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¢Este es el fin del principio...o el principio del fin? ¢Estds perdiendo el control
o lo estds ganando? ¢Es tu vida real o solo finges?

La reanimacion de la secuencia rebobina el futuro al pasado. Para encontrar el
origen de la solucidn, el sistema tiene que ser reparado.

Libera tu mente. Avanza rdpido a los secretos de tu alma...tu vida esta
sobrecargada

Borra o guarda las unidades que hacen que una entidad...esa es tu identidad

Si no sabes qué camino seguir, puedes estar perdido y confundido; es una
segunda oportunidad, no hay tiempo que perder.

La regeneracion de tu alma cibersénica estd transformando el tiempo y el
espacio mds alld del control.

Levantate y resiste a ser el duefio de tu destino.
No mires atrds hasta hoy, mafiana serd demasiado tarde...

No quieres ser un robot fantasma hospedado en un cuerpo humano analizado y
clonado implacablemente, sintetizado hasta que ellos te dejen libre.

Black Sabbath. “"End of the begining”. 13. 2013.
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“Estoy absolutamente convencido de que la ciencia y la paz triunfaran sobre
la ignorancia y la guerra, que las naciones se uniran a la larga no para
destruir, sino para edificar, y que el futuro pertenece a aquellos que han
hecho mucho por el bien de la humanidad”.

Louis Pasteur

(1822-1895)
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RESUMEN

El estrés oxidativo (EOx), es el resultado del desequilibrio entre la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ERO) y la capacidad de un sistema biolégico de
eliminar rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafo resultante. El
proceso de lipoperoxidacién consiste en el ataque de radicales libres a lipidos
insaturados, dando como resultado una reaccion en cadena que finaliza en la
formacion de productos lipidicos: alcoholes lipidicos, aldehidos, o pequefos
fragmentos como el malondialdehido (MDA). Los espermatozoides son muy
susceptibles al dafio inducido por el estrés oxidativo gracias al alto contenido de
lipidos poli-insaturados presentes en su membrana, y una baja o moderada
concentracion de enzimas antioxidantes en el plasma seminal.

Se determind la relacién entre la calidad seminal de individuos clinicamente sanos
con los niveles de MDA, asi como la capacidad antioxidante del plasma seminal
de 43 individuos aparentemente sanos de edades entre 18 y 35 afos, siguiendo
los lineamientos de la OMS (1999; 2010). 25 individuos con buena calidad seminal
(estandares o NL) y 18 con baja calidad seminal (no estandares o NN). El grado
de lipoperoxidacion de la membrana espermatica y la capacidad antioxidante del
liquido seminal se determinaron mediante pruebas colorimétricas. EI MDA se
determiné con TBA por el método descrito por Jentzsch (1996) vy la capacidad
antioxidante (TAS) se evalud con el kit Randox®.

Se realizé una prueba U de Mann-Whitney para probar si existia diferencia
significativa entre las concentraciones de MDA y TAS entre los grupos NL y NN,
asi como un analisis de componentes principales, para correlacionar las variables
de la espermatobioscopia, MDA y TAS.

Las concentraciones de MDA tanto en individuos NL y NN no mostraron
diferencias significativas (0.23 * 0.03 y 0.21 + 0.02 pmol/l respectivamente,
p=0,05) Con respecto a los antioxidantes totales, se presentd la misma situacion,
con valor de 1.81+£ 0.06 y 2.01£ 0.10 ymol/l, respectivamente, p>0,05. De acuerdo
al analisis de componentes principales, MDA-densidad; MDA-morfologia guardan
una relacién inversamente proporcional, al igual que morfologia-TAS. No existe
relaciéon entre las concentraciones de TAS con la densidad.

Palabras clave: antioxidantes totales, calidad seminal, espermatobioscopia, espermatozoide
humano, malondialdehido.
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INTRODUCCION
= Espermatogénesis y espermiogénesis

La espermatogénesis es un proceso complejo de maduracién y diferenciacion
celular, mediante el cual las células germinales indiferenciadas se transforman en
espermatozoides (Karp, 2010; Lopez et al, 2012). La espermatogénesis se
produce en el testiculo, a nivel de tubulos seminiferos. En el testiculo ocurre la
produccion de hormonas sexuales (esteroidogénesis), que se produce a nivel de
tejido intersticial. Ambos procesos estan interrelacionados, con el objetivo de
conseguir la correcta produccion de espermatozoides (Lépez et al.,, 2012). La
espermatogénesis es un proceso continuo que comienza en la pubertad y perdura
toda la vida. La duracién de un ciclo completo de espermatogénesis es de 60 dias
en el hombre (Fina, 2014).

La espermatogénesis comienza con la transformacién de las espermatogonias
(2n). Las espermatogonias se encuentran en la base del epitelio y proliferan por
mitosis. Existen dos tipos de espermatogonias la tipo A y B. Las espermatogonias
tipo A se encargan de dividirse por mitosis y dan origen a espermatogonias tipo B
que son las que van a diferenciarse en espermatozoides. Las descendientes de
las espermatogonias tipo B son las que entran a la primera diversion meidtica
duplicando su material genético y son los espermatocitos primarios; siendo su
material genético 2n. Cuando se completa la primera division meidtica el resultado
son dos espermatocitos secundarios cuyo complemento cromosomico es 1n. Por
cada espermatocito secundario que entra a meiosis ||l se obtienen dos
espermatides, que maduraran para formar espermatozoides (Carlson, 2005),
(figura 1) (Toro, 2009).

La espermatogénesis se divide en tres fases:

a) Fase proliferativa: Se produce la continua repoblaciéon de espermatogonias; son
células diploides situadas en la base del tejido germinal.

b) Fase de maduracion: Se lleva a cabo la Meiosis. Es un proceso de divisién
celular en el cual una célula diploide (2n) experimenta dos divisiones nucleares y

citoplasmaticas sucesivas. La primera conocida como Meiosis | y la segunda

13
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como Meiosis I, generando al final cuatro células 1n. Previo a la meiosis ocurre un
proceso preparatorio similar a la mitosis. Tanto la Meiosis | como la Il estan a su
vez divididas en cuatro fases: Profase, Metafase, Anafase y Telofase.

A

Epididimo ——= %

& -

Testiculo —

Tubulo seminifero
Tubulo (corte seccional)
o Espermatogonia —__ seminifero
. ] em——
Mitosis — o
.. — D B
ﬂ— Espermatocito primano —__ 5" » |
Meiosis / -.\ ‘x-* |
’ N
in @ Espermatocito secundario Fa _{aj\
A I S — } .
Mecew 7 ) Y - o '? & | céua
? nw ?— Espermatides ——— —3 9 " de Sertoli
! ; (en dos estadios ——— \
ESPBrmiogenesls de diferenciacion) \-’ .‘
S A L S ad
\‘\.’ \ Espermatozoides :
e —— -
\ ‘\

Figura 1. Las espermatogonias se dividen por mitosis para generar los espermatocitos primarios. Los
espermatocitos primarios inician su division meidtica para dar origen a dos espermatocitos secundarios, los
cuales a su vez se dividen nuevamente por meiosis para generar dos espermatides. Posteriormente
comienzan el proceso de maduracion de la espermatide (Espermiogénesis): el citoplasma se reduce, el nucleo
se alarga y queda en la cabeza del espermatozoide, las mitocondrias se ubican en el cuello y los centriolos
dan origen al flagelo (Toro, 2009).

c) Fase de diferenciacion: En ésta fase comienza un proceso de transformacion
sin division celular conocido como espermiogenesis, donde las espermatidas se
transforman en espermatozoides. Durante la espermiogénesis se producen una
serie de cambios: desarrollo del acrosoma, desarrollo del flagelo, reorganizacién
del nudcleo vy reorganizacion del citoplasma (Loépez et al, 2012;
https://wikis.engrade.com) (figura 2), el cual puede durar varias semanas y

consiste en una serie de eventos (tabla 1) (Toro, 2009).

Al completarse la maduracion del espermatozoide, el citoplasma de las células de
Sertoli se retracta de alrededor del espermatozoide, liberandolo a la luz de los
tubulos. Los espermatozoides dentro de los testiculos tienen poca o ninguna
movilidad y son incapaces de fertilizar el ovocito, adquieren su funcionalidad sélo
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después de atravesar el epididimo, donde finalizan su proceso de maduracion.

Esta etapa tiene una duracién de 10 a 15 dias (Toro, 2009).

Tabla 1. Eventos que suceden en la espermiogénesis
Formaciéon del acrosoma

Formacion del flagelo
Reorganizacion de las mitocondrias alrededor de la pieza media
Condensacion del nucleo al 10% de su tamaio inicial
Pérdida de gran parte del citoplasma

Mitocondrias

| Espermatida

)@ // (semana 1)

Aparato de Golgi
1/ 0 \ / A
Vesicula \ % é

acrosomal

Resto

Q / citoplasmatico Cola Flagelo
. N 10\ (55 um)
Membrana acrosomal —
L Mitocondrias
Pieza media
. (5um)
> : N Cuello
Membana acrosomal™ (1um) Centriolos
Cabeza ) o )
(5 um) i Nucleo

- Membrana

acrosomal
Espermatozoide

(semana 5)

Figura 2. La serie de cambios que experimentan las espermatidas para su transformacién en
espermatozoides. Se caracteriza por 4 acontecimientos; 1) Formacion del acrosoma, que se extiende sobre la
mitad anterior de la superficie nuclear; 2) Condensacion del nucleo; 3) Formacion del cuello, cuerpo y cola del
espermatozoide; 4) Eliminacion de la mayor parte del citoplasma (modificado de www.studyinukraine.eu).

Una vez terminado el proceso de maduracion, el espermatozoide consta de 23

cromosomas (n) y se divide en 3 regiones:

: svi?.g}
\ &
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Cabeza: contiene el nucleo 1n cubierto por el acrosoma y un par de centriolos
detras del nucleo. El acrosoma contiene enzimas como la hialuronidasa y la
acrosina que facilitan la penetracién del espermatozoide al ovocito (Toro, 2009).
Es de forma oval al observarla frontalmente, y piriforme cuando la observacién es
lateral, siendo mas gruesa en la base y adelgazando hacia la punta. Su tamafo
aproximado oscila entre 3.7 y 4.7 micras de longitud y 2.5 a 3.2 ym de anchura,
por 1 a 1.5 um de espesor. La razén longitud/anchura varia entre 1.3 y 1.8 um
(Lépez et al., 2012).

Pieza media: regidn que une a la cabeza con la cola y que contiene la carga
mitocondrial que provee la energia necesaria (ATP) para la movilidad del
espermatozoide (Toro, 2009). Tiene una longitud de 10-12 um (Lépez et al., 2012).
Flagelo: es una larga estructura filiforme de aproximadamente 50 um de longitud.
Esta recubierto por una vaina fibrosa en su primera fraccion y luego solo por la
membrana flagelar (Lépez et al., 2012). Da la movilidad al espermatozoide (Figura
3) (Eddy, 2005).

CABEZA FLAGELO
Flezade conexidn
- '
£ -\ o Vaina
B s itocondrial
(\ ,J:.J’: "";'."!)‘f'!‘.,,“‘,n mitocondria
"\J A
e,
\i“
»= Pleza meda
-
Pieza principal

Pieza final
WNILRIRATERATLIN
@zf,uw/svwm:
Figura 3. Representacion esquematica de un espermatozoide con sus componentes estructurales (Eddy,
2005).
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Para que se lleven a cabo éstos dos procesos, primero deben ocurrir ciertos
eventos hormonales que permitiran una buena formacién, desarrollo del

espermatozoide y del semen en general.

* Biologia del espermatozoide humano

La funcion testicular no es autébnoma, sino que estd controlada por el eje
hipotdlamo hipdfisis-testicular (figura 4). En el hipotalamo se segrega la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) que estimula la produccion hormonal por el
I6bulo anterior de la hipdfisis (adenohipdfisis): la hormona foliculo estimulante
(FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Sanchez et al., 2010; Mostaghel, 2014).

L > HIPOTALAMO @ Noradrenalina
y prostaglandinas
v

® » Adenohipdfisis “ ®

LH <« » FSH

v

|

v
TESTOSTERONA nhibina -
I

Figura 4. Control del eje hipotalamo-hipdfisis-testicular (http://www.aeu.es).

La secrecion de la GnRH y su ritmo son modulados por numerosos
neurotransmisores. Los impulsos alfa-adrenérgicos estimulan la secrecién de
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hipotalamica. Los impulsos beta-adrenérgicos y dopaminérgicos poseen una
accion inhibidora de la secrecion de GnRH. Las endorfinas, la testosterona, la
progesterona y la prolactina, segregada en situaciones de estrés, disminuyen la
secrecion de GnRH. La LH estimula la biosintesis de testosterona en las células
de Leydig, localizada en el intersticio testicular; la FSH estimula la
espermatogénesis al actuar sobre las células de Sertoli, localizadas en los tubulos

seminiferos (Sanchez et al. 2010, Mostaghel, 2014).

La testosterona ejerce un efecto depresor sobre la funcidon hipotalamica e
hipofisaria, sobre la produccion de gonadotropinas (FSH y LH); la FSH estimula la
produccion de varias proteinas en las células de Sertoli, como la inhibina,
importante para el feedback, que frena o suprime la produccion de FSH y asi
iniciar otra vez el ciclo de control del eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo. Este control
hormonal permitira una adecuada formacion del espermatozoide y del liquido
seminal (Sanchez et al., 2010; Mostaghel, 2014).

La testosterona ejerce un efecto depresor sobre la funcidon hipotalamica e
hipofisaria, sobre la produccion de gonadotropinas (FSH y LH); la FSH estimula la
produccion de varias proteinas en las células de Sertoli, como la inhibina,
importante para el feedback, que frena o suprime la produccion de FSH y asi
iniciar otra vez el ciclo de control del eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo. Este control
hormonal permitira una adecuada formacion del espermatozoide y del liquido
seminal (Sanchez et al., 2010; Mostaghel, 2014).

= Generacion de ERO en el espermatozoide

El espermatozoide es el producto final de la espermatogénesis, sus componentes
principales son la cabeza, la pieza media y el flagelo. En la cabeza se encuentra el
nucleo, el cual contiene a la cromatina altamente condensada y esta limitada
anteriormente por el acrosoma, que favorecera la union con el ovocito. En la pieza
media se encuentra el axonema y rodeando a éste se encuentra la capa de

mitocondrias, maquinaria encargada principalmente de la generacion de energia.
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Para la obtencion de energia en el metabolismo aerdbico de los espermatozoides,
se producen en la mitocondria especies reactivas de oxigeno (ERO) y algunos
radicales libres (RL), que pueden ser potencialmente dafinos para la misma
célula. Sin embargo, se ha podido comprobar, que bajo condiciones fisioldgicas
son de gran importancia para la adquisicion de la capacidad fertilizante (Agarwal et
al., 2003; Agarwal, et al., 2007; Agarwal et al., 2008; Makker, 2009).

La primer ERO que se produce en la mitocondria espermatica es el anién
superéxido (O2¢-), el cual se reduce convirtiéndose en peroxido de hidroégeno
(H202), que también sufre reduccién, convirtiéndose en radical hidroxilo (OHe), el

cual es la ERO mas reactiva (Koppers et al., 2008).

En la pieza media se encuentra el axonema y rodeando a éste se encuentra la
capa de mitocondrias, maquinaria encargada principalmente de la generaciéon de
energia. El Oz, y el H2O2, en minimas cantidades, estan involucrados en el
control de la fisiologia espermatica a nivel de la hiperactivacion, la reaccién
acrosomal y la fusion espermatozoide-ovocito. En experimentos en los que se ha
expuesto a espermatozoides de humano y hamster a concentraciones exdgenas
de H2O2 se ha observado que estimula la reaccion acrosomal asi como la fusién
espermatozoide-ovocito (Bize et al., 1991). La exposicion de espermatozoides
humanos a Oge- tiene una accion estimulatoria directa sobre el indice de
hiperactivacion (Aitken et al., 1995; Aitken 1997; Agarwal et al., 2003; Agarwal, et
al., 2007; Agarwal et al., 2008).

En condiciones fisiologicas, las ERO en el semen son producidas en bajas
cantidades por diferentes tipos de células, como los espermatozoides inmaduros y

anormales, los leucocitos infiltrados y las células epiteliales (Koca et al., 2003).

Se han propuesto dos vias para la produccién de ERO en el espermatozoide, la
primera es a través del sistema dinucledtido de nicotinamida y adenina fosforilado
reducido NADPH oxidasa, a nivel del plasma seminal y la oxidoreductasa

dependiente de NADPH en la mitocondria. La produccion externa de ERO
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particularmente de O2e- y H2O2 puede ser resultado por la contaminacién por
leucocitos dentro del semen, esta generacion de ERO esta asociada a pacientes
infértiles o subfértiles (Aitken et al., 1995).

= Liquido seminal
El medio en el que se desenvuelven los espermatozoides es vital para su
supervivencia pues los mantiene en un pH Optimo, aportandoles nutrientes vy
regulando la homeostasis seminal. Sin embargo, cuando ese ambiente es alterado
se presentan cambios en su capacidad para fecundar. El liquido seminal es el que
le aporta al espermatozoide todas éstas condiciones para que se pueda llevar a

cabo sus funciones (Gallardo, 2007).

El liquido seminal es un medio rico y complejo. Con un volumen de eyaculado
promedio (después de un lapso de abstinencia de 3 a 5 dias) de 2 a 6 ml; presenta
un color blanquecino y una consistencia un tanto viscosa. Presenta un pH de entre
7.2y 7.8 (Poirot & Cherruau, 2005).

El liquido seminal sirve a la vez de vehiculo y de medio nutritivo y protector de los
espermatozoides contra los radicales libres. Esta compuesto de: Na*, K*, ClI-, Ca*,
Mg**, Zn**; glacidos: poca glucosa (0.39 mmol/L) sobre todo fructosa (de 5.5 a
27.5 mmol/L fuente de energia para los espermatozoides) producida a partir de la
glucosa sanguinea; acidos organicos: acido citrico, que contribuye al
mantenimiento de la presiéon osmotica del semen; acido ascoérbico: protector de los
espermatozoides de cara a los radicales libres; lipidos; colesterol vy
glicerofosforilcolina; esteroides: como la testosterona y la
deshidroepiandrosterona; constituyentes azotados: como aminoacidos; Cartinina:
papel importante en el metabolismo de los espermatozoides bajo la forma de
acetilcartinina; espermidina; espermina: que es responsable del olor del semen
(oxidacion); glutation: protector de los espermatozoides por su poder reductor;

proteinas como: albumina = 6.3%, a globulina = 15.9%, B globulina = 41.1%, y
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globulina = 23.2%, fracciones que no migran = 13.5% (Poirot & Cherruau, 2005).
Aunque el espermatozoide humano es protegido por sistema de defensa
antioxidante que incluye a la catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y el
glutation que estan presentes en el liquido seminal y los cuales neutralizan los
efectos de los radicales libres, su efectividad se ve debilitada debido a su limitada

concentracion (Shamsi et al., 2009).

Una forma de determinar si el ambiente en el que se encuentra el espermatozoide

es adecuado es mediante una espermatobioscopia o espermiograma.

= Espermatobioscopia

El analisis de semen, espermatobioscopia o espermograma es una prueba de
funcionalidad del espermatozoide para la evaluacién de la infertilidad en las
parejas y para el estudio de las enfermedades genitales masculinas y de otras
patologias, como las causadas por la exposicién a productos quimicos, factores

ambientales y medicamentos, entre otras (Andrade-Rocha, 2003).

Los parametros que se evaluan en la espermatobioscopia son: el volumen de
la muestra, el numero de espermatozoides que contiene cada mililitro de semen,
porcentaje de ellos que presentan movilidad, viabilidad, asi como la morfologia
(World Health Organization, 1999; Poirot & Cherruau, 2005).

= Radicales libres y estrés oxidativo
Un radical libre (RL) es un atomo o molécula que tiene uno o mas electrones
desapareados, estos suelen ser muy inestables y buscan la manera de completar
su par electronico para anular su campo magnético, dichas reacciones son muy
rapidas y el tiempo de vida media suele ser del orden de los nanosegundos a los
milisegundos y por lo tanto reaccionan con moléculas en su entorno mas directo
(Miranda, 2008; Mallok et al., 2011). Se forma facilmente cuando se rompe un

enlace covalente entre moléculas y un electrédn queda con cada atomo recién
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formado (Buonocore et al., 2010). Los RL sélo logran volverse estables cuando
sustraen electrones de lipidos, proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos o
cualquier molécula cercana, causando de este modo una cascada de dafos

(Buonocore et al., 2010).

Las ERO son formas reducidas del oxigeno (O2), y algunas consideradas radicales
libres, sin embargo, no todos los productos lo son y se generan como resultado del
metabolismo celular (Miranda, 2008), no obstante, a concentraciones fisiologicas,
estan relacionadas con procesos de sefalizacion celular, sin embargo, cuando hay
un desequilibrio entre la generacion de ERO y la capacidad de un sistema
biolégico de desintoxicar rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio
resultante se dice que hay estrés oxidativo (EOx) (Fina, 2014; Mallok et al.,
2011).

Hay dos tipos principales de especies de RL: las ERO y las especies reactivas de
nitrogeno (Buonocore et al.,, 2010). Las ERO contienen dos electrones no
apareados en la capa exterior, representan una amplia categoria de moléculas
que incluyen a derivados radicales (radical hidroxilo OHe; radical superoxido Oa2.7;
peroxilo RO2; peroxil lipido LOO y tiol RS-) y no radicales (ozono Ogz; oxigeno
singlete '02; lipoperéxido LOOH; peréxido de hidrégeno H202) de oxigeno
(Agarwal & Prabakaran, 2005). Las especies reactivas de nitrogeno (6xido nitrico
NO; peroxido nitrico ONOO'; ion nitrito NO2™, etc.) son radicales libres de nitrégeno

y son considerados como una subclase de las ERN (Sikka, 2001).

Entre los mas relevantes en la biologia humana tenemos: el radical anion
superoxido (O2e-), radical hidroxilo (OH¢), 6xido nitrico (NOe), hidroperéxido (HO2e),
alquil peroxil (ROz¢) y alcohoxilo (ROe) (Mallok et al., 2011).

Varios quimicos que se encuentran dentro del cuerpo humano son capaces de
intercambiar electrones, alterando su estado de oxidacién. Los atomos de Oz son
particularmente susceptibles a entrar en una via de reduccion; es decir, a ganar de

1 a 4 electrones, creandose asi ERO, que son potentes agentes oxidantes
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(figura 5) (Plant, 2002). La liberacién de las ERO da como resultado un cambio en
el potencial de oxido-reduccion (Redox) dentro de la célula, dando lugar al EOx.
Durante el EOx las ERO pueden llevar a cabo ataques nucleofilicos en grupos
quimicos, los cuales tienen un déficit de electrones; es decir, que poseen al menos
un electron desapareado. Los blancos potenciales de las ERO son
macromoléculas: proteinas, lipidos el ADN vy carbohidratos ocasionando la
formacion de aductos, por enlaces covalentes entre macromoléculas e

interrumpiendo las funciones celulares (Plant, 2002).

El hecho de que las rutas metabdlicas utilicen el oxigeno hace pensar que se esta
en constante riesgo de formar potentes agentes oxidantes debido a la constante
ganancia de electrones. Sin embargo, en la mayoria de los procesos fisiologicos,
como la respiracion, la reduccién secuencial de O, esta controlada y las ERO no
intervienen dentro de la célula. En lugar de reducir los 4 electrones al mismo
tiempo, cada electron es reducido uno por uno, con la consecuente formacién de

H20, la cual puede ser facilmente excretada (figura 5) (Plant, 2002).

e - e e e
-—» 0 ———» H;,0;, —————» - OH —@— H,0
[-0:6-1 OO H:0:0:H -O:H H: O:H
Oxigeno Anién Perbiide de Radical Agua
superoxido hidrégeno hidroxilo

Figura 5. Generacion de especies reactivas de oxigeno (Plant, 2002).

El Oz pasa por una serie de reacciones de auto-oxidaciéon en la mitocondria,
producto de estas reacciones se produce la reduccion de un electrén formando Oo.
Por mas que el Oz es poco reactivo, puede liberar Fe?+ de proteinas
ferrosulfuradas (Dickinson y Chang, 2011). Posteriormente el O2." puede pasar por
dismutacion y formar H2O. espontaneamente o por catalisis enzimatica por

intermedio de la superdxido dismutasa (SOD). También es un precursor para la
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formacion de OHe catalizado por metales a través de la reaccion de Fenton.

En la generacion de las ERO, el O2¢" es la primera ERO que se produce durante el
metabolismo celular, se forma mayormente en la cadena respiratoria debido a que
una parte de los electrones que pasan por ésta son captados por el Oa.,
principalmente en la ubiquinona y la NADPH deshidrogenasa. Se ha reportado que
aproximadamente el 0.1% del oxigeno que se consume en la respiracién forma
O2.". El O2* es poco reactivo, su toxicidad radica en que es capaz de originar '02 y
OH- (Hansberg, 2008).

Asi mismo una gran parte de OHe proviene de la descomposicion del H2O>
catalizada por metales de transicion, siendo el hierro el mas comun, de acuerdo

con la reaccion de Fenton (figura 6).

Fe2+ + H,0, «Fed*+ OH + OH-

Figura 6. Reaccion de Fenton. Tomado y modificado de Evangelista, 2014.

La reaccion de la SOD produce la mayor parte del H2O2 en las células. Se puede
difundir a través de los compartimientos celulares, es menos reactivo que el Oz y
no interacciona con compuestos como el NADPH, acidos nucleicos, los
aminoacidos de las proteinas ni con lipidos. Es tdxico a concentraciones
intracelulares mayores a 1uM debido a que puede formar 'Oz y OHe. El H20; se
emplea en funciones importantes como la maduracion y capacitacion de los
espermatozoides. Cuando el H.O» acepta un electrén desapareado de un metal se
fragmenta, formando OHe y anién hidréxido OH-, el segundo se protona formando
agua mientras que el primero interacciona con cualquier compuesto vecino
(Hansberg, 2008).

El H.O2 es el estado de reduccion de dos electrones del O2 (Buonocore et al.,

2010) y aunque no es un RL, es la molécula que mas se ha involucrado en el
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dafo de los espermatozoides. El H202 es una molécula muy reactiva y puede ser
precursora de radicales OHe en presencia de metales de transicion. EI EOx
causado por el H20O2, provoca un mal funcionamiento en la mitocondria y conduce
a la muerte celular programada. La interrupcién de la cadena mitocondrial de
transporte de electrones, o la inhibicion de esta, predispone a la formacion de RL
(Mallok et al., 2011).

El OH+ es uno de los compuestos mas reactivos que existen, no se puede difundir
debido que reacciona con cualquier compuesto celular. Es capaz de oxidar tanto a
las purinas como a las pirimidinas, y la desoxirribosa, provocando dafios a los
acidos nucleicos; la mayor parte del dafio a las proteinas es provocado por el
radical OHe ya que puede reaccionar con cualquier aminoacido donde se
produzca, que generalmente son los sitios activos donde se encuentra el metal de
transicion (Makker et al., 2009).

El OH+ posee una vida media corta de alrededor de 9-10 segundos. El OH- es el
estado de reduccidn de tres electrones del Oz El OHe+ es virtualmente eliminado en
el mismo sitio de la formacién, ya que interactua con la primera molécula que se
encuentra. Es por ello considerado extremadamente inestable y altamente
reactivo, ataca la mayoria de los componentes celulares y puede dafar cualquier

tipo de célula (Buonocore et al., 2010).

La mayoria de las ERO generadas en el espermatozoide humano es el Oz+. Este
electrén reducido producto del Oz reacciona consigo mismo via dismutacion para
generar H2O2 En presencia de metales de transicidn, el H2O2 'y el O, bajo la
reaccion de Haber-Weiss generan el radical OHe (figura 7) que es
extremadamente reactivo y destructivo. El radical OHe es un potente iniciador de la
lipoperoxidacion y puede hacer que el espermatozoide pierda funcionalidad debido
a la disrupcién de la fluidez de su membrana (Chen et al., 2013; Hazout et al.,
2008; Sikka et al., 2001).
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H* S

Figura 7. Reaccion de Haber-Weiss. Tomado y modificado de Evangelista, 2014.

El estrés oxidativo severo puede causar la muerte celular y aun una oxidacion
moderada puede desencadenar la apoptosis, mientras que si es muy intensa
puede provocar la necrosis. Todas las formas de vida mantienen un entorno
reductor dentro de sus células. Este entorno reductor es preservado por las
enzimas que mantienen el estado reducido a través de un constante aporte de
energia metabdlica. Un aspecto particularmente destructivo del estrés oxidativo es
la produccion de especies reactivas del oxigeno, que incluyen los radicales libres y

los perdxidos (Fina, 2014).

El dano provocado por las ERO depende no solo de la cantidad y naturaleza de
las mismas, sino también de factores como la temperatura, tension del oxigeno y

la composicion del ambiente que lo rodea (Hammoud, 2008).

La fuente mas importante de oxigeno reactivo en condiciones normales en
organismos aerobicos es probablemente la pérdida de oxigeno activado de las
mitocondrias durante el funcionamiento normal de la respiracién oxidativa (Fina,
2014). Las células cuentan con mecanismos de proteccidon enzimatica (Superéxido
dismutasa, Catalasa, Glutation peroxidasa) y no enzimatica (Vitaminas E y C). Un
desbalance entre la producciéon de ERO vy los sistemas de defensa antioxidante

celular favorecera a la aparicion del estrés oxidativo (Torres et al., 2004).

Las ERO pueden alterar, reversible o irreversiblemente, al espermatozoide. Se ha
postulado que el aumento de las especies reactivas de oxigeno y la disminucion
de las defensas antioxidantes inducen dafo al ADN, las proteinas, carbohidratos y
los lipidos presentes en la membranas de los espermatozoides, causando

disminucién de la movilidad y de la viabilidad, asi como alteraciones en la pieza
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intermedia, los cuales finalmente producen cambios funcionales en las células

espermaticas (Koca et al., 2003; Agarwal, 2003).

Se necesitan minimas cantidades de ERO en los procesos de fecundaciéon y es
asi como se ha demostrado, en experimentos in vitro, que éstas tienen un papel
importante en la capacitaciéon, hiperactivacion, reaccion del acrosoma y fusion del
espermatozoide con el oocito, ademas de su participacion como segundos
mensajeros mediante diferentes vias de activacion intracelular (Agarwal et al.,
2003; Agarwal et al., 2007; Agarwal et al., 2008).

Las ERO atacan a los acidos grasos en la membrana provocando una cascada de
reacciones quimicas llamada lipoperoxidacién (Hicks, 2001; Hansberg, 2008). Los
lipidos peroxidados son inestables y se descomponen formando una compleja
serie de compuestos que incluyen a los aldehidos. La concentracion de tales
aldehidos se relaciona directamente con el nivel peroxidativo en las muestras

bioldgicas (Torres et al., 2004).

= Lipoperoxidaciéon

La lipoperoxidacion es un amplificador para los radicales libres iniciales, y los
aldehidos reactivos generados en estos procesos pueden actuar como “segundos
mensajeros téxicos” en la cadena de reacciones que se inicia si los acidos grasos
poli-insaturados de la bicapa de la membrana son convertidos en lipidos
hidroperdxidos. Entre los diferentes aldehidos que se pueden formar en el proceso
de lipoperoxidacion estan el malondialdehido y el 4-hidroxialquenal, en especial el
4-hidroxinonenal (HNE) y 4-hidroxihexenal (Torres et al., 2004).

El proceso de lipoperoxidacion consiste en el ataque de radicales libres a lipidos
insaturados, dando como resultado una reaccién en cadena que finaliza en la
formacion de productos lipidicos: alcoholes lipidicos, aldehidos, o pequenos
fragmentos como el malondialdehido (MDA). Dando como resultado una cascada
de de reacciones peroxidativas, permitiendo la destruccion de los lipidos y
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posiblemente, de estructuras en donde se localicen lipidos (Timbrell, 2009) (figura
9) (Fina, 2014).

La lipoperoxidacién ocurre en 3 etapas:

1. Iniciacion de la peroxidacion lipidica, en la que un radical libre ataca a un
carbono de la cadena alifatica de un acido graso, ocurre la abstraccion de
hidrogeno del grupo metileno (-CH2-) unido a un carbono flanqueado por dobles
enlaces de un acido graso poliinsaturado, con la formacién de una especie
radicdlica (radical alquilico: L"). EI hecho de que exista un doble enlace, debilita los
enlaces carbono-hidrégeno del atomo de carbono adyacente a dicho doble enlace.

Los radicales formados se estabilizan por resonancia con el doble enlace.

2. Fase de propagacion, en la que ocurre una reaccion en cadena con la
extension del dafio y la formacion de mas especies radicalicas. La especie
radicdlica formada en la primera fase reacciona con el oxigeno y forma un radical
peroxilo (LOO") que puede reaccionar con otros acidos grasos poliinsaturados
adyacentes y originar un hidroperoxido o lipoperéxido (LOOH) y un radical
alquilico; asi se produce una reaccion en cadena y el dafio a un numero creciente

de acidos grasos.

3. Fase de terminacion o descomposicioén, en la que hidroperoxidos formados
se descomponen en etano, pentano, aldehidos reactivos y cetonas. Los aldehidos
formados, como el malonildialdehido y el 4-hidroxinonenal, pueden reaccionar con
proteinas y acidos nucleicos, lo que determina efectos citotdxicos, genotoxicos y
mutagénicos (figura 8) (Halliwell, 1991, 1994; Jomova & Valkob, 2011)

Dada la relacion directa entre la producciéon de estos aldehidos reactivos y la
peroxidacion lipidica, la evaluacion de la concentracion de uno de estos
subproductos nos dara informaciéon del nivel del estrés oxidativo en la muestra a
estudiar. En otros términos estos aldehidos pueden considerarse como
indicadores del estrés oxidativo. Se puede medir el nivel de la lipoperoxidacion a
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través de la estimacion cuantitativa y espectrofotométrica de algun subproducto de

dicho proceso, siendo el de preferencia, MDA (Torres et al., 2004).
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Figura 8. Esquema que muestra el efecto que producen las ERO sobre la peroxidacion lipidica (Dukic et al.,

2012).

Bioquimicamente la membrana del espermatozoide esta constituida por una gran
cantidad de acidos grasos poliinsaturados, conformada por proteinas unidas por
interacciones no covalentes, los lipidos estan dispuestos en forma de una doble
capa continua de 4 a 5 nm de grosor. Las proteinas que estan incluidas en la
bicapa lipidica realizan diversas funciones, como son: el transporte de las
moléculas especificas hacia el interior y exterior de la célula; mismas que actuan
como enzimas o catalizadores de las diversas reacciones y funcionan como
receptores en la transduccidn de senales. Ademas de lipidos y proteinas, la

membrana también contiene carbohidratos, que en la mayoria de los casos son
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cadenas de azucares simples o polisacaridos (Rios et al., 2010). Todo el
espermatozoide esta contenido en la membrana plasmatica, la cual se ensancha
en areas especializadas y forma el componente mas externo del espermatozoide.
Permanece intacta, excepto en la region del acrosoma previo a la fertilizacion o
como resultado de la muerte del espermatozoide (figura 9). La composicion
lipidica y proteica de cada membrana es unica y ocurre muy poco o0 nada de

intercambio de lipidos o proteinas entre ellas (Martinez & Pardo, 2010).

brazos de dineina

microtibulos centrales

canal idnico® glicoproteina

membrana citosolica

Figura 9. Partes de la membrana plasmatica que contiene a todo el espermatozoide, (Martinez & Pardo,
2010).

= Antioxidantes

Un antioxidante se define como una sustancia que disminuye o evita la oxidacion
del sustrato resultando un agente reductor mas potente (Hicks, 2001).
Los antioxidantes son compuestos quimicos que interactuan con los radicales

libres y los neutralizan, lo que les impide causar dafo.

Debido a que las ERO cumplen con funciones tanto fisioldgicas y patolégicas, el
organismo ha desarrollado sistemas de defensa para mantener los niveles de
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ERO en un cierto rango. Siempre que los niveles de ERO se vuelven
patolégicamente elevados, los antioxidantes los suprimen para minimizar el dafio
oxidativo (Agarwal & Allamaneni, 2006). Los antioxidantes son, en general,
compuestos que desechan, limpian e inhiben la formacion de ERO, o en su
defecto, revierten su accién. Los antioxidantes pueden proteger a la célula del EOx
por medio de 3 mecanismos: prevencion, intercepcion y reparacion (Agarwal et al.,
2004).

Aunque la clasificacion de los antioxidantes depende de los marcos de referencia
que se tomen en cuenta), una de las formas mas generales de categorizar a los
antioxidantes, segun Boveris et al., 2008 es en antioxidantes no enzimaticos y

antioxidantes enzimaticos.

Los antioxidantes enzimaticos, también conocidos como antioxidantes naturales,
se producen por si solos dentro del organismo e incluyen a la superdxido
dismutasa (SOD); catalasa (CAT); y glutation peroxidasa (GPx); y las no
enzimaticas que son adquiridas gracias a la ingestién de frutas o vegetales que
contienen algunos suplementos tales como vitamina C, vitamina E, vitamina A,
carotenoides, cartininas, cisteinas, pentoxifilina albumina glutation, acido urico,

piruvato (Agarwal & Prabakaran, 2005; Bansal & Bilaspuri, 2011; Lampiao, 2012).

Antioxidantes enzimaticos

Glutation reductasa y glutation peroxidasa: GSH/glutation peroxidasa son los
principales agentes reductores del cuerpo y actuan como antioxidantes
limpiadores en el epididimo y testiculos (Mora-Esteves & Shin, 2013). Confiere
proteccion a la membrana lipidica del espermatozoide, preservando su viabilidad y

movilidad (Lanzafame et al., 2009).

Superoéxido dismutasa y catalasa: la SOD protege al espermatozoide de los

aniones superoxidos catalizando la conversion de superdxido dentro del oxigeno y
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H20o, previniendo la lipoperoxidacién y mejorando la movilidad (Agarwal et al.,
2004). Por otro lado, la catalasa ayuda a la descomposicién de H2-02 en agua y
oxigeno. Tanto la SOD como la catalasa ayudan a la remocion de ERO y evitando

el dano potencial al espermatozoide (Mora-Esteves & Shin, 2013).

Las SOD son una familia de enzimas que catalizan la dismutacion de Oz* (Figura
10), en los mamiferos se reconocen tres enzimas de esta familia, dos
intracelulares y una extracelular. La SOD1 se encuentra en el citoplasma, nucleo,
peroxisomas y la membrana externa mitocondrial, su centro catalitico esta
formada por un cobre y un zinc (SOD Cu-Zn). Su expresion es inducida por
estimulos mecanicos, quimicos y biolégicos como el choque térmico, radiaciones

ultravioleta, metales pesados y estrés oxidativo.

La SOD2 se encuentra dentro de la mitocondria, ya que es un organelo que esta
sometido mayormente a estrés oxidativo, y tiene un centro catalitico de Mn. La
SOD3 esta presente en la matriz extracelular principalmente unida a heparinay a
las fibras de colagena tipo 1 de la mayoria de los tejidos, ademas se ha
encontrado en plasma, fluido linfatico y liquido cefalorraquideo, pero su
concentracion es 20 veces mayor en la matriz extracelular que en el plasma
(Gomez-Quiroz & Cuevas, 2008).

La reaccién enzimatica de la SOD se lleva a cabo en dos pasos, primero el Oy
llega al centro de reaccion y se une a una arginina, el O2*~ dona su electron, el cual
es transferido al Cu, que se transforma en Cu*, esto provoca que el enlace entre la
histidina y el Cu se rompa, y protona al Nitrégeno de la histidina, el O, formado se
disocia de la arginina y se libera. La segunda parte de la reaccién comienza de
manera similar a la primera, el O2¢ llega al centro catalitico de la enzima y se une
a una Arginina; cerca del centro catalitico, se protona una molécula de agua
(H3O"). El electron que recibié el Cu es transferido al O2¢” lo cual oxida al metal a
su forma Cu2*. Los dos electrones que posee el superoxido, forman

inmediatamente dos enlaces covalentes con dos protones donados uno por la
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molécula de agua y otro del nitrogeno de la histidina, con lo cual se libera H202 y

la enzima se regenera (Gomez-Quiroz & Cuevas, 2008).

0-0- H* / ; HO-0OH 0=0
2 Anic’hn' + 2 Hidrégeno \\ Peroxido de + Oxigeno molecular
superoxido hidrogeno
S0D

Figura 10. Reaccion de la SOD para la dismutacion de O, en peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular.
Tomado y modificado de Cota, 2014.

La catalasa realiza el metabolismo de H20, se localiza en las mitocondrias y los
peroxisomas. CAT contiene moléculas de NADPH y se caracteriza por su alta
capacidad de reaccién pero poca afinidad al sustrato. Tiene dos funciones, una
catalitica y una peroxidativa. En la reaccién catalitica utiliza como donadores a
otras moléculas de H2O2 (Miranda, 2008) (Figura 11).

En la reaccidon peroxidativa la enzima utiliza como donadores de Hidrégeno al
metanol, etanol, acido formico, fenol, y formaldehido (Figura 12). Una molécula de
catalasa es capaz de catalizar la transformacion de alrededor de 1x107 moléculas
de sustrato por segundo, la primera reaccion tanto del mecanismo catalitico como
peroxidativo es la heterdlisis o rompimiento de los enlaces oxigeno-oxigeno, en la
reaccion catalitica se transfieren dos electrones de la enzima a un oxigeno y forma

agua (Peraza-Reyes, 2008).

HO-OH car . 0=0
e Peréxido de N\ ~ o Oxigeno
Hidrégeno \_\
H H
A
O
2 Agua

Figura 11. Reaccion catalitica de la catalasa, en ésta reaccion se utilizan dos moléculas de H;O; para su
conversion en O, y agua metabdlica. Tomado y modificado de Cota, 2014.
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HyC-OH . O=CH,

Metanol ™ -~ e ™ r i
b / CAT \\ Formaldehido
N, 'I./ N, \
N/ NV
HO-OH H H
N
Peroxido de 2 O
hidrogeno Agua

Figura 12. Reaccion peroxidativa de la catalasa, en ésta reaccion utiliza como donadores de hidrégeno al
metanol o al formaldehido para la produccion de dos moléculas de agua metabdlica. Tomado y modificado de
Cota, 2014.

La glutation peroxidasa (GPX) es una enzima dependiente de Selenio (Se),
cataliza la reduccion de H2O2 y también la reduccién de lipoperoxido (L-OOH),
utilizando al glutation (GSH) como agente reductor (Figura 13). Glutation
peroxidasa es el nombre genérico de un grupo de isoenzimas que poseen una
triada catalitica compuesta de seleno-cisteina, glutamina y triptéfano; se conocen
cuatro enzimas mayoritarias en los tejidos de los mamiferos todas dependientes
de Selenio: GPX citosdlica (GPX1), GPX gastrointestinal (GPX2), GPX plasmatica
(GPX3) y GPX de fosfolipidos (GPX4). El centro activo se encuentra en el atomo
de Se unido covalentemente a un residuo de cisteina; entre las diferentes formas
de GPX se conserva casi intacta esta estructura del centro catalitico (Cardenas, et
al., 2008).

La capacidad reductora de las enzimas GPX se basa en altas concentraciones de
glutation reducido (GSH); un tripéptido celular con un grupo sulfhidrilo, con
capacidad antioxidante. Durante el mecanismo catalitico de GPX el selenio
reacciona con un peroxido para dar acido selénico, aqui es donde se une el primer
GSH formando agua y una proteina Se-SG, se enlaza un segundo GSH
produciendo una proteina Se-GH mas un H* y un GSSG.
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El GSSG formado durante la reaccion es reducido por la enzima glutation

reductasa utilizando NADPH como cofactor (Cardenas, et al., 2008).

0 0 rSHH 0
2 HOJ\/\/”\H/\H’N\)LOH

k/\g O
filH QO GPX Q Q \' H q
2 /uz,,]/\)J\H N\)L

Glutation

Glutation oxidado

HO-0H . H"‘O/H
Perdxido de
hidrégeno Agua

Figura 13. Reaccion de la glutation peroxidasa, en ésta reaccion se utiliza el glutation como donador de
electrones para convertir el peréxido de hidrégeno en dos moléculas de agua. Tomado y modificado de Cota,
2014.

Antioxidantes no enzimaticos

Vitamina E: la vitamina E (a-tocoferol) es un antioxidante que actua en la
membrana espermatica, neutralizando H202 y eliminando radicales libres (Bansal
& Bilaspuri, 2011). La vitamina E ayuda a preservar la movilidad y la morfologia

del espermatozoide (Agarwal et al., 2004).

Vitamina C: la vitamina C (ascorbato) es otro antioxidante que juega un papel
significativo (mayor al 65%) en el combate a las ERO en el plasma seminal
(Sharma & Agarwal, 1996). Protege la viabilidad y la movilidad del espermatozoide
(Lampiao, 2012) reacciona con OHe, y H202en el liquido seminal. La vitamina C

nunca actua a nivel intracelular (Lanzafame et al., 2009).

Carotenoides: tienen una vida media muy corta, son efectivos para erradicar al
oxigeno molecular (Sies, 1993). Dos tipos de carotenoides son los principales: B-

caroteno, que previene la lipoperoxidacion (Bansal & Bilaspuri, 2011), y el
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licopeno, que es el caroteno mas potente; previene la peroxidacion en el plasma

seminal (Lampiao, 2012).

Cisteinas: son precursores del GSH intracelular e incrementan la cantidad de
GSH sintetizado. Previene el dafio a la membrana y al DNA (Bansal & Bilaspuri,
2011). La N-acetil-cisteina trabaja mediante dos mecanismos: 1-mediante el
aumento en cantidad del agente reductor y 2-protegiendo al espermatozoide de
RL y preservando su movilidad (Gharagozloo & Aitken, 2011; Mora-Esteves &
Shin, 2013).

Pentoxifilina: actua como un inhibidor fosfodiester y previene la ruptura adenosin
monofosfato ciclico intracelular (CAMP). También suprime la sintesis del factor de
necrosis-a (TFN-a) y leucotrienos dando como resultado una disminucion en los
niveles de inflamaciéon (Mora-Esteves & Shin, 2013). Cuando la cantidad de Oo*"
producida por el espermatozoide disminuye, hay menos lipoperoxidacion y la
movilidad del espermatozoide prevalece (Zini & Al-Hathal, 2011). Un estudio
demostré que una ingesta oral diaria de 1200mg de pentoxifilina incrementa la

movilidad.

Los espermatozoides son muy susceptibles al dafo inducido por el estrés
oxidativo debido al alto contenido de lipidos poli-insaturados presentes en su
membrana, una baja o moderada concentraciéon de enzimas antioxidantes en el
plasma seminal (Agarwal & Said, 2003; Fingerova et al., 2007). En estudios
anteriores, se ha demostrado que la lipoperoxidacion de las membranas
espermaticas en individuos clinicamente sanos es consecuencia de
espermatozoides muertos o con algun defecto morfoldgico, asi como de presencia
de células redondas, (Gallardo, 2007). Otros estudios sugieren que las
concentraciones de antioxidantes presentes en el plasma seminal, son bajas en
individuos infértiles o que presentan alguna anomalia en la densidad espermatica
comparados con sujetos que son fértiles o que presentan una densidad adecuada
(Novotny et al., 2003; Fingerova et al., 2007; Rodriguez et al., 2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estrés oxidativo puede originar dafios o deformidades a los espermatozoides y
eventualmente infertilidad masculina. Las especies reactivas del oxigeno se
producen por diversos mecanismos en el semen, por espermatozoides inmdviles o
con problemas de movilidad, leucocitos y por espermatozoides normales
morfolégicamente pero funcionalmente anormales. Entre estos dafios, se registran
la peroxidacion lipidica a la membrana espermatica. La membrana del
espermatozoide humano contiene una elevada proporcién de acidos grasos poli-
insaturados, por lo tanto su susceptibilidad a la peroxidacion lipidica es muy
elevada (Mallok et al., 2011). Se ha sugerido que en muestras seminales de
pacientes infértiles se presenta un bajo contenido de antioxidantes e individuos
clinicamente sanos fértiles pueden presentar una alta lipoperoxidacion de las
membranas espermaticas (Novotny et al., 2003; Gallardo, 2007; Fingerova et al.,
2007; Rodriguez et al., 2011). Con base a éstos antecedentes pretende investigar
¢ Qué relacién hay entre la calidad seminal, el nivel de lipoperoxidacién de la
membrana espermatica y la capacidad antioxidante del plasma seminal de

individuos jovenes clinicamente sanos?
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HIPOTESIS

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), tienen la capacidad de alterar reversible
o irreversiblemente la funcion celular. Se ha propuesto que las ERO modifican la
bioquimica y la fisiologia del espermatozoide. Por lo tanto al tener una baja calidad
seminal es probable que se tengan altas concentraciones de MDA y una baja

capacidad antioxidante en el liquido seminal de individuos clinicamente sanos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre la calidad seminal de individuos clinicamente sanos
con los niveles de MDA, asi como de la capacidad antioxidante del plasma

seminal.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la calidad seminal de individuos jévenes clinicamente sanos.
e Determinar el grado de lipoperoxidacion de las membranas espermaticas.

e Evaluar la capacidad antioxidante del plasma seminal.
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MATERIALES Y METODOS
1. Espermatobioscopias

Se analizaron 43 muestras de semen de individuos clinicamente sanos de edades
entre 18 y 35 afos. El rango de edad establecido se debe a que de los 18 a los 24
afos el hombre esta en un proceso de desarrollo bioldgico, y de los 24 a 44 aios,
el hombre esta en su madurez bioldgica, siendo a los 35 afios el punto mas alto en
este desarrollo (Mendoza & Retana, 2009). Los donadores llenaron un
cuestionario en el cual se les pidié que dieran informacion acerca de su estado de
salud, habitos alimenticios, habitos de vida, edad y, a partir del cuestionario, se
tomaron los criterios de inclusion y exclusién. Los criterios de exclusion para la
seleccion de los donadores, tales como: no padecer cancer, no presentar
vasectomia, no estar bajo algun tratamiento médico, quimioterapia o radioterapia,
no presentar enfermedades hormonales o enddcrinas. Los criterios de inclusion
eran estar dentro del rango de edad establecido, tener de 3 a 5 dias de

abstinencia sexual.

Los donadores dieron su consentimiento informado para el aprovechamiento de la
muestra, con fines solo de investigacién. Las muestras se obtuvieron mediante
masturbacion después de cumplir con abstinencia sexual de 3 dias como minimo,
se realizo el analisis seminal, siguiendo los lineamientos previamente establecidos
por la Organizaciéon Mundial de la Salud en 1999, mediante el cual se evaluaron
los parametros fisicos: apariencia (color), olor, licuefaccién, viscosidad o
consistencia, volumen y pH; asi como los parametro citolégicos: concentracion de
espermatozoides (densidad), la movilidad (progresion o motilidad), la viabilidad

(vitalidad) espermatica y la morfologia (World Health Organization, 1999).

Los criterios que se tomaron en cuenta para definir la condicién del donador (NL o
NN) fueron la densidad y la morfologia, pues, de acuerdo al manual de la OMS
(1999; 2010) éstos parametros determinan la calidad seminal. Ambas mediciones
deben de estar por encima de lo establecido por el manual de la OMS, pues si

alguna de ellas esta fuera del valor de referencia, la muestra se considera de baja
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o mala calidad seminal (World Health Organization, 1999; 2010). La muestra se

dividio en 2 grupos: 25 muestras que presentaron una espermatobioscopia

normal, es decir, aquellos que estuvieron dentro de los parametros establecidos
por la OMS (tabla 2) (World Health Organization, 1999); y 18 muestras que no

presentaron una espermatobioscopia normal.

Tabla 2. Valores de referencia establecidos por la OMS de 1999 y 2010*

1999, 4™ edicion’ 2010, 5™ edicion®

Valor de referencia Limite nfenor de referencia, LAL

Licuefaccién Total a los 60 min Total a los B0 min

pH 7.2-7.8 2

volumen 2.0 ml 1.5 mL (1 7
Cancentracién espermatca 20 x 108%mlL S x 10%ml (12=15

Concentracion tota 40 x 10% 39 x 10* (33-46)

Motubhdad total {progresives + no progresvos)  No detallada 40% (38-a2)

Motlidad progresiva S0% 32% (31-34)

Viabdlidad T5% 58% (55-63)

Formas normales 15% 4% (3-4)

Leucocitos 1 % 10%ml 1 x10%/mL

Mar test 50 % esp. unidos a particulas < 50 % esp. unidos a particulas
Immunobeaads”® < 50 % esp. unidos a particulas < 50 % esp. unidos a particulas

*Los valores estandares OMS, 2010, se proponen como Limites de Referencia Inferior (LRI) por algunos autores.

La muestra se colocé dentro de un recipiente de plastico estéril el cual debe estar
a temperatura ambiente para reducir al minimo la posibilidad de un choque
térmico. La muestra sera recolectada en la intimidad de una dependencia proxima
al laboratorio; o bien, la muestra se llevara al laboratorio antes de transcurrida una
hora de la recoleccion. Una vez obtenida la muestra, se llevara a una incubadora
con una temperatura de 37° C durante 30-40 minutos para que se lleve a cabo la
licuefaccion. La muestra se debe mezclar cuidadosamente en el recipiente antes
de tomar una parte para el analisis, con el fin de garantizar un recuento acertado

de espermatozoides (Lopez et al., 2012).
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El volumen del semen se midié con una pipeta serolégica estéril de 5 ml. La
viscosidad o consistencia del semen se evalu6 aspirando suavemente Ila
muestra en una pipeta seroldgica estéril de 5 ml y permitiendo la caida libre de las
gotas para observar la longitud del filamento que se forma (Lépez et al., 2012). La
apariencia del semen es homogénea y un color entre blanco y gris (opalescente)
(Toro, 2009). ElI pH se midié dentro de la primera hora de recoleccion de la
eyaculacién. Para ello, se colocara un medidor de pH (poner marca del ph-metro)
dentro del recipiente que contiene la muestra seminal. Se tomara lectura del pH
del semen (Poirot & Cherruau, 2005).

La densidad o concentracion de espermatozoides se realizé utilizando una
camara de Neubauer. Se tomara una alicuota de 10 yL de semen y 90 pL de agua
destilada. Se cargara la mezcla en la camara hasta llenar por ambos lados la
camara para realizar un conteo por duplicado con una magnificacion de 400X. Se
contaron los espermatozoides dentro de la cuadricula central como se observa en

la figura 14 (area azul) (World Health Organization, 1999).

Para las muestras que contienen menos de 10 espermatozoides en el cuadro
grande central (azul en la figura 14), se deben contar en todo el cuadrado (que
contiene 25 cuadrados pequeinos; para las muestras que contienen entre 10 a 40
espermatozoides en el cuadrado grande central, se pueden contar 10 cuadrados
pequefos, de los 25; y para las muestras que contienen mas de 40
espermatozoides en el cuadrado grande central, se pueden contar solo 5
cuadrados pequefios (cuadrado 1 a 5 de la figura 14) (World Health Organization,
1999).

Los resultados de ambos lados de la camara se promedian y el valor se divide por
el factor de conversion (tabla 3) (World Health Organization, 1999); el resultado
final corresponde al numero (en millones) de espermatozoides por ml de
eyaculado o concentracion de los espermatozoides por ml. El factor de dilucion se
realizd unicamente en aquellas muestras en donde era imposible hacer el conteo

espermatico, debido al gran numero de espermatozoides presentes en la muestra
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seminal (donadores polizoospérmicos). Si los recuentos en ambos lados de la
camara muestran una variacion del 10%, significa que la muestra no es
homogénea, ya sea porque no se haya mezclado adecuadamente, por
aglutinacion de los espermatozoides o por presencia de grumos. Se debe preparar
una nueva dilucion, mezclandola bien o diluyéndola aun mas (World Health
Organization, 1999).

TABLA 3. FACTORES DE CONVERSION

DILUCION Semen: NUMERO DE CUADROS GRANDES CONTADOS
diluyente 25 10 5
1+9 10 4 2
1+19 5 2 1
-1
1
it 2]
el S
5.

Figura 14. Para determinar la concentracion de espermatozoides por ml de semen y el recuento total, se
utiliza el area central de la camara de Neubauer. El nUmero de cuadrados pequefios en los que se cuentan los
espermatozoides depende de cada muestra (World Health Organization, 1999).

La progresion de los espermatozoides se evaludé colocando 10 yL de muestra
seminal junto con solucion isotonica en un portaobjetos limpio y cubriéndolo con
un cubreobjetos. Se hara un conteo por duplicado de 200 espermatozoides. Segun
su tipo de movimiento los espermatozoides se clasifican en 4 categorias: rapidos y
progresivos (R), lentos y progresivos (L), mdviles en el sitio o in situ (IS) y sin
movimiento (SM) (World Health Organization, 1999). Los conteos hay que
expresarlos en porcentaje y se verifico si existia alguna diferencia entre los

conteos; es decir, si habia una diferencia mayor al 10% en cada una de las
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categorias, se tendria que repetir el proceso completo. La cantidad de solucion
isotoénica con la cual se disolvieron los 10 yL de semen dependera de la cantidad
de espermatozoides/ml que se hayan contado en la valoracion de la densidad
(tabla 4) (World Health Organization, 1999).

Tabla 4. Factores de dilucion en solucion isotonica/millones de

espermatozoides/ml

Millones de esperma/ml Dilucion
<70 1:1
70-100 1:2
100-130 1:3
130-160 1:4
160-190 1:5
190-220 1:6

La viabilidad de los espermatozoides es util para saber si estan vivos o muertos
(Sigman & Zini, 2009). El porcentaje de espermatozoides vivos se determind por el
método de coloracién con eosina al 0.5%. El fundamento de esta técnica consiste
en tedir de color rosado las células muertas debido a que el colorante penetra la
membrana, dejando a las células vivas sin tefir, pues los espermatozoides vivos
presentan su membrana intacta. Se mezclaron 10 yL de semen y 10 uL de eosina
dejando reposar la mezcla durante 1 min, en un portaobjetos, cubriendo la mezcla

con un cubreobjetos (Lopez et al., 2012).

Se realiz6 un conteo por duplicado de 200 espermatozoides y se obtuvo la
proporcion de vivos y muertos. El resultado se expresé en porcentaje. Si existia
una diferencia mayor al 10% en cada una de las categorias, se repetia el proceso

completo (Lopez et al., 2012).

La evaluacion de la morfologia consiste en hacer un conteo por duplicado de 200
células espermaticas. Se diluyeron 10 yL de muestra seminal en 10 pL de una

solucion de formaldehido. Dicha dilucién reposé durante 1 minuto. Esta prueba
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tiene como finalidad evaluar las anormalidades morfoldgicas del espermatozoide
como son: defectos en la cabeza, de la pieza media y el flagelo. Para que un
espermatozoide sea considerado normal, la cabeza, la pieza intermedia y el
flagelo. No deberan presentar ninguna de las anomalias presentes en la figura 15
(World Health Organization, 1999).

Los espermatozoides deben clasificarse como normales (N), con defecto de
cabeza (C), con defecto en la pieza media (PM) y con defecto en el flagelo (F). El
resultado se expresara en porcentaje. Si habia una diferencia mayor al 10% en
cada una de las categorias, se repetia el proceso completo (Poirot & Cherruau,
2005).
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Figura 15. Representacion esquematica de algunas formas anormales de espermatozoides (World Health
Organization, 1999).
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Una vez hecha la espermatobioscopia, la muestra seminal fue guardada en
criobiales de 2 ml. Se tomaron 2 alicuotas; una alicuota de 400 pl para realizar la
determinacién de MDA; y otra alicuota de 300 pl para la determinacion de TAS.
Tanto la muestra como las alicuotas fueron puestas a congelacion a -20C°. Las

alicuotas para determinar TAS y MDA estuvieron en congelacion durante 1 mes.

2. Determinacion de la lipoperoxidacion (MDA).

Para la determinacion de lipoperoxidacion por TBARS (sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico), se utilizé el método descrito por Jentzsch en 1996 (Jentzsch
et al., 1996). El fundamento de ésta técnica consiste en tratar la muestra seminal
con TBA a pH bajo; en la reaccion el MDA reacciona con TBA con la produccién
de un pigmento rosa cuya absorcion maxima es a los 532 nm. Durante la reaccion
por un proceso de auto-oxidacion se incrementan los TBARS, al agregar el butiril-
hidroxitolueno (BHT) se reduce la formacion de lipoperdxidos in vitro. (Mendoza &
Retana, 2009).

Se tomd una alicuota de la muestra seminal de 400ul, como se menciond antes,
se mantuvo congelada a -20°C hasta su utilizacion (el tiempo de congelaciéon no
debid ser mas de 1 mes). Cuando la alicuota se utilizd, se descongelé a
temperatura ambiente (25°C aproximadamente). Una vez descongelada, se
centrifugdé durante 10 minutos a 3000rpm para separar el liquido seminal de los
espermatozoides. Se colocaron 400 uL de sobrenadante con 50 pyL de BTH (12.6
mmol/L) y 400 pL de acido ortofosférico (0.2M), se agité en vortex durante 10
segundos. Esta mezcla se incubd por 45 minutos a 90°C en un bafio de agua,
pasado el tiempo se colocaron los tubos en hielo por 5 minutos para detener la
reaccion. Posteriormente se adicionaron 1000uL de butanol en cada tubo y 100 pL
de solucion salina saturada, se agitdé vigorosamente por 30 segundos, se
centrifugd a 5000rpm durante 1 minuto, la fase de butanol se pasé a una celda y
se midié la absorbancia a 535nm y 572 nm. La concentracion de acido

tiobarbiturico que reacciona se calculé por medio de una curva estandar de MDA,
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generada con un estandar de 1, 1, 3,3-Tetrametoxipropano (TMP), de la cual se

obtuvo una recta de calibracion (figura 16), (Mendoza & Retana, 2009).

Para la preparacién de la curva patrén se prepararon las siguientes soluciones
(tabla 5):

Tabla 5. Elaboracién de curva patrén

TMP 1mM. — Diluir 17 yL de TMP en 100 ml de agua bidestilada.
TMP 0.2mM. — Tomar 1ml de TMP 1mM y afiadir 4 ml de agua bidestilada

(se preparaba cada vez que se utilizaba).

Se prepararon 8 tubos con diferentes concentraciones de TMP de la

siguiente manera:

TUBO 1,1, 3,3- H,0 (ml) Malondialdehido
Tetrametoxipropano (nmol/l)
(bL)

1 0 1.000 0

2 5 0.995 02

3 10 0.990 04

4 20 0.980 08

& 30 0.950 12

6 50 0.930 50

¥ 70 0.910 58

8 100 0.900 4.0

——
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Curva patron y = 0.1858x- 0.0075
RZ=0.9991

Abs

@ curva patrén

pmol/l

Figura 16. Curva estandar de malondialdehido.

De cada uno de los tubos se tomaron 400 uL y se transfirieron a un segundo tubo

al cual se le dio el mismo tratamiento que a cada muestra.

Se grafico la absorbancia de cada tubo en funcién de la concentracion de MDA y
se determind por regresioén lineal la ecuacién de la recta en la cual se interpolaron
los deltas de las absorbancias obtenidas para las muestras para asi calcular las

concentraciones (Mendoza & Retana, 2009).

3. Capacidad antioxidante

Se utilizé un kit Randox® (Cat No. NX2332, Randox laboratories, Ltd,
Crumlin, UK) para determinar el estado de los antioxidantes totales (TAS) del

liquido seminal.

El kit contiene los siguientes reactivos, los cuales se prepararon al momento de su

utilizacion:

R1. Tampon 1x100 ml

P
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R2. Cromogeno 5x10 ml
R3. Sustrato 2x5 ml
CAL. Patréon 5x1 mi

Se trata de una prueba en donde se combinan la peroxidasa (metamioglobina) con
peroxido de hidrégeno y ABTS (2,2 -azido-di-etilbenzotiazolin sulfanato) para dar
como resultado la formacién del radical cation ABTS*. Este radical presenta una
coloracién verde-azulada, la presencia de antioxidantes en la muestra produce
una supresion de esta coloracion, siendo ésta proporcional a la concentracion de

antioxidantes. La cinética de la reacciéon se mide a 600 nm.

HX-Fe3* + H,O, ———— > X-(Fe** = 0O) + H.0

metamioglobina Peroxido de ferrilmioglobina
hidrogeno

ABTS + X-(Fe4+ = O) » ABTS** + HX-Fe**

Radical verde-azulado

Se utilizaron 300 pl de plasma seminal que, al igual que en la determinacién de
MDA, la alicuota no debi6 de estar en congelacion mas de 1 mes; de igual

manera, se descongeld a temperatura ambiente.

Los reactivos utilizados para determinar los TAS fueron: tampdn (R1); cromégeno
(R2), el cual se prepardé con 10 ml de R1y un vial de R2; sustrato (R3), que se
preparé diluyendo 1 ml de R3 con 1.5 ml de R; y el patron (CAL), donde se

reconstruyo un vial de patron con 1 ml de agua doblemente desionizada.

Debido a que los reactivos R2 y CAL eran funcionales hasta 2 dias después de su
preparacion, conservandose a una temperatura de entre 2y 8°C, y el R3 tenia una

duracién de 24 horas. Las muestras debian ser procesadas todas juntas y no una
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por una, pues cada preparacion de reactivos rendia para 10 muestras como

minimo.

La concentracién de TAS en liquido seminal fue determinada con la ayuda de un
analizador quimico automatico SELECTRA JUNIOR, en donde se colocaron las
muestras y los reactivos. La concentracion fue dada por el equipo en (umol/l) de
TAS.

Por cada muestra seminal, el lector utiliza 250yl de R1, 50ul de R2 y 5ul de

muestra seminal.

ANALISIS ESTADISTICO

Se aplicé una prueba U de Mann-Whitney para observar si existen diferencias de

MDA y TAS entre los donadores estandares y no estandares.

Asi como un andlisis de componentes principales (ACP) para poder relacionar
todas las variables (densidad espermatica, morfologia del espermatozoide, niveles
de malondialdehido y capacidad antioxidante del plasma seminal), utilizando el

software Statgraphics Centurion 16.1.11.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
Espermatobioscopias

Las tablas 6 y 7 muestran los valores de los 4 parametros citolégicos que se
realizaron en la espermatobioscopia de los 25 sujetos estandares y de los 18

sujetos no estandares. Asi como de las concentraciones de TAS y de MDA.

Tabla 6. Valores citolégicos de las espermatobioscopias de donadores
estandar, concentraciones de antioxidantes totales y malondialdehido de los
individuos participantes

TAS MDA DENSIDAD MORFOLOGIA VIABILIDAD PROGRESION

Cédigo (umol/l) (umol/l) (X108 cel/ml) (%) (%) (%)

NL-104 1.95 0.9028 62.50 22.25 62.50 68.50

NL-104 1.80 0.3937 80.00 30.75 63.75 65.25

NL-111 1.52 0.1818 56.50 24.50 71.25 76.00

NL-115 1.40 0.1194 85.88 24.75 69.25 65.00

NL-119 1.32 0.1517 42.38 25.25 66.75 75.75

NL-216 191 0.1506 21.50 35.50 37.75 12.75

NL-217 2.00 0.1958 34.50 19.50 69.75 35.75

NL-218 1.58 0.1189 34.75 53.75 56.00 70.50

NL-221 2.39 0.1286 42.13 20.00 74.50 79.00

NL-223 1.78 0.1313 41.50 35.00 70.00 39.00

NL-224 1.44 0.2388 39.75 24.50 74.50 73.00

NL-226 1.60 0.0684 103.90 36.25 76.25 51.25

NL-232 2.00 0.2458 129.25 33.75 81.25 79.25

NL-233 2.34 0.1657 188.00 22.00 75.25 60.00
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NL-80 2.26 0.0630 43.38 18.25 64.75 77.75

NL-234 1.56 0.1840 94.87 42.50 40.00 65.25
NL-235 1.64 0.1071 170.75 29.00 71.75 69.25
NL-238 1.50 0.1259 53.75 22.50 52.50 63.00
NL-239 1.52 0.2076 69.38 54.00 42.00 58.50
NL-241 2.35 0.1614 77.88 20.25 77.75 75.25
NL-248 1.76 0.2738 31.25 20.50 58.75 72.00
NL-249 1.87 0.4254 102.75 20.25 45.50 57.75
NL-250 1.98 0.4103 74.73 18.25 70.75 68.30
NL-261 1.96 0.0915 89.50 18.00 75.50 58.75
OMS 20-200 > 15 >75 >50
1999

TAS= Total de antioxidantes; MDA= malondialdehido. Las casillas remarcadas representan los el valor
que mas se aleja de la referencia.
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Tabla 7. Valores citolégicos de las espermatobioscopias de donadores no
estandar, concentraciones de antioxidantes totales y malondialdehido de los
individuos participantes

TAS MDA DENSIDAD MORFOLOGIA  VIABILIDAD  PROGRESION

Cédigo (umol/y (umol/l) (X108 cel/ml) (%) (%) (%)
NN-66 1.23 0.1818 259.50 25.50 78.25 81.75
NN-220 1.44 0.1662 44.00 13.50 67.25 73.00
NN-227 2.24 0.1555 8.15 25.25 37.50 17.50
NN-229 2.22 0.2205 17.50 22.25 66.00 59.25
NN-230 2.37 0.1958 105.50 14.50 89.00 32.00
NN-231 1.55 0.1700 17.60 12.50 82.50 73.00
NN-236 1.98 0.1426 35.25 8.25 38.75 60.25
NN-240 1.94 0.1877 450.50 12.50 54.25 69.50
NN-67 1.69 0.1576 3.85 1.75 20.50 25.50
NN-242 2.54 0.1608 151.50 10.75 70.25 83.00
NN-94 2.74 0.1549 19.60 12.25 67.75 69.50
NN-247 1.88 0.3910 286.76 29.25 45.75 74.25
NN-251 1.81 0.3942 109.38 11.00 43.25 66.25
NN-252 2.47 0.3506 115.25 9.25 54.25 29.25
NN-254 1.98 0.1657 29.13 11.50 66.25 57.00
NN-255 2.13 0.1834 65.50 11.25 72.75 70.00
NN-262 2.03 0.1565 76.63 12.25 69.00 75.25
NN-263 1.93 0.1495 148.25 12.00 72.75 80.75

%\gg 20-200X10° > 15 >75 >50

cel/ml

TAS= Total de antioxidantes; MDA= malondialdehido. Las casillas remarcadas representan los el valor
que mas se aleja de la referencia.
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En la tabla 8 se muestra la media y el error estandar del volumen, pH y de los 4
parametros citoldgicos, asi como del conteo de células redondas que se realizaron
en la espermatobioscopia. Asi mismo se presentan los valores de referencia de la

OMS de1999, los cuales se utilizaron en el estudio.

Tabla 8. Valores de las espermatobioscopias de sujetos clinicamente sanos

Valores NL NN Valores de
Referencia
+ +
(X_GE) (X_ee) (OMS, 1999)
Volumen (ml) 3.34 + 0.29 3.52+£0.42 2-6
pH 7.63 7.32% 72-7.8
Densidad
(X10° espermas/ml) 73.31 + 8.34* 107.97 + 27.95 20 - 200
Progresién
(% rapidos + lentos) 63.63 + 3.09 60.94 + 4.86 > 50
Viabilidad
(% cel. No tefidas) 64.63 + 2.48 60.88 + 4.21 >75
Morfologia
(% formas normales) 28.86 £ 2.04 14.19 £ 1.62* >15
Células redondas 7.03 £ 1.40 6.80 % 1.60 <5

(X10° células/ml)

NL= individuos estandar. NN= individuos no estandares, U de Mann-Whitney, *p < 0,05.

Tanto el color como la viscosidad son dos de los parametros fisicos que
lamentablemente su medicion es cualitativa y mucho depende del investigador la
clasificacion del color y viscosidad de la muestra seminal. Dentro de nuestros
donadores, el NL-233 y el NN-262 presentaron un color amarillento, todos los
demas mostraron un color opalescente. En cuanto a viscosidad, el 60% de los

donadores NL presentaron una viscosidad en forma de gota, mientras que los
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donadores NN, el 50% mostraron una viscosidad tipo gota. La figura 17 muestra la
diferencia de los parametros citologicos, pH y el volumen (parametros fisicos)
entre los individuos estandares y no estandares Se observa que los individuos
estandares poseen valores mas elevados en progresion, viabilidad y morfologia.
Mientras que en sujetos no estandares muestran valores mas elevados en

volumen y densidad.

El volumen de los donadores NL-233; NL-234; NL-238 y los NN-230; NN-251 y
NN-252 fue menor al establecido por la OMS 1999 Siendo los sujetos NL-238 y
NN-251 quienes presentaron el volumen mas bajo (1.2 ml). Sélo dos presentaron
un volumen por encima del limite: NL-239 y el NN-254. El sujeto NL-254 presento

el volumen mas elevado de todas las espermatobioscopias realizadas (7.7 ml).

En cuanto a la densidad espermatica, hubieron cuatro donadores que presentaron
oligozoospermia (NN-94; NN-67; NN-227; NN-229 y NN-231) siendo el sujeto NN-
67 el mas bajo dentro de todos los donadores con una densidad de 3.85x10°
cel./ml y tres individuos NN resultaron ser polizoospérmicos (NN-66; NN-240 y NN-
247),siendo el NN-240 quien presentd una mayor polizoospermia con 450.5x10°

cel./ml.

La movilidad espermatica se evalué obteniendo los porcentajes de movilidad de
los espermatozoides (rapidos + lentos). Los donadores NL-216 y NL-223; NN-67,
NN-227, NN-230 y NN-252 mostraron una movilidad menor al 50%, es decir, que
presentaron una condicion de astenozoospermia. El donador que presento el
menor porcentaje de espermatozoides méviles fue el NL-216, con un 12.75% de

movilidad.

De todos los sujetos muestreados, mas del 83% mostraron baja viabilidad (NL y

NN). El sujeto que presenté la menor viabilidad fue el NN-227 con un 37.5%.

Respecto a la morfologia, todos los donadores NN presentaron una morfologia

baja, incluso cuando alguno de ellos mostré una densidad normal. El porcentaje
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reportado con la mayor teratozoospermia fue de 1.75% de formas normales
(NN67). En el conteo de células redondas (C.R.) el grupo de estandares mostré
tener mayor significancia sobre el grupo de los no estandares, siendo los
donadores NL-235 y NN-240 quienes tuvieron un mayor numero de células
redondas (29.38x10° cel/ml y 28.15x10° cel/ml).
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Figura 17. Valores citologicos y volumen (parametro fisico) de la espermatobioscopia en sujetos estandares

(NL) y no estandares (NN); U de Mann-Whitney *p < 0,05
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TAS y MDA

Las concentraciones de TAS y MDA fueron determinadas en 25 sujetos
estandares y en 18 no estandares (tabla 8). No hubo diferencias significativas para

las concentraciones de TAS y MDA en ambos grupos de donadores.

Tabla 8. Concentraciones de malondialdehido y antioxidantes totales en
sujetos clinicamente sanos

NL (Xtee) NN (Xtee) Concentracion
de referencia
(nmol/l)
MDA (umol/l) 0.23+0.03 0.20 + 0.01 0.33
TAS(umoll/l) 1.81% 0.06 2.0+ 0.09 05-1.4

Malondialdehido = MDA, antioxidantes = TAS, NL= individuos estandar media + error estandar, NN=
individuos no estandares media + error estandar, U de Mann-Whitney *p < 0,05.
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Para la determinar la concentracion de MDA en el plasma seminal, se realizé una
curva patron en donde se extrapolaron las concentraciones tanto de sujetos
estandares (24) y no estandares (14). Se utilizé la misma curva patron para ambos

grupos. Con un coeficiente de correlacion R?=0.9991 (figura 18).

a) b)
NL‘Hm0|/| y=0.1858x-0.0075 NN'I.lm0|/| y=0.1858x-0.0075
R =0.9991 R =0.9991
0.2 1 0.2 -
0.8 - 0.18 -
0.16 0.16 -
0.14 - 0.14 -
012 - 0.2 -

2 01 KRS ,
0.08 - 4 curva patron 008 - 4 curva patron
0.06 N 0.06 BN
0.04 0.04 -

002 - 0.02 -
0 0‘ T T T T 1
0 02 04 06 08 1
umol/I pmol/I

Figura 18. Curva estandar para la determinacion de MDA. a) Curva patron para sujetos estandares NL y b)
curva patron para sujetos no estandares NN. El eje de las X representa la concentracion en umol/l de MDA y
en el eje de las Y representa el delta de las absorbancias a 535 y 572 nm.
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La concentracion de TAS (antioxidantes totales) no mostré diferencias
significativas en individuos no estandares (2.01 + 0.10) y en sujetos estandares
(1.81 £ 0.06) (Figura 19).

2.4 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
2.2

1.8
1.6
1.4
1.2

TAS (mmol/L)

0.8
0.6
0.4
0.2

NL TAS NN TAS

Figura 19. Concentracién de antioxidantes totales en sujetos estandares NL y no estandares NN. U de Mann-
Whitney *p < 0,05

La lipoperoxidacion de sujetos estandares y en no estandares fue de 0.23 + 0.038

y 0.21 £ 0.024 respectivamente, sin existir diferencias significativas (figura 20).

LIPOPEROXIDACION

MDA {mmol/fL

o =)
. o 2 o ©°
P ¥ N Y

o
o
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NL-MDA (pmol/1) NN-MDA (umol/I)

Figura 20. Concentracion de MDA en sujetos estandares (NL) y no estandares (NN), U de Mann-Whitney *p
<0,05.
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Relaciéon TAS-MDA y espermatobioscopia

Se aplicé un analisis de componentes principales (ACP) que es una técnica
estadistica de sintesis de informacion siendo su objetivo reducir a un menor
numero de variables perdiendo la menor cantidad de informacién posible. Este
método intenta ordenar un conjunto de variables que pueden estar relacionadas o

no estarlo y que expliquen la variacion entre los datos en conjunto.

Se evalud la relacidon entre 6 variables: antioxidantes, malondialdehido y los 4
parametros citolégicos de la espermatobioscopia (densidad, progresion, viabilidad
y morfologia) de los 43 donadores. Las variables se agruparon en 6 componentes.
El propésito del andlisis es obtener un numero reducido de combinaciones lineales
de las 6 variables que expliquen la mayor variabilidad en los datos. En este caso,
3 componentes se han extraido puesto que 3 componentes tuvieron eigenvalores
(covarianza) mayores o iguales que 1.0. En conjunto ellos explican 66.408% de la

variabilidad en los datos originales (tabla 9).

Tabla 9. Analisis de Componentes Principales de las 43 muestras seminales

Componente Porcentaje de Porcentaje
Namero Eigenvalor Varianza Acumulado
1 1.46425 24.404 24.404

2 1.43077 23.846 48.250

3 1.08947 18.158 66.408

4 0.942024 15.700 82.108

5 0.657962 10.966 93.074

6 0.415532 6.926 100.000

En la figura 21, cada uno de los cuadros azules representa un individuo, y se
obtiene de la suma de las variables del individuo, y los vectores representan las
sumas de las variables en el grupo total de individuos. Los angulos de los vectores
permiten establecer las relaciones entre las variables, en este caso, los
parametros citologicos, TAS y MDA. Los angulos de 90°entre las variables indican

que éstas no se correlacionaban; los angulos agudos o menores de 90° indican
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que la correlacién era positiva o directamente proporcional y los angulos obtusos o
mayores de 90° indican una relacion negativa o inversamente proporcional; v,
cuando el angulo de la variable y el componente principal seleccionado como eje,
es cercano a 90°, la variable no adquiere ningun peso en la correlacién con las

demas variables.

En la tabla 10 se muestran los pesos de cada componente elegido. en cada uno
de los componentes, se pueden apreciar las relaciones directa e inversamente
proporcional de cada una de las variables: se observa que hay una relacién
directamente proporcional entre: TAS-viabilidad; TAS-MDA; progresidn-viabilidad;
progresion-densidad. Hubo una relacién inversamente proporcional entre MDA y
morfologia, es decir, que a menor MDA hay una mayor o mejor morfologia;
MDA-densidad;

MDA-progresion; MDA-viabilidad; progresion-TAS. Quienes no mostraron tener

morfologia-TAS; morfologia-viabilidad; morfologia-progresion;

relacion alguna fueron densidad-TAS y densidad-morfologia (figura 21).

Tabla 10. Pesos de los componentes principales de las 43 muestras
seminales

Variables Componente|Componente | Componente
1 2 3

DENSIDAD 0.0376353 0.183006 0.572293
MORFOLOGIA -0.452181 0.49703 -0.0346051
VIABILIDAD 0.634416 0.297976 -0.231199
PROGRESION 0.48813 0.530287 0.15578

TAS 0.391414 -0.584948 0.060825
MDA 0.0125537 -0.0855049 0.768025
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Figura 21. Analisis de componentes principales. Se muestran los 43 donadores (cuadros azules) y su relacion

con los 6 valores evaluados (lineas azules): (1) densidad, (2) progresion, (3) viabilidad, (4) morfologia, (5)
malondialdehido, (6) antioxidantes totales.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Espermatobioscopia

Las espermatobioscopias de los 43 donadores se realizaron siguiendo los
lineamientos establecidos por las OMS, 1999. Los criterios que se toman en
cuenta para determinar la condicion de un donador (estandar: NL y no estandar:
NN) son: la densidad: ya que al tener un buen conteo de células espermaticas,
aumentan las probabilidades de que se lleve a cabo la fecundacion y; la
morfologia: pues si el espermatozoide no tiene defectos en pieza media y flagelo,
le sera mas facil viajar hasta donde esta el ovulo y cumplir su objetivo. Si estas
dos estructuras no tienen problemas, la movilidad del espermatozoide sera
correcta. Ademas, en la cabeza se encuentra el material genético, es por eso que
si la cabeza tiene algun defecto, se corre el riesgo de que el material genético esté
dafiado y al momento de llevarse la fecundacién puedan ocurrir eventos como un
aborto espontaneo o algunas aberraciones cromosdmicas en el feto (World Health
Organization, 1999).

Se utilizé el manual de la OMS de 1999 debido a que en la ultima edicién del 2010
los valores de referencia son muy bajos. Esto genera un gran problema pues no
se asegura que un donador tenga una buena calidad seminal al evaluarlo con
valores de referencia tan bajos y por consecuencia aumentan las probabilidades
de que la muestra seminal sea poco viable para la fecundacion. Ademas, en el
ultimo manual de la OMS se establecié el concepto de “limite de referencia
inferior” (LRI). Los valores que se encuentren por encima del limite no garantizan
una fecundacion exitosa y un posterior embarazo, pero amplian sus posibilidades.
El LRI y los valores han ido disminuyendo con el paso de los afios debido a las
costumbres de la sociedad y a los nuevos habitos de vida tales como la
alimentacion, tabaco, téxicos ambientales, etc. (tabla 2) (World Health
Organization, 2010).
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Nuestros resultados muestran que existe relacion entre la calidad seminal de los
donadores muestreados y los valores de referencia del manual de la OMS, ya que

el 58% de las muestras concuerdan con lo establecido por dicho manual.

A pesar de ser donadores estandar, la densidad promedio de nuestros donadores
(73.31 x108 espermatozoides por mililitro) esta por encima de lo reportado por Rao
et al.,, en 2015, pues reportaron en sujetos estandar una media de 148.1 x10°
espermatozoides por mililitro. Axelsson et al., en 2011 y Mendiola et al., en 2013,
reportaron 71 y 52.1 x10°8 espermatozoides por mililitro, respectivamente. Dichos

estudios, siguieron los valores de referencia de la OMS de 1999.

En cuanto a la morfologia, nuestro grupo de donadores estandar mostré una
media de 28.86% de formas normales. Rodriguez et al., en 2011 reporté en un
grupo de 11 donadores con buena calidad seminal, una media de 20.5% de
formas normales.

Godoy et al., en 2009 reportaron que en 100 muestras seminales, el 89% de las
muestras mostraron una morfologia normal, mientras que el 87% presenté una

concentracion de espermatozoides/ml dentro de lo establecido por la OMS.

ERO en espermatozoide

Se ha determinado que las ERO pueden funcionar como moléculas de
sefalizacion. Ademas existe evidencia que sugiere que los espermatozoides
pueden producir concentraciones bajas y controladas de ERO, especificamente de
02"y H202, las cuales promueven los procesos de capacitacion, hiperactivacion y
la reaccion del acrosoma, las mismas que son cruciales para la adquisicion de la
capacidad fecundante del espermatozoide. También se ha determinado que
condiciones oxidativas leves resultantes de bajas concentraciones de ERO
pueden estimular la unién entre el espermatozoide y la zona pelucida (Bansal &
Bilaspuri, 2011). Las ERO también resultan nocivas para los espermatozoides
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cuando se producen en grandes cantidades dafiando los constituyentes celulares
e induciendo la muerte celular (Makker et al., 2009). Debido a que siempre existira
la presencia de formas inmaduras dentro del eyaculado, las ERO estaran
inevitablemente presentes, lo que puede diferenciar la condicion de estrés
oxidativo es qué tantas células anormales se presenten en la muestra seminal. Y
no unicamente la generacion de ERO es a causa de células inmaduras, también la
presencia de leucocitos y células epiteliales generan cierta cantidad de ERO.
Incluso si existe polizoospermia, la produccién de ERO sera mayos, gracias a la
gran cantidad de células espermaticas presentes en el eyaculado (Makker et al.,
2009).

En nuestras muestras seminales, las formas inmaduras estuvieron presentes en
ambos grupos de donadores. Fue en los donadores NN donde se presenté mayor
presencia de espermatozoides inmaduros, por o que se esperaria una mayor
lipoperoxidacién en este grupo. Nuestros resultados mostraron que no hubo

diferencias significativas en las concentraciones de MDA en donadores NL y NN.

En cuanto a las células redondas presentes en el eyaculado, tampoco existieron
diferencias significativas en nuestros grupos de donadores. Esto justifica el hecho
de que nuestros donadores no presentaran diferencias significativas en las
concentraciones de MDA, ya que Makker et al., en 2009 reporta que la presencia

de células redondas incrementa la cantidad de ERO.

Mahfouz et al., en 2010 determiné que tanto las formas maduras como inmaduras
de espermatozoides producen normalmente ERO, siendo esta produccidon mas
elevada en las formas inmaduras. Ademas se comprobd que medios con elevada
concentracion de H»>O, afectan en menor grado la viabilidad de los
espermatozoides, a diferencia de los medios con elevada concentracion de Ogz."

el cual es mas letal.
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Lipoperoxidaciéon

Los lipidos son considerados como una de las macromoléculas mas susceptibles
a la peroxidacién y estan presentes en la membrana celular en forma de PUFA
(polyunsaturated fatty acids o acidos grasos polinsaturados) por sus siglas en
inglés. Los acidos grasos presentes en la membrana contienen doble enlace
carbono-carbono, condicion que le permite a la membrana tener fluidez (Agarwal
& Saleh, 2002). Los PUFA estdan expuestas a una cascada de reacciones
quimicas llamada lipoperoxidacion. La peroxidacién en los PUFA da como
resultado perdida de la fluidez de la membrana y una reduccién en la actividad de
los canales de iones. Debido a que la membrana espermatica esta constituida por
acidos grasos poli-insaturados, esta bajo constante ataque por parte de las ERO,
por los cuales se evaluo la lipoperoxidacion. Los resultados obtenidos mostraron
que no hubo diferencias significativas en las concentraciones de MDA en
donadores NL y NN.

Un estudio realizado por la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva,
demostré que fumar es uno de los factores prominentes que contribuyen al bajo
conteo espermatico en hombres. En los fumadores se incrementa en un 48 % la
concentracion de leucocitos en el liquido seminal e incrementa en un 107 % la
generacion de ERO (Saleh et al., 2002). Nuestros donadores NL son mas
fumadores que los sujetos NN, pues el 44% de los sujetos NL fuman y el 22% de
los donadores NN son fumadores, y a pesar de eso, no hubo diferencias

significativas en la concentracién de MDA en muestro grupo de estudio.

Un incremento de las ERO puede ocasionar baja movilidad en el espermatozoide
(Lenzi et al., 1993; Armstrong et al., 1999). Existen dos hipotesis de cdmo es que
sucede esto: una hipdtesis sugiere que el HxO> se difunde a través de la
membrana espermatica e inhibe la actividad de algunas enzimas (Aitken, 1997).
Otra teoria involucra a eventos que dan como resultado una disminucién en la
fosforilacion de proteinas del axonema, inmovilizando al espermatozoide.

También se le relaciona con la fluidez de la membrana, que es necesaria para la
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fusién del esperma con el ovulo (De Lamirande & Gagnon, 1992). Ademas, la
capacidad que tienen los antioxidantes para devolverle la movilidad a los
espermatozoides, es una prueba de que la lipoperoxidacion afecta a ésta

condicion (Agarwal et al., 2006).

En nuestros donadores, el analisis de componentes principales (figura 21) muestra
que hay relacion inversamente proporcional entre MDA-progresion (a mayor MDA,
menor progresion). El EOx ha sido considerado como un importante factor que
contribuye a infertilidad masculina. Los estudios han demostrado que
concentraciones bajas y controladas de ERO juegan un papel importante en los
procesos fisiolégicos normales de espermatozoides tales como capacitacion,
hiperactivacién, reaccion acrosomal y la senalizacién, procesos para asegurar
una apropiada fertilizacion. Ademas, existe una creciente evidencia de que un
aumento de las ERO general deteriora significativamente la funcién y

supervivencia del espermatozoide.

Se ha demostrado que el incremento de las ERO provoca infertilidad masculina, a
través de mecanismos que implican la induccién de dafo peroxidativo en la
membrana espermatica, dafio en el ADN, y la apoptosis. ERO deben mantenerse
en niveles adecuados para garantizar la adecuada la funcién fisiolégica del

espermatozoide (Agarwal et al., 2014).

Una de las causas de generacion de ERO en las muestras seminales y una
consecuente lipoperoxidacion es la congelacion de muestras. Ya que las muestras
permanecieron congeladas hasta el momento de ser evaluadas, es probable que
la peroxidacion lipidica observada luego del descongelamiento haya sido causada
durante el proceso de almacenamiento, particularmente en temperaturas cercanas
a los 4°C, en donde se producen las mayores cantidades de especies reactivas de
oxigeno (Saleh & Agarwal, 2002). El congelamiento y descongelamiento del
espermatozoide causa una alta y considerable disminucion en la movilidad y la

actividad metabdlica del esperma (Park et al., 2003). El dafo producido en el
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espermatozoide por la congelacion y posterior descongelacion tiene lugar a
distintos niveles estructurales y/o funcionales, por lo que todavia no existe un
método de criopreservacion espermatica universalmente aceptado que logre

mejores tasas de criosupervivencia (Castilla et al., 2008).

Las muestras con las que se trabajaron se mantuvieron en congelacién durante
un mes y no recibieron tratamiento alguno para retrasar la lipoperoxidacion ni para
neutralizar el ataque de las ERO, o algun crioprotector para evitar el dafio por
congelamiento. Se decidié guardarlas durante ése periodo de tiempo ya que no
existe algun registro o estudio donde se especifique la duracion del sistema
antioxidante del espermatozoide cuando éste es congelado. Aunque (Gallardo,
2007; Rodriguez et al., en 2011), mencionan que mantuvieron sus muestras en
congelacion hasta el dia de su utilizacion, sin especificar el tiempo. Sin embargo,
nuestras muestras unicamente sufrieron un proceso de congelamiento vy

descongelamiento, por lo que el dafio causado por dicho proceso fue minimo.

Rodriguez et al., en 2011, evalu6 la calidad seminal de sujetos cuyas parejas
habian tenido muerte embrionaria y los comparé con otro grupo el cual sus parejas
nunca habian presentado dicha condicion. Ademas evalud la concentracion de
MDA. Dicho estudio reveld que no existié diferencia significativa entre ambos
grupos (0.08 + 0.05 para grupo control y 0.11 + 0.1 para grupo de estudio, con
p<0.05).

Nuestros donadores no tenian parejas que hubiesen presentado muerte
embrionaria presentaban alguna anomalia en alguno de los parametros evaluados
en la espermatobioscopia, tampoco presentaron alguna enfermedad idiopatica la
cual les pudiera afectar alguno de los valores espermaticos. Es por eso que no
existio diferencia significativa en las concentraciones de MDA en donadores NL y
NN.
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TAS

Estudios han demostrado que los antioxidantes protegen a los espermatozoides
de las ERO, evitando anormalidades en el esperma, removiendo las ERO
generadas por leucocitos, previniendo la fragmentacion del DNA, mejoran la
calidad seminal, reducen el dafo por criopeservacion bloquea la maduracién
prematura del espermatozoide y, en general, lo estimula (Agarwal et al., 2007).
Los antioxidantes como la vitamina E y C, GPX, SOD, CAT, albumina, taurina e
hipotaurina previenen la reduccién en el movimiento espermatico, mientras que N-
acetil-cisteina y la coenzima Q-10 incrementa su movilidad (Karbownik et al.,
2001).

También han demostrado que pueden prevenir la fragmentacién del ADN inducido
por las ERO (Greco et al., 2005). Todos ellos neutralizan el exceso de ROS,
previniendo el dafio estructural y funcional de la célula espermatica (Bansal et al.,
2011). De ahi la importancia de tener un buen sistema antioxidante, pues
desactivan a las ERO de forma continua para mantener sélo una pequeia
cantidad necesaria para mantener la funcion normal de los espermatozoides
(Venero, 2002).

Mahfouz et al., en 2010 comprobd que durante los procesos de centrifugacion (y
criopreservacion (Wang et al.,, 1997) se elevan los niveles de ROS. Durante el
proceso de centrifugacion se ha demostrado que aumenta la produccion de ROS y
causa EOx en gametos masculinos. En un estudio realizado por Agarwal et al., en
2003, se informd que la produccion de ERO por espermatozoides humanos
aumentod significativamente cuando se expusieron a los espermatozoides ciclos
repetidos de centrifugacion. Nuestras muestras procesadas unicamente se
sometieron a un ciclo de centrifugado, con el fin de separar las células
espermaticas del plasma seminal, por lo cual no es posible que la produccion de

ERO aumentara de manera significativa.
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La actividad antioxidante se reduce cuando el semen esta congelado puesto que
no existen fendmenos de difusién ni energia térmica suficiente para llevar a cabo
reacciones quimica, es decir, a temperaturas tan bajas el metabolismo celular es
muy lento (Castilla et al., 2008, Jiménez et al., 2011), por lo que la actividad
antioxidante de nuestras muestras fue minima, asegurando asi la concentracién
de antioxidantes totales presentes en el liquido seminal durante su periodo de

congelacion.

Nuestros resultados muestran que no hay diferencia significativa (p<0.05) entre los
grupos NL y NN (1.81%£ 0.06 y 2.01+ 0.10, respectivamente. Nuestros donadores
no presentaban alguna enfermedad idiopatica la cual les pudiera alterar los
valores espermaticos y mucho menos eran infértiles. Ambos grupos de donadores
mostraron ser clinicamente sanos y no tenian parejas que hubieran presentado
abortos espontaneos. Fingerova et al., en 2007 mostraron que los valores para
TAS en plasma seminal en el grupo de estudio (infértiles normozoospérmicos)
fueron significativamente mas bajos (p < 0.02) que en el grupo control (fértiles
normozoospérmicos) (2.15 + 0.29 VS 2.32 + 0.33, respectivamente). También
encontrd una baja relacion entre TAS en plasma seminal (2.00 £ 0.17 mmol/l) en 5
muestras de hombres infértiles con alta produccién de ERO en el espermatozoide.
Otro estudio revel6 que la capacidad antioxidante entre un grupo fértil y otro no
fértii que hubo una diferencia significativa entre ambos grupos (2.02 + 0.16
mmol/l) (1.78 £ 0.23 mmol/l) (p < .01) (Koca et al., 2003).

Como ya se menciond anteriormente, la condicion de fumador favorece la
lipoperoxidacién de la membrana espermatica. Pero no sélo eso, ya que Mostafa
et al., en 2006, demostré6 que los fumadores presentan una disminucion en el
contenido de antioxidantes como vitamina C y E en el plasma seminal, lo cual
hace mas vulnerable el esperma a la oxidacion.En nuestros donadores, no hubo
diferencias significativas en las concentraciones de TAS entre sujetos NL y NN.
Esto lleva a pensar que la condicion de fumador o el habito de fumar no influyen

en la concentracion de antioxidantes totales de nuestros donadores.
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Siciliano et al., en 2001 y Carpino et al., 2004) analizaron 25 muestras de sujetos
normozoospérmicos obteniendo niveles de TAS de 1.21 £ 0.16 mmol/l y en otro
grupo control de 18 muestras con una media de TAS de 1.19 con un rango desde
1.0 a 1.4 mmol/l, respectivamente. Altos niveles de TAS 2.02 + 0.16 mmol/l han
sido reportados en 20 donadores fértiles de origen turco (Koca et al., 2003).
Pacientes con fertilidad comprobada mostraron altos niveles de antioxidantes
(mediana y rango de mM equivalentes en Trolox): 1700 (1440-2290 mM);
comparado con los donadores con infertilidad comprobada: 1310 (1040-1600
mM). (p <.001) (Mahfouz, 2009.

Los antioxidantes del plasma seminal son el mecanismo de defensa de los
espermatozoides contra las ERO. Se ha demostrado que la baja capacidad
antioxidante en el semen esta relacionada con la infertilidad masculina (Aitken,
1999; Said et al., 2003; Agarwal & Prabakaran, 2005; Agarwal & Allamaneni,
2006). La capacidad antioxidante del plasma seminal puede estar influida por una
amplia gama de los factores tales como la nutricion, el suministro de vitamina, la
edad, infecciones, etc.); por lo tanto, es importante estimar con precision la

cantidad antioxidante total del plasma seminal (Miller, 2001; Kampa, 2002).

Relacion MDA-TAS y espermatobioscopia

Tavilani y cols., en 2008 estudiaron la relacion entre la actividad enzimatica de
SOD, CAT y GPX con la astenozoospermia (baja movilidad espermatica), de ahi
proponen que la lipoperoxidacion podria estar provocando la pérdida en la
movilidad de los espermatozoides. Estos autores demostraron que los hombres
con astenozoospermia no tienen actividad enzimatica deficiente, comparados con
los normozoospérmicos; sin embargo, encontraron un alto contenido de
malondialdehido (MDA), en los  espermatozoides de individuos
astenozoospérmicos. Dentro de nuestros donadores, se presentd una relacion
inversamente proporcional entre progresion y MDA (a menor MDA, mayor

movilidad). En las muestras de individuos normozoospérmicos se encontré una
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relacion inversa entre la actividad enzimatica de CAT, GPX y SOD con la
produccion de MDA, lo que muestra que existe una correlacion y coordinacion en
la actividad de estas tres enzimas para proteger a la célula. Los autores concluyen
que bajo condiciones normales las enzimas protegen los espermatozoides de la
lipoperoxidacién, mientras que cuando hay una patologia las enzimas no pueden
proteger al espermatozoide adecuadamente, y esto causa lipoperoxidacion de la

membrana plasmatica del espermatozoide (Tavilani et al., 2008).

De acuerdo con el analisis de componentes principales (figura 21), la relacién
directamente proporcional de TAS-viabilidad, y viabilidad-progresion, parece
concordar. Pues quiere decir que al haber mayor cantidad de antioxidantes, habra
mayor numero de espermatozoides vivos y, por ende, mayor cantidad de
espermatozoides méviles que eventualmente estaran generando ERO por su
actividad metabdlica. Se observd que existe una relacion inversa entre MDA con

densidad.

TAS y MDA muestran una relacién directamente proporcional. Cuando el
malondialdehido aumenta, los antioxidantes totales aumentan. Los antioxidantes
se ven aumentados cuando hay un exceso de radicales libres. Sin embargo,
trabajos muestran que existe una correlacion negativa entre la actividad de las
enzimas antioxidantes y la concentracion de MDA, y que esto repercute
principalmente en la movilidad espermatica (Shiva et al., 2011; Atig et al., 2013),
ademas se ha visto en pacientes con oligoteratozoospermia que la actividad de

estas enzimas esta disminuida significativamente (Atig, 2013).

Se ha reportado que en patologias como astenozoospermia (baja movilidad
espermatica), oligozoospermia (baja concentracion  espermatica) y
teratozoospermia (deformaciones de los espermatozoides), la actividad de las
enzimas SOD y CAT se incrementa sobretodo en oligozoospérmicos, comparado
con los sujetos normales. En individuos con astenozoospermia la actividad de

SOD se vio aumentada comparada con los normales mientras que no se registro
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actividad de CAT excepto en teratozoospérmicos (Sanocka et al., 1997). A
diferencia de nuestros resultados, los donadores no mostraron relacién entre la
concentracion de antioxidantes con la movilidad; tampoco densidad-TAS.
Morfologia y progresion presentaron una relacion inversa; al igual que TAS y
morfologia; TAS-densidad no se relacionan. MDA y morfologia guardan una
relacion inversa; se observd que a mejor morfologia, hay menor concentraciéon de
MDA. Esto es de suponerse, pues al tener una mejor morfologia, la membrana

espermatica y el espermatozoide en general no sufrieron de lipoperoxidacion.

En nuestro grupo de estudio, no se puede determinar si un donador mostré altas o
bajas concentraciones de antioxidantes totales y de MDA, y relacionarlas con
teratozoospermia, oligospermia o astenozoospermia, puesto que no existen como
tal valores de referencia bien establecidos para determinar si las concentraciones

de TAS y MDA son elevadas o no.

En cuanto a las concentraciones bajas de malondialdehido y altos niveles de
antioxidantes en sujetos NN, se debid a que éstos presentan una mayor cantidad
de ERO provocado por factores como: alto porcentaje de células inmaduras y/o
anormales, células espermaticas muertas, células epiteliales y redondas. Estas
condiciones favorecen a una elevada produccion de ERO en el liquido seminal
(Gallardo, J. 2007; Makker et al., en 2009) y gracias a ésa condicion, el sistema
antioxidante del liquido seminal pudo haber trabajado de manera mas eficaz para
amortiguar la cantidad de ERO que eventualmente pudieran causar dano al
espermatozoide, es por eso que al haber mayor cantidad de antioxidantes, es que
se previno la lipoperoxidacion en las muestras de sujetos NN. Caso contrario a lo
que sucedio con sujetos NL, pues en ellos, al haber poca presencia de ERO, los
antioxidantes no actuaron como lo hicieron en el otro grupo. Aunque no se puede
asegurar si en los sujetos NL los antioxidantes actuaron de manera normal o si la
lipoperoxidacién que presentaron las membranas espermaticas es natural, pues
no se tienen valores de referencia que puedan respaldar nuestros resultados, es

evidente que las células de los donadores no estandar estan mejor protegidas
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que las células espermaticas de los donadores estandar. La situacion de los
donadores estandar hace referencia a que los antioxidantes no actuan como tal
para proteger a la célula, sino para controlar la cantidad de ERO, que son los que

dafan al espermatozoide.

Al evaluar la asociacion entre la calidad seminal y la integridad del ADN con el
estrés oxidativo y la actividad de las enzimas antioxidantes, se ha encontrado que
la concentracion espermatica, la movilidad progresiva y el porcentaje de
morfologia normal se correlacionan positivamente con la actividad de las enzimas
CAT y SOD, mientras que existe una correlacién negativa de estos parametros

seminales con la peroxidacién lipidica (Shiva et al., 2011).

Los resultados pueden ser un tanto controversiales posiblemente debido a los
habitos de los individuos de los 2 grupos de estudio, ya que existen variables
como la alimentacion o consumo de sustancias como el tabaco o el alcohol que
potencialmente podrian estar alterando los resultados, unicamente se fij6 la

atencion en aquellos que fueran clinicamente sanos.

La relacion entre las ERO y la baja calidad seminal ha sido establecida.
Independientemente de la manifestacién clinica y los resultados de analisis de
semen, la presencia de nivel de ERO anormal juega un papel importante en la
calidad seminal y, por ende de la infertilidad masculina. Quiza un analisis de

correlaciéon mas especifico pueda a determinar qué tan fuerte es ésta relacion.
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CONCLUSIONES

v

De las 43 muestras seminales analizadas, el 58% fueron estandares, mientras
que el 42% resultaron ser no estandares, lo que indica que no importa si se trata

de jévenes clinicamente sanos, si hubo donadores con mala calidad seminal.

De los valores seminales citologicos, la morfologia se ve disminuida ya que se
observd mayor porcentaje de espermatozoides anormales en el grupo no
estandar (NN).

No hubo diferencias significas en las concentraciones de TAS ni de MDA en

ambos grupos de donadores.

De acuerdo al analisis de componentes principales, MDA-densidad; MDA-
morfologia guardan una relacién inversamente proporcional, al igual que
morfologia-TAS. No existe relacion entre las concentraciones de TAS con la

densidad.

En el analisis de componentes muestra que, la viabilidad y la progresion son las
variables de mayor peso estadisticamente hablando, y las que mayor relacién

directa guardan entre si.

PERSPECTIVAS

v' Aumentar el numero de muestras seminales para establecer valores de referencia

de antioxidantes totales en liquido seminal de humano. Asi como establecer un
valor de referencia de MDA (del grado de lipoperoxidacion de la membrana

espermatica).

v' Observar la relaciéon que hay entre los antioxidantes totales presentes en liquido

seminal y la concentracion de MDA en donadores que presentaron algun tipo de
cancer (linfoma de Hodgkin, por ejemplo) y que estuvieron sometidos a tratamiento

quimioterapéutico y los TAS y MDA con un grupo de donadores sano.

Realizar un ensayo de quimioluminiscencia, en el cual se pueda observar la
concentraciéon de las diferentes ERO producidos por el espermatozoide. Es bien
sabido que las ERO mas representativas son el O.."y el H2O2, pero el objetivo

seria establecer el porcentaje de éstas ERO producidas por el espermatozoide.
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