Estrés oxidativo y su efecto sobre calidad seminal

Universidad Nacional de Rosario, Argentina

Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas

ESTRES OXIDATIVO Y SU EFECTO SOBRE CALIDAD SEMINAL

*Dra. Beatriz Reina Bouvet. Gabriel Carrasco 1854. 2000 Rosario, Santa Fe, Argentina. Teléfono: 0341-4302317 . beatrizbouvet@arnet.com.ar

**Dra. Cecilia Vicenta Paparella. Guemes 2147. 2000 Rosario, Santa Fe, Argentina. Teléfono: 0341-4470462. ceciliapaparella@yahoo.com.ar

***Dr. Rodolfo Néstor Feldman. Dorrego 543. 2000 Rosario, Santa Fe, Argentina. Teléfono: 0341-4252579 . rodolfofeldman@gmail.com

*Bioquimica. Docente Jefa de Trabajos Practicos del Area Quimica Analitica Clinica (pregrado) y Especialidad en Biogquimica Clinica:
Endocrinologia (postgrado) del Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de Rosario, Argentina.

**Bioquimica. Jefa de Trabajos Practicos Area Quimica Analitica Clinica, Departamento de Bioguimica Clinica, Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas de Rosario, Argentina.

*** Médico Endocrindlogo y Andrdlogo del Servicio de Reproduccion, Facultad de Ciencias Médicas de Rosario. Universidad Nacional de Rosario,
Argentina.

RESUMEN

La membrana espermatica tiene acidos grasos insaturados que la tornan vulnerable al ataque de sustancias oxigeno reactivas. Los
espermatozoides poseen sistemas protectores, pero un desbalance entre pro y antioxidantes produce “estrés oxidativo". Objetivo: estudiar en
semen de hombres infértiles, el efecto del estrés oxidativo sobre la membrana y nicleo espermatico. Se analizaron muestras seminales de 142
hombres infértiles. Se efectu6é espermograma, se seleccionaron 83 muestras sin aglutinacién ni hiperviscosidad y con concentracion espermatica
mayor a 5 x 10 6 /ml. Se estudi6 la membrana espermatica con Test Hipoosmético, la condensacién cromatinica con Azul de Anilina'y el ADN con
Naranja de Acridina. Para estrés oxidativo se aplico el Test MOST (movilidad traslativa final/movilidad traslativa inicial) que evalla la pérdida de
movilidad de los espermatozoides luego de ser incubados por 4 hs. en bafio de agua a 40 °C. Se agruparon las muestras en G1: MOST mayor o
igual a 0.40 (normal) y G2: MOST menor a 0.40 (anormal). El analisis estadistico demostré diferencia significativa (p<0.003) en las 3 pruebas
funcionales. El estrés oxidativo altera estructuras espermaticas esenciales.
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INTRODUCCION

Los espermatozoides de los mamiferos se caracterizan por su capacidad de generar sustancias oxigeno reactivas (ROS) que incluyen anién
superdxido y perdxido de hidrogeno. El efecto téxico de estos radicales libres sobre el espermatozoide humano se describié en 1943. 1 El
metabolismo normal del oxigeno produce ROS, tales como: anién superéxido, perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo, que alteran la funciéon
espermatica. La membrana espermatica tiene alto contenido de fosfolipidos unidos a acidos grasos insaturados que la hacen vulnerable a cambios
peroxidativos, ademas el espermatozoide humano posee escasa cantidad de citoplasma que limita la accion antioxidante de los sistemas
enzimaticos reparadores. La accion de las ROS involucra la peroxidacion de los acidos grasos no saturados de la membrana plasmatica, produce
cambios en la fluidez de la misma que altera profundamente el comportamiento espermatico,y conduce a problemas de migracion, capacitacion,
union y fusién de las gametas. 2 La calidad de la membrana celular depende de su capacidad de permitir el transporte de determinados fluidos y
ciertas moléculas a través de ella. Basandose en esta propiedad se desarroll6 un test denominado Test Hipoosmotico, muy utilizado para
determinar la integridad funcional de la membrana plasmatica. 3

La produccion de ROS se puede determinar por diferentes métodos: bioquimicos, luminiscentes, enzimaticos, asi como también estimar la
resistencia a la lipoperoxidacion por medio de bioensayos. Entre estos Ultimos, el “test de estrés espermatico” (MOST) se ha propuesto como un
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predictor de la capacidad fertilizante del espermatozoide. Se demostré que la tasa de pérdida de la movilidad in vitro correlaciona con la produccion.
4 Un desbalance entre la generacion de ROS y los mecanismos de defensa antioxidantes producen una situacion de estrés oxidativo (EO). 5

El niicleo espermatico presenta una organizacién muy particular de la cromatina, diferente a la que se encuentra en las células somaticas. Durante
la espermatogénesis alrededor de 85 % de las histonas, proteinas clasicas de las células sométicas, son reemplazadas por proteinas de transicion
y posteriormente por proteinas mas pequefias, altamente basicas llamadas protaminas. Estas protaminas participan en uniones disulfuro e
interactdan fuertemente con el ADN compacténdolo en una cromatina altamente condensada, quimica y mecanicamente resistente, que protege la
integridad del genoma paterno durante el transporte del espermatozoide por el tracto reproductor masculino y femenino. El EO actualmente
considerado como la principal causa de dafio del ADN espermatico, altera estos procesos bioquimicos que se llevan a cabo durante la
espermatogénesis. El colorante Azul de Anilina tifie selectivamente las histonas que son proteinas ricas en lisina y se utiliza para evidenciar nacleos
espermaticos inmaduros. 6 El ADN con estructura cromatinica anormal tiene mayor susceptibilidad a la desnaturalizacion &cida. El ensayo de
Naranja de Acridina evalla la capacidad del ADN para resistir la desnaturalizacion acida inducida por el colorante y se cuantifica a través del
cambio metacromatico de color verde (ADN nativo) al rojizo (ADN desnaturalizado) (ADN nativo) al rojizo (ADN desnaturalizado) 7.

Objetivo:

Estudiar en muestras de semen de pacientes infértiles, la relacion del estrés oxidativo con la integridad de la membrana espermatica, la
condensacion de la cromatina y el ADN nuclear.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes: Se analizaron muestras de semen de 142 hombres de 20 a 45 afios de edad, quienes consultaron por infertilidad en el Servicio de
Reproduccion del Hospital Provincial del Centenario desde mayo de 2004 a junio de 2006 . Todos presentaban infertilidad primaria de, al menos, un
afo de duracion; no eran fumadores y tenian evaluacion fisica normal. Las muestras seminales se recogieron por masturbacion, luego de 3 a 5 dias
de abstinencia sexual. Luego de la licuefaccion y antes de la hora de eyaculacion se efectud espermograma y estudios funcionales espermaticos
segun normas OMS. 8 Se seleccionaron 83 muestras, siendo el criterio de exclusién la concentracion de espermatozoides méviles post swim-up
menor de 5 x10 6 /ml, presencia de leucocitospermia, hiperviscosidad y/o aglutinacion.

Determinaciones : Se utilizé para la evaluacion morfoldgica de los espermatozoides tincién de Papanicolaou modificada para semen. 8 La integridad
del ADN se estudié con Naranja de Acridina, cuyas propiedades metacromaticas permiten distinguir entre cadena simple de ADN (desnaturalizado)
y cadena doble (ADN nativo), la condensacion de la cromatina con Azul de Anilina que permite detectar su condensacion anormal, secundaria a la
retencién de histonas durante el proceso espermatogénico. La integridad anatomica y funcional de la membrana espermatica se evaluo6 con el Test
Hipoosmaético (TH), luego de incubar la muestra en medio hipoosmético (150 mOsm/l) se cuantifican los espermatozoides reactivos que han
incorporado agua a nivel de la cola y/o del segmento intercalar.

Estudio estadistico : Se aplic6 la prueba t Student para comparar los promedios de las variables entre ambos grupos. Un valor de p<0.05 se
considero significativo.

Condensacion de la Cromatina. 2 Se lavaron los espermatozoides con PBS. (solucion buffer fosfato) y luego de centrifugar a 500 g, se resuspendi6
el pellet con 25 ul, 50 ul 0 100 ul de PBS de acuerdo con la concentracién espermatica. Se realizé un extendido con 10 ul de la suspensién de
espermatozoides y se fij6 con metanol de 2 a 3 minutos. Se enjuagé con agua destilada y se sec6 a temperatura ambiente. Se agrego el colorante
Azul de Anilina y luego de 5 minutos, se lavé con agua corriente y una vez seco el extendido, se observé al microscopio 6ptico con objetivo de
inmersion. Se estudiaron 200 espermatozoides como minimo, diferenciando aquellos maduros no coloreados, de los inmaduros, parcial o
totalmente tefiidos de azul. El resultado se expresé en porcentajes.

Valores de referencia: > 70 % de espermatozoides maduros (no coloreados).

Integridad de la cromatina. 10 Se colocaron 10 ul de semen fresco y 10 ul de solucién Naranja de Acridina entre porta y cubreobjetos. Se incubé
durante 5 minutos en cdmara himeda y se observo con microscopio de fluorescencia. Las cabezas de los espermatozoides con ADN en estado
nativo emiten fluorescencia verde, mientras que aquellos, cuyo ADN se encuentra desnaturalizado se observan de color rojizo.

Valores de referencia: > 50% de espermatozoides con ADN nativo.

Prueba de estrés espermatico modificado (MOST). 4 Para realizar esta prueba se separaron los espermatozoides moviles mediante la técnica de
sobrenado ( swim-up ). 11 En un tubo de 13x100 mm de polietileno (Falcon Labware, USA), se lavo 1 ml de semen fresco con 2 ml de Ham F10
suplementado con BSA (albumina sérica bovina). Se centrifugo 10 min. A 500g, se descart6 el sobrenadante. Sobre el pellet se agrego lentamente,
con el tubo inclinado a 45 ° y por las paredes, 1 ml de Ham F10 y se incub6 durante 1 h a 37 °C en estufa con atmoésfera de CO, a 5 %. Se tomo
una alicuota de 10 ul de la parte superior del tubo Falcon y se realizé el estudio de movilidad, y se determiné el porcentaje de espermatozoides
moviles traslativos (movilidad inicial). Se colocaron 200 ul, también de la parte superior en tubo Eppendorff y se incubé durante 4 hs a 40 °C en
bafio de agua. Finalizada la incubacién se tomé una alicuota de 10 ul y se determind nuevamente el porcentaje de espermatozoides con
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movimiento traslativo (movilidad final). El valor del MOST se calculé como el cociente entre movilidad final y movilidad inicial. Se consider6é normal
un valor de MOST mayor o igual a 0.40.

Test Hipoosmético 3-8 Solucion de fructosa 2.7% P/V en solucion fisiologica (solucion A) Solucién de Citrato de sodio 1.47% P/V en solucién
fisiologica (solucion B). El medio hipoosmético se prepard en el momento de utilizar mezclando 0.5 ml de solucién A con 0.5 ml de solucion B, al
gue se agregd 0.1 ml de semen fresco, se mezclé e incubé entre 20 y 30 minutos a 37 °C. Se colocé 10 ul de la mezcla incubada entre porta y
cubreobjeto, en microscopio con contraste de fases se contaron como minimo 100 espermatozoides y se determiné el porcentaje de gametas con
membrana funcional (colas y/o segmento intercalar hinchados). Valor de referencia: > 60% de espermatozoides reactivos.

RESULTADOS

El 62.6 % de las muestras seminales seleccionadas para este estudio presentaron valor de MOST alterado. Se clasificaron en dos grupos de
acuerdo con el resultado obtenido en el test MOST, grupo 1 (G1), formado por 31 muestras con MOST mayor o igual a 0.40 (normal) y el grupo 2
(G2), constituido por 52 muestras con valor de MOST menor a 0.40 (alterado). En la evaluacion de la membrana espermatica, se observo una
marcada disminucién en su funcionalidad en las muestras seminales con MOST alterado. (G1: 67.4 +/- 10.9 vs G2: 40.1 +/- 16.1). ( Tabla 1). El
andlisis estadistico de comparacion de los promedios mostré diferencia significativa (p= 0.0021). (Tabla 2).

En cuanto a la integridad del ADN espermatico mostré marcada alteracion en el grupo con MOST alterado (G1: 89.2 +/- 10.6 vs. G2: 58.1 +/- 18.4).
(Tabla 1). El analisis estadistico mostrd diferencia significativa (p= 0.0019). (Tabla 2).

En el estudio de la condensacién de la cromatina se observé elevada inmadurez nuclear en las muestras seminales con MOST alterado ( G1: 73.9
+/-13.1 vs G2: 55.1 +/- 12.1). (Tabla 1). La evaluacion estadistica de los datos mostrd diferencia significativa (p= 0.0015).(Tabla 2).

DISCUSION

Mas de 40% de las muestras seminales de hombres infértiles presentan niveles aumentados de ROS. Su presencia conduce a inmovilizacion de los
espermatozoides, seguida de envejecimiento y muerte celular. Se desarrollaron distintas metodologias que miden el EO. 12 El MOST evalta la
peroxidacion lipidica espontanea que se produce al eliminar el plasma seminal y separar los factores antioxidantes protectores, 13 como prueba de
resistencia espermatica a la lipoperoxidacion forzada es sencillo, objetivo y de bajo costo, reuniendo condiciones suficientes como para convertirse
en un test predictor de fertilidad. Como se demostr6 en anteriores publicaciones, el EO esta asociado con la alteracion de la integridad anatémica y
funcional de la membrana espermatica. 14 El dafio que produce el EO en la membrana espermatica se traduce en alteracion de la integridad y
funcionalidad de la misma, observandose en el grupo de hombres con MOST anormal resultados anémalos en el Test Hipoosmatico. (Figura 1).

En la evaluacién del ADN nuclear se observa una marcada alteracién en la integridad de la cromatina, con incremento en el porcentaje de
espermatozoides con ADN desnaturalizado en muestras seminales con elevado tenor de EO (MOST alterado). (Figura 2).

En cuanto a la condensacion de la cromatina nuclear, en las muestras seminales con incremento de EO se observa un alto porcentaje de
espermatozoides con sus nucleos reactivos al colorante Azul de Anilina, o que sugiere la persistencia de proteinas ricas en lisinas debido a fallas
en el proceso espermatogénico. (Figura 3).

Se han propuesto diferentes teorias respecto al dafio del ADN en el espermatozoide maduro; una de ellas postula que es debido al anormal
empaguetamiento de la cromatina durante la transicion de histonas a protaminas complejas, por fallas en el proceso espermatogénico. Otra de las
teorias es que el dafio del ADN es inducido por los radicales libres presentes en el semen, que alteran la membrana espermatica , atacan el ADN e
inducen apertura de la doble hélice causando la inviabilidad del espermatozoide. 15-16 El EO puede provenir de una deficiencia del sistema de
defensa antioxidante o de un incremento de la poblacién de ROS, cuya alta reactividad puede provocar peroxidacion lipidica, dafio en la membrana
celular y en el ADN espermatico. El dafio oxidativo puede estar asociado con el incremento de eventos apoptéticos, en células espermaticas
anormales se encontraron cadenas de ADN alteradas, con incremento en la sensibilidad a la desnaturalizacion in situ. Estos autores han
demostrado que la activacion de endonucleasas enddgenas que causan dafio extensivo al ADN en células sométicas con caracteristicas de
apoptosis, deben ser las responsables de la eliminacion de células germinales defectuosas del pool reproductivo. 17

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 integridad del nicleo y la membrana espermatica son esenciales para la viabilidad de
la gameta masculina y para asegurar cambios fisioldgicos necesarios en el proceso de fecundacion. Un solo test no es capaz de determinar el
estado funcional de la gameta, para su estudio es necesario implementar una serie de determinaciones dirigidas a diferentes organelas que
componen el espermatozoide, integrando esta bateria de determinaciones para lograr el objetivo.
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CONCLUSIONES

Dada la importancia de la peroxidacion lipidica en la alteracién de la funcién espermatica, la cuantificacion de este proceso tiene importancia
diagndstica. EI MOST revela los efectos deletéreos que producen los peréxidos grasos sobre la funcién espermatica. Valores bajos de MOST
(menores a 0.40) reflejan elevado EO que altera la calidad seminal e interfiere en la capacidad fecundante espermética. Consideramos que la
evaluacion del EO debe ser incorporada al estudio del semen humano, en forma conjunta con los tests de funcionalidad espermatica con el fin de
lograr un enfoque androlégico mas racional y eficiente.

ABSTRACT: The oxidative stress effect on semen quality.

The spermatozoids have in its plasmatic membrane high concentrations of unsaturated fatty acids, vulnerable to the attack of the reactive oxygen
substances. The male gamete has protective systems, the distortion between pro and antioxidizers produces “oxidative stress". Objective: to study
samples of semen from infertile men, the effect of oxidative stress on the sperm membrane and the nucleus. 142 semen samples were analyzed
from infertile men. The sperm study was evaluated according to OMS and 83 samples without agglutination and hiperviscosity with concentration of
spermatozoids more of 5 x 10 6 /ml were chosen. The sperm membrane was studied with the Hipoosmotic Test, the maturity of chromatina with blue
aniline and the nuclear AND with acridine orange. The EO was evaluated with the MOST test (motility end/motility initial) measuring the loss of
motility of the spermatozoids incubated at 40°C in a water bath for 4 hours, separating the samples in : G1 : MOST major or equal to 0.40 (normal)
G2 : MOST under to 0.40 ( abnormal). The statistic analysis of the three tests showed significant difference (p<0.003). The oxidative stress affects
essential structures.

Key words : semen,- oxidative stress,,spermatozoids, infertility
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ANEXO
Tabla 1: Valores de las variables estudiadas en los grupos
Variables G1:MOSTmayor o igual 0.40 G2: MOST menor a 0.40
Integridad del ADN(NA) (%) 89.2 +/- 10.6 58.1 +/-18.4
Condensac cromat (AA) (%) 73.9 +/- 13.1 55.1 +/-12.1
Integr mem esperm(TH) (%) 67.4 +/- 10.9 40.1 +/- 16.1

G1: n= 31 hombres con MOST mayor o igual a 0.40 (normal).

G2: n=52 hombres con MOST menor a 0.40 (anormal).

Tabla 2: Significado estadistico de la comparacién de promedios entre ambos grupos

Variables G1lvs G2 Significado estadistico
Integridad del ADN P=0.0019 Diferencia significativa
Condensacién cromatina P=0.0015 Diferencia significativa
Integridad de la membrana P=0.0021 Diferencia significativa

G1: MOST mayor o igual 0.40 (normal).

G2: MOST menor a 0.40 (alterado).
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Figura 1: Integridad dela membrana espermatica (TH)
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Figura 2: Integridad del ADN espermatico (NA)
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Figura 3: Condensacion de la cromatina (AA)

Espermatozoides con cromatina madura en G1 MOST normal - G2 MOST alterado
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