M. (MERCK).

Nitrito de sodio al 2.5% (Baker).

Sulfamato de amonio al 12.5% (MERCK).

Hidrocloruro de 3-metil-2- benzotizolinona hidrozona al 0.,25%
(Sigma).

Cloruro férrico anhidro al 0.5% (MERCK).

REACTIVOS PARA DETERMINAR ACIDO URONICO.

Glucoronalactona 0.005% (MERCK).
Tetraborato de sodio 0.025M. en acido sulfirico (MERCK).
Carbazol al 0.125% en etanol (Sigma).

SOLUCION AMORTIGUADORA RINGER KREBS (SARK).

KHZPO4 0.154 M. (MERCK).
MgSO4 0.154 M. (Sigma).
NaHCO 0.154 M. (Sigma).

3



KC1 0.154 M.
NaC1l 0.154 M.
Piruvato de sodio 0.2 mM.

Lactato de sodio 21.6 mM

SOLUCION PARA CONTAR CELULAS.

Formol 1% (MERCK).

(MERCK) .
(MERCK) .
(sigma).

(Sigma).

Citrato de sodioc al 2.9% (MERCK)

Agua desionizada (Productos selectroplura).

SOLUCION EFTJADORA.

Paraformaldehido 2% (MERCK).

Glutaraldehido al 25% (Sigma).

Cacodilato de sodio 0.2 M. pH=7.3 (MERCK).

Agua bidestilada (Productos selectropura).

Ajustar a pH=7.3.
COLORANTE.
Azul de tripano.

CROMATOGRAFTA EN PLACA FINA.

Placas de celulosa (MERCK) No. 5730 5X10 cm. O.lmm.

para fluorescencia.
Butanol (MERCK).

Acido acético (MERCK).

Sephadex G-10 (Pharmacia fine chemicals).

ROTAVAPOR (Sientif Thelco 188).
CENTRIFUGA (Sorvall GLC-1).

ESPECTROFOTOMETRO (Coleman G§O

Linea Junio II-A).

sin revelador

14



MICROSCOPIO (Zeiss).

VORTEX (Genie M 550-G)

CAMARA de Neubauer.
DESMINERALIZADOR (Crystalab CL-5).
MUFLA (Thermolyne F-G125 M).

THERMAL (Hycel).
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METODOLOGTIA .

Para la realizacidn del presente trabajo se colectaron plantas de -

Bursera fagaroides cerca de las poblaciones de Capula y Quiroga, en

el Estado de Michoacdn, la identificacidén taxondmica se llebo a ca-

bo en el Instituto de Boténica de la Universidad de Guadalajara.

OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO ACUOSO.
En el laboratorio procedimos a desfoliar el tallo y a separar y ———
fraccionar la cortegza en trozos en forma de tiras; se colocan 100 g.
de estas tiras en un vaso de precipitado cubierto con papel alumi--
nio y sellado con cinta adhesiva, se congelaron a -20°C. durante -~
24 horas. Después de la descogelacidn; se presiond para obtener el

Extracto Crudo Acuoso (29) que fue almacenado a -20°C.
EXTRACCION SELECTIVA CON ALCOHOLES.

De cada colecta se utilizaron 400 g. de corteza finamente secciona-
da, para hacer mis eficiente la extraccién y se hicieron extraccio-
nes sucesivas, primero con hexano normal por espacio de 2 horas a -
una temperatura de 52°C., y se filtrd (Extracto I). El residuo se
reextrajo tres veces mas en etanol al 80% por 4 horas cada vez a —-
60°C. Se combinaron los extractos etandlicos para formar el Extrac-
to II; el cual se guardd en congelacidn por 24 horas lo que produjo
un precipitado, el que fue separado mediante centrifugacidén a 4 000
rpm. por 15 minutos y se concentrd eliminando el disolvente a pre--
sién reducida y 60°C.. El precipitado se colocd en una caja de Pe--

tri a 60°C. para eliminar la humedad y conocer su peso seco.
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SEMIPURIFICACION DEL EXTRACTO ETANOLICO.

E1l material concentrado (Extracto II) se sometid a semipurificarse -
utilizando ZnSO4 al 10% y NaCOH al 0.5N.

Dos gramos de extracto concentrado se disolvieron en 70 ml. de eta--
nol al 5%, se adicionaron 10 ml. de ZnSO4 agitando vigorosamente y -
dejando reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos, inmediata-
mente después se agregaron 11 ml. de NaOH con agitacién vigorosa pro
duciéndose la formacibén de un precipitado después de 5 minutos de re
poso, el cual fue eliminado por centrifugacibén a 4 000 rpm. por 15 -
minutos. En el sobrenadante se analizd ei grado de pureza por cCroma
tografia en placa fina de gel de celulosa con un sistema de elucidn
para glucdsidos que consistid en: butanol: dcido acético, agua 16:4:4
(v/v), (fig. 3). Ademis en el sobrenadante obtenido se cuantifica--
ron los siguientes compuestos: azlicares totales, hexosaminas y acido
urbénico por los métodos fotocolorimétricos correspondientes. Estos
compuestos también fueron cuantificados en el extracto etandlico con

centrado sin defecar.

AZUCARES TOTALES.

METODO Y FUNDAMENTO.

La determinacién de los azicares totales se realizd mediante el méto-
do de Hewitt (41), el cual se basa en la reaccidn entre los carbohi-

dratos con el reactivo de antrona. La intensidad de color del cromd

foro formada, es directamente proporcional a la cantidad de carbohi-



o

(ii_VCromatografIa eh placardelgada con
sistema de elucibn: butanol, &cido
acético, agua; 16:4:4. (y/v).

] " Ty
,
1 porep-a» o

L | 1

1. Extracto etanflico total.

2. Defecado con sales de 2Zn y Na.
3. Defecado y concentrado en Sephadex G-10

Fig. 3. Cromatograma en placa fina.

4. Subproducto de filtracibn con Sephadex G-10.

A
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cuya intensidad de color es directamente proporcional a la concentra
cidén de &cidos urdnicos y presenta una longitud de onda mixima de --
absorcidn de 530 nm. La grafica No. 3 muestra la curva patrdén de —-

este método.
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SELECCION DE LAS MUESTRAS DE SEMEN HUMANO.

S e emplearon muestras de semen recién eyaculado por masturbacidn de

sujetos sanos, clinicamente fértiles, que acudieron al Hospital de -

Ginecologia del Centro Médico del Instituto Mexicano del Seguro So--

cial, para esterilizacién por vasectomia. En todos los casos el —-

tiempo de abstinencia sexual previo a la colecta las muestras fue de

por lo menos tres dias.

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 minu-—-

tos, para permitir su licuefaccién, e inmediatamente después se hi--

cieron las espermatobioscopias correspondientes, para determinar los

siguientes parametros:

a)

b)

c)

d)

e)

£)

GRADO DE LICUEFACCION: las muestras que durante los treinta mi--
nutos no licuaron perfectamente, no fueron considerados para el
estudio.

VOLUMEN: FEl volimen fue siempre mayor o igual a dos mililitros
por eyaculado.

MOVILIDAD PROGRESIVA: Se considerd siempre mayor o igual al 60%.
pH:Las variaciones aceptadas de pH fueron entre 7.3 y 7.6.

GRADO DE CONTAMINACION: Las muestras que presentaron mis de 7
células diferentes a los espermatozoides en el campo de observa
cidén al microscopio 6ptico fotdnico (500 aumentos) fueron des—-
cartadas de las normales.

NUMERO DE ESPERMATOZOIDES: El nimero de espermatozoides de las

muestras seleccionadas como normales fue mayor o igual a 50 mi-

llones por mililitro de eyaculado.
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PREPARACION DE IOS ESPERMATOZOIDES LAVADOS.

Las células fueron separadas del plasma seminal por centrifugacién du

rante 15 minutos a 1 500 rpm. El1 sobrenadante fue retirado con pipe-

ta Pasteur y sin resuspender las células; inclinando el tubo se adi--

ciond el triple del volumen original de solucidén amortiguadora Ringer

Krebs (SARK) y se retird con mucho cuidado utilizando una pipeta Pas--
teur, este lavado se hizo por dos veces con el fin de eliminar al maxi
mo restos de plasma seminal y en seguida el precipitado se resuspen—-

dibé en un volumen original de la muestra con solucibén amortiguadora -

(SARK). Se centrifugd por segunda vez a 1 200 rpm. por 15 minutos, -

se retird el sobrenadante y se agregd un volumen original de la mues-

tra de solucibén amorgituadora (SARK) para contar los espermatozoides

(Esquema No. 1).

El nimero de espermatozoides se determind por el método del hematoci-
témetro (44). Este método utiliza la camara de Neubauer y la micropli
peta parargldbulos blancos con la que se aspira la suspensién celular
hasta la marca de 0.5 y después se llena la micropipeta hasta el aforo
de 1.1, con solucidén fijadora; la pipeta se agita en el vértex para -
resuspender adecuadamente los espermatozoides, posteriormente se eli-
minan las tres primeras gotas antes de llenar la camara de Neubauer,
se aplica la muestra en la camara y se deja reposar 5 minutos para --
permitir la sedimentacidén celular: posteriormente se observan al mi--
croscopio localizando la cuadricula para globulos blancos procediendo
a contar las células de cada cuadro; se suman, el resultado se multi-

plica por 20 que es el factor de la dilucién empleada, por 5 que es -
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ESQUEMA No. 1.

OBTENCION DE LA SUSPENSION DE ES—
PERMATOZOIDES LAVADOS CON SOLUCION
AMORTIGUADORA DE RINGER KERBS
pH=7.4 (SARK).

Muestra de semen previamente

seleccionada.

15 min. 1 500 rpm.

Espermatozoides Plasma seminal
. (se descarta)

Lavar dos veces con solucibén (SARK) uti-
lizando 3 veces el volumen original de
la muestra. Resuspender las células.

G

15 min. 1 200 rpm.

Espermatozoides lavados,k///~§~\“~\-‘““‘ﬁ>Sobrenadante

se resuspenden en solu- (se descarta).
cién (SARK), listos para

c ontarlos por el método

" del hematocitdmetro y -

después ajustar la sus--
pencién a una densidad -

de 10° células por ml.
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la quinta parte de la cuadricula total para globulos blancos y final-
mente por 10 000 para el volimen de un mililitro de la suspensidn ce-
lular. De esta manera se obtiene el nimero de espermatozoides en mi-

llones por mililitro.

SELECCION DE LAS MUESTRAS DE SEMEN DE CONEJO.

Se emplearon muestras de semen recién eyaculado de conejos sanos, c;i

nicamente fértiles del Bioterio de la Unidad de Investigacién Biomé--

dica del Instituto Mexicano del Seguro Social. Estas muestras se ob-

tuvieron auxiliandose de una vagina artificial (45).

Las muestras se mantuvieron a temperatura de 37°C. por espacio de 30
minutos, permitiendo asi su licuefaccibén, e inmediatamente después se
realizaron las espermatobioscopias correspondientes para determinar -

los siguientes parimetros:

a) GRADO DE LICUEFACCION: Las muestras que durante los treinta mi-
nutos no licuaron perfectamente, no fueron consideradas para el
estudio.

b) VOLUMEN: El volimen fue siempre mayor o igual a un mililitro -
por eyaculado.

c) MOTILIDAD PROGRESIVA: Se considerd siempre mayor o igual al 70%.

a) GRADO DE CONTAMINACION: Las muestras que presentaron mas de 10
células diferentes a los espermatozoides en un campo de observa-
cién al microscopioz éptico fotdnico (500 aumentos) fueron des--

cartadas de las normales.
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e) ©pH: Las variaciones aceptadas de pH fueron entre 7.2 y 7.6.
f) NUMERO DE ESPERMATOZOIDES: El1 nimero de espermatozoides de las
muestras seleccionadas como normales fue mayor o igual a 120 mi-

llones por mililitro.

La preparacidén y el conteo de espermatozoides eyaculados de conejo, -
se 1llevd a cabo de la misma forma que se trataron los espermatozoides

de humano.
OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES DE RATA Y RATON.

Para la realizacibén de esta fase fue necesario realizar una deseccidn
longitu-transversal- de la parte anterior del abdomen (fig. 4). Con
mucho cuidado se separaron los epididimos en los cuales se identificd
la cabeza, cuerpo y cola; utilizando ésta 1ltima que es donde se en--

cuentran los espermatozoides maduros.

La cola de los epididimos se colocaron en un vaso de precipitado en -
0.5 ml. de solucidén amortiguadora (SARK) y se seccionaron finamente -
con tijeras de diseccidn; la suspencidn obtenida se filtrd inmediata-
mente después en una pipeta Pasteur empacada con fibra de vidrio. —-

Para facilitar la filtracidén se agregaron 0.5 ml. de solucidn (SARK).

Ias muestras se incubaron a 37°C. y se realizaron las espermatobios—-—

copias para determinar los parametros siguientes:

a) MOVILIDAD PROGRESIVA: Se considerd siempre mayor o igual al 70%.
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Fig. 4. a) Diseccién de ratdn.

b) Divisidn del epididimo.
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b) pH: Las variaciones aceptadas de pH fueron entre 7.3 y 7.6.

c) GRADO DE CONTAMINACION: Las muestras que presentaron mis de -
4 células diferentes a los espermatozoides en el campo de obser
vacidén al microscopio fotdnico (500 aumentos) fueron descarta-
das.

d) NOUMERO DE ESPERMATOZOIDES: FEl nimero de espermatozoides de las
muestras seleccionadas como normales fue mayor o igual a 40 mi-

llones por mililitro.

Los espermatozoides de rata y ratdn se cuantificaron por el método del

hematocitdémetro (44).

SELECCION DE IAS MUESTRAS DE SEMEN DE CERDO.

Se emplearon muestras de semen recién eyaculado de cerdos clinicamen-
te sanos y fértiles de la escuela de Veterinaria de la Universidad de
Guadalajara. Estas muestras se obtuvieron auxiliandose de una hembra

artificial.

Las muestras se mantuvieron a temperatura de 37°C por espacio de 69 -
minutos, permitiendo asi su licuefaccidn, e inmediatamente después se
realizaron las espermatobioscopias correspondientes para determinar -

los siguientes parametros.:

a) GRADO DE LICUEFACCION: Las muestras que durante los 60 minutos
no licuaron perfectamente, no fueron consideradas para el estudio.
b) VOLUMEN: El1 volimen fue siempre mayor o igual a 240 mililitros

por eyaculado.
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MOfILIDAD PROGRESIVA: Se considerd siempre mayor o igual al --
70%.
pH: Las variaciones de pH aceptadas fueron entre 7.2 y 7.6.
GRADO DE CONTAMINACION: Las muestras que presentaron mas de 10
células diferentes a los espermatozoides en un campo de observa_
cibén al microscopio éptico fétonico (500 aumentos) fueron descar-
tadas de las normales.
NUMERO DE ESPERMATOZOIDES: El nimero de espermatozoides de las
muestras seleccionadas como normales fue mayor o igual a 250 mil

espermatozoides por mililitro de eyaculado.

la preparacibén y el conteo de espermatozoides eyaculados de cerdo, se

llevd a cabo de la misma forma que se trataron los espermatozoides de

humano.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y

SEMIPURIFICADOS.

La actividad bioldgica de los extractos etandlicos y semipurificados

se investigd en espermatozoides eyaculados de humano, cerdo y conejo;

asi como en espermatozoides de epididimo de rata y ratén. La activi-

dad fue evaluada mediante los siguientes pardmetros:

a)

Alteracidn en el patrén de motilidad progresiva de los esperma-
tozoides (45). Esta caracteristica fue valorada comparando el -
porcentaje de espermatozoides con desplazamiento progresivo en -

ausencia. (testigo) y en presencia de los extractos, utilizando -
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un microscopio fotdénico normal con aditamentos para contraste -
fase.

b) Viabilidad celular (46) . Se realizaron pruebas de citotoxi-

cidad a diferentes tiempos de incubacién en presencia y en —

ausencia (testigo) de los extractos para determinar el porcen

téje de dafio celular.

Para la realizacidén de ésta serie de pruebas, la suspensidén de la —-

muestra de espermatozoides fue ajustada a 108 cé1ulas por mililitro.

En cada prueba se utilizaron 20 X 106 espermatozoides en un volimen -
de 180 ul. en presencia de 20 pl. de los extractos equivalentes a 137
ug. de azﬁcafes totales, obteniendo un volumen total de 0.2 ml.; dque
fue la cantidad minima para producir el mayor efecto en espermatozoi-
des de humano, ésta cantidad fue la misma que se utilizd para los es-

permatozoides de otros mamiferos.

Las pruebas de citotoxicidad para determinar el porcentaje de dafio ce
lular, se incubaron los espermatozoides en presencia y en ausencia --
del extracto (control) a diferentes tiempos y a 37°C. Los tiempos de
incubacidén ensayados fueron 30, 60, 90, 120 y 180 minutos. Inmediata
mente después de cada tiempo de incubacidn, se adicionaron 2 gotas de
azul de tripano y después de 3 minutos de incubacibén a 37°C. se agre-
garon 2 Qolumenes de fijador; manteniéndose los tubos a temperatura -
ambiente durante 60 minutos (47). Después de fijados los espermato-

zoides, se centrifugan a 1 500 rpm. por 15 minutos; se retird el so--
‘brenadante y los espermatozoides se resuspendieron en cacodilato de -

sodio para ser lavados mediante dos centrifugaciones sucesivas y se -
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guardaron en refrigeracidn; al dia siguiente se determind la viabili-
dad observando en el microscopio cinco campos diferentes de cada una

de las preparaciones de los diferentes tiempos de incubacibén. Se con
taron las células tefiidas (muertas) y las no tefiidas (viables) con el
fin de determinar el porcentaje de dafio celular, comparando estos va-
lores con los obtenidos con preparaciones hechas con los espermatozoi

des incubados en ausencia (control) del extracto.
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RESULTADOS.

De las extracciones selectivas, los disolventes contenidos en los ex-
tractos I y II, fueron eliminados a presién reducida con rotavapor. -
La humedad conténida en el precipitado de congelacién fue eliminada -
en una mufla, por calentamiento continuo a 60°C. hasta logra comple-—
ta sequedad del precipitado. la Tabla No. 1 muestra los pesos y por-
centajes relativos obtenidos en las extracciones correspondientes, --—
observandose claramente que el extracto etandlico contiene la mayor -

cantidad de las sustancias extraidas de la planta.

En la Tabla No. 2 se muestra los resultados de la composicidén parcial
del extracto etandlico no semipurificado y semipurificado; y presenta
los porcentajes relativos de: azlcares totales, hexosaminas y acido -
urénico. Ia semipurificacién produjo una marcada disminucién no so--
lamente en azlcares totales, sino también en las hexosaminas y A&cido
urbénico; siendo &ste el que mas disminucién presentd. Este tratamien
to modificd apreciablemente el aspecto del cromatograma del extracto
sin semipurificar, ya que es evidente la ausencia de material en el -
semipurificado, destacandose solo la presencia de aparentemente tres

componentes. (Fig. 3).
ACTIVIDAD BIOLOGICA.
Los cambios observados en la motilidad progresiva de los espermatozoi

des al ser incubados en presencia del extracto sin semipurificar, son

mostrados en las figuras nameros 5, 6, 7 y 8.



TABLA No. 1.

RECUPARACION POR EXTRACCION SELECTIVA Y

PRECIPITACION.
EXTRACTO CANTTDAD RENDIMIENTO
(9) (%)
ETANOLICO 22.3 5.6
HEXANICO 1.4 0.35
PRECIPITADO DE = .
CONGELACTON 3.7 0.92

Los valores representan el promedio de 3 experi-
mentos y en cada uno de ellos se utilizardén 400g.

de la planta.

al
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TABIA No. 2.
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COMPOSICION PARCIAL DEL EXTRACTO ETANOLICO.

AZUCARES ACIDO
TOTALES HEXOSAMINAS URONICO
EXTRACTO
ETANOLICO 65.2 1.8 11.8
NO DEFECADO
EXTRACTO
ETANOLICO 48.5 1.1 4.3
DEFECADO
Los valores representan el porciento de los parametros

analizados.

a\



a)

b)

Fig. 5. Espermatozoides de humano.
(a) en ausencia; (b) en presencia

de extracto efanélico. (x 1375).
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b)

Fig. 6. Espermatozoides de ratdn.
(a) en ausencia: (b) en presencia.

de extracto etandlico. (x 343.75)




Fig. 7. Espermatozoides de Cerdo.
(a) en ausencia; (b) en presencia

de extracto etanfico. (x 1375)
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Fig. 8. Espermatozoides de conejo.

(a) en ausencia; (b) en presencia

de extracto etandlico. (x 343.75).
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Independientemente de las muestras de los mamiferos utilizados para
‘la elaboracién del presente trabajo, después de adicionar el extrac
to a la suspensidon de espermatozoides, en todos los casos se observd
una disminuccidén importante de la motilidad progresiva. Después de
cinco minutos en presencia del extracto, la inmovilizacibén fue to--
tal; asi como la aglutinacidén de los espermatozoides de humano y del
epididimo de ratén. La aglutinacidén fue menor en espermatozoides --
eyaculados de cerdo; y fue necesario aumentar 10 veces la concentra-
cibén de los espermatozoides de conejo. Por otra parte, los espérma-
tozoides de rata mostraron disminuida su motilidad progresiva sin —-
que se produjera aglutinacién. Los efectos del extracto semipurifi-
cado sobre la motilidad progresiva y aglutinacidén de los espermato-—-
zoides de los diferentes mamiferos, no diferieron de los obtenidos -
cuando se usd el extracto no semipurificado, razdén por la que no se

ilustraron- los resultados.

Las pruebas de viabilidad se realizaron solamente con espermatozoi-

des eyaculados de humano, después de incubar las células a tiempos -
diferentes en presencia y en ausencia del extracto sin semipurificar
y semipurificado. Bajo estas condiciones experimentales, se observd
una disminucién importante en la proporcién de células viables en —-
comparacidén a los espermatozoides en ausencia del extracto cuya via-
bilidad fue del 78%. El comportamiento de disminucidén fue el mismo,
independientemente de utilizar extracto semipurificado en la viabi--

lidad o sin semipurificar. Los resultados son mostrados en la Tabla

No. 3 .
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TABLA No. 3.

VIABILIDAD DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS INCUBADOS
EN EXTRACTOS OBTENIDOS DE Bursera fagaroides.

EXTRACTO EXTRACTO

TIEMPO ETANOLICO ETANOLICO
(min.) NO DEFECADO. DEFECADO.

30 58 56

60 56 55

90 52 52

120 48 46

180 50 48

Los valores son el promedio de tres experimentos

y estan expresadas en porciento.
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DISCUSION.

El propbsito fundamental de esta parte del trabajo consistid en de—-
mostrar la actividad de extractos crudos acuosos y etandlicos sobre
la motilidad y viabilidad de los espermatozoides eyaculados de huma-
no y de otros mamiferos como parte de otros estudios dirigidos a an-
ticoncepcibén masculina utilizando productos de origen vegetal de na-

turaleza nohiormonal (21). El1 haber seleccionado a Bursera fagaroi-

des para este trabajo fue debido a que algunas Burseras contienen --
glucdsidos vy a que estos compuestos han sido descritos como muy acti
vos para producir infertilidad en el hombre en forma reversible —-—-
(16,27). Una ventaja importante es que las Burseras son de amplia -
distribucidén en el territorio nacional, son faciles de colectar y --
son muy ricas en materiales de sintesis, acumulados principalmente -
en la corteza la cual es muy facil de separar.

Fue muy valioso para nosotros el haber encontrado que el rendimiento
del material extraible es excelente y principalmente con la extrac--
cibén etandlica que es en donde se encontrd la mayor cantidad de com-
puestos y entre ellos los que tuvieron actividad sobre los esperma—-
tozoides (Tabla No. 1); En esta parte del trabajo solamente se uti-
lizaron los extractos etandlicos Yy no asi los extractos obtenidos -

con hexano, que contienen ceras y &cidos grasos.

Para llevar al cabo las valoraciones de actividad bioldgica, solamen
te se utilizaron extractos etandlicos después de retirar un precipi-
tado que se formd después de 24 horas de congelacién. En ninguno de
los tres experimentos realizados, el precipitado de congelacién pre-~

sentd actividad sobre los espermatozoides. En estas valoraciones se
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incluyeron extractos semipurificados utilizando sales de zinc y bario
como prueba indirecta de que las sustancias activas pudieran ser car-
bohidratos. Comparativamente no hubo diferencias importantes en los

resultados de inmovilizacibn-aglutinacibén cuando se incubaron los es-
permatozoides con los extractos semipurificados y sin purificar; tam-
poco se observaron diferencias en los cromatogramas del extracto semi-
purificado con el material activo colectado en las fracciones durante
la filtracidén de columna de Sephadex G-10 (Fig. 3); lo cual nos indica
que independientemente del método para purificacibén, se obtienen tres
compuestos‘sin que podamos decir si los tres o solamente uno de ellos

es el que produce el efecto.

Con la excepcidn de los recientes estudios bioquimicos y clinicos rela
cionados con el efecto antifertilizante del gosipol (48), es escasa la
informacién que existe en la literatura respecto a los datos bioquimi-
cos relacionados con la actividad espermicida y/o antifertilizante de
los compuestos activos presentes en las plantas; y mis ain en relacidn
a los posibles mecanismos de accidén por los cuales los compuestos ejer
cen su efecto. En el presente estudio se determinaron algunos compues-
tos en los extractos etandlicos y en las fracciones con actividad inn@l
vilizante y aglutinante, como los posibles responsables, al menos par-
cialmente de dichas actividades. El1 75% lo constituyen carbohidratos

entre los que distinguimos hexosaminas, &cido urénico y &cido sidlico;
de este Gltimo solo tuvimos la evidencia de que existe sin determinar

la concentracién. En el mecanismo de interaccidén del o los compues——

tos activos con los espermatozoides posiblemente sea importante la —-

contribucidén de &cido siilico, pués en algunos experimentos de —-—-—
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filtracién en columa con Sephadex G-10, al estudiar el perfil de ac
tividad sobre los espermatozoides con las fracciones colectadas; en-
contramos que, las fracciones con mayor reaccidn positiva para acido
sidlico tuvieron mayor actividad. Esto (ltimo parece confirmar el -
hecho de que el o los compuestos activos son carbohidratos, debido a
que los resultados en cuanto a la inmovilizacibén-aglutinacién no son
diferentes cuando se utilizd el extracto sin semipurificar o el semi
purificado con sales de zinc y bario. Ademds de que este tratamien-
to permite eliminar macromoléculas y proteinas y no asi carbohidra-—-
tos o complejos ricos en carbohidratos (glucdsidos ?) posiblemente -
del orden de 800 a 1 000 daltons, segun revelaron datos preliminares
obtenidos al utilizar un marcador de peso molecular de 960 daltons -

(azul de tripano) y como soporte Sephadex G-10.

Nuestros resultados demuestran que en Bursera fagaroides existen com

puestos. que tienen un alto grado de actividad inmovilizante y aglu-
tinante, particularmente de los espermatozoides eyaculados de humano
y de los obtenidos del epididimo de ratdén. Esta actividad fue menor
en los espermatozoides de cerdo y menos ain sobre los espermatozoi--
des de conejo; y con solo alteracidn en el patrdn de motilidad pro—-
gresiva de los espermatozoides de rata. Este comportamiento diferen
cial es muy semejante al observado por otros autores en cuanto a la

diferente respuesta de inhibicidén de la enzima Lactato deshidrogena-
sa-X (LDH-X) por gosipol. Las concentraciones requeridas para inhi-
bir en un 50% la actividad de la enzima en los espermatozoides de ——
humano, conejo y de carnero fueron de 60, 90 y 120 uM respectivamen-

te. De manera similar la inmovilizacidén de los espermatozoides con




motilidad progresiva es otra manifestacién fundamental del efecto —-
espermicida del gosipol. Este efecto ha sido observado en esperma—-
tozoides de cuatro diferentes especies de animales; de esta manera,
se ha demostrado que las concentraciones umbrales de respuesta fue--
ron diferentes: 0.2 uM para espermatozoides de humano, de 8 000 yM -
para los de conejo de 75 y 100 uM para los espermatozoides de rata y

de erizo de mar respectivamente (48).

Debido a la mayor sensibilidad de respuesta observada en los esper—-
matozoides eyaculados de humano y de epididimo de ratdén, se abre 1la
posibilidad de continuar el estudio con ratones, para investigar "in
vivo" el posible efecto del extracto a nivel testicular o epididima-
rio y en consecuencia los cambios en la cantidad y calidad de los —-
espermatozoides. De esta manera, si resultan positivos los resulta-
dos; seria factible proponer en un futuro el empleo de productos ob-
tenidos de estas plantas como recursos con buena posibilidad de exi-

to para regular la fertilidad masculina.

Aprovechando la baja toxicidad observada al interaccionar el extrac-
to con los espermatozoides, otra alternativa que podria manejarse —-
seria producir los efectos del extracto a nivel vaginal. En esta —-
practica de regular la fertilidad, la Medicina Azteca reporta alrede
dor de 200 especies de plantas de cuyos extractos o infusiones se —-
utilizaban como anticonceptivos a nivel vaginal y hasta la fecha son

parte de la Medicina Tradicional Mexicana (49,50).

Es muy interesante constatar el interés cada vez en aumento por la -

46
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utilizacién de diferentes productos de naturaleza no hormonal y con
posibilidades de importante actividad anticonceptiva en forma rever-
sible (16,27) y cén un minimo de efectos colaterales indeseables. -
En abril de 1985 se inicid en Filipinas un proyecto de investigacién
integrado de cinco afios, utilizando plantas medicinales nativas para
uso en planificacidén familiar. El proyecto integrado tiene importan
cia debido a la necesidad de alternativas para los métodos de plani-
ficacién familiar que sean seguros, eficaces y mis accesibles. Los
centros participantes son: La Escuela de Medicina y Farmacia de la -
Universidad de Filipinas en Manila, la Escuela de Medicina Veterina-
ria y el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia (51). Muy rela-
cionado con lo anterior es la reciente creacién de la Organizacién -
Internacional para las Ciencias Quimicas en Desarrollo (IOCD), esta
: ofganizacién con sede en México forma parte de los grupos interesa--
dos en la investigacidén sobre la regulacién de la fertilidad y exis-
ten por lo menos en 35 lugares localizados en paises desarrollados -
y en desarrollo. En el campo de la Planificacidén Familiar partici--
pén en programas cuyo objetivo fundamental es la blsqueda de nuevos
agentes para la regulacién de la fertilidad y en particular de sustan
cilas con propiedades antifertilizantes para el hombre. Este progra-

ma estd realizandose en colaboracién con el Instituto Nacional de Sa-

lud (52).

En México, debido a los crecientes costos de los farmacos, asi como
la agresividad de algunos aspectos de la Medicina Institucional, ca-
da dia se recurre mas a la Medicina Herbolaraia, mediante el aprove-

chamiento de los beneficios curativos de unas 20 000 especies de —---

plantas, de las que aproximadamente 2 000 ya se encuentran debidamen
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te estudiadas en el pais para prescribirse adecuadamente, tanto en -
sus dosis, como en sus formas de administracién. En esta tendencia
del uso sistemdtico de las plantas medicinales, seria importante 1la
participacién de un grupo interesado en la reproduccién humana con -
objetivos precisos a la anticoncepcidén masculina en la que se utili-
cen productos no hormonales de origen vegetal; aprovechando el hecho
de que nuestra medicina herbolaria mexicana quizas la més rica y va-
riada del mundo constituye una fuente abundantisima de posibilidades
para la Investigacidén Biomédica. Es por ello que con esta inquietud
se desea continuar con estos estudios para obtener el material cien-
tifico suficiente que permita establecer una linea nueva de investi-
gacidén con algunas plantas mexicanas que reunen cualidades muy inte-

resantes para estos objetivos.
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CONCLUSIONES.

Los procedimientos de extraccién permitieron obtener de la cor
teza de la planta 7.13% de material del cual el 95% se extrajo
con etanol al 80% y de este extracto el 75% corresponde a azi-

cares totales.

El extracto etandlico contiene el material activo de la plan--

ta.

El efecto de inmovilizacibén-aglutinacibén fue del 100% y casi -
instantaneo en espermatozoides eyaculados de humano y en los -

obtenidos del epididimo de ratdn.

Los espermatozoides de cerdo, de conejo y de rata fueron en —-~

este orden menos sensibles a el efecto del extracto.

La respuesta de inmovilizacién-aglutinacibén fue la misma uti-

lizando- extractos semipurificados que sin semipurificar.

Los extractos crudo acuoso y etandlico obtenidos de Bursera —-~
fagaroides contienen por lo menos 3 compuestos de los cuales

uno de ellos podria ser utilizado como anticonceptivo.
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