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INTRODUCCION

La infertilidad se define como la incapacidad de una pa-
reja para concebir luego de un afio de relaciones sexuales
sin medidas anticonceptivas. Alrededor del 20% de las pare-

RESUMEN: Arch Med Interna 37(1): 07-14

Utilizando bases de datos Medline, Science Direct, Endocrine Society y So-
ciedad Argentina de Andrologia se realiz6 una revision bibliografica para
estudiar e interpretar el efecto del estrés oxidativo (EO) en el proceso repro-
ductivo. Los seres vivos que utilizan oxigeno para obtener energia son libe-
radores de especies reactivas de oxigeno (ERO). Existen situaciones andro-
l6gicas, factores medioambientales y compuestos quimicos que incrementan
las citoquinas proinflamatorias, generan EO alterando la regulacién del pro-
ceso espermatogénico. Los espermatozoides son susceptibles al dafo oxi-
dativo, debido al elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados (AGPI)
en su membrana y el escaso citoplasma que limita el contenido de enzimas
antioxidantes. El EO induce dafio peroxidativo en la membrana espermatica
y fragmentacion del ADN en los genomas nucleares y mitocondriales. El test
estrés espermatico modificado (MOST) estima la resistencia espermatica a
la lipoperoxidacion. El incremento de ERO en hombres con trastornos repro-
ductivos y su correlacion con alteraciones seminales revelan la importancia
de la evaluacién del EO en el estudio integral del hombre que consulta por
infertilidad.

Palabras clave: Estrés oxidativo - Proceso reproductivo - Especies reactivas
de oxigeno - Espermatozoide - Infertilidad masculina.

ABSTRACT: Arch Med Interna 37(1): 07-14

Data from Medline, Science Direct, Endocrine Society and organisms of in-
formation of Argentina Society of Andrology were used to study and inter-
pret the effect of oxidative stress (OS) in the reproductive process. The liv-
ing things use the oxygen for energy they release reactive oxygen species
(ROS). There andrology situations enviromental factors, chemical agents that
increase of proinflammatory cytokines, OS generated by altering the regula-
tion of spermatogenesis process. The spermatozoids due to high concentra-
tion of polyunsaturated fatty acids (PFA) in its membrane are sensitive to the
oxidative damage induced for ROS and it also contain low levels of antioxi-
dant enzymes for their limited cytoplasm. OS induced peroxidative damage
in sperm membrane and DNA fragmentation in the nuclear and mitochondrial
genomes. The modified sperm stress test (MOST) estimates sperm resistance
to lipoperoxidation. The ROS increased in men with reproductive disorders
and its correlation with seminal alterations reveal the importance of the evalu-
ation of OS in the study of man consulting for infertility.

Keywords: Oxidative stress - Reproductive process - Reactive oxygen spe-
cies - Spermatozoid - Men infertility.

jas en edad reproductiva tienen problemas de infertilidad. El
factor masculino esté involucrado en alrededor del 50% de
las parejas infértiles, 30% so6lo por factor masculino y 20%
son causas compartidas™. En cuanto al origen genético de
la infertilidad masculina actualmente se considera menor al
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5%®@. Por otra parte un 10 a 15% de los varones infértiles
presentan parametros seminales dentro de los rangos de re-
ferencia. En estos casos las causas de infertilidad masculina
podrian ser defectos estructurales del nucleo o de la mem-
brana espermatica, factores ambientales, ocupacionales y
ademas genéticos®.

La evaluacion inicial del hombre en una pareja infértil in-
cluye un examen clinico integral, con particular énfasis en
la historia clinica del sistema endécrino-reproductor. El exa-
men del semen realizado segun los lineamientos propuestos
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), es la piedra
angular para la evaluacién de la capacidad reproductiva del
varén y constituye una herramienta esencial al comenzar a
estudiar la pareja que consulta por infertilidad®.

La funcion espermatica se investiga mediante un grupo
de determinaciones, donde cada prueba esta dirigida a una
organela diferente. Se emplean test con alta especificidad,
precisos y objetivos, que contribuyen al conocimiento de una
disfuncion reproductiva en particular. Ademas el laboratorio
androlégico cuenta con una bateria de ensayos que estudian
in vitro los diferentes pasos de la funcion espermatica desde
la migracién hasta la unién del espermatozoide a la zona pe-
lucida, la fusion espermatozoide-ovocito y la decondensacion
de la cromatina®.

En la capacitacidén espermética, las ERO también juegan
un papel decisivo, se ha comprobado que bajo condiciones
fisioldgicas y de forma controlada, la produccion de ERO es
de vital importancia para la adquisicién de la capacidad fe-
cundante del espermatozoide®. Por otra parte, se conoce
que las ERO pueden incidir negativamente sobre la fertilidad
masculina a través de dos mecanismos fundamentales. El
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primero de ellos es el dafio que provocan a la membrana
espermatica, lo cual da lugar a una reduccién de la movilidad
y habilidad del espermatozoide de fusionarse con el 6vulo.
En tanto, el dafio que las ERO ejercen directamente sobre
el ADN espermatico, es otro de los mecanismos a través del
cual afectan la genémica paternal del embrién. La integridad
del ADN constituye un indicador de la espermatogénesis y de
la fertilidad masculina®.

En casos de infertilidad masculina idiopatica es frecuen-
te encontrar en el semen elevadas concentraciones de ERO,
en la inactivacion de las mismas participan los agentes anti-
oxidantes presentes en el fluido seminal. Cuando este equi-
librio se pierde genera EO que conlleva a desregulaciones
metabolicas y funcionales que provocan muerte celular e in-
fertilidad®.

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las ERO incluyen iones de oxigeno, radicales libres y
perdxidos, tanto inorganicos como organicos. Se forman de
manera natural como subproducto del metabolismo normal
del oxigeno y desempefan un papel importante en la sefa-
lizacién celular. Todos los seres vivos que utilizan el oxige-
no para obtener energia liberan ERO. Las células poseen
mecanismos de defensa denominados genéricamente como
antioxidantes (figura 1).

El espermatozoide dispone de mecanismos enzimaticos
como:
superéxido dismutasa (SOD), capta el radical ani6n su-
peroxido (O,) mediante una dismutacién para convertirlo
en peroxido de hidrégeno (H,0,);
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La GPx también reduce a los lipoperdxidos (agente toxico y productor de radicales peroxido) (RO-O)

XO: xantino oxidasa

SOD: superéxido dismutasa
GPx: glutation poeroxidasa
Gr: glutation reductasa

MPQO: mieloperoxidasa
ROO: peroxil
O, : radical superéxido

H,0,: peroxido de hidrégeno

OCiI: ién hipoclorito

'0,: oxigeno singlete
GSH: glutation reducido
GSSH: glutatién oxidado

OONO: anién peroximitrito
NO: 6xido nitrico

"OH: radical hidroxilo

NO': radical nitrico

Fig. 1. Mecanismo de accion de las especies reactivas de oxigeno.
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+ glutatibn peroxidasa/glutation reductasa, neutralizan al
H,O,;

+ citocromo oxidasa, evita la reduccion univalente del oxi-
geno.

El plasma seminal es una potente fuente de antioxidan-
tes compuesta por:

+ enzimas antioxidantes de alto peso molecular: SOD, glu-
tation peroxidasa/glutation reductasa, catalasa;

+ antioxidantes de bajo peso molecular: tocoferol o vitami-
na E, neutralizan al radical oxhidrilo (OH) y se encuen-
tran en las membrana;

« vitamina C, es un reductor que reacciona rapidamente
con el oxigeno y con el OH, también capta el oxigeno
singlete (O) y el i6n hipoclorito;

+  glutation, puede captar el H,0, Oy OH;

« albumina, piruvato, B-carotenos, taurina, acido Urico.
Los niveles patoldgicos de ERO detectados en el semen

de hombres infértiles generalmente se deben a un incre-

mento en la produccidén y no a una reduccién en la capaci-
dad antioxidante del plasma seminal. Los espermatozoides
debido al alto contenido de AGPI son susceptibles al dafio
inducido por las ERO. Estudios recientes demostraron que
las mitocondrias son generadoras de EO, previo al desarrollo
de la cascada apoptotica generan elevados niveles de anion

O, cuyo efecto oxidativo se incrementa por la incompetencia

del espermatozoide para contrarrestar el dafio oxidativo de-

bido a su escaso citoplasma y los bajos niveles de enzimas
antioxidantes®. Uno de los efectos de las ERO es la altera-
cion de la membrana celular mediante peroxidacion lipidica

(PL). Este proceso fisiopatoldgico tiene como resultado una

cascada de profundos cambios degradativos que afectan la

organizacion y funcién de la membrana del espermatozoide
humano, producen rupturas del ADN y degradacién proteica.

En la etiologia de la infertilidad masculina, un factor significa-

tivo es el que involucra la pérdida de la funcion espermatica

como consecuencia del EO, el cual puede provenir de la defi-
ciencia del sistema de defensa antioxidante o del incremento
de la formacion de ERO,

Durante el desarrollo testicular, se producen cambios de
las enzimas antioxidantes presentes en el testiculo y el EO
que se produce durante el proceso espermatogénico induce
danfo peroxidativo en la membrana plasmatica espermética y
fragmentacion del ADN en los genomas nucleares y mitocon-
driales. Por otra parte el espermatozoide humano, requiere
de niveles bajos de ERO para su normal funcionamiento y
sufre procesos controlados de 6xido-reduccién durante la
hiperactivacion espermatica, capacitacién y reaccion acroso-
mal™. En la capacitacion espermatica también intervienen
otros mecanismos que estan regulados por ERO como es
el influjo de calcio a través de la membrana, el aumento del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la fosforilacion de
proteinas‘?.

Macréfagos y granulocitos activados producen H,0,, O,
nitratos y nitritos que son altamente toxicos para el esperma-
tozoide porque inducen el dafo peroxidativo. Varios autores
observaron que los leucocitos presentes en el semen pueden
causar EO, incluso a concentraciones inferiores del limite de
corte establecido por la OMS®19),

Mecanismo de daiio espermatico mediado por ERO

Las ERO pueden danar proteinas, acidos nucleicos y
causar pérdida de la movilidad espermatica afectando la fer-
tilidad. Debido al alto contenido de AGPI, los espermatozoi-
des humanos son especialmente sensibles al dafio por ERO.
Los lipoperdxidos y sus productos de degradacion como el
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malondialdehido (MDA) y los 4-hidroxialquenales (4-HA)
son altamente toxicos para las células sexuales masculinas
y provocan dafios irreversibles en la movilidad. La PL esté
correlacionada con la disminucion de la movilidad esperma-
tica y con los defectos morfologicos de las gametas mascu-
linas"®). Este fendmeno consiste en el dafo oxidativo sobre
los AGPI, los cuales contienen en su estructura dos dobles
enlaces C-C especialmente susceptibles a la sustraccion de
un electron por parte de las ERO. Ademas conduce a un au-
mento considerable de la permeabilidad de las membranas
celulares, y origina alteraciones irreversibles de las propieda-
des funcionales de la célula que pueden conducir a su lisis
total(14-16),

Durante la fase de iniciacién de la PL, un radical de ele-
vada reactividad como el OH- puede extraer un atomo de
hidrégeno de un &cido graso insaturado para producir el radi-
cal lipidico, el cual se reorganiza y forma el dieno conjugado
que en su reaccion con el O, da lugar al radical peroxilo con
suficiente reactividad como para atacar otro lipido y conducir
a la propagacion de la reaccion oxidativa®”. La conjugaciéon
rapida de dienos con O, favorece la formacién de numerosos
derivados toxicos como son los hidroperdxidos (ROOH), los
4-HA 'y el MDA®®),

Las ERO pueden causar hipercondensacion del nucleo
espermatico como resultado de una excesiva oxidacion de
los grupos sulfhidrilos proteicos. Aproximadamente el 10%
de los espermatozoides provenientes de hombres fértiles
poseen niveles medibles de dafio al ADN, mientras que en
aquellos que provienen de hombres infértiles, este porcenta-
je oscila entre 20 y 25%9. Las ERO son capaces de dafar
el ADN a través de la oxidacion de las bases de purina y
pirimidina, asi como del esqueleto carbonado. Normalmente
el ADN se encuentra empaquetado y protegido por las pro-
taminas, en la infertilidad masculina se conoce que existe un
déficit de estas proteinas('?. Otro de los dafios que provocan
es la activacion de la apoptosis a través de la degradacion
enzimatica del ADN por accién de las caspasas®). Aunque
la mayor parte del ADN espermético es nuclear, existe una
pequefia fraccion que es de origen mitocondrial. Este ADN
codifica para 37 genes, de los cuales 13 lo hacen para po-
lipéptidos que forman parte de subunidades de los comple-
jos enzimaticos involucrados en el proceso de fosforilacion
oxidativa. Esta puede ser una de las causas por las cuales
el espectro de mutacion del ADN mitocondrial en el esper-
matozoide puede ser de 10 a 100 veces mayor que el ADN
nuclear®.

Evaluacion de ERO

El dafio oxidativo se puede medir de forma directa o in-
directa.

Métodos directos: se ha tratado de medir la concen-
tracién de agentes oxidantes en el organismo, pero es difi-
cultoso debido a que tienen una vida media muy corta. Las
técnicas de quimioluminiscencia aplicadas en la deteccion
de ERO han incorporado la peroxidasa del rabano para au-
mentar la eficiencia de la reaccion. Estos ensayos utilizan
un luminémetro a 37°C, se exponen los espermatozoides a
una solucién de luminol en dimetil sulféxido y se monitorea
la sefal quimioluminiscente. La medicién de ERO es senci-
lla pero requiere de lumindmetros muy sensibles capaces de
medir sefiales quimioluminiscentes de metabolitos oxigeno
reactivos®?.

Métodos indirectos: Evaltan las ERO midiendo los pro-
ductos terminales de su acciéon oxidante sobre las protei-
nas, los lipidos y el ADN. Para cuantificar los compuestos
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que reaccionan con el acido tiobarbiturico (ATB) se aplica un
método espectrofotométrico que mide la generacién de MDA
como mayor producto del desdoblamiento de los hidroperoxi-
dos estimulado con hierro y ascorbato en presencia de ATB.
El hierro induce una rapida ruptura de los peréxidos preexis-
tentes en el plasmalema, por lo que la medida de la peroxi-
dacion es un indicador del grado de EO experimentado por
una poblaciéon de espermatozoides. Este método tiene poca
sensibilidad y la conversién a MDA no es total®?.

EI MOST estima la resistencia de los espermatozoides a
la lipoperoxidacion. Este ensayo funcional mide los cambios
en la movilidad espermética luego de incubar los esperma-
tozoides méviles, obtenidos post swim-up, a temperatura de
40°C. ElI MOST permite ademas predecir fallas de la fertili-
zacion de origen espermético sobre ovocitos humanos y se
aplica en practicas de reproduccion asistida. El valor de corte
del ensayo MOST se estableci6 en 0,40 porque presenta in-
dices maximos de sensibilidad, especificidad, valores predic-
tivos positivos y negativos de la prueba. Los niveles bajos
de MOST (< 0,40) reflejan un aumento de la PL que altera la
capacidad fertilizante del var6n@,

Efectos de ERO en la membrana plasmatica

La membrana espermatica es asimétrica en su estructu-
ra y en sus funciones. Esta formada por una asociacion de
fosfolipidos y esteroles en equilibrio dinamico con proteinas
de membrana. El colesterol y los fosfolipidos son importantes
en el mantenimiento de la integridad estructural de los siste-
mas de membrana. Por otra parte el elevado contenido de
fosfolipidos unidos a &cidos grasos insaturados incrementa
la vulnerabilidad esperméatica a los cambios peroxidativos®*.

El colesterol es muy abundante en espermatozoides
humanos, se encuentra en la bicapa de fosfolipidos, redu-
ce la permeabilidad de la membrana y limita la insercion de
proteinas. La disminucién del colesterol de la membrana
plasmatica constituye un paso importante en la capacitacion
espermatica. La integridad y funcionalidad de la membrana
es esencial para el proceso de capacitacion, reaccidén acro-
somal, unién a la zona pellcida y al oolema. Se evalua por la
capacidad de permitir el transporte de determinados fluidos y
ciertas moléculas a través de ella. El test hipoosmético (THO)
mide la capacidad de los espermatozoides para incorporar
agua especialmente a nivel del segmento intermedio y de la
cola cuando son incubados a 37°C en un medio hipoosmé-
tico (150 mOsm/l). Los resultados del THO se correlacionan
con la morfologia, la movilidad y la vitalidad espermaticas®.
Se estudié en muestras de semen de pacientes infértiles, la
relacion del EO con la funcionalidad de la membrana esper-
matica observando asociacion estadisticamente significativa
entre las muestras con MOST anormal y resultados alterados
del THO®425),

Efecto de ERO en el ADN espermatico

La integridad de la estructura de la cromatina espermati-
ca depende de factores endégenos como la maduracién es-
permatica y exdgenos como el dafo peroxidativo del ADN,
infecciones, factores inmunol6gicos o diversos agentes qui-
micos®®.

Durante la espermiogénesis las histonas, proteinas cla-
sicas de empaquetamiento del ADN, son reemplazadas por
proteinas de transicion y luego por proteinas més basicas ri-
cas en residuos de arginina y cisteina denominadas protami-
nas. Durante la maduracién epididimaria de la gameta mas-
culina las protaminas participan en la formacion de puentes
disulfuro intra e intermoleculares proporcionando mayor es-
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tabilidad, proteccion y compactacion de la cromatina, consti-
tuyendo una estructura quimica, mecanicamente resistente y
transcripcionalmente inactiva®.

Los cambios en la cromatina nuclear protegen al geno-
ma paterno durante el transporte del espermatozoide por el
tracto reproductor masculino y femenino. Las fallas en el pro-
ceso de protaminacién estan relacionadas con la apoptosis
espermatica, la fragmentacion de las cadenas del ADN y las
anomalias cromosomicas®”.

Los defectos del nicleo espermético son de gran signi-
ficacion en infertilidad masculina. Se han descripto vacuolas
intranucleares que contienen inclusiones pleomorfas, como
grupos de membranas, vesiculas, gotas de lipidos, organe-
las citoplasmaticas que asociadas con anormalidades en la
condensacion de la cromatina producen menor tasa de em-
barazos. La identificacion ultraestructural y la cuantificacion
de estas alteraciones permiten adoptar las medidas terapéu-
ticas tendientes a corregir el factor andrologico involucrado o
arbitrar métodos de seleccion con microscopia de alta reso-
lucién en los procesos de microinyeccién®®,

El test azul de anilina (TAA) evalua el estado de conden-
sacion de la cromatina y se fundamenta en la tincion selectiva
de las proteinas ricas en lisina. La presencia de espermato-
zoides cuyos nucleos estan tefidos con azul de anilina indica
deficiencia en la protaminacion nuclear®. El 10-15% de los
ovocitos no fertilizados mediante procedimiento de inyeccidon
intracitoplasmatica (ICSI) presentan espermatozoides con
cromatina inmadura y el empaquetamiento incorrecto de la
cromatina podria ser la causa del fracaso en la fertilizacion®.

Fragmentacion del ADN espermatico

La fragmentacion del ADN consiste en interrupciones en
las cadenas simples o dobles. La transferencia de la molécu-
la de ADN integra e intacta desde el espermatozoide al 6vulo
es esencial para conseguir una fecundacioén con ciertas pers-
pectivas de éxito. Una ruptura podria llevar a alteraciones en
la fertilizacién, en el desarrollo embrionario y fetal e incluso
puede afectar la salud de la descendencia. Aproximadamen-
te el 25% de hombres infértiles tienen elevado porcentaje de
fragmentacion del ADN. Este dafio es multifactorial y puede
producirse en cualquier etapa del proceso espermatogéni-
co®),

Altos niveles de ERO alteran la movilidad y la morfologia
espermatica, provocan fragmentacion del ADN que puede
acelerar el proceso de apoptosis de las células germinales,
disminuyendo la concentracion espermética con el conse-
cuente deterioro de la calidad seminal®.

La fragmentacidén del ADN espermatico inducida por el
radical OH resulta en la formacion de 8-OH-guanina y 8-OH-
2" deoxiguanosina en un primer estadio seguido de fragmen-
tacion del ADN de cadena doble. Mientras que el dafio del
ADN en el primer estadio podria ser reparado por el ovo-
cito, la fecundacién del ovocito por un espermatozoide con
fragmentacion del ADN de cadena doble es practicamente
irreversible e incompatible con el desarrollo normal del emba-
razo. La magnitud del dafio inducido por radicales libres du-
rante el transito espermatico por el epididimo depende de los
niveles de radicales libres producidos por espermatozoides
inmaduros, la presencia de células epiteliales o de leucocitos
activados en el epididimo y de los niveles de enzimas antio-
xidantes presentes en la luz del epididimo®®.

Los espermatozoides mas vulnerables son los que po-
seen menor grado de entrecruzamiento de puentes disulfuro
en la cromatina. La fragmentacion del ADN en los esperma-
tozoides eyaculados es mas elevada que en los esperma-
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tozoides testiculares o epididimarios. El epididimo posee un
mecanismo selectivo que elimina los espermatozoides ge-
ndémicamente defectuosos. Por otra parte el tratamiento far-
macoldgico con antioxidantes reduce significativamente los
niveles de fragmentacion del ADN espermético®".

La caracterizacion del dafio al ADN a nivel celular es im-
portante, si bien el ovocito esta capacitado para reparar el
ADN del espermatozoide que lo fecunda, este proceso es
mas dificil cuando se trata de alteraciones del ADN cadena
doble y ademés depende de la calidad genémica y citoplas-
matica del ovocito. En general el factor genémico de inferti-
lidad incluye el dafio del ADN espermatico, alteraciones de
la meiosis y aneuploidias en espermatozoides, de los cuales
solo el dafo del ADN es reparado por el ovocito®©2.

Métodos para evaluar la fragmentacion del ADN

Por varios afios los investigadores han buscado la mejor
forma de cuantificar el dafio presente en el ADN de esperma-
tozoides humanos. Actualmente se dispone de varias técni-
cas que miden el dafio al ADN espermatico. Algunas evaluan
la integridad del ADN y otros ensayos identifican defectos en
el empaquetamiento de la cromatina.

Las que se aplican con mayor frecuencia en los laborato-
rios androlégicos y de reproduccidn son:

+  Test de heterogeneidad de la cromatina (TNA);
+ Test de dispersion de la cromatina (SCD);
+  Test Terminal dUTP Nick-End Labeling (TUNEL).

El TNA se fundamenta en la capacidad del fluorocromo
naranja de acridina de intercalarse entre las dos cadenas de
ADN como un monémero que al ser excitado emite color ver-
de, mientras que si esta unido al ADN cadena simple emi-
te coloracion anaranjada. La prueba se cuantifica mediante
el cambio metacromatico de color verde del ADN nativo al
anaranjado cuando el ADN esta desnaturalizado®+2®. En
muestras de semen de pacientes con infertilidad idiopatica
se estudi6 el efecto del EO sobre el nacleo espermético,
encontrdndose mayor alteracion en la integridad del ADN y
cromatina inmadura en las muestras con MOST alterado®.

La prueba SCD se basa en dos fendmenos: el primero
es que las hebras de ADN que contienen rupturas son mas
faciles de ser desnaturalizadas. De hecho, los extremos de
las rupturas, que pueden ser de cadena sencilla o de cadena
doble, son los origenes de la desnaturalizacién cuando éstos
se enfrentan a un tratamiento de caréacter 4cido. El segundo
fendbmeno es que los bucles compactados de fibra de croma-
tina nuclear, compuestos de ADN y proteinas, se desempa-
quetan cuando se extraen proteinas nucleares. Este proceso
de relajacién de los bucles de cromatina tras un tratamiento
desproteinizante da lugar a halos periféricos de cromatina/
ADN que emanan del residuo nuclear central®629,

El Test de TUNEL (Terminal desoxi-nucleotidil-Uridin-
trifosfato, dUPT, deoxynucleotidil transferase Nick-End Labe-
lling assay) permite visualizar la incorporacion de nucleétidos
marcados en los extremos de las rupturas existentes en el
DNA, bien sean de cadena simple o doble. La reaccion se ca-
taliza, in situ, mediante la accion de una transferasa terminal.
Esta enzima incorpora deoxiuridina modificada con biotina o
digoxigenina, en el extremo 3’- OH de la cadena afectada.
El nucleétido incorporado esta directamente marcado con un
fluorocromo. La sefal de marcado obtenida por cada esper-
matozoide, se incrementa de acuerdo con el nimero de rup-
turas que presente la cadena de DNA. Esta técnica ha tenido
buena aceptacion dado que es versétil, estda comercializada
en kit y los resultados pueden ser interpretados mediante mi-
croscopia de fluorescencia y citometria de flujo. Actualmente

1

posee un valor de corte entre 15 y 30% segun la metodologia
empleada®'®2),

Capacitacion espermaticay ERO

La capacitacion espermatica es un evento asincrénico.
En humanos solamente el 10% de los espermatozoides es-
tan capacitados a un tiempo dado‘'?. Este proceso se asocia
a:

» modificaciones en la composicién y fluidez de la mem-
brana plasmatica;

+ cambios en las concentraciones idnicas intracelulares;

+ incremento en la fosforilacion proteica;

+ generacion de niveles bajos y controlados de ERO.

La produccién de anion O, por los espermatozoides es
un evento temprano en el proceso de capacitacién. Las ERO
regulan la actividad de enzimas implicadas en la sintesis de
AMP ciclico y en la fosforilacién de proteinas en residuos
serina y treonina asociada con el eflujo de colesterol. Estos
hallazgos manifiestan que numerosos cambios a nivel de la
membrana plasmaética junto con la activacién de varias vias
de sefalizacion intracelular son necesarios para que el es-
permatozoide adquiera la capacidad de responder a los esti-
mulos inductores de la exocitosis acrosomal®?,

ALTERACIONES SEMINALES ASOCIADAS A ERO

Oligozoospermia y criptorquidia

La oligozoospermia se caracteriza por una baja concen-
tracion de espermatozoides en el semen, se considerada
moderada cuando es menor a 15 millones de espermatozoi-
des/ml de semen y severa cuando es menor a 5 millones de
espermatozoides/ml. La oligozoospermia idiopatica es diag-
nosticada por exclusion de otras patologias o alteraciones,
tales como varicocele, criptorquidia, obstruccién parcial de
la via seminal, presencia de anticuerpos antiespermaticos
(AAE). Existen hallazgos clinicos y de laboratorio que se aso-
cian a oligozoospermia, los cuales incluyen: edad, patologia
inflamatoria y autoinmune, disfunciones hormonales, ingesta
de alcohol, factores genéticos y ambientales. Varios autores
demostraron que los espermatozoides de pacientes con oli-
gozoospermia idiopatica o con antecedentes de criptorquidia,
producen niveles elevados de ERO con incremento significa-
tivo en la extension del dafo en el ADN®,

La criptorquidia es una patologia congénita que afecta el
4 a 5% de nifios recién nacidos. La exposicion del testiculo
a la temperatura corporal altera el proceso espermatogénico,
y ademas representa un factor de riesgo de cancer testicu-
lar®s),

Varicocele

El varicocele es una dilatacibn anbmala de las venas
del plexo pampiniforme, las cuales desempefian una funcion
importante en el mantenimiento de la temperatura testicular
mediante un mecanismo de intercambio contracorriente con
la arteria espermatica, manteniendo la temperatura gonadal
aproximadamente en 35°C. El éstasis venoso y la acumula-
cion de desechos tdxicos que produce esta lesion vascular
alteran la funcion testicular. Varios investigadores reportaron
que el varicocele esta asociado con elevados niveles de ERO
producidos por el espermatozoide y disminucion de la capa-
cidad antioxidante del plasma seminal®®.

Otros autores con la finalidad de verificar si la determi-
nacién de ERO en semen tiene un valor predictivo sobre la
probabilidad de desarrollar atrofia testicular y alteraciones
espermaticas, estudiaron en pacientes con varicocele la aso-
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ciacion entre altos niveles de ERO, el grado de varicocele y
el volumen testicular. Observaron asociacion directa entre los
niveles de ERO y el grado de varicocele pero no encontraron
asociacion con el grado de atrofia testicular®?.

Por otra parte estudios de la calidad y la funcionalidad
espermatica en hombres con varicocele, mostraron menor
porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva,
mayor porcentaje de gametas masculinas muertas, aumento
de alteraciones en la morfologia espermatica y disminucion
del porcentaje de espermatozoides con membrana funcional.
El varicocele altera parametros seminales relacionados con
la funcionalidad espermatica deteriorando la capacidad re-
productiva masculina®®®,

FACTORES MEDIOAMBIENTALES ASOCIADOS A ERO

La contaminacién medioambiental es un problema mun-
dial. Anualmente se producen e incorporan al mercado mas
de 2.000 compuestos quimicos de sintesis, que al ser libe-
rados al medioambiente pueden interaccionar con los seres
vivos ocasionando dafios a la salud humana general y en
especial a la salud reproductiva®.

La exposicion a diversos contaminantes medioambien-
tales se asocia con la ocupacion laboral, siendo las principa-
les vias de ingreso al organismo la piel y la via respiratoria.
Muchas de estas sustancias quimicas naturales o sintetiza-
das por el hombre, se comportan como hormonas alterando
la homeostasis normal del sistema endocrino del individuo
mediante un desequilibrio en el balance de estrogenos, an-
drégenos y hormonas tiroideas. Estos compuestos quimicos
se conocen como disruptores endocrinos y pueden unirse al
receptor hormonal o antagonizar su efecto bloqueando al re-
ceptor correspondiente; en ambos casos alteran el sistema
hormonal produciendo niveles elevados de ERO que gene-
ran dafo celular“0,

El epitelio de los tubulos seminiferos del testiculo donde
se desarrolla la espermatogénesis es un medio rico en an-
drégenos, indispensables para la proliferacion, diferenciacion
y maduracion espermatica. Toda alteracion en el sistema hor-
monal masculino regulador de la funcién testicular, se mani-
fiesta en modificaciones funcionales del espermatozoide. La
carencia hormonal produce inmadurez en los espermatozoi-
des y se manifiesta en el semen con elevada concentracion
de células germinales e incremento de las alteraciones mor-
fologicas®“".

En una poblacién de hombres con infertilidad idiopatica
se estudio el efecto de la exposicion ocupacional a agro-
quimicos sobre parametros seminales vinculados con la
espermatogénesis. Se evaluaron trabajadores expuestos a
agroquimicos y varones no expuestos como grupo control. El
grupo de hombres expuestos presentd menor concentracion
espermatica, mayor porcentaje de espermatozoides morfo-
I6bgicamente anormales y aumento marcado de células de la
progenie espermatica en el semen. La exposicién laboral o
accidental a agroquimicos altera el proceso espermatogéni-
co deteriorando los parametros seminales esenciales para el
proceso de fertilizacion“?.

Por otra parte se evalu6 la relacion de la exposicion
ocupacional a solventes con la viabilidad espermatica. Los
solventes, ampliamente utilizados en la industria de la pin-
tura y la madera, también se comportan como disruptores
endocrinos. En este grupo de hombres ocupacionalmente
expuestos se encontraron alteraciones en: la condensacion
de la cromatina, la integridad del ADN y la funcionalidad de la
membrana espermatica, estructuras espermaticas esencia-
les para la interaccion con el ovocito“.

Arch Med Interna 2015; 37(1)

Efecto del tabaco

El tabaco contiene sustancias toxicas como la nicotina,
que disminuyen los niveles séricos de gonadotrofinas. El
humo del cigarrillo posee gran cantidad de hidrocarburos aro-
maticos policiclicos que actian como inductores de enzimas,
los que interfieren en la produccion de esteroides sexuales
y alteran el desarrollo arménico del proceso espermatogéni-
co. Contiene ademas nitrosaminas y moléculas inorganicas,
muchas de ellas son sustancias reactivas del oxigeno y del
nitrébgeno. El aumento de ERO en hombres fumadores ge-
nera EO con incremento de citoquinas proinflamatorias que
alteran la regulacién de la espermatogénesis y la viabilidad
espermatica®“?.

En hombres con infertilidad idiopatica se estudio6 la re-
lacion del tabaquismo con parametros seminales vinculados
con el proceso espermatogénico: morfologia espermética,
concentracion de espermatozoides y de células germinales
inmaduras. Se analizaron 3 grupos de pacientes: fumadores
de mas de 20 cigarrillos/dia, fumadores de menos de 20 ci-
garrillos/dia y no fumadores como grupo control. El andlisis
estadistico de los resultados mostr6 diferencia significativa
entre fumadores y no fumadores al comparar los promedios
de las 3 variables analizadas. A diferencia de lo publicado
por otros autores no se encontr6 diferencia significativa al
relacionar la cantidad diaria de cigarrillos consumidos. El ta-
baquismo es un factor importante que debe ser evaluado al
realizar el estudio integral del hombre infértil“9.

TRATAMIENTOS MEDICOS PARA DISMINUIR EL
IMPACTO DEL EO

Al plantear los tratamientos para reducir el EO es im-
portante investigar las causas del desequilibrio oxidativo.
Se demostré en individuos sanos que las dietas con altas
concentraciones de antioxidantes estan asociadas a elevada
concentracién de espermatozoides con buena movilidad es-
permatica. Son beneficiosos los tratamiento con antioxidan-
tes como vitaminas E y C, selenio, N-acetil-cisteina, glutation
y carnitina®“®),

La L-carnitina (4cido 3-hidroxi-4-N-trimetil-aminobutirico)
cumple un rol esencial en la produccion de energia celular,
ademaés tiene efecto antioxidante sobre las membranas celu-
lares y el ADN @7,

En pacientes con oligoastenoteratozoospermia de origen
desconocido tratados con L-carnitina (2 g/dia) méas L-acetil-
carnitina (500 mg/dos veces por dia) durante 6 meses, se
observaron incrementos en todos los parametros espermati-
cos, siendo lo mas significativo el aumento en la movilidad“®.

CONCLUSIONES

Todos los espermatozoides de un eyaculado no son
iguales desde el punto de vista funcional, pero no se conoce
cuales son los atributos que diferencian un espermatozoide
fértil de aquel que no lo es.

La incidencia mundial de la infertilidad masculina se ha
incrementado notablemente en los ultimos afios debido a di-
versas causas, algunas de origen genético y otras asociadas
a la exposicion a agentes nocivos. El estudio de los meca-
nismos fisiopatolégicos involucrados en la infertilidad mascu-
lina es de vital importancia para la aplicacion de estrategias
terapéuticas, ya que es conocido que la poblacién mundial
envejece al mismo tiempo que disminuye la natalidad®.

Varios autores demostraron la correlacion positiva entre
la generacion de anion superoxido mitocondrial y el conteni-
do incrementado de AGPI presentes en la membrana de es-
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permatozoides humanos senescentes y defectuosos®. Estos
espermatozoides alterados son particularmente vulnerables
a la PL inducida por las mitocondrias espermaticas, la cual
desencadena interacciones moleculares que provocan dafio
oxidativo conduciendo en forma inevitable a la pérdida de
funcionalidad espermatica y finalmente a la muerte celular“®,
Si bien el ovocito es capaz de reparar el ADN dafado, la efi-
cacia depende del grado de alteracién nuclear y de la edad
ovocitaria; no se conoce si el efecto que ejercen los factores
medioambientales adversos, el tabaco y el estilo de vida so-
bre el ADN espermatico, se correlaciona con la fracciéon de
mutaciones presentes en la descendencia. Las técnicas de
reproduccién asistida facilitan la transferencia de ADN dafa-
do. La susceptibilidad de los espermatozoides a la accién de
ERO, la evidencia de niveles aumentados de EO en pacien-
tes con trastornos reproductivos y su correlacion con altera-
ciones en el analisis del semen y en la capacidad fecundante,
sugieren la evaluaciéon del EO en el estudio habitual de la
pareja que consulta por infertilidad, con el fin de lograr un
enfoque androlégico mas racional y eficiente tendiente a ins-
taurar medidas terapéuticas adecuadas®®®%%,
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