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1. RESUMEN / ABSTRACT 

 
En la última década, los casos de infertilidad masculina han aumentado según la 

Organización Mundial de la Salud. En 1999, la concentración promedio de 

espermatozoides era de 20 millones por mililitro, pero en 2010 se redujo a 15 millones. 

Los espermatozoides son sensibles a los cambios en el medio, y fumar afecta 

negativamente su calidad. Aunque el cigarrillo electrónico se considera más seguro 

que el tabaco, su líquido de recarga contiene componentes que perjudican la 

producción de espermatozoides de calidad. Entre ellos se encuentran nicotina, 

propilenglicol, glicerina y saborizantes, potencialmente tóxicos para los 

espermatozoides. 

 

En este estudio se evaluó los efectos a corto plazo del líquido de recarga en los 

espermatozoides. Se estableció un grupo control y cuatro grupos experimentales, 

comparando la exposición a nicotina pura y E-Liquid con nicotina durante una y 

veinticuatro horas a dos concentraciones: 5mM y 10mM. Se analizó vitalidad, daño de 

membrana, generación de especies reactivas de oxígeno y apoptosis. 

Los resultados mostraron una disminución en la vitalidad con mayor tiempo y 

concentración de exposición, así como un aumento en especies reactivas de oxígeno. 

No se encontraron resultados significativos en daño de membrana y apoptosis. 

 

Palabras clave: E-Liquid, cigarrillo electrónico, ROS (especies reactivas de oxígeno), 

nicotina, espermatozoide 

 

ABSTRACT 

 
According to the World Health Organization, cases of male infertility have increased in 

the last decade. In 1999, the average sperm concentration was 20 million per millilitre, 

but in 2010, it decreased to 15 million. Sperm cells are sensitive to environmental 

changes, and smoking negatively affects their quality. Although electronic cigarettes 

are considered safer than tobacco, the e-liquid used contains components that can 

harm the production of healthy sperm. These components include nicotine, propylene 

glycol, glycerine, and flavourings, which are potentially toxic to sperm.  
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This study aimed to evaluate the short-term effects of e-liquid on sperm. A control 

group and four experimental groups were established, comparing exposure to pure 

nicotine and nicotine-containing e-liquid for one and twenty-four hours at two 

concentrations: 5mM and 10mM. Vitality, membrane damage, reactive oxygen species 

generation, and apoptosis were analysed. The results showed a decrease in vitality 

with longer exposure time and higher concentrations, as well as an increase in reactive 

oxygen species. No significant results were found regarding membrane damage and 

apoptosis. 

 

Keywords: E-Liquid, electronic cigarette, ROS (Reactive Oxygen Species), nicotine, 

sperm. 

 

2. INTRODUCCIÓN 

 

El estilo de vida que cada individuo adopta tiene un impacto significativo tanto en su 

salud en general como en su salud reproductiva. Esto se debe a que existen diversos 

factores condicionantes que pueden influir en la fertilidad masculina, y uno de los más 

relevantes es la exposición a sustancias tóxicas que pueden comprometer la 

capacidad reproductiva de los hombres. (González Rodríguez et al., 2018). 

 

A través de numerosos estudios realizados, se ha podido demostrar de manera 

concluyente que el consumo de tabaco convencional está directamente relacionado 

con el desarrollo de una condición conocida como oligoteratozoospermia. Esta 

condición se caracteriza por la presencia de una baja concentración de 

espermatozoides en el semen, así como por su movilidad reducida y su morfología 

alterada  (Velásquez et al., 2020). 

 

Con el objetivo de proporcionar una alternativa para aquellos fumadores que desean 

abandonar este hábito perjudicial, el cigarrillo electrónico se introdujo en el mercado 

en el año 2004 como una opción supuestamente útil para dejar de fumar. Se presentó 

como una alternativa más segura y menos dañina en comparación con los cigarrillos 

convencionales (Galan, 2019). No obstante, es importante tener en cuenta que la 

efectividad del uso del cigarrillo electrónico como método de cesación tabáquica aún 



3 
 

es objeto de debate y requiere de una mayor investigación y estudio, según señala la 

Organización Mundial de la Salud (OMS). (Organización Mundial de la Salud, 2014) 

La OMS enfatiza la necesidad de llevar a cabo investigaciones exhaustivas para 

evaluar los posibles riesgos y beneficios del cigarrillo electrónico antes de considerarlo 

como una estrategia confiable para dejar de fumar. Aunque algunos estudios sugieren 

que los dispositivos de vapeo podrían representar una opción menos dañina debido a 

la ausencia de tabaco y alquitrán, es fundamental contar con más evidencia científica 

que permita comprender plenamente sus implicaciones en la salud reproductiva y en 

la salud en general. (Organización Mundial de la Salud, 2014) 

 

2.1 Infertilidad 

 

La incapacidad de una pareja para concebir tras un año manteniendo relaciones 

sexuales frecuentemente y sin protección, es la definición de infertilidad. (Practice 

Committee of tAmerican Society for Reproductive Medicine, 2008). Bayasgalan y 

colaboradores, evaluaron que la tasa de infertilidad debida exclusivamente al factor 

masculino oscila en un 25.6%.Es preocupante cómo en los últimos años, la tasa de 

disminución en el recuento de espermatozoides ha ido en aumento (Sengupta et al., 

2017) 

 

Existen múltiples causas que explican la infertilidad masculina, como, desequilibrios 

hormonales, trastornos en el transporte espermático, condiciones idiopáticas o 

defectos testiculares primarios. (Winters y Walsh, 2014). Además, se ha observado 

que estilos de vida poco saludables también han contribuido al aumento en la 

prevalencia de la infertilidad en la última década. (Agarwal et al., 2015). 

 

2.2 Espermatozoides, formación y morfología 

 

El proceso de formación de espermatozoides, conocido como espermatogénesis, es 

un proceso complejo de diferenciación celular que ocurre en los túbulos seminíferos. 

Durante este proceso, las células se desarrollan y maduran hasta convertirse en 

espermatozoides completamente funcionales. El correcto funcionamiento de este 

proceso es vital en la reproducción masculina. (Jiménez González, 2022) 
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Sin embargo, estudios más recientes llevados a cabo por Pelzman y su equipo en 

2023 han revelado que la exposición al líquido o al aerosol de los cigarrillos 

electrónicos tiene un efecto negativo en la espermatogénesis de ratones. Estos 

hallazgos indican que la presencia de sustancias presentes en los cigarrillos 

electrónicos puede interferir con la producción normal de espermatozoides y, 

potencialmente, afectar la fertilidad masculina. (Pelzman et al., 2023) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1 Esquema de la espermatogénesis y partes del espermatozoide (elaboración propia) 

 

El espermatozoide maduro presenta una estructura compuesta por una cabeza 

ovalada y una cola, ambas envueltas por una membrana plasmática. La cabeza se 

compone de un núcleo, donde se encuentra el material genético (ADN) y el acrosoma, 

una vesícula derivada del aparato de Golgi que contiene proteasas y receptores 

necesarios para la fecundación. Ver figura 2.1. Por otro lado, la cola o flagelo se puede 

dividir en tres partes distintas. En primer lugar, la pieza intermedia alberga alrededor 

de 75-100 mitocondrias dispuestas de forma helicoidal, las cuales son responsables 
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de suministrar la energía necesaria para el movimiento del espermatozoide. A 

continuación, se encuentra la pieza principal, separada de la intermedia por el anillo  

de Jensen. Por último, en el extremo de la cola se encuentra la pieza final. (Sutovsky 

y Manandhar, 2006). 

La alteración de la morfología de alguna de estas tres partes puede suponer un 

problema para la fertilidad. (Guzick et al., 2001). 

 

2.3 Cigarrillo electrónico y sus componentes 

 

Los cigarrillos electrónicos, también conocidos como vapeadores, son dispositivos que 

generan un vapor inhalable que se obtiene tras calentar un líquido que suele contener 

nicotina. 

Aparecen por primera vez en 1968, surgen de la creación de Herbert A. Gilbert. 

(Galan, 2019). Su uso se empezó a popularizar en la época de los 2000, siendo 

actualmente la forma más común de consumo de tabaco entre la población joven de 

Estados Unidos (Villanti et al., 2017). A pesar de que sus efectos para la salud aún no 

están bien estudiados, se está viendo que la probabilidad de consumir tabaco 

aumenta con el uso del cigarrillo electrónico pero no al contrario (Leventhal et al., 

2015). 

Es importante destacar que los efectos del tabaco en la salud son bien conocidos y 

está considerado como una de las principales causas de mortalidad según la OMS 

(Inglés et al., 2007) y en relación a la calidad del semen, los efectos del tabaco son 

detectables 24 horas después de su consumo. (Saaranen et al., 1987). 

Continuando con los cigarrillos electrónicos, hay que mencionar que son el sistema 

electrónico más común de suministro de nicotina (ENDS).(Farsalinos y Le Houezec, 

2015). Estos dispositivos contienen una batería que permite la evaporación del 

llamado “e-liquid”, compuesto por nicotina (no siempre presente) y saborizantes, 

diluidos en propilenglicol y/o glicerina, que son disolventes orgánicos. (Crenshaw et 

al., 2016).Estos dispositivos imitan la imagen de un cigarrillo convencional, ver figura 

2.2  
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Figura 2.2. Estructura de un cigarrillo electrónico (Consumoteca, 2016) 

 

Estos componentes tienen diferentes efectos sobre la salud, como bien se recogen en 

la tabla 2.1. (Martin-Cantera y Fernández, 2020). 

 

Tabla 2.1: Efectos sobre la salud de los principales componentes de los cigarrillos electrónicos (Martin-

Cantera y Fernández, 2020) 

 

2.3.1 Nicotina 

 

Los cigarrillos electrónicos se promocionan como una alternativa más segura al tabaco 

tradicional porque no se fuman y contienen menos sustancias tóxicas y cancerígenas. 

Sin embargo, no están completamente libres de riesgos. 

 

La nicotina, que se encuentra en muchos cigarrillos electrónicos, es una droga adictiva 

que estimula el sistema de recompensa del cerebro. Esto puede llevar a la 

dependencia y al tabaquismo. La nicotina también tiene efectos perjudiciales en varios 
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sistemas del cuerpo, como los sistemas nervioso, endocrino y respiratorio. (Levine et 

al., 2011) 

 

En términos de toxicidad aguda, la exposición a grandes cantidades de nicotina, ya 

sea de cigarrillos electrónicos u otras fuentes, puede ser peligrosa. Puede causar 

síntomas como náuseas, vómitos, dolor abdominal, aumento de la presión arterial, 

latidos cardíacos acelerados y convulsiones. Sin embargo, estos casos a menudo 

están relacionados con la ingestión accidental o la exposición a altas concentraciones 

de nicotina, como los líquidos concentrados que se usan en los cigarrillos electrónicos. 

 

En cuanto a los efectos a largo plazo de la exposición crónica a la nicotina, se ha 

sugerido que podría haber una asociación con problemas de salud como trastornos 

cardiovasculares y daño pulmonar. Sin embargo, la investigación en este campo aún 

está en curso y no se ha establecido una relación causal definitiva. (Jiménez Ruiz et 

al., 2022). 

 

2.3.2 Propilenglicol y glicerina 

 

Tanto el propilenglicol como la glicerina, utilizados en los líquidos de los cigarrillos 

electrónicos, pueden producir aldehídos potencialmente dañinos cuando se calientan. 

Aunque la Agencia Española de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutrición 

(AECOSAN) considera que son seguros para el consumo oral. (Martin-Cantera y 

Fernández, 2020). 

 

El propilenglicol: o propano 1,2, diol es un disolvente eficaz para muchas sustancias 

químicas orgánicas insolubles en agua. Se utiliza como aditivo alimentario, 

anticongelante y para crear humo artificial. La glicerina o propano 1,2,3 triol es un 

trialcohol similar al propilenglicol y también se utiliza en diversas aplicaciones debido 

a sus características similares. (Revista del Comité Científico de la AECOSAN Nº24, 

2016). 

 

En los cigarrillos electrónicos, la nicotina y los saborizantes se disuelven en 

propilenglicol y glicerina, como hemos mencionado anteriormente, para ser 

transportados hasta los pulmones (Breland et al., 2017). Cuando el “e-liquid” contiene 
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una mayor proporción de propilenglicol tiene un mejor sabor además de producir un 

aerosol con más cantidad de nicotina en comparación a los líquidos formulados con 

abundante glicerina, los cuales darán lugar a un vapor más denso. (Kosmider et al., 

2014). 

 

2.3.3 Saborizantes 

 

En 2014, el uso de estos dispositivos aún no estaba muy extendido en España, el 

empleo de estos dispositivos tan sólo predominaba entre la población joven y 

fumadora. (Lidón-Moyano et al., 2016). Sin embargo, desde entonces se ha producido 

un notable aumento de su consumo. Este incremento se debe, en parte, al uso de 

saborizantes que crean una falsa sensación de seguridad, la población subestima los 

riesgos del cigarrillo electrónico porque las oleorresinas dejan un agradable sabor de 

boca. Además, los usuarios pueden elegir entre una amplia variedad de sabores, que 

incluyen menta, fruta, canela e incluso sabor a tabaco. (Mariana Usuga, 2005) 

 

Estos sabores a elegir también se combinan con aditivos que se utilizan para reducir 

la irritación en la boca y la garganta al inhalar el vapor de los cigarrillos electrónicos 

(Jimenez Ruiz et al., 2014). Es importante señalar que los aromas son de uso común 

en la industria alimentaria y cosmética, pero no se ha establecido una regulación 

específica en cuanto a su seguridad y concentración para ser inhalados. (Allen et al., 

2016). 

 

Esta forma "divertida" de consumir nicotina a través de los cigarrillos electrónicos 

puede ocultar la dependencia que se puede desarrollar hacia algunos componentes 

de estos dispositivos(Mariana Usuga, 2005). Un hecho que no debe de subestimarse. 

 

2.3.3 Toxicidad 

 

Anteriormente hemos mencionado que el cigarrillo electrónico se comercializa como 

una forma más segura de consumo de tabaco a pesar de contener sustancias tóxicas, 

adictivas y potencialmente cancerígenas. 
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Un estudio realizado en 2018 analizó la calidad del semen de ratas tras haber sido 

expuesto al líquido de recarga. Los resultados que obtuvieron demostraron que el 

líquido repercute negativamente a la salud reproductiva puesto que el número de 

espermatozoides descendió, al igual que la vitalidad y en cuanto a la morfología, la 

anomalía más frecuente afectaba al flagelo. (Rahali et al., 2018) 

 

La mayoría de los estudios se centran en la repercusión de la nicotina, porque su 

principal metabolito, la cotinina, inhibe la espermatogénesis, pero también existen “e-

liquid” que carecen de ésta y aun así el número de espermatozoides se ha visto 

reducido. El posible causante de este fenómeno podría ser el propilenglicol. 

(Lemazurier et al., 2005). 

 

Siguiendo con el estudio de Rahali y colaboradores (2018), vemos el estrés oxidativo 

que causa el líquido de recarga en el epidídimo (Tabla 2.2). Los espermatozoides 

portan enzimas antioxidantes como el superóxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT), o 

glutation S-trasferasa (GST) que lo protegen de un aumento de O2
-, principal especie 

de las ROS. (Carvajal Carvajal, 2019; Nicolich et al., 2013) . Si en un análisis vemos 

cómo la concentración de estos enzimas aumenta, podemos determinar que dicha 

situación ha aumentado el estrés oxidativo. Comparando el tratamiento con líquido 

con y sin nicotina observamos que el “E-liquid 0%” produce más estrés oxidativo que 

el que contine nicotina. 

Tabla 2.2 Effects of e-liquids on the oxidative status of the epididymis. (Rahali et al., 2018) 

 

2.4 Parámetros de estudio 

 

El cigarrillo electrónico, más concretamente la exposición al vapor procedente del E-

Liquid, induce la muerte celular y provoca daños en el ADN, altera el equilibrio de 
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oxidación/reducción, afectando así a la organización de la membrana lipídica e 

induciendo la apoptosis (Bourke et al., 2017) 

 

2.4.1. Vitalidad espermática 

 

En una clínica de fertilidad o cualquier laboratorio de análisis, una de las pruebas que 

se realizan habitualmente en el análisis del semen es la evaluación de la vitalidad. La 

prueba cosiste en examinar una muestra mediante microscopía óptica para determinar 

cuánto espermatozoides están vivos y cuantos están muertos. La OMS determina que 

más del 58% de los espermatozoides deben estar vivos para considerarse fértil. 

 

El método de evaluación por excelencia es la tinción con eosina-nigrosina, descrita 

por Bloom en 1950. Esta técnica de tinción, se basa en la permeabilidad selectiva de 

la membrana plasmática. El colorante principal es la eosina, que tiñe de rojo a los 

espermatozoides cuyas membranas están dañadas. Por otro lado, se usa la nigrosina 

como colorante de contraste. De esta forma podemos diferenciar visualmente los 

espermatozoides vivos, no teñidos, de los muertos.(Muñoz Toledo,2008) 

 

2.4.2. Especies reactivas de oxígeno (ROS) 

 

En el organismo, se encuentran de manera natural las especies reactivas de oxígeno 

que tienen funciones fisiológicas esenciales como son el proceso de maduración y 

fertilización de los espermatozoides. Si bien, cuando estas ROS superan el nivel 

fisiológico y los antioxidantes no son capaces de contrarrestar su efecto, se genera un 

estado de estrés oxidativo en la célula.(Dutta et al., 2019). 

 

Los espermatozoides son particularmente sensibles a los desbalances del estado de 

reducción/oxidación, es decir, son susceptibles al aumento de las ROS puesto que 

afectan a la membrana lipídica que los rodea, produciendo una degradación oxidativa 

de los lípidos. A su vez, la presencia de un electrón desapareado puede alterar el 

equilibrio electrónico en el ADN, lo que puede provocar un daño en su estructura. (du 

Plessis et al., 2010; Ortega et al., 2003) 
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Según la investigación llevada a cabo por Agarwal y colaboradores, la presencia de 

ROS en el semen es una característica de hombres que presentan infertilidad ya que 

la capacidad reproductiva de los espermatozoides se ve comprometida.(Agarwal et 

al., 2006) 

 

2.4.3. Daño de membrana 

 

La membrana plasmática, también conocida como bicapa lipídica por la organización 

de los ácidos grasos que la componen, es una estructura dinámica y fluida. Su función 

principal es actuar de barrera física pero también desempeñan un papel fundamental 

en el transporte de sustancias, la transducción de señales y la generación de energía 

(Sonnino y Prinetti, 2013) 

 

Los espermatozoides de cerdo son particularmente vulnerables a los efectos dañinos 

de la peroxidación debido a la alta presencia de ácidos grasos poliinsaturados en su 

membrana. Es probable que estos ácidos grasos poliinsaturados se utilicen como 

sustratos para la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) en la membrana 

del esperma. Como resultado, los espermatozoides de cerdo están expuestos a un 

mayor riesgo de estrés oxidativo y daño celular debido a la peroxidación 

lipídica.(Flores et al., 2009) 

 

2.4.4. Apoptosis 

 

El termino apoptosis hace referencia a muerte celular programada, y ciertos factores 

como la fragmentación del ADN y niveles altos de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) pueden acelrar este proceso.(Aziz et al., 2007; Mahfouz et al., 2010). 

 

En el estudio realizado por Aziz y colaboradores se encontró una correlación 

significativa entre los rasgos morfológicos de los espermatozoides analizados y la 

expresión de marcadores apoptóticos. Además, se observó una correlación 

significativa entre la motilidad de los espermatozoides y los marcadores apoptóticos. 

En otras palabras, los espermatozoides de baja calidad con signos de apoptosis 

pueden identificarse mediante microscopía óptica. 
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3 OBJETIVOS 

 
El objetivo principal de esta investigación es examinar los efectos inmediatos de la 

inclusión del líquido de recarga de nicotina del cigarrillo electrónico en el esperma 

evaluando cómo esta adición afecta a los espermatozoides en un corto período de 

tiempo. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

- Observar el efecto de la nicotina y del “e-liquid” mediante un examen microscópico, 

tras la incubación durante 1 hora y 24 horas. Vitalidad y morfología. 

 

- Determinar mediante citometría de flujo el daño de membrana celular tras la 

incubación durante 1 hora y 24 horas en nicotina y “e-liquid”. 

 

- Determinar mediante citometría de flujo el daño oxidativo tras la incubación durante 

1 hora y 24 horas en nicotina y “e-liquid”. 

 

- Determinar mediante citometría de flujo el grado de fragmentación de ADN tras la 

incubación durante 1 hora y 24 horas en nicotina y “e-liquid” 

 

4 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 Obtención de la muestra 

 

Las muestras fueron proporcionadas por Semen Cardona S.L, empresa distribuidora 

de semen porcino para inseminación artificial 

 

4.2 Grupos experimentales 

 

- Grupos control: Muestra de esperma en medio de cultivo 

- Grupos 5N 1h: Muestra de esperma en medio de cultivo con nicotina pura 

- Grupos 10N 1h: Muestra de esperma en medio de cultivo con nicotina pura 

- Grupos 5N 24 h: Muestra de esperma en medio de cultivo con nicotina pura 
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- Grupos 10N 24h: Muestra de esperma en medio de cultivo con nicotina pura 

- Grupos 5e 1h: Muestra de esperma en medio de cultivo con líquido de recarga 

- Grupos 10e 1h: Muestra de esperma en medio de cultivo con líquido de recarga 

- Grupos 5e 24 h: Muestra de esperma en medio de cultivo con líquido de recarga 

- Grupos 10e 24h: Muestra de esperma en medio de cultivo con líquido de recarga 

 

Tabla 4.3. Volúmenes de muestras y reactivos 

 

4.3 Preparación de las muestras 

 

El protocolo para la realización del experimento es igual para todos los grupos 

experimentales. Por cada grupo se realizaron dos réplicas. 

 

Las concentraciones de nicotina pura y líquido de cigarrillo electrónico fueron 5mM y 

10mM para comparar las diferencias entre un fumador esporádico y un fumador 

habitual. 

A continuación, se expone mediante un esquema la metodología. Figura 4.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3. Metodología 

de preparación de las 

muestras. (Elaboración 

propia) 
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Tras la preparación, a cada grupo experimental se le realizan diferentes 

procedimientos para evaluar la vitalidad, el daño de membrana, la producción de 

especies reactivas de oxígeno y el grado de apoptosis. Todo ello tras una hora y 

después de veinticuatro horas incubando con el tratamiento. 

 

4.3.1 Preparación de los reactivos 

 

- Merocianina 540(MC540): se preparó una solución madre de 1 mg/ml de MC540 en 

etanol al 50%. Un total de 30 ml, como la solución madre tiene una vida media de 20 

días, primero se prepararon 15 ml y una vez agotados se prepararon otros 15 ml. 

Una vez preparadas se cubrían con papel de aluminio para evitar la formación de 

artefactos debido a la exposición a la luz. 

 

- Diacetato de 2´,7`-diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA): La solución madre se 

diluyó en PBS hasta una concentración final de 2.5 μM. Al igual que la merocianina, 

se cubrió la solución con papel de aluminio para evitar la formación de artefactos 

debido a la exposición a la luz. 

 

- Yoduro de propidio: la solución madre se encontraba a una concentración de 100 

μg/ml. 

 

4.4 Análisis microscópico 

 

4.4.1 Vitalidad espermática 

 

Mediante el análisis microscópico analizamos la vitalidad espermática usando el 

método de la tinción con eosina-nigrosina. 

 

Para la realización de esta prueba: 

1. Centrifugamos 1000 μL de muestra para eliminar el medio de cultivo con el 

tratamiento. 

2. Resuspendemos las muestras con 500 μL de PBS 
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3. Se añadieron volúmenes iguales de muestra y colorantes, extrajimos 50 μL de 

muestra, a los que les añadimos 50 μL de eosina-nigrosina, y se mezclaron en un 

eppendorf.  

4. Tras 30 segundos de espera, se tomaron 12 μL de la mezcla 

5. Se realizó una extensión sobre un portaobjetos, tras el secado se cubrió con un 

cubreobjetos y se observó al microscopio. 

6. Se observó la vitalidad de al menos 100 espermatozoides en cada uno de los grupos 

control y experimentales.  

 

4.5 Análisis mediante citómetro de flujo 

 

4.5.1 Daño de membrana 

 

Esta prueba se realiza mediante citometría de flujo. 

El fluorocromo Merocianina 540 es capaz de unirse a las membranas plasmáticas 

dañadas, aquellas que presentan un alto desorden lipídico. 

 

Para la realización de esta prueba: 

1. Centrifugamos 500 μL de muestra para eliminar el medio de cultivo con el 

tratamiento. 

2. Añadimos 100 μL de PBS tres veces para lavar las muestras. 

3. Una vez preparadas, resuspendemos con 500 μL de PBS y añadimos 200 μL de la 

preparación de merocianina. 

4. Cubrimos todos los eppendorf con papel aluminio hasta su posterior análisis, ya que 

la merocianina es fotosensible. 

 

La prueba se realizó en todos los grupos control y experimentales 

 

4.5.2 Especies reactivas de oxígeno 

 

Al igual que la prueba anterior, se realizó por citometría de flujo. 

El 2´-7´-diclorofluoresceína es un indicador de la formación de especies reactivas de 

oxígeno por su oxidación a un compuesto verde por la presencia de H2O2. 
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Para la realización de esta prueba: 

1. Centrifugamos 500 μL de muestra para eliminar el medio de cultivo con el 

tratamiento. 

2. Añadimos 100 μL de PBS tres veces para lavar las muestras. 

3. Una vez preparadas, resuspendemos con 500 μL de PBS y añadimos 500 μL de la 

preparación de 2´-7´-diclorofluoresceína. 

4. Cubrimos todos los eppendorf con papel aluminio hasta su posterior análisis, ya que 

el 2´-7´-diclorofluoresceína es fotosensible. 

 

La prueba se realizó en todos los grupos control y experimentales 

 

4.5.3 Grado de Apoptosis 

 

El yoduro de propidio (PI), junto con la anexina son ampliamente utilizados para la 

determinación del grado de apoptosis a través de la integridad y permeabilidad de la 

membrana plasmática. 

 

Para la realización de esta prueba: 

1. Centrifugamos 500 μL de muestra a 1000rpm 5 minutos, para eliminar el medio de 

cultivo con el tratamiento. 

2. Añadimos 100 μL de PBS frío para lavar las muestras. 

3. Mientras las muestras centrifugan con el PBS, preparamos el tampón de unión a la 

anexina a una concentración de 1X 

4. Retiramos el sobrenadante y añadimos 1 mL del tampón de unión a la anexina. 

Volvemos a centrifugar. 

5. Retiramos el sobrenadante y resuspendemos el pellet con 100 μL de PBS. 

6. Añadimos 5 μL de anexina y 1 μL de la solución de PI (5 μL de PI y 45 μL de tampón 

de unión a la anexina 1X) 

7. Incubamos las muestras a temperatura ambiente y en oscuridad 15 minutos 

8. Pasado el tiempo de incubación añadimos 400 μL del tampón de unión a la anexina 

y medimos en el citómetro de flujo. 

 

La prueba se realizó en todos los grupos control y experimentales 
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4.5 Análisis estadísticos  

 

El análisis de datos se efectuó en Microsoft Excel y Statgraphics, donde se realizó un 

análisis de medias y una prueba T de student para muestras independientes. 

Consideramos que existen diferencias significativas cuando el valor de P es inferior a 

0.05. 

 

5 RESULTADOS 

 

Nomenclatura utilizada en las gráficas: 

- “C”, control 

- “5e”, E-Liquid a 5mM 

- “10e”, E-Liquid a 10mM 

- “5N”, Nicotina a 5mM 

- “10N”, Nicotina a 10 mM 

 

5.1 Resultados de vitalidad espermática 

 
Se hizo un recuento de 100 espermatozoides en diferentes campos de visión mediante 

microscopio óptico con el objetivo de 10x y 40x.  
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Tabla 5.4: Tinciones con eosina-nigrosina para la evaluación de la vitalidad en los diferentes grupos 

experimentales 
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En estas imágenes, especialmente en la imagen C (E. liquid 10 mM) pueden 

observarse espermatozoides vivos, los cuales no están teñidos puesto que su 

membrana está intacta (ejemplo señalado con un círculo en blanco) y 

espermatozoides muertos, teñidos de color rojo (ejemplo señalado con un círculo en 

rojo). 

 

Mediante las siguientes gráficas, que recogen la media de los datos de vitalidad en 

los diferentes grupos experimentales, Figura5.3 y Figura 5.4, podemos observar que 

cuanto mayor es la concentración de nicotina más se ve afectada la vitalidad. De la 

misma forma, el tiempo de exposición también juega un papel fundamental, a mayor 

número de horas con el tratamiento y a mayor concentración más se reduce la 

vitalidad espermática. 

 

 

Tabla 5.5: Resultados del valor de P del análisis de t de student para la evaluación de la vitalidad en 

los diferentes grupos experimentales. 

Los resultados obtenidos tras el análisis estadístico con Statgraphics, tienen un valor 

de P inferior a 0.05, es decir, todos los datos muestran diferencias significativas. 

Los datos muestran que tanto el líquido de recarga como la nicotina pura afectan 

significativamente a la vitalidad del espermatozoide independientemente del tiempo 

de exposición. 

En las figuras 5.4 y 5.5 se puede apreciar una representación gráfica de los datos 

obtenidos en el estudio de la vitalidad. 
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Figura 5.4: Porcentaje de vitalidad en los distintos grupos experimentales tras una hora con el 

tratamiento 

 

Figura 5.5: Porcentaje de vitalidad en los distintos grupos experimentales tras veinticuatro horas con el 

tratamiento 
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5.2 Resultados de daño de membrana 

 

Los resultados obtenidos por citometría de flujo muestran el daño que causa el E-

Liquid y la nicotina a la membrana plasmática tras diferentes horas de incubación (1 

hora y 24 horas) con distintas concentraciones (5mM y 10mM). Véase las figuras 5.6 

y 5.7 

Figura 5.6. Efecto en la membrana plasmática del espermatozoide en los grupos control (imagen A, 

imagen B) y de los grupos con E- liquid (imagen C, imagen E) y nicotina (imagen D, imagen F) a una 

concentración de 5mM (imagen E, imagen F) y 10mM (imagen E, imagen F) tras una hora de 

incubación. 
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Figura 5.7. Efecto en la membrana plasmática del espermatozoide en los grupos control (imagen A, 

imagen B) y de los grupos con E- liquid (imagen C, imagen E) y nicotina (imagen D, imagen F) a una 

concentración de 5mM (imagen E, imagen F) y 10mM (imagen E, imagen F) tras veinticuatro horas de 

incubación. 
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Tabla 5.6: Resultados del valor de P del análisis de t de student para la evaluación del 

daño de membrana en los diferentes grupos experimentales. 

 

Los resultados obtenidos tras el análisis no muestran diferencias significativas, 

exceptuando el grupo experimentar con 5mM de nicotina de una hora. 

 

Por lo que no podemos determinar que el uso del líquido de recarga y el de nicotina 

pura, afecten significativamente a la membrana plasmática a corto plazo. Habría que 

seguir estudiando si tras un periodo más largo de exposición estas sustancias podrían 

causar deterioro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5.7. Resultados del análisis con Merocianina 540 para la evaluación del daño de membrana 

 

Los datos reflejaos en la tabla 5.7 son el resumen de las figuras 5.3 y 5.4. Esta 

información refleja que incluso en los grupos control, que no llevan tratamiento, se han 
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producido daños en la membrana, esto es debido a que el fluorocromo merocianina 

fue diluido en etanol, compuesto perjudicial para la membrana. 

 

5.4 Resultados de especies reactivas de oxígeno 

 

Los resultados obtenidos por citometría de flujo muestran la producción que causa el 

E-Liquid y la nicotina de especies reactivas de oxígeno tras diferentes horas de 

incubación (1 hora y 24 horas) con distintas concentraciones (5mM y 10mM). Véase 

las figuras 5.8 y 5.9 
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Figura 5.8. Efecto en la producción de especies reactivas de oxígeno en los grupos control (imagen A, 

imagen B) y de los grupos con E- liquid (imagen C, imagen E) y nicotina (imagen D, imagen F) a una 

concentración de 5mM (imagen E, imagen F) y 10mM (imagen E, imagen F) tras una hora de 

incubación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.9. Efecto en la producción de especies reactivas de oxígeno en los grupos control (imagen A, 

imagen B) y de los grupos con E- liquid (imagen C, imagen E) y nicotina (imagen D, imagen F) a una 

concentración de 5mM (imagen E, imagen F) y 10mM (imagen E, imagen F) tras veinticuatro horas de 

incubación. 
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Tabla 5.8: Resultados del valor de P del análisis de t de student para la evaluación de la producción de 

especies reactivas de oxígeno en los diferentes grupos experimentales. 

 

Los resultados obtenidos tras el análisis muestran diferencias significativas en  

los grupos tratados con el E-Liquid tras una hora de tratamiento y tras un día completo, 

excepto en el grupo 5mM de 24 horas. Estos datos sugieren que los componentes del 

líquido de recarga, entre los que se encuentra la nicotina, alteran el sistema 

antioxidante celular haciendo que los niveles de ROS aumenten significativamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5.9. Resultados del análisis con2´-7´-diclorofluoresceína para la evaluación de especies reactivas 

de oxígeno 

 

Los datos reflejados en la tabla 5.9 son el resumen de las figuras 5.8 y 5.9. Los 

resultados muestran que un incremento en la concentración de nicotina genera un 

incremento en la producción de ROS y, además, los efectos son más notorios a corto 

plazo. 
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5.5 Resultados del grado de apoptosis 

 

Los resultados obtenidos por citometría de flujo muestran el grado de apoptosis que 

causa el E-Liquid y la nicotina tras diferentes horas de incubación (1 hora y 24 horas) 

con distintas concentraciones (5mM y 10mM). Véase las figuras 5.10 y 5.11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.10. Efecto en la inducción de la apoptosis en los grupos control (imagen A, imagen B) y de los 

grupos con E- liquid (imagen C, imagen E) y nicotina (imagen D, imagen F) a una concentración de 

5mM (imagen E, imagen F) y 10mM (imagen E, imagen F) tras una hora de incubación 
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Figura 5.11. Efecto en la inducción de la apoptosis en los grupos control (imagen A, imagen B) y de los 

grupos con E- liquid (imagen C, imagen E) y nicotina (imagen D, imagen F) a una concentración de 

5mM (imagen E, imagen F) y 10mM (imagen E, imagen F) tras veinticuatro horas de incubación 

 



29 
 

 

Tabla 5.10: Resultados del valor de P del análisis de t de student para la evaluación del grado de 

apoptosis en los diferentes grupos experimentales. 

 

Los resultados obtenidos tras el análisis no muestran diferencias significativas, no 

podemos determinar que el uso del E-liquid con nicotina tenga un efecto apoptótico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5.11. Resultados del análisis con yoduro de propidio y anexina para la evaluación del grado de 

apoptosis. 

 

Los datos reflejados en la tabla 5.11 son el resumen de las figuras 5.10 y 5.11. Con 

esta información podemos determinar que el líquido de recarga no tiene un efecto 

apoptótico a corto plazo. Deberíamos seguir estudiando si este compuesto induce la 

muerte celular tras un número mayor de horas de exposición. 
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6 DISCUSIÓN 

 

En este estudio, evaluamos in vitro cómo el líquido del cigarrillo electrónico, conocido 

como E.Liquid, afecta las muestras de semen porcino en comparación con la nicotina 

pura, utilizando un entorno de laboratorio.  

 

Los resultados mostraron que los componentes del líquido del cigarrillo electrónico 

afectaron la viabilidad inicial de las muestras, independientemente de la concentración 

de nicotina utilizada (5 mM o 10 mM). Se sabe que la nicotina inhibe la producción de 

testosterona, una hormona esencial en la formación de espermatozoides, lo que 

reduce su producción y maduración. (El Golli et al., 2016) 

 

Además, se conoce que la nicotina aumenta la generación de radicales libres de 

oxígeno al interrumpir la función de las mitocondrias, lo que provocaba estrés 

oxidativo. Esto puede tener consecuencias negativas en la calidad y función del 

esperma. (El Golli et al., 2016) 

 

Existe controversia en cuanto a los efectos comparativos entre cigarrillos electrónicos 

y cigarrillos convencionales. Algunos estudios sugieren que los dispositivos 

electrónicos son menos dañinos que los cigarrillos convencionales, especialmente en 

las células del corazón, que no se vieron afectadas por el vapor del cigarrillo 

electrónico. (Farsalinos et al., 2013). Sin embargo, otros estudios contradicen esta 

conclusión y muestran que el vapor del cigarrillo electrónico puede dañar el ADN y 

reducir la capacidad de reparación en diferentes células estudiadas en el laboratorio. 

(Lee et al., 2018). Estos hallazgos resaltan la importancia de seguir investigando los 

efectos de los cigarrillos electrónicos en diferentes sistemas biológicos. 

 

En cuanto a la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), los resultados del 

estudio indicaron su presencia, pero no se obtuvieron diferencias significativas en 

cuanto al daño de membrana e inducción de muerte celular en los espermatozoides, 

a pesar de haber mencionado que estas células son muy sensibles a los desajustes 

en los procesos de oxidación y reducción. Sin embargo, un estudio previo realizado 

por Sancilio y colaboradores, mostró la producción de ROS en células de fibroblastos 

gingivales después de una exposición por 24 horas a líquidos que contienen nicotina, 
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lo que se asoció con la apoptosis después de un período más largo, 48 horas, de 

exposición. (Sancilio et al., 2016) Esto sugiere que si se hubiera prolongado el tiempo 

de tratamiento se podrían haber obtenido resultados significativos en cuanto al daño 

de membrana y la presencia de espermatozoides apoptóticos. 

 

7 CONCLUSIÓN 

 

Los resultados de dicho estudio, permiten postular que el líquido del cigarrillo afecta 

de manera negativa a la viabilidad de los espermatozoides, independientemente del 

tiempo y la concentración de nicotina. De igual forma afecta al sistema antioxidante 

de la célula, produciéndose un desequilibrio en la reducción/oxidación por el aumento 

de las especies ROS. 

 

Pese a lo cual, no podemos concluir que en un periodo corto de tiempo el E-liquid 

llegue a dañar la membrana o a inducir la apoptosis, es por ello que habría que seguir 

investigado para determinar si tras un período más largo de exposición esta estructura 

y proceso puedan verse afectados. 

 

Sin embargo, un aspecto importante a tener en cuenta es que es un estudio in vitro y 

por tanto los resultados de los efectos del líquido del cigarrillo electrónico no son 

extrapolables a un entorno real. 

 

Además, como ya hemos mencionado, existen múltiples saborizantes, y estos, así 

como la forma en la que se usa el cigarrillo electrónico, pueden variar a los efectos 

que este dispositivo causa. 
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