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RESUMEN

En conjuncién a los factores convencionales que originan la infertilidad se ha
identificado el estrés oxidativo, asociado como el factor causal que ocasiona dafio al
espermatozoide, pero los métodos para su determinacion a nivel clinico no han sido
desarrollados. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la existencia de una
correlacién entre indicadores globales del estado redox a muestras de suero sanguineo,
lisado de eritrocitos, plasma seminal y lisado de espermatozoides con la finalidad de
identificar posibles biomarcadores. Se analizaron muestras que procedian de 31
pacientes con diagnostico de infertilidad masculina y 30 voluntarios aparentemente
sanos. Se confirmo que en todas las muestras analizadas los indicadores de dafio a
biomoléculas se encontraban significativamente (p< 0,01) incrementados en los
pacientes cuando se compararon con el grupo control. Los indicadores de dafo se
acompanaron con bajos niveles de la capacidad antioxidante total en la fase lipidica
y un desbalance en la actividad de las enzimas catalasa y superoxido dismutasa
(relacion catalasa/superdxido dismutasa 10 veces superior en plasma seminal de
pacientes con respecto al valor control). El incremento de indicadores como
malonindialdehido y organoperdxidos totales medidos en plasma seminal se
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correlacionaron con el incremento de indicadores de hipofunciéon espermatica como
movilidad y caracteristicas morfoldgicas. El comportamiento de las variables redox
en el plasma seminal resultd de gran valor diagndstico y se propone para que sea
usado en el seguimiento de intervenciones nutricionales o farmacoldgicas a estos
pacientes.

Palabras clave: infertilidad masculina, estrés oxidativo, semen, sistema
reproductor masculino.

ABSTRACT

In addition to the conventional factors originating infertility, the oxidative stress has
been identified as the causative factor of spermatozoid damage; however, the
methods for its clinical determination have not been developed yet. The present
study was aimed at evaluating the correlation among the global redox state
indicators of samples of blood serum, erythrocyte lysin, seminal plasma and sperm
lysin in order to identify the possible biomarkers. Samples taken from 31 patients
diagnosed with male infertility and 30 apparently health volunteers were analyzed.
It was confirmed that all the samples had indicators of biomolecule damage which
increased significantly (p< 0,01) in patients compared with the control group. The
damage indicators comprised low total antioxidant capacity levels in the lipid phase
and imbalance in the activity of enzymes catalase and superoxide dismutase
(catalase/superoxide dismustase ratio is 10 times higher in seminal plasma of
patients when compared to that of the controls). The increase of total
malonindialdehyde and organoperoxide measured in the seminal plasma correlated
with the increase of sperm hypofunction indicators such as mobility and
morphological characteristics. The behaviour of redox variables in the seminal
plasma had great diagnostic value and was submitted as a proposal for use in the
follow-up of nutritional or pharmacological interventions in these patients.

Key words: male infertility, oxidative stress, semen, male reproductive system.

INTRODUCCION

La especie humana tiene un bajo potencial reproductivo, y al considerar que la
fecundidad mensual maxima de una pareja menor de 30 afos de edad no llega al
30 %, se estima que al final del primer afio el 80 % de las parejas ha logrado un
embarazo y el 90 % a los 18 meses. Al promediar los diferentes estudios
epidemioldgicos, la tasa de infertilidad masculina y femenina esta en el 15 %. En
cuanto a la infertilidad masculina, su incidencia pura es del 33 % y se aumenta el
20 % cuando coexiste con otras afecciones.! Los valores de referencia del
espermograma en los casos de infertilidad masculina corresponden a poblacién fértil
pero no indican fertilidad o infertilidad masculina, ya que hombres con valores por
debajo de ellos pueden conseguir gestaciones.

La adquisicién de la capacidad fértil del espermatozoide eyaculado es un proceso
complejo que aln no esta del todo esclarecido y que se conoce como capacitacion.?
En él intervienen las células de Sertoli y el epitelio del epididimo, los cuales se
encargan de secretar hormonas y enzimas que son necesarias para que este tenga
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lugar.® En este proceso también desempefian una funcién decisiva las especies
reactivas del oxigeno (ERO). Recientemente se ha podido comprobar que la
produccién bajo condiciones fisioldgicas y controlada de estas es de vital
importancia para que se produzca la capacitacién del espermatozoide.* En este
proceso también intervienen otros mecanismos que estan regulados por ERO como
es el influjo de calcio, el aumento del adenosina monofosfato ciclico (AMPc), la
fosforilacion de proteinas, entre otros.®

Por otra parte, se conoce que las ERO pueden incidir negativamente sobre la fertilidad
masculina, mediante 2 mecanismos fundamentales: el dafio que estas provocan a la
membrana espermatica, lo cual da lugar a una reduccién de la motilidad y capacidad
del espermatozoide de fusionarse con el 6vulo, y el dafno que ejercen directamente

sobre el ADN espermatico, donde las ERO afectan la gendémica paternal del embrién.®

El diagndstico clinico de una serie de marcadores del sistema antioxidantes/pro-
oxidantes constituye una herramienta de gran utilidad que puede contribuir a la
interpretacién de los procesos fisioldgicos y patoldgicos que tienen lugar en el
organismo. Aunque estos métodos no estan aun establecidos a nivel de laboratorio
clinico existen cada vez mas evidencias que de contar con estos se abririan nuevas
oportunidades en el conocimiento de la fisiopatologia de la infertilidad asi como en
las estrategias de intervencion.

Teniendo en cuenta estos elementos, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar
la existencia de una correlacién entre indicadores globales del estado redox a muestras

de suero sanguineo, lisado de eritrocitos, plasma seminal y lisado de espermatozoides
con la finalidad de identificar posibles biomarcadores.

METODOS

Se realizd un estudio prospectivo, comparativo unicéntrico de pacientes y voluntarios
que acudieron a la consulta de infertilidad del Hospital Clinicoquirirgico "Hermanos
Ameijeiras" de La Habana en el periodo comprendido de 8:00 a.m. a 4:00 p.m. del
1ro. de septiembre al 30 de noviembre de 2009. Se incluyeron sujetos aparentemente
sanos con paternidad probada y pacientes con diagnodstico de infertilidad masculina,
de edades comprendidas entre 20 y 35 afos y que mostraban su voluntariedad a
través de su consentimiento informado de forma oral y escrita para participar en el
estudio. Se excluyeron sujetos con: 1) antecedentes de alguna enfermedad aguda o
crénica (urogenital, hepatica, metabdlico-endocrina, cardiovascular, neuroldgica, del
sistema inmune, respiratoria, entre otras); 2) tratamiento farmacoldgico o consumo
de algun suplemento nutricional, 3) participacion en otro estudio clinico o utilizacion
de algun farmaco en fase de experimentacion; 4) la no voluntariedad del sujeto para
participar en el estudio; 5) solo para los voluntarios sanos: parametros del
espermograma alterados (motilidad, viabilidad, infiltrado de leucocitos, pH,
concentracién espermatica). Los criterios de salida fueron: negativa del sujeto a
continuar en el estudio, fallecimiento o aparicion de enfermedad psiquiatrica.

El protocolo de investigacion fue sometido a discusion por los investigadores
participantes y a su revisién y aprobacién por el comité de ética y revisién institucional
(Hospital Clinicoquirargico "Hermanos Ameijeiras"). El protocolo se ejecutd solo
después de su aprobacidon y cumplia los procedimientos éticos para las investigaciones
médicas en seres humanos establecidos en la Declaracion de Helsinki emanada por la
Asamblea Médica Mundial.’
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Ademas de considerar la informacion de la Historia Clinica a los pacientes se les
realizd una entrevista estructurada, que permitié obtener datos generales para el
formulario de recogida de datos. Las variables que se recogieron en el formulario
fueron las siguientes: nidmero de inclusion, nimero de historia clinica, nombres y
apellidos, género, etnia, edad, peso, talla, presidén arterial, grado de escolaridad,
habitos toxicos, actividad fisica, antecedentes patoldgicos, consumo de farmacos o
suplementos y habitos alimentarios.

Se analizaron 30 muestras de semen de sujetos aparentemente sanos y 31 pacientes con
diagndstico de infertilidad del género masculino, las cuales fueron obtenidas mediante
masturbacién sin el empleo de algun tipo de lubricante y con 4 dias de abstinencia
eyaculatoria. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 800 g x 10 min. El
sobrenadante (liquido seminal) fue separado del sedimento (espermatozoides), este ultimo
re-suspendido en solucién de cloruro de sodio 0,9 % y centrifugado nuevamente.
Una vez culminado este segundo proceso de centrifugacion se separo el sobrenadante
y las células (sedimento) fueron re-suspendidas en agua desionizada para lisarlas por
shock osmético.?

A los individuos en ayunas se les tomaron muestras de sangre por puncion venosa;
la sangre se centrifugd a 3 000 g por 10 min; se tomd una muestras de suero y 50 L
de del sedimento eritrocitario; este ultimo de le adiciond 1 mL de solucién de cloruro
de sodio 0,9 %; se agitd suavemente y se centrifugd; una vez culminado este
segundo proceso de centrifugacion se separd el sobrenadante y las células (sedimento)
fueron re-suspendidas en agua desionizada para lisarlas por shock osmético. Todas
las muestras fueron almacenadas a -70 °C hasta el momento de las determinaciones
bioquimicas.

En este estudio se determinaron los siguientes marcadores de estrés oxidativo en
muestras de suero, lisado de eritrocitos, liquido seminal y lisado de espermatozoides
de pacientes y controles: superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
malonildialdehido (MDA), hidroperdxidos totales (ROOH), productos avanzados de la
oxidacién de proteinas (PAOP), potencial de peroxidacién (PP), capacidad reductora
de hierro férrico en plasma (FRAP), glutatidon reducido (GSH), proteinas totales (PT).

La determinacidn de la actividad de la SOD se realiz6é por el método que emplea el
pirogallol, el cual en medio basico se auto-oxida generando en el medio de reaccién
el radical 0,7, de esta forma la reaccién radicalaria se propaga, acelerando la auto-
oxidacion del pirogallol, cuya forma oxidada absorbe la luz a 420 nm.° Por convenio
se tomo 1 U de SOD como la cantidad de enzima que inhibié en un 50 % la reaccion
de auto-oxidacién del pirogallol a 25 °C y pH= 8,2. Los resultados se expresaron
como unidades por mililitro por minuto (U/mL/min). Para la determinacién de CAT la
técnica utilizada se fundamento en la variacion de la DO (A= 240 nm) que tiene
lugar durante la descomposicién del H,O, por la CAT. La actividad enzimatica se
siguié a 25 °C a pH 7,0 y se report6 en unidades por litro por minuto (U/L/min).°

El MDA se midio utilizando el método colorimétrico que emplea el 1-metil-2-fenil indol
como cromdgeno. La condensacion de una molécula de MDA con 2 moléculas de 1-
metil-2-fenil indol, bajo condiciones de acidez da como resultado la formacién de un
croméforo con una absorbancia maxima de 586 nm. Se utilizé una curva patréon de
1, 1,3,3-tetraetoxipropano para calcular las concentraciones finales.! Para la
determinacion de ROOH se utilizé el método del Fe/xilenol naranja que forma un
cromdgeno con los ROOH detectable por medicidén espectrofotométrica a 560 nm.*?
Para la determinacion de PAOP se siguio la transformacién de los iones yodo a yodo
diatémico que provocan los PAOP con consecuente cambio de DO a 340 nm. Se
utilizé como patrdn la cloramina T y los resultados se expresaron como UM de
cloramina T.%3
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La determinacion del PP consistid en inducir los procesos de peroxidacién por catalisis
con Cu2* (2 mM), incubando la muestra por 24 h a 37 °C, se midi6 la formacion de
MDA antes y después de la induccién. Para los calculos se restd, para cada muestra,
el valor de la determinacién de MDA correspondiente a las 24 h con la determinada
a las 0 h.' Para las determinaciones de FRAP se midid la capacidad de la muestra
para reducir el hierro férrico a ferroso. A un pH bajo se colocé en el medio de reaccién
el complejo Fe**-TPTZ; este complejo en presencia de agentes reductores se reduce
a Fe**-TPTZ que desarrolla un color azul intenso con un maximo de absorcidn de
593 nm. Las condiciones de ensayo favorecieron la reduccién del complejo y estaban
ajustadas Psara que la formacién de color solo ocurriera por efecto de la muestra que
se afiadia.

El contenido de glutation reducido se determind utilizando un método espectrofotométrico.
Este se baso en la determinacién de un cromdforo que absorbe a 412 nm el acido-2-
nitro-5-tiobenzoico, que se forma de la reaccion entre el acido 5,5 -ditiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB) con los grupos SH del GSH. Para estimar el contenido de GSH
se establecié una curva patrén con cantidades conocidas de GSH.'® La determinacion
de proteinas totales se realizé por el método de azul de Coommasie; el producto de
esta reaccidn es detectable espectrofotométricamente y tiene un maximo de
absorcion a una longitud de onda de 595 nm."’

La determinacion de hemoglobina se realiz6 en los lisados de eritrocitos, para tomarlo
como valor de correccion de las mediciones ejecutadas en este fluido. El método
utilizado fue el de Drabkin.'®

Variables del espermograma: movilidad, morfologia, viabilidad, concentracién
espermatica, pH e infiltrado de leucocitos. La movilidad espermatica fue
determinada basandose en la clasificacion sugerida por la OMS.*® Con el propdsito
de determinar la viabilidad espermatica se utilizd el método de exclusidn de la
eosina.?’ Se afiadieron 50 pL del colorante a una dilucién 1:2 de semen en solucidn
amortiguadora fosfato, tras agitarse suavemente por unos segundos se tomaron 50 uL
de la muestra y se extendieron sobre un cubreobjetos, tras la incubacién a 37 °C
durante 30 min, se fijo la preparacion y se cuantificaron los espermatozoides que
excluian a la eosina, a estos se les considerd vivos en el momento de la fijacién, ya
gue los espermatozoides muertos exhiben una coloracién rosada al no excluir a la
eosina. Se contabilizaron al microscopio (100x). La morfologia espermatica fue
determinada basandose en la clasificacion sugerida por la OMS.* La cuantificacion
de los leucocitos se determind a través del procedimiento para la cuantificacion de
células peroxidasa positivas;?! se utilizd una solucién de benzidina al 0,012 % y
H,0, al 0,038 % diluidos en etanol al 50 % de agua bidestilada; a 20 L de esta
solucién se le afiadieron 20 pL de semen, se colocaron en un hemocitémetro y se
contaron las células que adquirieron una tonalidad parda (células peroxidasa
positivas). La concentracién espermatica y pH del semen fue analizado segun los
procedimientos descritos en el manual de métodos de la OMS.*?

El analisis exploratorio de los datos se realizé un analisis para detectar puntos
aberrantes (outliers). Los datos experimentales fueron sometidos a un analisis
descriptivo donde se estimaron parametros: media y desviacién estandar.
Posteriormente se realizd un ensayo para comprobar la normalidad y homogeneidad
de varianza (prueba de Levene).

Para determinar diferencias estadisticas en una variable en cuestién se utilizd un
ensayo de analisis de varianza ANOVA I que se continud con el ensayo de Duncan;
una vez comprobada que la distribucién de los datos generados se ajustaba a una
distribucion normal, se realizé un analisis de regresién y correlacién con el objetivo
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de determinar el grado de asociacidn entre las variables estudiadas (se analizo
mediante el coeficiente de Pearson).

RESULTADOS

La muestra de pacientes con diagndstico de infertilidad masculina (n= 31) y un
numero similar de individuos controles fue caracterizada desde el punto de vista
general, de sus habitos de vida y exposicién a toxicos o farmacos. La mediana de la
edad de los pacientes estudiados fue de 34 afios (min. 21 afios-max. 46 afios),
mientras que la de los controles fue 33 afios (min. 20 afios-max. 44 afnos), para
este indicador no se encontraron diferencias significativas (p> 0,05) entre las
proporciones entre pacientes y controles. Por otra parte, la mayor proporcion de
sujetos tanto controles como pacientes pertenecian al grupo étnico blanco (60); las
proporciones menores correspondieron a negros (22 %) y mestizos (18 %). No se
encontraron diferencias significativas (p> 0,05) en las proporciones étnicas de
pacientes y controles. La distribucion segun el grado de escolaridad de la poblacién
estudiada se comportd con niveles superiores a 9 grado para todos los involucrados.
Tanto entre pacientes como entre los controles el porcentaje mayor se ubico en el
nivel de 12 grado (57 %); le siguié el nivel universitario (25 %), el técnico medio
(11 %) y el de noveno grado (5 %). No se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) en las proporciones de los grados de escolaridad de pacientes y controles.

Al analizar algunos indicadores de los estilos de vida de los pacientes y controles, se
encontrd que una proporcion del 37 % de los individuos tenian una actividad fisica
activa, mientras, un 38 % muestra una actividad fisica moderada y un 25 %
entraban en la categoria de sedentarios. No se encontraron diferencias significativas
(p> 0,05) entre las proporciones de grupos de pacientes y sujetos controles para
este indicador. En los habitos dietéticos se destacd un consumo de café (mediana
total 1 vez al dia, min. 0, max. 4) superior a la de té (mediana total 0 vez al dia,
min. 0, max. 2). En relacién con el consumo de alimentos fritos la frecuencia en
ambos grupos fue de 3 veces al dia y el tipo de grasa se distribuyé de manera
general en un 49 % para el uso de aceites vegetales y el 51 % en el uso combinado
de aceites vegetales y grasa de origen animal. No se encontraron diferencias
significativas (p> 0,05) entre las proporciones y frecuencias de consumo de estos
alimentos entre grupos de pacientes y sujetos controles.

El consumo de alcohol, la exposicion al sol, altas temperaturas y riesgo quimico fue
significativamente mayor entre el grupo de pacientes comparado con la proporcion
de los sujetos controles. Entre los pacientes, 7 (23 %) eran hipertensos, 3 (10 %)
eran alérgicos y 1 (3 %) padecia de glaucoma. De los hipertensos, 3 (10 %) seguian
tratamiento con enalapril, para la alergia y 2 (6 %) seguian tratamiento con
difenidramina. La frecuencia de hipertensidn entre los controles fue de 5 (17 %) sin
diferencias significativas (p> 0,05) con respecto a la proporcién encontrada en el
grupo de pacientes. Entre los controles no se detectaron casos de alergia u otras
afecciones.

Los resultados del andlisis del semen, muestran de forma global que el grupo de
pacientes se encontraba por debajo del intervalo de referencia en cuanto a la
movilidad A y la movilidad A + B. En este mismo grupo de individuos no se
detectaron sujetos con un volumen eyaculado inferior a 2 mL. Los parametros fuera
del intervalo de referencia en el grupo de pacientes correspondieron a: 13
individuos que presentaban una concentracion espermatica inferior, 24 presentaron
una movilidad A inferior, 5 presentaron valores de leucocitos incrementados, 2 tenian
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valores superiores de células inmaduras. El grupo de sujetos controles se comportd
dentro del intervalo establecido como referencia en el laboratorio (tabla 1).

Tabla 1. Indicadores del espermograma

Walores

Parametros Pacientes (n= 21) | Controles (n= 30) de referencia®

volumen (mlL)
Color

4,25 + 1,62
Blanco lechioso

3,28 + 0,08
Blanco lechoso

2-6
Blanco lechoso

Wiscosidad Mormal Mormal Mormal
Homogeneidad Si Si Si
Concentracidn espermatica = 10%/mL | 10,69 £ 4,06 26,32 £ 29,35 = 20
Movilidad & (%) 7,71+ 4,23 35,26 £ 12,54 = 20
Movilidad B (%) 15,28 £ 4,71 31,90 £ 13,45 -—-
Movilidad A+B (%) 22,00 + 2,04 67,16 + 25,00 = 50
Movilidad C (%) 37,97 £ 9,79 24,97 £9 ,79 -—
Movilidad D (%) 39,04 + 158,88 7,87 £ 18,88 -—
Leucocitos = 10%/mL 3,00 £ 2,00 <1 <1
Maorfologia (%) = 20 =30 =30
Células inmaduras % 3,00 £ 1,09 ] < 2
Viahilidad % 60,32 £ 9,30 a5 =70
Aglutinacidn 2,61 £ 1,15 ] -—
pH 7,06 0,36 7,09 0,20 -7,

* Los valores de referencia fueron tomados del Laboratorio de Reproduccidn Asistida del Hospital
Clinicoguirdrgico *Hermanos Amenjeiras” de La Habana donde se reclutaron los participantes, Los
parametros resaltados en negritas se encontraron por debajo del valor de referencia. Los valores
representan la media £ desviacidn estandar de los diferentes parametros, Las letras &, B, C v D
representan las diferentes clasificaciones de la movilidad (A progresiva rapida lineal, B lineal
progresiva lenta, C: movimiento in site, D inmdwil ),

Los indicadores del ambiente redox fueron analizados en diferentes muestras; los
valores de estos indicadores en suero, lisado de eritrocitos, liquido espermatico y
lisado de células espermaticas se muestran en las tabla 2 y 3. En suero (tabla 1), a
excepcion de los valores de malonialdialdehido e hidroperéxidos totales, todos los
indicadores del ambiente redox mostraron diferencias significativas (p< 0,01) entre
pacientes y controles. Todos los indicadores del ambiente redox medidos en lisado
de eritrocitos (tabla 2) fueron significativamente diferentes entre pacientes y controles.
Los indicadores de dafio a biomoléculas (MDA, PAOP y ROOH) se encontraron
significativamente (p< 0,05) elevados en los pacientes infértiles.

Los indicadores globales de capacidad antioxidante (FRAP y PP) indican una disminucién
significativa (para FRAP p< 0,05; para PP p< 0,01) de la capacidad antioxidante tanto
en la fase hidrosoluble (FRAP) como liposoluble (PP). La concentracion intraeritrocitaria
de GSH se encontré significativamente (p< 0,05) disminuida en los pacientes, entre
tanto la actividad de las enzimas CAT y SOD se hall6 significativamente (p< 0,01)
elevada, y su relacion CAT/SOD en los pacientes superd en el 100 % el valor hallado
en el grupo control.
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Tabla 2. Indicadores del ambiente redox en suero y lisado de eritrocitos

Suero Lisado de eritrocitos
Indicador Pacientes Controles Pacientes Controles
n= 3213 (n= 320 n= 321 in= 30

MDA, (M) 1,660,783 2,58+0,48 45,49 + 4,25* 7,451 1,40
ROCH (pM) 43,52+ 12,98 44,02+ 10,21 596,14+ 67,20% a4, 74 £ 17,97
PACP{pUM de claramina) 63,00+ 17,86%* 10,15 £9,19 382,38+ 57,95* 57,34+ 14,52
GSH fmg - L) 250,74+ 95,77** [ A01,29+69,51 | 690,42491,33* | 1157,62 + 95,16
FRAP (M) 193,18 £ 54,94** 628,81+ 86,94 647,26+ 67,97* a916,73+£ 53,61
PP (M) 20,55 £ 2,01%F 7,52 +0,64 85,36 + 0,40%F 22,54 + 3,02
SO0 (U - L mintt) 31,65+ 13,12%* 3,84 +0,83 581,05+ 78,41%* 78,05 +13,84
CAT (L L2 mintt) 1097,86 + 434 3%+ I370x 162 4883+ 2153 a378,7+89,03
CAT/S0D 0,08 £ 0,05** 0,10+ 0,03 0,020+ 0,01* 0,017 £ 0,006

Diferencias significativas con respecto al grupo control * p< 0,05; ** p= 0,01,

MDA: malonildialdehido; ROOH: organoperdxidos totales; PAOP: productos avanzados de la
oxidacion de proteinas; GSH: glutation reducido: FRAP: indicador global del poder reductor de
hierra 2+ (Ferric Reducing Ahillity of Plasma); PP: potencial de peroxidacion; SOD: superdxido

dismutasa; CAT: catalasa,

Todos los indicadores del ambiente redox medidos en lisado de células espermaticas
(tabla 3) fueron significativamente diferentes entre pacientes y controles. Los
indicadores de dafio a biomoléculas (MDA, PAOP y ROOH) se encontraron
significativamente (p< 0,01) elevados en los pacientes infértiles. El indicador global
de capacidad antioxidante en fase liposoluble (PP) indicd una disminucién significativa
(p< 0,05). Por otra parte, el indicador global FRAP mostrdé un aumento significativo
(p< 0,05) de la capacidad antioxidante en la fase hidrosoluble que coincide con un
aumento significativo (p< 0,01) de la concentracidon intra-espermatica de GSH. Tanto
la actividad de las enzimas CAT y SOD se encontré significativamente (p< 0,01)
elevada en los pacientes y su relacion CAT/SOD supero en un 2,5 veces el valor
encontrado en el grupo control.

Los indicadores del ambiente redox medidos en el plasma seminal (tabla 3)
evidenciaron que los indicadores de dafo a biomoléculas (MDA, PAOP y ROOH) se
encontraron significativamente (p< 0,01) elevados en los pacientes infértiles. El
indicador global PP indicé una disminucién significativa (p< 0,01) de la capacidad
antioxidante en la fase liposoluble. Por otra parte, el indicador FRAP no se modificé,
mientras que existid un aumento significativo (p< 0,05) de la concentracion de
GSH. La actividad de la enzima SOD no se modificd mientras que la actividad CAT se
encontro significativamente (p< 0,01) elevada en los pacientes y la relacion
CAT/SOD superd en un 10 veces el valor hallado en el grupo control.

El resultado del analisis de correlacién multiple evidencid que no existia correlacion
entre las variables determinadas en el espermograma y las variables redox estudiadas
en lisado de células seminales. Por otra parte, las correlaciones significativas entre
las variables redox determinadas en el plasma seminal y las variables del
espermograma fueron entre el porcentaje de movilidad A y las concentraciones de
MDA (r= -0,39, p< 0,05); porcentaje de movilidad A y las concentraciones de ROOH
(r=-0,37, p< 0,05); el porcentaje de viabilidad y las concentraciones de MDA
(r=-0,43, p< 0,05) (Fig. 1); porcentaje de morfologia y las concentraciones de
ROOH (r= -0,38, p< 0,05).
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Tabla 3. Indicadores del ambiente redox en lisado de células espermaticas v plasma seminal

Lisado de células espermaticas Plasma seminal
Indicador Pacientes Controles Pacientes Controles
(n=31) n=30) in=31) (h= 30

MDA (Mg prt 26,33+ 4,10%* 11,322 £ 2,96 59,87 £ 6,83** 1,47 £0,280
ROOH (uM-mg pt) 565,37 + 55,50%*% 201,50+ 51,67 | 168,76+ 28,205%% 20,46 + 2,71
PAOP (UM de cloramina-mg pt) 50,79 + F E2M* 8,73t3,41 111,91+ 40,92+* 39,94 + 9,94
GSH (mg-L*mg p-) 1571,56+£ 101,50*%* | 669,39+ 141,91 | 948,591+ 92, 03* 336,90 % 86,83
FRAP (pUM-mg pot) 033,75+ 151,62* 352,483+ 51,23 1079,32 £ 67,82 693,89+ 160,10
PP (Mg p-2) 41,88+ 11,94* 20,32+t 6,83 61,81+ 9,53** 12,96 £ 7,30
SO0 {U-mLt-mint-mg p-t) 122,78+ 21 A5%* 34,36 + 7,30 20,70+ 6,77 35,50 + 11,42
CAT (UL min®mg p2) 627,84+ 7F01,61%* 343,46+ 75,97 | 1251,99 % 167, 77%* 145,6 £ 70,2
CAT/SOD 0,05 +0,04%* 0,02 +0,01 0,04 +0,03* 0,004 + 0,002

Diferencias significativas con respecto al grupo contral * p< 0,05; ** p=0,01.

MDA malonildialdehido; ROOH: organoperoxidos totales; PAOP: productos avanzados de la
oxidacion de proteinas; GSH: glutation reducido; FRAP: indicador global del poder reductar
de hierro 2+ (Ferric Reducing aAhillity of Plasma); PP: potencial de peroxidaciaon; SO0
superdxido dismutasa; CAT: catalasa. mg p, mg de proteinas totales.
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Fig. 1. Correlacidn entre el porcentaje de viabilidad v las con-
centraciones de MDA (r= -0,43; p< 0,05) en el plasma seminal,
Obsérvese la linea de tendencia ajustada segln la correlacion,

El resultado del analisis de correlacién multiple entre las variables determinadas en
el espermograma y las variables del ambiente redox estudiadas en lisado de
eritrocitos evidencidé correlaciones significativas entre las concentraciones de GSH
(r= 0,32, p< 0,05) y el porcentaje de movilidad A. Por otra parte, las correlaciones
significativas entre las variables redox determinadas en el suero y las variables del
espermograma fueron entre la concentracién espermatica y las concentraciones de
PAOP (r= 0,37, p< 0,05); el porcentaje de movilidad B y las concentraciones de
PAOP (r= 0,40, p< 0,05) (Fig. 2).
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Fig. 2. Correlacion entre el porcentaje de movilidad B y las con-
centraciones de PAOP {r= 0,40; p=< 0,05} en suero sanguineo,
Ohsérvese la linea de tendencia ajustada segln la correlacian,

DISCUSION

En los ultimos afios con el hallazgo de nuevos conocimientos acerca de los procesos
involucrados en la capacidad de fertilizacidén de las células sexuales masculinas, han
emergidos nuevos parametros a tener en cuenta a la hora de evaluar sus
potencialidades en el humano.?? Se plantea, por parte de la OMS, que estos
parametros deben ser incluidos en los estudios de fertilidad masculina. Indicadores
como la fragmentacion del ADN, la apoptosis de células sexuales y el EO deben ser
necesariamente tomados en consideracion. Todos ellos son el reflejo de la existencia
de factores de riesgo o procesos fisiopatoldgicos que inciden notablemente sobre un
problema de salud como es la infertilidad masculina. Su interpretacion puede influir
decisivamente sobre el diagndstico precoz de dicha problematica.*?

Los indicadores redox de diferentes fluidos en pacientes infértiles del sexo masculino
no han sido suficientemente estudiados, ni los métodos se han establecido como
rutina para el diagnostico clinico. La muestra poblacional seleccionada para el estudio
se enmarcd mayoritariamente (87 %) entre las edades de 20-39 en correspondencia
con el periodo de mayor fecundidad. El grupo de individuos tomados como control
se correspondié en cuanto a las proporciones etarias con el grupo de pacientes. Los
niveles de escolaridad que predominaron en la muestra fueron de 12 grado, seguidos
por los universitarios, distribucion en correspondencia con el nivel escolar de la
poblacién objeto de estudio.

Los estilos de vida pueden tener una gran repercusion en la salud humana, es por
ello que se exploraron varios indicadores relacionados en los pacientes y se
compararon con el grupo de sujetos controles. La actividad fisica activa y moderada
predomind en ambos grupos, lo cual esta en correspondencia con la edad de este
grupo poblacional que es generalmente activo laboralmente por lo que también es
activo fisicamente.

En cuanto al consumo de café y té no se encontraron diferencias entre los grupos en
estudio y predominé el consumo de café sobre el té, lo cual se corresponde con los
habitos nutricionales de la poblacidon cubana. El de alimentos fritos de manera
regular estuvo presente en todos los individuos estudiados y predomind el consumo
de grasas mixtas (vegetal y animal) para el proceso de fritura; estos habitos
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también se corresponden con la conducta nutricional de la poblacion cubana. El
consumo de alcohol y la exposicidn a riesgos ambientales fue significativamente
superior (p< 0,05) en los pacientes. Al aplicar las técnicas tradicionales de
diagnostico del espermograma las variables mas afectadas en los pacientes se
correspondieron con la baja movilidad de los espermatozoides.

Durante la pasada década, las ERO y otras moléculas reactivas han emergido como
importantes reguladores de una multitud de procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos.
Al principio de su descubrimiento se tenia el criterio que estas moléculas de vida
efimera y alta reactividad ejercian solamente efectos perjudiciales sobre las células
y tejidos del organismo. Pero estos conceptos fueron reevaluados bajo condiciones
fisioldgicas luego del descubrimiento de la produccién enddgena de estas sustancias
y la existencia de mecanismos antioxidantes enzimaticos. Estos descubrimientos
propiciaron la evolucién del concepto de estrés oxidativo, sobre todo del conocimiento
acerca de su impacto en los organismos vivos que utilizan el oxigeno como forma de
obtener energia metabdlicamente aprovechable.?*

El diagndstico clinico de una serie de marcadores del sistema antioxidantes/pro-
oxidantes constituye una herramienta de gran utilidad que puede contribuir a la
interpretacién de los procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos que tienen lugar en el
organismo. En el presente estudio los indicadores determinados permitiran contar
con un banco de valores de referencia para posteriores estudios de este tipo en
consultas de fertilidad.

De manera general se encontrd un alto grado de dafio oxidativo a las biomoléculas
en todos los fluidos de los pacientes analizados comparados con el grupo control.
Los lipidos de la membrana del espermatozoide constituyen componentes de gran
importancia desde el punto de vista estructural y funcional. Los fosfolipidos (FL) de
las células espermaticas son mayoritariamente acidos grasos poliinsaturados (AGPI)
de cadena larga pertenecientes a las series n-3 y n-6 cuyas proporciones varian
segun la especie.?

El alto grado de insaturacién de los FL contribuye al movimiento celular y metabolismo
lipidico, ademas confiere suficiente fluidez a la membrana plasmatica del
espermatozoide necesaria para los procesos de fusién con el évulo; la proporciéon de
AGPI esta relacionada con la calidad del semen en diferentes especies,
particularmente el contenido de acido docosahexanoico (DHA) ha sido asociado con
la concentracién de espermatozoides y su motilidad en el hombre y otros mamiferos;
una reduccién de la capacidad fértil durante el envejecimiento ha sido atribuida a
una disminucién de la proporcidn de AGPI de los FL de membrana.?® Sin embargo,
altas concentraciones de AGPI incrementan la susceptibilidad de la célula de sufrir
un dafo oxidativo inducido por ERO, lo cual se considera una causa de infertilidad
masculina.?’ Las ERO pueden sustraer un dtomo de hidrégeno de los AGPI y conducir
a reacciones en cadena como la peroxidacién lipidica (POL).* Sin embargo,
concentraciones moderadas de ERO desempefian una funcién importante en la
regulacién de varias funciones espermaticas como la capacitacion y la reaccién
acrosomal.’?® Los procesos de POL llevan a la formacidon de numerosos derivados
tdxicos como son los hidroperdxidos, los 4-hidroxialquenales y el MDA.?® Uno de los
métodos mas utilizados para evaluar el grado de peroxidacién de la membrana del
espermatozoide y lipidos contenidos en el plasma seminal es la cuantificacion
espectrofotométrica de MDA.?° En el presente trabajo se cuantificd la concentracién
de MDA como un marcador de dafio a biomoléculas en todos los fluidos; en la
poblacién estudiada los valores de este indicador son significativamente mas
elevados en lisado de eritrocitos (p< 0,05) y muy elevados (p< 0,01) en el lisado de
espermatozoides y el plasma seminal comparados con los valores controles.
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La elevada concentracién de AGPI en la membrana celular propicia la ocurrencia de
un dano oxidativo y por tanto, una mayor generacién de productos de la POL, estos
resultados estan en correspondencia con los trastornos en la movilidad espermatica
detectada en los pacientes. Otras de las moléculas mayoritarias que se forman
durante la POL y la proteica en su etapa inicial son los ROOH.?® Con respecto a este
indicador, se puede observar un comportamiento similar al del MDA, siendo los ROOH
significativamente mas elevados en lisado de eritrocitos (p< 0,05) y muy elevados
(p< 0,01) en el lisado de espermatozoides y el plasma seminal comparados con los
valores controles. Para obtener el lisado de espermatozoides, estos fueron
primeramente separados del plasma seminal mediante centrifugacion, posteriormente
resuspendidos en suero fisioldgico, nuevamente centrifugados y finalmente lisados
por choque osmotico con agua desionizada, durante este proceso pudo haberse
incrementado la concentracion de hidroperdxidos totales, entre los cuales se
encuentra el H,0,. Seglin hallazgos experimentales de Mahfouz y otros, 2010,
durante los procesos convencionales de centrifugacion se produce una activacion de
la actividad de la enzima SOD, con lo cual se genera mayor cantidad de H,O,; esta
hipotesis también puede justificar que en el lisado exista una mayor concentracion
de ROOH y esta en concordancia con los resultados experimentales referentes a la
actividad enzimatica de la SOD, los cuales son descritos mas adelante.

Otra de las moléculas que son susceptibles al ataque oxidativo por parte de las ERO
son las proteinas. El radical -OH es capaz de oxidar los grupos sulfihidrilos e interactuar
con varios aminoacidos con lo cual genera dafios puntuales en las proteinas. Los
PAOP son el resultado de procesos de fragmentacion, entrecruzamiento y agregacion
de estas biomoléculas como consecuencia de su oxidacion.?? En el caso de los PAOP,
estos provienen mayoritariamente de proteinas clorinadas y por tanto, son
indicativos de procesos inflamatorios en los que intervienen los macréfagos
activados; PAOP se encontré significativamente incrementado en todos los fluidos
analizados; lo anterior es indicativo de la ocurrencia de procesos inflamatorios
agudos o crdénicos en este tipo de pacientes. Se conoce que el semen eyaculado es
rico en fibrindgeno, que por la accion de enzimas presentes en el mismo es convertido
a fibrina, la cual le brinda la consistencia necesaria al semen para que este pueda
transportar los espermatozoides hacia el sitio de la fecundacion. Ademas existen
otras proteinas como la albumina, la carnitina y algunos aminoacidos los cuales
también son susceptibles a la oxidacién; adicionalmente la fuente generadora principal
de ERO en el semen son los leucocitos, de esta forma las proteinas del plasma del
semen estan mas expuestas que las que forman parte del espermatozoide.

Otro importante dafio oxidativo que tiene lugar en las proteinas, es la oxidacién de
los grupos amino de los aminoacidos a grupos carbonilo; los aminoacidos mas
sensibles son el triptéfano, tirosina, fenilalanina, metionina y cisterna. Por el ataque
de las ERO se producen entrecruzamientos de cadenas polipeptidicas y fragmentacion
de las proteinas que llevan a la pérdida de su funcién biolégica, aunque en condiciones
basales estos procesos son regulados por las defensas antioxidantes y los mecanismos
reparadores,’ por lo que no repercuten considerablemente sobre la supervivencia
celular.

Los indicadores de dafo a biomoléculas son el reflejo del balance de los procesos
pro-oxidantes/antioxidantes que tienen lugar en el organismo en condiciones
basales; las células y los tejidos deben poseer un estado redox estable, lo cual es
garantizado por el equilibrio que existe entre los procesos de generacion y
eliminacién de ERO. Sin embargo, la sefializacién redox celular requiere que ocurra
un desequilibrio temporal y controlado de estos procesos. La existencia de un EO
moderado no crénico contribuye al adecuado funcionamiento y sefializacién celular.®

La determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes constituye otro
biomarcador de importancia en el estudio del ambiente redox celular. La SOD vy la
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CAT son dos enzimas fundamentales del sistema antioxidante; la primera de ellas
dismuta el radical O,-" en H,0, y este a su vez es convertido en agua y oxigeno
mediante la accion de la CAT. Ambas estan presentes tanto en el espermatozoide
como en el plasma seminal, aunque difieren en su distribucion; cabe destacar que la
GPx representa otro miembro de la triada enzimatica antioxidante del semen. Esta
enzima esta localizada en el interior de los testiculos, la prdstata, las vesiculas seminales,
las vias deferentes, el epididimo, el plasma seminal y el espermatozoide.>

En todos los fluidos analizados (excepto la actividad SOD en plasma seminal) se
evidencié un incremento de la actividad de ambas enzimas en los pacientes, en el
caso de suero sanguineo y lisado de eritrocitos el balance CAT/SOD se mantiene a
nivel del grupo control, lo cual indica que a pesar del incremento en la actividad
enzimatica se logra un equilibrio.

No obstante el incremento de la actividad enzimatica en lisado de células
espermaticas y plasma seminal muestran un indice CAT/SOD superior al del grupo
control (10 veces superior en plasma seminal y 2,5 veces superior en células
espermaticas), lo anterior es por una actividad CAT superior al de SOD, lo cual
indica una alteracion en la homeostasia del peréxido de hidréogeno a este nivel. Es
conocida la funcién fisiolégica que desempena el H,O, en la capacitacion
espermatica,® por tanto este ambiente redox alterado puede ser la causa de la
inmadurez espermatica en estos pacientes.

El hecho de que en el lisado de espermatozoides la actividad de la SOD sea
significativamente (p< 0,05) mayor que en el plasma seminal, puede deberse a que
en este trabajo se ha determinado la actividad de SOD total. Desde el punto de
vista filogenético existen 2 familias de esta enzima, la Cu/Zn-SOD y la Fe/Mn-SOD.
La primera de ellas se localiza en el interior celular al igual que la manganeso
dependiente de localizacién mitocondrial, mientras que la hierro dependiente se
localiza en la membrana de células eucariotas, mientras que solo existe un isotipo
extracelular responsable de la dismutacion del radical O, en los fluidos
extracelulares. Todos los miembros de esta familia de proteinas dismutan este
radical con una eficiencia similar.*

Las concentraciones de GSH fueron diferentes en todos los fluidos entre pacientes y
controles; en general en plasma sanguineo y lisado de eritrocitos las concentraciones
de GSH resultaron inferiores a la de individuos controles, lo cual es indicativo de sus
bajas reservas de este antioxidante de fase soluble. Por otra parte, tanto el plasma
seminal como en lisado de eritrocitos los valores de GSH son significativamente (p< 0,01)
elevados en células espermaticas y (p< 0,05) en plasma seminal. Se debe aclarar
que el papel primario del GSH no es actuar capturando directamente radicales
libres, en un ambiente altamente oxidante, como el presente. En el plasma seminal
y células espermaticas una alta concentraciéon de GSH podria tener una funcion
oxidante, debido a que los radicales -SH generados por la interaccion GSH-radicales
libres pueden ser mas nocivos que los radicales que le dieron origen.>®

Los resultados experimentales sugieren que existe una mayor susceptibilidad a la
peroxidacion lipidica (PP) en todos los fluidos analizados, lo cual es indicativo de una
deficiencia de los sistemas antioxidantes de fase lipidica en estos pacientes. El a-
tocoferol es el antioxidante mas importante en las membranas bioldgicas, este es
fundamental en el mantenimiento de la integralidad y estabilidad de estas al
proteger los AGPI de la peroxidacion.®” En tanto, el cido ascérbico, los uratos y
flavonoides contenidos en el plasma seminal son la principal defensa antioxidante
qgue se encuentra en contacto con los fluidos extracelulares de los testiculos y el
epididimo una vez que el espermatozoide es eyaculado.®
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En el caso de FRAP los resultados mostraron una disminucién en suero sanguineo y
lisado de eritrocitos, indicativo de una deficiencia de antioxidantes solubles a nivel
sistémico. En contraste con estos resultados se observé un incremento significativo
de los valores FRAP en lisado de células seminales y plasma seminal. En el caso del
plasma seminal se encontr6 un coeficiente de correlacion de 0,52 (p< 0,05) entre el
incremento del valor FRAP y el incremento del valor GSH; este hecho esta
probablemente relacionado con una concentracion patolégica de antioxidantes en el
fluido seminal y en el interior de los espermatozoides, resultado que coincide con la
elevacidén de los valores de GSH en el lisado de células y plasma celular.

En condiciones fisioldgicas, una vez que el espermatozoide es eyaculado
experimenta una serie de procesos que contribuyen a potenciar su capacidad fértil,
entre estos se encuentran los cambios de fluidez de la membrana espermatica,
condicionado por la modificacién en el contenido de fosfolipidos. En este proceso
tienen una activa participacién las ERO mediante mecanismos que aun no estan del
todo esclarecido, lo que si se conoce es que activan cascadas de fosforilacién de
proteinas, producen aumento del AMPc, y otros eventos moleculares que inciden
sobre la fluidez de la membrana acrosomal y flagelar.®® Pero a la vez, puede
producirse la peroxidacién de los fosfolipidos y con ello generarse derivados téxicos
para la célula como es el MDA. En varios estudios se ha reportado que existe una
correlacién negativa entre las concentraciones de este tipo de derivados de la
POL vy la viabilidad celular. Los resultados experimentales de este trabajo estan en
concordancia con los hallazgos reportados por la literatura internacional.®

Segun los resultados de este trabajo, en la medida que se incrementé la
concentracién de MDA se aprecid una disminucién en la movilidad (%A) y la
viabilidad de las células espermaticas. La elevacion de la concentracion de
organoperdxidos estuvo relacionada con la disminucion de la movilidad (%A) en los
pacientes y un incremento de los trastornos morfoldgicos de los espermatozoides;
valores superiores a 100 uM de OT en plasma seminal coincidieron con una
disminucién por debajo del 30 % en el porcentaje de movilidad A (intervalo
patoldgico). Tanto las variables MDA como OT son indicativas de lesiones oxidativas;
es razonable que en un ambiente oxidativo como el detectado para los pacientes los
niveles de dafio encontrados provoquen trastornos funcionales a los
espermatozoides.

Por otra parte, una baja concentracién de GSH en eritrocitos coincidié con una
reduccion en la movilidad espermatica. Los incrementos del biomarcador de dafio a
proteinas PAOP correlacionaron matematicamente con el porcentaje de movilidad B
y la viabilidad, pero desde el punto de vista bioldgico el sentido de esta correlacién
debe interpretarse como que al incrementar PAOP en la generalidad de los casos los
porcentajes de viabilidad de las muestras de la mayoria de los pacientes se encontraron
por debajo del 70 % y el porcentaje de movilidad B por debajo del 30 %, lo cual
significa que el aumento del PAOP permite ubicar al paciente en el intervalo patolégico;
el andlisis anterior refuerza el criterio que a medida que es mayor el dano oxidativo
a la membrana se ve mas comprometida la vida celular.

Los resultados de este trabajo impactaran positivamente sobre el conocimiento
cientifico que dia a dia se genera en el campo relativo a la investigacion de la
funcién que desempena el estrés oxidativo sobre los procesos fisioldgicos y
fisiopatologicos que tienen lugar en el organismo. De manera general se obtuvieron
evidencias de que en todos los fluidos analizados estan presente el dafio oxidativo
en los pacientes con infertilidad masculina, atendiendo a los requisitos establecidos
para la seleccién de un biomarcador clinico; se considera que la determinacion de
los indicadores redox en plasma seminal podria ser la mejor eleccién para un
seguimiento de los pacientes. Lo anterior se basa en los criterios de que la toma de
la muestra, a pesar de tener los inconvenientes de su obtencidén por masturbacién,
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es una muestra de la cual ya se dispone una vez que es necesario obtenerla para el
espermograma, lo que aventaja las determinaciones en suero sanguineo y lisado de
eritrocitos. Por otra parte, la obtencién del lisado de espermatozoides es mas
trabajosa desde el punto de vista experimental y adicionalmente en el plasma
seminal se producen en estado patoldgico el incremento altamente significativo de
las variables de dafio a biomoléculas MDA, PAOP y ROOH que estan correlacionadas
con los dafios funcionales a los pacientes.

El seguimiento del ambiente redox en pacientes con infertilidad masculina, permitiria
monitorear las correcciones en los estilos de vidas, niveles de exposicidon ambiental,
que se decidan hacer en este tipo de pacientes. Atendiendo a los antecedentes de
esta muestra poblacional se evidencia que en una primera fase se debe proceder a
la eliminacion de los habitos téxicos (alcohol, fundamentalmente), la promocién de
la actividad fisica y también podria resultar interesante la intervencion con antioxidantes
fundamentalmente que aporten antioxidantes de fase liposoluble.

Teniendo en cuenta los resultados, a partir del desarrollo experimental empleado, se
puede concluir: la existencia de una correlacion significativa entre los indicadores
redox en suero, lisado de eritrocitos, plasma seminal procedente de pacientes
infértiles e individuos aparentemente sanos con cambios funcionales y morfoldgicos
del espermograma. La mayor parte de los indicadores redox analizados en los
fluidos bioldgicos estudiados indican la existencia de un ambiente redox alterado en
este tipo de pacientes. La validacion de la metodologia de trabajo experimental
establecida para el analisis del plasma seminal y el lisado de células espermaticas
permite proponerla como referencia en el estudio de pacientes infértiles sometidos a
una intervencién nutricional o farmacoldgica. El analisis del ambiente redox en el
fluido seminal en forma de rutina en los pacientes con sospecha de infertilidad
resulta de gran valor clinico, por los resultados obtenidos en esta investigacion.

En estudios futuros seria de gran interés determinar otros indicadores del sistema
redox como la relacién GSH/GSSG y GPx/GR, por las implicaciones de la
concentracién de perdxido de hidréogeno en la fisiopatologia de la infertilidad
masculina; determinar el porcentaje de fragmentacion del ADN u otro indicador de
dafio al ADN (ej. ensayo COMETA) como medida de la integridad del material genético
en espermatozoides de pacientes infértiles y sujetos controles, y utilizar la bateria
de ensayos redox en el seguimiento de terapias antioxidantes correctivas.
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