WP Universidad IVIRMA

Europea Global

Trabajo de Fin de Master en

Biologia y Tecnologia Aplicada a la Reproduccion
Humana Asistida

Relacion entre el estrés oxidativo y la calidad espermatica.

Autor: Marta Riutort Sanchez

Tutor: Alberto Pacheco Castro

Villaviciosa de Odén, octubre 2021



INDICE

1. INTRODUCCION ....oovciiieetceeesteee ettt st es st nass s ss sttt ass st anse s 4
A. Fisiologia de 10S eSpermatozZoides.........cccvivereiiieiieieeiie e 4
B. Calidad espermatica y su relacion con la fertilidad.............ccooovveiieiiiiciicce e, 5
C. Estrés oxidativo: origen, mecanismos iNVOIUCIadOsS ...........cccviverierieneneseseseeeeieieees 6
D. Factores iNdUCLOres de ROS .......cc.ooiiiiiiiiie e 9
E. Factores protectores frente @ ROS ... 16

Q. ANTIOXIAANTES ...ttt s sttt et et sesenenens 17

- ENZIMas antioOXIANTES .........cceueueueieieieeeiee ettt 17

- AntioXidantes N0 ENZIMALICOS..........ccceeurririieieieiriree ettt enenes 18

- ANtIOXIAANtES COMEICIAIES ......c.cveveeeeeieeieceee s 19

b. Cambios en el StH0 de VIO ........cceueueiricceee e 21
F. Técnicas para analizar el eStrés oXidatiVo ..........cccovieeieene i 21

2. OBUIETIVOS ...ttt bbbt ne bt ne et eene e 23

3. METODOS ..ottt 23

4. RESULTADOS Y DISCUSION .....oiieiiieeeiiesieeiesesieesseseseesesseses s s sesssnessesisnensenes 24
A. Efectos del estrés oxidativo sobre la calidad espermatica.............ccoceovrereneicncieneennnn 24

- A nivel de membrana plasmatica (peroxidacion lipidica) ..........cccccoevvveeererrirescrernne, 25
- A nivel de citoplasma (alteracion de proteinas y disfuncion mitocondrial)..................... 26
- A nivel de molécula de ADN (fragmentacion de ADN).........cooeeueveirireeeeenreresee e, 26
= A NiVel Celular (APOPLOSIS) ...cviiiirieiririririee ettt 26
B. Efectos del estrés oxidativo sobre los resultados reproductivos ............cccccceeveiveinennen, 27
a. EN gestacion NAtUIAl ..ot 29
b. En Inseminacion Artificial (IA).......cccooiiieeeeeeeeeeesee e 30
c. En tratamientos Fecundacion in Vitro (FIV) / Microinyeccion Intracitoplasmatica de
ESPermatozoides (ICSI) ...t 30

5. CONCLUSIONES ..ottt sttt sttt sttt ne e 32

6. AGRADECIMIENTOS ....ooiioiiiieesese ettt sttt ne e 33

7. BIBLIOGRAFIA ...ttt 33



Resumen

El estrés oxidativo consiste en un aumento de los niveles de radicales libres y en una
disminucion de la capacidad antioxidante del organismo, lo que podria tener efectos negativos
sobre la fertilidad masculina. Pese a que los compuestos involucrados en el estrés oxidativo se
encuentran de forma natural y tienen maltiples funciones bajo niveles controlados, algunas
patologias, habitos de vida o factores ambientales favorecen el incremento de estos radicales
libres y potencian una situacion de estrés oxidativo que puede tener efectos negativos sobre la
calidad espermatica alterando la concentracion, movilidad, vitalidad, morfologia y
funcionamiento de los espermatozoides mediante diferentes procesos. La pérdida de calidad
espermatica esté relacionada con la infertilidad masculina, por tanto, los efectos negativos del
estrés oxidativo podrian asociarse a menores tasas de implantacidn, gestacion y nacimiento, asi
como al aumento del riesgo de pérdida gestacional. Conocer el origen y los efectos negativos
del estrés oxidativo sobre la fertilidad masculina podria ayudar a mejorar los resultados

reproductivos, ya sea de forma natural o mediante tratamientos de reproduccién asistida.

Abstract

Oxidative stress consists of an increase in the levels of free radicals and the decrease of the
antioxidant capacity, which could have negative effects on male fertility. Even though the
species involved in oxidative stress are found naturally in the organism and that they have
multiple functions under controlled levels, some pathologies, lifestyle habits or environmental
factors increase free radicals and enhance oxidative stress that can have negative effects on
sperm quality altering the concentration, mobility, vitality, morphology, and sperm’s function
through different processes. Loss of sperm quality is related to male infertility, therefore, the
negative effects of oxidative stress are associated with lower implantation, gestation, and birth
rates, as well as an increased risk of pregnancy loss. Knowing the origin and the negative effects
of oxidative stress on male fertility could improve reproductive results, either naturally

gestation or though assisted reproductive techniques.



1.

INTRODUCCION

A. Fisiologia de los espermatozoides

Los espermatozoides se liberan de los testiculos con el ADN enrollado, con su transcripcion
inactiva y se someten a diferentes cambios mientras maduran en el epididimo. Todos estos
cambios son modulados por sefiales procedentes del entorno del espermatozoide o bien
pueden ocurrir de forma espontanea, de hecho, existen compuestos que actian como
mensajeros influyendo en la funcidn espermatica durante estos cambios (1). Estas células
son especialmente vulnerables ya que tienen menor capacidad de autorreparacion debido a
gue no poseen enzimas esenciales en su citoplasma (2). Ademas, su membrana
citoplasmatica es rica en lipidos muy susceptibles a procesos de oxidacion, lo que puede

causar alteraciones espermaticas (3).

Los espermatozoides no tienen capacidad para fecundar hasta que ha trascurrido cierto
tiempo en el ambiente adecuado con el fin de producir su capacitacién, lo cual es necesario
para que el espermatozoide adquiera la capacidad de fecundar (1). La capacitacion
espermatica consiste en un conjunto de cambios en la estructura y en el comportamiento del
espermatozoide cuando se expone a determinadas sustancias que se encuentran de forma
natural en el tracto reproductor femenino. Este proceso es esencial para que la fecundacion
tenga lugar e incluye fendmenos como la adquisicion de la hipermovilidad, el
reconocimiento de la zona pellcida y la reaccidon acrosomica. Pese a que actualmente se
desconoce el mecanismo exacto por el que sucede, se sabe que es una reaccion tipo
oxidacion-reduccion y que estd mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS) (4)
(Figura 1). Asi mismo, los espermatozoides que se liberan de los testiculos no tienen
movilidad progresiva, pero adquieren esta habilidad a lo largo del epididimo. Ademas de lo
anteriormente nombrado, durante la maduracion espermatica tienen lugar otros cambios
como la condensacion nuclear y modificaciones en la expresion y distribucién de moléculas

en la superficie del espermatozoide (1).
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Figura 1: Capacitacion espermatica dependiente de ROS y procesos implicados. Fuente: propia
4



B. Calidad espermaética vy su relaciéon con la fertilidad

La infertilidad se define como el fallo de una pareja para conseguir un embarazo clinico tras
un afo de relaciones sexuales regulares y sin proteccion. Afecta a mas de un 15% de las
parejas a nivel global, ya sean parejas con factor masculino, femenino o ambos (5). La
infertilidad esta reconocida como una enfermedad y se estima que entre 50-80 millones de
personas alrededor del mundo estan afectadas, yendo esta cifra en aumento. Durante mucho
tiempo se ha tenido muy en cuenta cémo el factor femenino afecta a la fertilidad, sin
embargo, las disfunciones pueden afectar también a los espermatozoides (6), de forma que
un factor masculino puede estar presente en un 30-50% de los casos de infertilidad (3).
Muchas de las parejas con problemas de fertilidad se someten a tratamientos de
reproduccion asistida, dichas técnicas son un conjunto de tratamientos para la infertilidad
que permiten lograr una gestaciéon mediante técnicas altamente exitosas que ademas no
presentan riesgos para salud como la inseminacién artificial (1A), la fecundacion in vitro
(FIV) o la microinyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). EI nimero de

parejas que precisan estos tratamientos esta en aumento (7).

La fertilidad esta relacionada con la calidad del embrion y ésta se basa en diferentes
parametros relacionados con la morfologia, el desarrollo, el metabolismo o factores
genéticos. Muchos de estos parametros que afectan a la calidad del embrion estan
influenciados por factores paternos y cabe destacar que la mayoria de las parejas con factor
masculino presentan una calidad espermaética reducida. Identificar los factores de origen
paterno gque pueden afectar a la calidad del embridn es de suma importancia para tratar la
infertilidad, asi como para abordar de la mejor manera posible los diferentes tratamientos.
Debido a que existen multitud de factores que afectan a la calidad espermatica y por
consiguiente a la calidad embrionaria, mejorar la comprensién de dichos factores podria

optimizar y mejorar el éxito de los tratamientos de reproduccion asistida (7).

El factor masculino puede tener una causa conocida (congenita, endocrina, inmunologica,
oncologica, infecciosa, factores ambientales etc.) o bien ser de origen idiopatico (7) (Figura
2). Factores ambientales, fisioldgicos, genéticos o el estilo de vida influyen en la funcién
espermatica pudiendo afectar de forma negativa a la fertilidad (3). Existen indicadores que
pueden explicar algunos casos de infertilidad masculina que se relacionan con una calidad

espermatica pobre o con el desarrollo embrionario. Asi mismo, existen patologias como



varicocele o bien factores como la dieta, la obesidad, la edad paterna o la presencia de
ciertos contaminantes que pueden causar una reduccion de la calidad espermaética (6).

Origen conocido Origen idiopatico
— Congénito
— Endocrino
— Inmunolégico
— Oncolégico
— Infeccioso
— Factores ambientales

Figura 2: Posibles causas del factor masculino. Fuente: propia.

Cuando un hombre est4 expuesto a diferentes factores exdgenos como por ejemplo el
consumo de tabaco, alcohol o una dieta desequilibrada, se observa un incremento de estrés
oxidativo, el cual se relaciona con un desequilibrio de moléculas con capacidad oxidante en
las células y una sobreproduccion ROS, que alteran el equilibrio antioxidante, lo que resulta
patoldgico y afecta de forma negativa tanto a la calidad seminal como a la fertilidad (6). Por
tanto, el estrés oxidativo del cual se hablara en el siguiente apartado esta involucrado en la

fisiopatologia de la infertilidad masculina (2).

C. Estrés oxidativo: origen, mecanismos involucrados

Con frecuencia, el hombre infértil presenta un analisis de semen anormal cuyo origen es
dificil de explicar ya que puede ser multifactorial. Una de las causas principales de la
infertilidad masculina es el estrés oxidativo. Numerosas publicaciones han descrito la
presencia de concentraciones elevadas de ROS en el 30-80% de los hombres infértiles (8).
Estas especies reactivas son producto de procesos de oxidacion-reduccion que tienen lugar
en las mitocondrias para la obtencidn de energia (3). En condiciones fisiol6gicas normales
el espermatozoide produce pequefas cantidades de ROS que son necesarias para diferentes
procesos como la capacitacion, la reaccion acrosémica y la union ovocito-espermatozoide.
Sin embargo, un exceso de ROS puede dafiar los espermatozoides normales induciendo
procesos perjudiciales como la peroxidacion lipidica y la fragmentacion en el ADN. Pese a
que generalmente existe un equilibrio entre la produccion de ROS y los antioxidantes del
sistema reproductor masculino, que tienen un efecto protector frente a estas especies, en
ocasiones un exceso de ROS sobrepasa la capacidad antioxidante provocando un estado de

estrés oxidativo (8).



El estrés oxidativo se relaciona por tanto con un desequilibrio de moléculas con capacidad
oxidante en las células. Las ROS se refiere a moléculas derivadas del oxigeno altamente
reactivas debido a sus electrones desapareados o radicales libres. Este grupo incluye
especies como el radical superoxido (O2), el peréxido de hidrogeno (H202), el radical
hidroxilo (OH"), el radical peroxilo (ROO ") e incluso especies reactivas de nitrégeno como
el dxido nitrico (NO) o el peroxinitrito (ONOO") (6) ademas de productos de reaccién con
otras moléculas (1) (Figura 3). Estos compuestos inestables de vida corta tienden a oxidar,
a captar electrones de otras moléculas. Asi mismo, no todas las ROS tienen la misma
capacidad oxidante, existen especies mas reactivas que otras, por ejemplo, el radical
hidroxilo es de las especies mas reactivas y destructivas, capaz de provocar dafio en el ADN,
especialmente en el semen (9).

Oxido nitrico (NO)

Radical superoxido (O,) Peroxinitrito (ONOO")

l SOD
Radical peroxilo (ROO") Peroxido de hidréogeno (H,O,) Radical hidroxilo (OH)
CAT | GPX
Agua (H,0)

Figura 3: Principales ROS y enzimas implicadas en el estrés oxidativo. Fuente: propia.

Las ROS pueden producirse de forma enddgena en las mitocondrias durante el
metabolismo, cuando ocurren fallos a lo largo de la cadena de transporte de electrones (10),
también pueden ser producidas por leucocitos (1), por la presencia de espermatozoides
anormales o inmaduros (3), como consecuencia de otras patologias o por factores externos
(11). Cuando estas especies se acumulan, el funcionamiento general de la célula queda
comprometido (10).

Los espermatozoides estdn expuestos al estrés oxidativo durante la espermatogénesis,
durante su almacenamiento y durante su paso por el tracto reproductivo hasta la eyaculacion
(3). Es importante que los niveles de ROS se mantengan regulados para asegurar que las
funciones en las que estan involucradas sucedan de forma correcta (2), ya que estos niveles
tienen un impacto en diferentes cascadas de sefializacion que regulan procesos sensibles a
reacciones de reduccion-oxidacion. Estos procesos precisan de la interaccion de estas

especies en algun punto. Estos compuestos tienen un papel como segundo mensajero en



diferentes procesos como la maduracién y capacitacion espermatica pero también estan

implicados en procesos de proliferacion y apoptosis celular (9).

En el aparato reproductor masculino, las ROS son intermediarios implicados en numerosos
procesos ya que son necesarios ciertos niveles de este tipo de compuestos para la
maduracion, hiperactivacion y capacitacion espermatica ademas de para la correcta reaccion
acrosdmica, la unién a la zona pellcida y la fusién entre ovocito-espermatozoide (8). En
concreto, determinados niveles de ROS son esenciales para la modificacion de proteinas del
flagelo y para la condensacion de la cromatina durante la espermatogénesis, ademas de
regular la concentracion intracelular de calcio y la actividad enzimatica necesaria para la
capacitacién e hiperactivacion, condiciones necesarias para mejorar la movilidad
espermatica debido a que Unicamente los espermatozoides capacitados pueden sufrir la
hiperactivacion y podran llevar a cabo la reaccidén acrosdmica necesaria para la fecundacion
(3). Como ejemplo de importancia de estas especies, el Oxido nitrico y perdxido de
hidrogeno son necesarios para que procesos como la capacitacion espermaticay la reaccion

acrosomica se realicen correctamente (6) (Figura 4).

Maduracién

Capacitacion

Hiperactivacion

Reaccion acrosémica

Unidn zona peldcida

Fusion ovocito-espermatozoide
Condensacion cromatina

Figura 4: Implicacion de ROS en las funciones espermaticas bajo niveles fisiolégicos 6ptimos.

Fuente: propia.

Sin embargo, cuando la produccién de ROS es elevada (9) y se neutraliza la capacidad de
los antioxidantes presentes en el plasma seminal, sucede un estado de estrés oxidativo (2)
que puede dar lugar a procesos altamente perjudiciales para la calidad seminal como la
peroxidacion lipidica y la fragmentacion del ADN tanto en el nucleo como en las
mitocondrias (9). Esto puede suceder porque las ROS son muy reactivas cuando se hayan
cerca de aminoéacidos, lipidos o acidos nucleicos (8), de manera que pueden dafar la

membrana, exponiendo al ADN y promoviendo asi la apoptosis celular (10).



Debido a que el estrés oxidativo afecta de manera negativa a la funcion (6) y calidad (9)
espermatica, actualmente muchas investigaciones se centran en conocer las fuentes y el
mecanismo de accion de las ROS a fin de mejorar tanto la fertilidad en si como los posibles
tratamientos y aumentar las esperanzas reproductivas de los pacientes (6), ya que los efectos
negativos en la calidad del semen afectan a la fertilidad masculina en general (9),
disminuyendo las tasas de fecundacion, implantacion y aumentando el riesgo de aborto (2).

D. Factores inductores de ROS

Algunos factores endogenos 0 exdgenos pueden provocar estrés oxidativo en el organismo
y dafar las células espermaticas hasta tal punto que éstas pierden calidad (2), lo que puede
tener un efecto nocivo para la fertilidad. Estos factores pueden estar provocados por

anomalias en el espermatozoide (8), por un exceso de leucocitos (3), fallos durante la

espermatogénesis, ciertas patologias o habitos de vida entre otros (7) (Figura 5).

FUENTES ENDOGENAS FUENTES EXOGENAS

Alteraciones en las mitocondrias Infeccion y leucocitospermia

(cadena de transporte de electrones) e eI SR o TAL IS

Alteraciones en la espermatogénesis
(produccion de espermatozoides
anormales/inmaduros) Exposicién a radiacién

Hipertermia escrotal

Patologias (varicocele, diabetes) Exposiciéon a contaminantes

Edad Obesidad v haibitos nutricionales

Figura 5: Factores inductores de ROS.  Fuente: propia.
- Fuentes endogenas de ROS:

Durante la espermatogénesis, la produccion de ROS es muy alta debido al elevado consumo
de oxigeno que se precisa para la produccion de espermatozoides. De manera, que una de
las principales fuentes endégenas de ROS deriva de la cadena de transporte de electrones
en las mitocondrias (12). Por tanto, estos radicales libres endégenos pueden generarse como
subproducto del metabolismo celular o por actividad enzimatica (6), asi como por la
presencia de espermatozoides inmaduros o alterados presentes en el eyaculado (3).



Cabe destacar que la actividad mitocondrial es esencial para la movilidad y la capacitacion
espermatica a fin de obtener ATP, por lo que las ROS son subproductos de dicha actividad
(6) y es crucial que funcione sin alteraciones debido a que hay muchas mitocondrias en la
pieza media del espermatozoide encargadas de obtener energia, por lo que una disfuncion
en estos organulos también puede generar un exceso de ROS e influir de forma negativa en
la integridad mitocondrial de las células espermaticas, es decir, las propias ROS que derivan
de la cadena de transporte de electrones alteran el funcionamiento mitocondrial y como
resultado, se produce un exceso de ROS que, a su vez, potencia el efecto negativo del estrés

oxidativo (2).

Por otra parte, los errores durante la espermatogénesis (8), la presencia de espermatozoides
inmaduros (2) o anomalias en estas células (ya sea el desarrollo incompleto del acrosoma,
alteraciones en el citoesqueleto o en la unién cabeza-cola) también pueden dar lugar a un
incremento de ROS y a espermatozoides anormales que favorecen el estrés oxidativo (5).
Esto se debe a que durante la espermatogénesis se produce la liberacion de células
espermaticas con el citoplasma retenido, es decir, espermatozoides inmaduros y no
funcionales que retienen en su interior glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) que
permite la produccion intracelular de NADPH que, mediante una enzima que regenera el
NADPH en NADP, convierte el oxigeno en superoxido, el cual se convertira en un tipo de
ROS, el perédxido de hidrogeno (6).

Pese a que los desequilibrios de ROS tienen efectos disruptivos, se sabe que niveles bajos
de ROS son necesarios para la correcta funcidn espermatica pero no su ausencia completa,
es decir, es importante el correcto equilibrio de ROS (6). Cabe destacar que a pesar de las
alteraciones a nivel mitocondrial o en la espermatogénesis, existen otros factores como la

edad o ciertas patologias que son fuente enddgena de ROS (8):

Varicocele

El varicocele es una de las causas mas comunes y por suerte corregible de la infertilidad
masculina, llegando a afectar a un 15% de la poblacion general y hasta un 44% de los
casos de hombres infértiles. Consiste en una dilatacién de los vasos sanguineos que
forman parte del cordon espermatico o del escroto. Esta dilatacion tiende a provocar un
aumento de la presion arterial y, por consiguiente, un aumento de la temperatura de los
testiculos (6). Esta patologia va asociada a un aumento de ROS y una reduccion de la
capacidad antioxidante como consecuencia del estrés oxidativo que se genera (8).
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Existen diferentes grados de varicocele segun sus caracteristicas (6). Tanto el exceso de
ROS como el aumento de temperatura en los testiculos puede producir dafios en el ADN
espermatico. La fragmentacion del material genético de estas células y la
descondensacion de la cromatina se observa con un aumento de 2-3°C en la temperatura
escrotal (5). Se cree que este exceso de calor podria aumentar el riesgo de fuga de
electrones de la cadena transportadora (13) lo que se traduce en un aumento de estrés
oxidativo y apoptosis, por ello los hombres con varicocele presentan mayores niveles
de fragmentacion de ADN (5) ademéas de aumentar la peroxidacion lipidica de las
células espermaticas (13). Asi mismo, los pacientes con esta patologia son mas
propensos a tener alteraciones en las células de Sertoli, que tienen una funcién
protectora durante la espermatogénesis y son mas susceptibles a retener parte del
citoplasma, lo que favorece la produccion de espermatozoides alterados y, por

consiguiente, aumenta la generacion de ROS (10).

Cabe destacar que la varicocelectomia, un procedimiento quirdrgico y rutinario para
corregir esta patologia, consigue reducir las ROS, el dafio en el ADN espermaético (6)
asi como mejorar la capacidad antioxidante, lo que mejora la fertilidad y las tasas de

gestacion natural o mediante reproduccion asistida (5).

Diabetes

Esta patologia esté relacionada con un aumento de ROS, asi mismo se asocia a una peor
concentracion, una disminucion de la movilidad, morfologia y viabilidad espermatica
ademas de un aumento en la fragmentacion de ADN. De hecho, algunos estudios
consideran que el tratamiento para la diabetes mejora las alteraciones reproductivas que

ésta provoca (10).

Edad

La edad paterna esta relacionada de forma negativa con los parametros seminales,
niveles hormonales, integridad del ADN espermatico y la funcion testicular en general,
lo que favorece la infertilidad (12). A medida que los personas envejecen, también lo
hacen las células del cuerpo y el aumento de las ROS como consecuencia del
envejecimiento implica un aumento en la fragmentacion del ADN, dafio en la estructura

celular y, por consiguiente, la alteracion de su funcionamiento (10). Ademas, aumenta
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la tasa de aneuploidias (7) y suceden con mas frecuencia fallos en la apoptosis y en el
empaquetamiento de la cromatina espermatica (5), disminuye el porcentaje de
espermatozoides normales en el eyaculado y en general disminuye la concentracion de
éstos (12). Asi mismo, se ha comprobado que con la edad disminuye la expresion de
antioxidantes, sean enziméticos o no, de forma que disminuye la capacidad protectora

y tamponadora de los testiculos, aumentando asi el riesgo de dafio por ROS (8).

- Fuentes exdgenas de ROS:

El estilo de vida o la exposicion a diferentes factores ambientales pueden favorecer un
incremento del estrés oxidativo (5) y provocar anomalias en la espermatogénesis. Por
ejemplo, la exposicion a toxinas como las presentes en el tabaco, la radiacion o ciertos
contaminantes ambientales pueden provocar el incremento de ROS en el testiculo,
impactando de forma negativa tanto en la espermatogénesis en si como en la correcta

funcién espermaética (8).

Infecciones y leucocitospermia

La inflamacion de los tejidos, asi como la infiltracion de los leucocitos es un proceso
normal que tiene lugar tras la activacion del sistema inmune frente a una infeccion. Se
ha comprobado que los leucocitos son una importante fuente de estrés oxidativo, de
hecho, se ha descrito que un leucocito puede llegar a producir 1000 veces mas ROS que
un espermatozoide. El eyaculado contiene cierta cantidad de leucocitos, sin embargo, la
presencia de un elevado nimero de estas células provocado por una infeccién
(leucocitospermia) se asocia a un incremento de estrés oxidativo (6), a una disminucién
de la capacidad antioxidante (8) y a un impacto negativo en algunos parametros
seminales (6). De hecho, la inflamacion bloquea la espermatogénesis e inhibe la
maduracion espermatica, por ello afecta de forma negativa a la movilidad (2), ademas
de empeorar la morfologia y la concentracion espermaética (6), asi mismo, puede derivar

en dafio en el ADN y disminuir la fertilidad (5).

Consumo de alcohol y tabaco

El consumo de alcohol y tabaco tienen efectos muy negativos sobre el organismo.
Diferentes estudios en ratas demuestran que un consumo habitual de alcohol aumenta el

estres oxidativo ya que aumenta la produccion de ROS y disminuye la capacidad
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antioxidante (6), ademas de incrementar la fragmentacion de ADN espermatico y la
apoptosis (5). También se ha demostrado que las tasas de fertilidad son més bajas en
estudios con animales que ingirieron este tipo de sustancias. Diferentes estudios
mostraron efectos similares a los anteriormente descritos ademas de describir efectos
perjudiciales sobre las mitocondrias (6) ya que un consumo elevado provoca cambios
en la estructura 'y en el funcionamiento de estos organulos, reduciendo la produccion de
energia y aumentando la produccion de ROS (2). Por otra parte, la espermatogénesis
puede deteriorarse progresivamente a medida que se incrementa el consumo de alcohol,
por lo que la calidad seminal y el riesgo de aneuploidias en espermatozoides esta

relacionado con un consumo cronico de esta sustancia (8).

En cuanto al tabaco, se ha demostrado que las personas fumadoras estan expuestas a
multitud de compuestos quimicos nocivos que tienen un efecto proinflamatorio que
favorece el estrés oxidativo (9). Estos compuestos quimicos aumentan la produccion de
ROS y reducen la capacidad antioxidante (6) afectando de forma negativa a la integridad
del ADN espermatico (5), lo que conduce a una mayor tasa de fragmentacion del ADN
ademas de alterar otros pardmetros (6). Se ha comprobado que los hombres que fuman
antes o durante los intentos de concebir tienen una fertilidad disminuida. El tabaco afecta
a la concentracion espermatica, la movilidad, la morfologia, el volumen del eyaculado
y la tasa de fecundacion, lo cual probablemente se deba a una disfuncién en la actividad
mitocondrial. Numerosos estudios demuestran el aumento de aneuploidias en
espermatozoides como consecuencia del estrés oxidativo provocado por el consumo de

dicha sustancia (8).

Hipertermia escrotal

La hipertermia escrotal puede tener lugar con la realizacion de ciertos ejercicios,
permanecer sentado largos periodos de tiempo, la utilizacion de ropa interior muy
apretada, o, por ejemplo, cuando se trabaja con un ordenador portatil sobre las piernas

y tiene un impacto negativo sobre la espermatogénesis (13).

El ejercicio tiene numerosos beneficios para la salud, sin embargo, un ejercicio intenso
o la realizacion rutinaria de ejercicios que favorezcan el incremento de calor testicular
pueden llegar a ser perjudiciales para la fertilidad ya que el aumento de la temperatura

escrotal provoca un aumento del estrés oxidativo y una reduccion de la movilidad
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espermatica (6). Este hecho se debe a que el calor excesivo altera la espermatogénesis
favoreciendo la formacion de espermatozoides inmaduros y aumentando la
fragmentacion del ADN espermatico (9). Por tanto, ciertos habitos pueden tener un

impacto negativo sobre la calidad espermatica provocado por la hipertermia escrotal (6).
Radiacion

Muchos de los efectos negativos que tienen lugar con la exposicion a ciertos tipos de
radiacion esta relacionada con la hipertermia escrotal, lo que puede alterar el correcto
funcionamiento de la membrana celular, la actividad enzimatica y el transporte idnico
de los espermatozoides, ademés de provocar un incremento de ROS (13). La radiacion
puede dividirse en ionizante y no ionizante. La no ionizante es la méas utilizada en
nuestro dia a dia, encontramos en esta categoria los teléfonos moviles, microondas, wi-
fi, radares... Diferentes estudios han demostrado que este tipo de radiacion provoca un
aumento de las ROS y una disminucion en la capacidad antioxidante (6). Asi mismo, se
ha asociado el wi-fi y el uso de ordenadores portatiles con un aumento de la
fragmentacion en el ADN espermatico (5) y una diminucion en la motilidad, morfologia
y recuento del esperma (6). Aungue hay menos estudios realizados sobre este temay es
necesario corroborarlos, parece que los méviles pueden afectar a la espermatogénesis y
provocar cambios en el tejido testicular mientras que la radiacion producida por el wi-
fi podria afectar a la calidad seminal, teniendo algun efecto negativo sobre la movilidad
y el recuento espermatico, sin embargo, los estudios realizados en humanos o en
modelos animales son muy escasos, por lo que no hay una evidencia clara de sus
posibles efectos (8). Por tanto, pese a que la radicacién no ionizante no cause
alteraciones del ADN directamente, si que tiene de forma indirecta un efecto en la

fertilidad al promover el aumento de ROS (6).

Por otra parte, la radiacion ionizante (como los rayos-X) es bastante mas peligrosa ya
que la exposicion de las células a este tipo de radiacion genera niveles muy elevados de
ROS, disminuye la defensa antioxidante e induce su envejecimiento celular ademas de
provocar roturas en el ADN (6). Esta alteracion en la proteccion frente a ROS podria
afectar a la peroxidacion lipidica, la fragmentacion del ADN y la movilidad espermatica
(8). Asi mismo, los espermatozoides son especialmente vulnerables frente a este tipo de

radiacion debido a su baja defensa antioxidante (6). Cabe destacar que, en la poblacion
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general, la exposicion a este tipo de radiacion es de forma puntual y transitoria por lo
que sus posibles efectos no deberian ser preocupantes (8).

Contaminacioén

Algunos contaminantes del aire, agua, suelo o presentes en la alimentacion pueden
alterar el correcto funcionamiento del organismo y afectan de forma negativa a la
reproduccion (10). Existe una asociacion entre la contaminacion atmosféricay la calidad
seminal. Los principales mecanismos por los que causan dafio en la salud son el estrés
oxidativo y la inflamacion (8). De hecho, la exposicion a diferentes contaminantes
ambientales como el humo procedente de los coches puede reducir la calidad
espermatica y afectar de forma negativa a la fertilidad masculina ya que ciertos
contaminantes afectan a los lipidos de membrana celular, generan dafios en el ADN e
incluso pueden modificar patrones de expresion de proteinas implicadas en la
espermatogénesis (6) asi como un aumento del porcentaje de espermatozoides
inmaduros presentes en el eyaculado (8). Sin embargo, pese a que la exposicion a ciertos
compuestos ambientales se correlaciona con un aumento de ROS y con la disminucion
de la capacidad antioxidante, se requieren mas estudios para respaldar esta conclusion
(6), ya que diversas investigaciones solo muestran diferencias significativas en los
parametros de calidad seminal entre pacientes con una exposicion crénica a este tipo de

contaminantes (8).

Obesidad y habitos nutricionales

Algunas enfermedades cronicas de alta prevalencia en nuestra sociedad como la
obesidad aumentan la produccion de ROS. Esta patologia estd asociada a una
inflamacién crénica y a una temperatura escrotal mas alta de lo conveniente para la
espermatogénesis, aumentando asi el estrés oxidativo (2), por lo que se relaciona con
una disminucién en el recuento espermatico, concentracion, movilidad, vitalidad y
morfologia normal (10), un aumento en la fragmentacion de ADN espermaético (5)
ademas de una disminucion de los niveles de testosterona y una inflamacion sistémica

que aumenta aun mas el estrés oxidativo en el organismo (10).

Por otra parte, los habitos nutricionales son claves para que el organismo funcione
correctamente, ya sea el déficit o el exceso de ciertos compuestos (8). Se ha observado

que una dieta rica en productos carnicos procesados, productos de soja, cafe, alcohol o
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rica en dulces y grasas estd inversamente relacionada con la calidad espermatica (10).
Por ejemplo, el consumo elevado de cafeina esta asociado a una disminucién de los

parametros seminales, pudiendo afectar de forma negativa a la fertilidad (8).

E. Factores protectores frente a ROS

El semen humano contiene moléculas antioxidantes en el plasma seminal (9) y en el propio
espermatozoide, aunque debido a su escaso citoplasma, el plasma seminal contiene la
mayoria de estas moléculas (8). Los antioxidantes tienen la capacidad de proteger a los
espermatozoides del estrés oxidativo (9), siendo capaces de retardar o prevenir la oxidacion
de otras moléculas (8) asi como de eliminar las ROS y potenciar un equilibrio en el
organismo (2). Pese a que las reacciones de oxidacion son necesarias para el correcto
funcionamiento celular, es necesario evitar el posible dafio espermatico por exceso de ROS,
por ello estos antioxidantes, tengan un origen fisioldégico o exdgeno, protegen a dichas
células (8) y ejercen su funcion mediante mecanismos enzimaticos y no enzimaticos (9)
(Figura 6).

Figura 6: Factores protectores frente a ROS. Fuente: propia.

Cabe destacar, que los antioxidantes exdgenos que provienen de la dieta pueden obtenerse
a partir de fruta, verdura o frutos secos, sin embargo, también existen en forma de

suplementos orales que podrian aumentar la capacidad antioxidante total (8).

Por otra parte, existen cambios del estilo de vida como consumir una dieta equilibrada,
realizar ejercicio moderado, evitar la hipertermia escrotal, dejar habitos toxicos como
consumir alcohol o fumar que tienen un efecto protector frente al estrés oxidativo ya que

minimizan la produccién de ROS (9).
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a. Antioxidantes

— Enzimas antioxidantes

Debido a la pérdida de gran parte del citoplasma y la ausencia de procesos de
transcripcion, el espermatozoide estd desprovisto o tiene bajos niveles de
enzimas antioxidantes en el citosol. A fin de evitar el desequilibrio de ROS y el
estrés oxidativo, el bajo contenido de antioxidantes intracitoplasmatico debe
compensarse con la capacidad antioxidante del plasma seminal, de hecho, se cree
que este tiene 10 veces mayor capacidad antioxidante que la sangre (6). Por
tanto, los espermatozoides son practicamente dependientes de los antioxidantes
presentes en el plasma seminal durante la espermatogénesisy a lo largo del tracto
reproductor masculino (13). Este contiene enzimas antioxidantes como catalasa
(CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX) (8), glutation-
s-transferasa (GST) e incluso vitamina C. Teniendo en cuenta el equilibrio entre
especies prooxidantes y antioxidantes, se sugiere que un desequilibrio, ya sea
por un incremento de ROS o un descenso de antioxidantes, podria proporcionar
mas informacion acerca de la relacion entre el estrés oxidativo y la infertilidad

masculina (6).

Los antioxidantes enzimaticos no actlian directamente sobre las ROS, sino que
regulan la expresion de enzimas que si lo hacen. Estas enzimas catalizan
diferentes reacciones, pero tienen en comdn que eliminan o capturan ROS (8).
La enzima SOD se localiza a nivel intracelular y en el liquido seminal, posee
especial proteccion frente a la peroxidacion lipidica (10) y tiene la capacidad de
proteger al espermatozoide de los dafios provocados por un exceso del radical
superoxido. Asi mismo también se ha visto que estd implicada en la cascada de
reacciones de la hiperactivacion y capacitacion espermatica. La CAT se produce
en la mayoria de los tejidos del tracto genital masculino y tiene un efecto
protector frente al peroxido de hidrogeno (8), por ejemplo, esta funcion se
muestra durante la espermatogénesis, cuando durante la reduccion del
citoplasma se producen muchos peroxisomas ricos en peroxido de hidrégeno
(11). La GST es una gran familia de enzimas que participa de la inactivacién de
metabolitos que tienden a producir ROS. La GPX se produce en los

espermatozoides y en el epididimo, regula los niveles de peroxido de hidrogeno
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(8), ayudando a preservar la funcion mitocondrial y proteger el ADN (11).
Ademas, esta enzima participa como marcador de la maduracion espermaética y
esta relacionada en el mantenimiento éptimo de la movilidad espermatica tras

tratamientos de criopreservacion (10).
— Antioxidantes no enzimaticos

El plasma seminal también contiene antioxidantes no enzimaticos cuyo origen
es enddgeno o bien deben ser ingeridos en la dieta. Son moléculas que asisten a
enzimas (10) que tienen una accion antioxidante (8). Estos compuestos protegen
del estrés oxidativo y acttan eliminando las ROS a fin de mantener la correcta
homeostasis (9). Algunos de los antioxidantes que se encuentran de forma

natural en el semen son la vitamina E, vitamina C, coenzima Q10 y la L-carnitina
(8).

Por ejemplo, la coenzima Q10 tiene un papel protector de la peroxidacion
lipidica y la L-carnitina protege las membranas citoplasmaticas, tiene efectos
antiapoptoticos y estd relacionada con la movilidad, morfologia y recuento
espermatico (10). Ademas, la vitamina C y E se obtienen de la dieta. Por una
parte, la vitamina C es el principal antioxidante del plasma seminal y se ha visto
que puede mejorar la concentracion, morfologia y la vitalidad espermatica (8),
asi mismo, protege al ADN espermaético del ataque de ROS y esta relacionada
de forma positiva con las tasas de fecundacion en pacientes en tratamientos de
reproduccion. Por otra parte, la vitamina E previene la peroxidacion lipidica
(10). De igual forma, se ha observado que algunos acidos grasos omega 3,
ingeridos en la dieta, tienen importantes propiedades antioxidantes. En uno de
los estudios que se realizd se observd que el grupo de pacientes que ingeria
omega 3 en su dieta incrementd la concentracion y la movilidad espermatica, asi
como aumentd el numero de espermatozoides con una morfologia normal,

ademas de mejorar la capacidad antioxidante en general (8) (Figura 7).
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ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Proteccién frente a peroxidacién lipidica

Propiedades antiapoptoticas

Mejora movilidad, morfologia y recuento espermatico
Proteccion ADN

Mejora concentracion, morfologia y vitalidad espermatica
Proteccién frente a peroxidacion lipidica

Mejora concentracion, movilidad y morfologia espermatica

Figura 7: Algunos de los antioxidantes no enziméticos con capacidad protectora
frente a ROS. Fuente: propia.

— Antioxidantes comerciales

Los suplementos nutricionales estan formados por la combinacion de diferentes
antioxidantes en distintas concentraciones y pueden emplearse para mejorar la
calidad seminal (8) ya que podrian contrarrestar los efectos de las ROS y servir

como tratamiento para reducir el estrés oxidativo (14).

Se ha propuesto el uso de antioxidantes exdgenos para mantener el correcto
equilibrio entre moléculas prooxidantes y antioxidantes (6). En primer lugar, se
conoce que las enzimas SOD, CAT y GPX trabajan de forma sinérgica para
reducir la presencia de ROS y pese a que conocemos su implicacion en el estrés
oxidativo, hoy en dia no se han realizado estudios clinicos sobre su
administracion en pacientes con problemas de fertilidad por lo que se desconoce
coémo podria afectar su consumo (10). Por otra parte, algunos antioxidantes no
enzimaticos como la coenzima Q10, la vitamina E o C ya han sido probados
durante décadas en otras patologias, por lo que su consumo si se considera
seguro. Varios estudios sefialan que su suplementacién puede mejorar el
recuento, la morfologia y la movilidad espermética ademas de mejorar la
peroxidacion lipidica y reducir la fragmentacion de ADN (6). Algunos estudios
han observado que la administracion de coenzima Q10 mejora la movilidad y la
concentracion espermatica, asi como que la L-carnitina tiene un papel importante
en el metabolismo y la maduracién de los espermatozoides. Hay investigaciones
gue también sugieren que estos suplementos mejoran los pardmetros seminales
como la movilidad y la concentracion espermética. La vitamina E tiene un efecto
protector de la peroxidacion lipidica, protege a los espermatozoides de una

disminucion en su movilidad y protege de la fragmentacion de ADN, mejorando
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asi los pardmetros de movilidad espermatica y disminuyendo la peroxidacion.
Ademas, el zinc es un mineral capaz de mejorar la concentracion espermatica, la
movilidad progresiva y la capacidad fecundante de los espermatozoides (8). Sin
embargo, no todos los antioxidantes actian de la misma manera ni son igual de
importantes, por eso se ha demostrado que tratamientos con una combinacion de
antioxidantes pueden tener efectos beneficiosos durante los tratamientos de
reproduccion asistida (13), es decir, la administracion combinada de algunos

antioxidantes puede reportar incluso mejores resultados (8).

Es importante destacar que los beneficios de la suplementacion con
antioxidantes no estan claros (5) y presentan limitaciones (12). Existe cierta
controversia con su administracion, ya que hay estudios en los que no se observa
una mejoria en la calidad espermaética (8), incluso existen estudios con resultados
negativos que defienden el efecto tdxico de éstos en caso de abuso (9). Es posible
que esto se deba a la heterogeneidad de estudios, al hecho de que algunos
ensayos emplean suplementos combinados y otros no, a la diversidad de los
propios pacientes, o bien que las dosis y el tiempo de administracion difieren
entre si, por lo que son necesarios mas estudios a fin de definir el tipo de paciente
que podria beneficiarse de este tratamiento, de la dosis y del tiempo de

administracion éptimos (8).

Por tanto, pese a que multiples antioxidantes han demostrado tener un efecto
positivo sobre la calidad espermatica y muchos de ellos mejoran su capacidad
antioxidante cuando actian combinados (10), la revision sisteméatica Cochrane
en 2019 concluyd que, aunque existe relacion entre la suplementacion con
algunos antioxidantes y un incremento en las tasas de gestacion en hombres con
factor masculino, se precisan mas estudios (15). Conocer las dosis exactas de
cada antioxidante para cada paciente, podria mejorar los parametros seminales
de forma personalizada, ya que el uso excesivo de antioxidantes puede tener
efectos negativos que afecten a la integridad nuclear, haciendo incluso que el
ADN sea mas vulnerable al dafio oxidativo. Algunos antioxidantes ademas
dependen de la sinergia de otros, lo que podria explicar porque algunos estudios
muestran efectos positivos mientras otros no. La suplementacion con

antioxidantes sin la correcta supervision puede tener efectos no deseados ya que,
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en ocasiones, las dosis superan el limite superior 6ptimo de cierto nutriente.
Debido a que el uso excesivo de estos suplementos puede tener efectos nocivos
en la funcion espermatica o se desconocen las dosis 0 combinaciones correctas,
a largo plazo una alternativa inocua podria ser llevar una dieta sana 'y equilibrada,
a fin de aprovecharse de los efectos sinérgicos de los diferentes antioxidantes
presentes en los alimentos. Asi mismo, se precisan mas estudios a fin de
determinar qué alimentacién seria la mas adecuada para mejorar la fertilidad
(10).

b. Cambios en el estilo de vida

Los cambios en el estilo de vida podrian tener un efecto protector frente al estrés
oxidativo ya que los antioxidantes y otros componentes de la dieta podrian tener un
papel modulador de la espermatogénesis ademas de tener la capacidad de reducir los

niveles de ROS restaurando el equilibrio (10).

Por una parte, se ha comprobado que la pérdida de peso en pacientes con sobrepeso u
obesidad, asi como una dieta sana en pacientes con peso normal mejora la fragmentacion
del ADN espermaético. Los tratamientos para la diabetes (5), asi como la varicoceletomia
(9), mejoran las alteraciones reproductivas asociadas a dichas patologias (5) ya que
disminuye los niveles de ROS, mejora de forma indirecta los niveles de antioxidantes

en el plasma seminal (9) y mejora en general los parametros seminales (11).

Por otra parte, un periodo corto de abstinencia de la eyaculacion reduce el tiempo que
los espermatozoides permanecen en las vias seminales expuestos a ROS, por lo que
ademas de reducir la fragmentacion de ADN, aumenta su movilidad, mejorando asi la
calidad espermaética y la integridad de su genoma (9). Pese a que los beneficios en la
concepciodn natural no estan claros, esto podria tener su importancia en los tratamientos

de reproduccion asistida, relacionandose con tasas de embarazo mas altas (5).

F. Técnicas para analizar el estrés oxidativo

La fertilidad masculina se sigue evaluando principalmente mediante seminogramas, pero
éstos no predicen la fertilidad o el éxito en un posible tratamiento de reproduccion asistida.
La concentracion, movilidad y morfologia espermatica (5) puede no determinar la causa de
la infertilidad, por ello son necesarios otros marcadores para entender el mecanismo

molecular implicado en la infertilidad. Uno de estos marcadores es el estrés oxidativo ya
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gue juega un papel crucial en la patologia de la infertilidad masculina, ademas se conoce
que el estrés oxidativo esta involucrado en la mayoria de los casos cuya causa de infertilidad

es conocida (3).

Medir el estrés oxidativo es esencial para poder gestionar y tratar la infertilidad de forma
mas concreta y eficiente (9), sin embargo, debido a que las ROS son inestables, medir sus
niveles puede resultar todo un reto (10). Existen métodos directos que permiten cuantificar
los niveles de ROS y existen métodos indirectos que permiten medir los efectos adversos
de ROS (9).

En cuanto a los métodos indirectos, se puede medir el malonilaldehido (MDA), uno de los
subproductos principales de la peroxidacion lipidica ya que, al ser un indicador de dicho
proceso, tiene una correlacion positiva con la produccion de ROS (9), sin embargo, pese a
ser un método simple, a dia de hoy sigue siendo caro (3). De igual forma, el 8-OH-2’-
deoxiguanosina (8-OHdG) es un producto del dafio oxidativo del ADN vy esta relacionado
con la fragmentacion de manera que se usa como un biomarcador del dafio en el ADN
espermatico inducido por ROS (9), este producto aporta la mayor evidencia de que la
fragmentacion en el ADN espermatico debida al estrés oxidativo esta involucrada en la
infertilidad, sin embargo, este producto puede provocar la oxidacién del ADN por si mismo
y alterar los resultados del test (3). Asi mismo, la capacidad antioxidante total (TAC) se
emplea para medir la cantidad total de antioxidantes presentes en el plasma seminal, de
manera que niveles bajos de TAC en una muestra seminal estan relacionados con la
infertilidad masculina (9), pese a ser un test rapido, no mide de forma especifica los
antioxidantes y requiere material de coste elevado (3). El parametro ROS-TAC usa niveles
estandarizados de antioxidantes y ROS en una muestra de semen de manera que permite
que se comparen muestras con el marcaje estandarizado, de forma que niveles bajos de
ROS-TAC (9) implicarian elevados niveles de estrés oxidativo (3), lo que supondria un
riesgo para la fertilidad (9). Pese a que este método es muy util porque permite identificar
pacientes con un posible diagnostico de infertilidad masculina (3), es un método de elevado
coste (9) (Figura 8).
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Marcador del estrés oxidativo

Meétodos directos Meétodos indirectos
Quimioluminiscencia Malonilaldehido (MDA)
Nitroazul de tetrazolio 8-OH-2’-deoxiguanosina (8-OHdG)
Potencial de oxidacion-reduccion (ORP) Capacidad antioxidante total (TAC)
ROS-TAC

Figura 8: Técnicas para analizar el estrés oxidativo. Fuente: propia.

Por otra parte, en cuanto a los métodos directos, la quimioluminiscencia permite cuantificar
los niveles de ROS mediante la adicién de un compuesto quimico capaz de emitir luz en
una muestra de semen sin lavar (9), de forma que permite medir los niveles de ROS
intracelulares y extracelulares, aunque no diferencia entre los tipos de ROS (3). Asi mismo,
el nitroazul de tetrazolio es un compuesto quimico que permite evaluar los niveles de ROS
y ademas determinar su fuente: si deriva de células esperméticas inmaduras o bien su origen
es la leucocitospermia (9). El potencial de oxidacion-reduccién (ORP) es otro tipo de
método directo que permite medir el equilibrio redox, por lo que mide la transferencia de
electrones desde los antioxidantes hasta las ROS. Es un método rapido y sencillo, con
elevada sensibilidad y especificidad capaz de medir los antioxidantes y las ROS de una
muestra de semen. El andlisis de ORP puede realizarse mediante el sistema MiOXSY'S (3)
capaz de medir el estrés oxidativo evaluando el equilibrio entre ROS y los antioxidantes en
una muestra (9) ya sea en fresco o congelada (3), de forma que permite identificar una
calidad seminal normal/anormal. Este novedoso método es facil de usar y econémico, por
lo que su utilizacién ha ido en aumento estos Ultimos afios (9). Ademas, pese a que no existe
un método perfecto para evaluar el estrés oxidativo y todos los métodos presentan sus pros
y contras, el analisis ORP es un prometedor marcador que proporciona una evaluacion del

estado redox global (3).
2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es analizar como el estrés oxidativo afecta de forma negativa a

la calidad espermatica y si ello esta implicado en los resultados reproductivos.

3. METODOS
Se realizaron varias busquedas bibliograficas empleando principalmente bases de datos como
Web of Science y Pubmed. Las palabras que se introdujeron fueron siempre en inglés y se acoto

la busqueda a los articulos mas recientes, desde el afio 2018 hasta el 2021. De forma
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excepcional, se incluyeron dos articulos del afio 2017 y 2004. Se emplearon palabras en inglés
como “estrés oxidativo”, “calidad espermatica”, ‘“especies reactivas de oxigeno”,
“espermatozoide”, “antioxidante”, “fertilidad” o “infertilidad masculina” que aparecieran en el
resumen de las publicaciones. Ademas, se incluyd una publicacion de andrologia clinica de
ASEBIR del afio 2017 y una revision de Cochrane del afio 2019. Se empled la base de datos
Pubmed con las palabras “estrés oxidativo” e “infertilidad masculina” en el titulo y se acot6 la
busqueda a los articulos publicados en los Gltimos cinco afios y aparecieron 17. Se realiz6 una
nueva busqueda en la misma base de datos acotando los resultados a los Gltimos cinco afios
empleando las palabras “ROS” y “esperma humano” en el titulo en la que aparecieron 39
resultados. Se realizé una busqueda con las palabras “calidad espermatica” y “antioxidantes”
en el titulo de las publicaciones en la base de datos Pubmed y aparecieron 72 articulos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Efectos del estrés oxidativo sobre la calidad espermatica

El estrés oxidativo tiene un impacto negativo en la espermatogénesis y en la funcionalidad
de los espermatozoides. Las ROS tienen un efecto toxico sobre la concentracion, la
movilidad y la morfologia espermatica ademas de favorecer el dafio espermatico y la
apoptosis celular (8). La organizacion intracelular de los espermatozoides los hace
especialmente vulnerables frente al estrés oxidativo (6). EI espermatozoide no presenta
mecanismos de autorreparacion mitocondrial (11), ni una maquinaria de reparacion del
ADN, ni enzimas antioxidantes capaces de contrarrestar un ataque de ROS, ademas al final
de la espermatogénesis, los espermatozoides compactan mucho su citoplasma de manera
que el ADN queda mas desprotegido. Por tanto, la exposicion de los espermatozoides a
diferentes fuentes de ROS vy su incapacidad para eliminar dichas especies hace que los
espermatozoides sean muy susceptibles al dafio, especialmente en las membranas y nucleo,
induciendo asi la peroxidacion lipidica, alteraciones en las proteinas o la fragmentacion del
ADN (6). Ademas, cuando hay un exceso de ROS y se pierde su equilibrio con todo el
sistema antioxidante, aparece una situacion de estrés oxidativo que tiene un efecto
perjudicial en el esperma llegando incluso a provocar la apoptosis (9), por tanto, podria
decirse que el estrés oxidativo reduce en general la calidad espermatica (6). Asi mismo,
debido a la vulnerabilidad de estas células, las alteraciones a nivel espermético no solo
afectarian de forma grave a la calidad de estas células, sino que comprometerian su correcto

funcionamiento, pudiendo afectar a la fertilidad (3). En efecto, se ha observado que los
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hombres con problemas de fertilidad presentan niveles mas elevados de ROS y mayor
apoptosis (14), de hecho, alrededor de un 30-80% de los casos de infertilidad masculina
presentan niveles altos de ROS (9), por lo que el estrés oxidativo podria estar implicado en
la infertilidad idiopatica (11). El estrés oxidativo no solo resulta en un exceso de estas
especies sino también en una disminucion de la capacidad antioxidante del plasma seminal
(9). Elevados niveles de ROS pueden afectar de forma negativa a la funcion espermatica
(3) y reducir la calidad de éste mediante alteraciones en las proteinas (6), la peroxidacion
lipidica o la fragmentacion en el ADN ademas de favorecer la apoptosis celular (9) (Figura
9).

.
o — L-

Figura 9: Efectos del estrés oxidativo sobre la calidad espermatica. Fuente: propia.

- A nivel de membrana plasmatica (peroxidacion lipidica)

La peroxidacion lipidica se refiere a la degradacidn oxidativa de los lipidos en el que las
ROS oxidan los &cidos grasos de la membrana celular provocando una reaccion en
cadena que termina afectando de forma negativa a la integridad de la célula (6), ya que,
tras un primer ataque por ROS, el &cido graso que ha sido atacado se queda en forma de
radical al tener un déficit electrénico, de manera que este radical lipidico puede provocar
una reaccion en cadena oxidando a otro &cido graso cercano (9). La membrana
plasmética de los espermatozoides es especialmente susceptible al dafio oxidativo
debido a su composicién lipidica rica en acidos grasos poliinsaturados (2) muy reactivos
frente a ROS. Al producirse la peroxidacion se altera la fluidez y permeabilidad de la
célula, lo que se traduce en una pérdida de la movilidad espermatica (6). Asi mismo, al
alterarse la integridad de la membrana, se modifica la permeabilidad de iones, pudiendo
inactivar diferentes enzimas y receptores de membrana (13). Este hecho se suma a que
los subproductos de la peroxidacion lipidica se unen y alteran proteinas mitocondriales
implicadas en la cadena de transporte de electrones, provocando una disminucion de la
produccién de ATP y de la movilidad espermatica (9), empeorando asi el estrées

oxidativo (13).
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- A nivel de citoplasma (alteracién de proteinas y disfuncion mitocondrial)

Los procesos relacionados con el desarrollo, maduracion y actividad espermaética tienen
un requerimiento energético elevado dependiente del correcto funcionamiento y
morfologia mitocondrial. Debido a que la sintesis de ATP de las mitocondrias esta
relacionada con la generacion de ROS, el funcionamiento de este organulo debe estar
muy regulado. De hecho, se ha comprobado que los pacientes con una reduccion de la
movilidad espermaética tienen una disfuncion mitocondrial. Las ROS dafian el ADN o
alteran el funcionamiento de proteinas mitocondriales (11), se producen alteraciones en
la cadena de transporte de electrones (14), se reduce la eficiencia de la produccion de

ATP (6) y los niveles generales de ROS aumentan (14).

Por otra parte, muchas de las proteinas implicadas en la movilidad espermatica son
vulnerables al estrés oxidativo, las ROS pueden provocar cambios estructurales en
proteinas que se localizan en el flagelo o bien dichas ROS participan en la cascada de

reacciones involucradas en el movimiento (13).
- A nivel de molécula de ADN (fragmentacion de ADN)

Al producirse la peroxidacion lipidica, se compromete la integridad de la célula y el
material genético es mas vulnerable frente al ataque de ROS (14), estas especies pueden
afectar a la integridad del ADN del espermatozoide. El estrés oxidativo favorece la falta
de proteccidn y aumenta la posibilidad de dafio en el material genético (2), esto sumado
a la carencia de enzimas que permiten la reparacion completa del ADN, en caso de rotura
de éste, no puede repararse por completo por lo que aparecen espermatozoides
fragmentados en el eyaculado (6), es decir, la fragmentacion del ADN espermatico es
consecuencia del dafio que hacen las ROS (2) y esta relacionado con la produccién de

espermatozoides no funcionales (7) y con pardmetros seminales anormales (11).
- A nivel celular (apoptosis)

La apoptosis es la muerte celular programada (9) y es muy importante su correcta
regulacion ya que asi solo aquellas células germinales genética y funcionalmente
intactas se convierten en espermatozoides. Los factores que inducen la apoptosis estan
vinculados a la funcion mitocondrial y al dafio en el ADN (11). Durante la

espermatogénesis, la apoptosis se encarga de que ninguna célula germinal defectuosa se
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diferencie en espermatozoide. Si este proceso falla, se puede producir una acumulacion
de espermatozoides defectuosos que expresan marcadores apoptéticos (5). Asi mismo,
este proceso puede ser activado por la fragmentacion de ADN espermatico (9), por
membranas mitocondriales dafiadas, niveles muy elevados de ROS (14) o cuando el
dafo celular es tan grave que no puede ser reparado, en tales casos, se activan rutas de
apoptosis (11). Cuando la funcién de la célula espermatica se ve alterada por ROS (10)
se pueden activar rutas metabdlicas que repercuten de forma negativa en la maduracion

de los espermatozoides y promueven su apoptosis (5).

B. Efectos del estrés oxidativo sobre los resultados reproductivos

Los efectos negativos en las células como consecuencia del estrés oxidativo derivan en una
reduccion de la movilidad, fallos en la reaccion acrosomica, disminucion de las tasas de
implantacion, alteraciones en el desarrollo embrionario, incremento del riesgo de
mutaciones genéticas, malformaciones congénitas y aumento del riesgo de aborto (3), por
lo que un aumento del estrés oxidativo podria no solo reducir la calidad espermaética, sino
disminuir también la probabilidad de conseguir una gestacion, sea espontanea 0 mediante

tratamientos de reproduccidn asistida (6) (Figura 10).

1
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oxidative

Disminuye ‘

calidad

espermatica y
fertilidad

Figura 10: Efectos del estrés oxidativo sobre los resultados reproductivos. Fuente: propia.

La contribucién del factor masculino a la infertilidad en las tasas de éxito de los diferentes
tratamientos de reproduccion asistida ha sido fuente de debate en la Gltima década (6).

Muchos estudios sefialan que el estrés oxidativo esta relacionado con el descenso de la
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fertilidad, pudiendo afectar tanto a la gestacion natural como a los tratamientos de
reproduccion asistida con menores tasas de fecundacién, detencion del desarrollo
embrionario, fallo de implantacion, aumento del riesgo de aborto recurrente y menores tasas

de nacimiento (9).

Se conocen algunos efectos del estrés oxidativo en la efectividad de dichos tratamientos (6).
Por ejemplo, alteraciones seminales como la presencia de espermatozoides inmaduros, ya
sea a nivel de su estructura, nivel de compactacion o integridad (7), o bien espermatozoides
que degeneran durante la espermatogénesis, son fendmenos propios de pacientes con
elevado estrés oxidativo (2) y esto puede provocar fallos en la fecundacion, pérdida
gestacional y problemas en el desarrollo embrionario (3). Ademas, las alteraciones de las
mitocondrias podria reducir la fertilidad ya que estos organulos aportan la energia necesaria
para la movilidad de los espermatozoides (14). Asi mismo, la peroxidacién lipidica
compromete la estructura, dinamica y fluidez de la membrana (2), alterando la movilidad y
reduciendo la capacidad del espermatozoide para la interaccion con el ovocito,
comprometiendo asi su habilidad para fecundar (13). Por otra parte, pese a que muestras
seminales normales pueden presentar cierto grado de fragmentacion de ADN, pacientes con
problemas de infertilidad tienen niveles muy elevados (7). Cabe destacar en este Gltimo caso
que la integridad del ADN espermatico es crucial para la fertilidad y el desarrollo de una
descendencia sana (5). La fragmentacion de ADN espermatico tiene efectos perjudiciales
en el desarrollo embrionario y en los resultados de embarazo. Los espermatozoides con
ADN fragmentado estan relacionados de forma negativa con las tasas de implantacion (9),
ya que presentan una disminucion de la capacidad para fecundar (8). De hecho, algunos
estudios de tratamientos de reproduccion asistida relacionan la fragmentacion de ADN
espermatico con una disminucion de las tasas de embarazo y un aumento del riesgo de
aborto (9). Asi mismo, hay una correlacion entre la tasa de aneuploidias y elevados niveles
de fragmentacion del ADN, lo que resulta en un aumento de anomalias genéticas. Ademas,
hay una correlacion entre elevados niveles de ROS y el aumento de la apoptosis espermatica
ya que el estrés oxidativo causa alteraciones en el sistema implicado en la apoptosis, de
manera que pueden persistir espermatozoides con anomalias que en otras circunstancias

hubieran sido marcados para ser eliminados (8) (Figura 11).
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Estrés oxidativo

Alteraciones mitocondriales — Reduccién de la movilidad

Peroxidacién lipidica — Reduccion de la capacidad para fecundar

l o Tasa de implantacion
o Tasa de embarazo

Fragmentacion ADN
T o Riesgo de aborto
o Tasa de aneuploidias
Apoptosis o Fallo de fecundacion
(presencia de espermatozoides T o Tasa de aborto
inmaduros y con alteraciones) o Problemas del desarrollo embrionario

Figura 11: Efectos del estrés oxidativo segin como alteran los diferentes pardmetros reproductivos.

Fuente: propia.

a. En gestacion natural

El estrés oxidativo aparece en muchos pacientes que presentan problemas
reproductivos y puede ser causa de diferentes alteraciones que desembocan en la
fragmentacion del ADN, modificaciones en las proteinas y lipidos, alteraciones en
la concentracién, movilidad o morfologia espermatica. Debido a que la calidad de
los espermatozoides se ha asociado a un mayor éxito a la hora de conseguir una
gestacion, se sabe que los efectos negativos del estrés oxidativo estan relacionados
con una menor probabilidad de conseguir una gestacion natural (6). Por ejemplo,
niveles elevados de fragmentacion de ADN se han relacionado con menores
probabilidades de conseguir una gestacion natural (5) e incluso la imposibilidad de
lograrlo, ya que el dafio en el ADN se relaciona con menores tasas de implantacion
e incluso mayor riesgo de pérdida gestacional (16) (Figura 12).

Gestacion natural IA ICSI/ FIV

— Tasa de nacimiento

Tasa de gestacién \L — Tasa de fecundacion
Tasa de implantacién \L — Probabilidad de fecundacion — Calidad embrionaria
— Tasa de gestacion — Tasa de gestacion

Riesgo pérdida gestacional

N - Riesgo de pérdida gestacional

Figura 12: Efectos del estrés oxidativo en la gestacion natural y en los tratamientos de reproduccion

asistida.  Fuente: propia.
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b. En Inseminacion Artificial (1A)

El estrés oxidativo y el dafio en el ADN espermatico tienen efectos negativos sobre
las tasas de embarazo tras un tratamiento de 1A (6). Por una parte, se ha observado
que un elevado porcentaje de espermatozoides con morfologia anormal presentes en
el eyaculado esta asociado con peores resultados tras un tratamiento de IA (16), por
otra parte, se ha demostrado que otro de los efectos del exceso de ROS, la
fragmentacion de ADN espermatico, esté relacionada con una menor probabilidad
de fecundacién en este tipo de tratamientos (7). De hecho, diferentes estudios
afirman que, si el ADN de los espermatozoides esta alterado, puede disminuir hasta
un 21% las tasas de embarazo. Ademas, un metaandlisis realizado por investigadores
belgas concluy6 que niveles bajos de fragmentacion aumentan hasta 3 veces la
posibilidad de lograr un embarazo tras IA (6), por lo que la relacion entre el ADN

dafado y la disminucion en las tasas de gestacion en 1A es notoria (10) (Figura 12).

c. En tratamientos Fecundacion in Vitro (FIV) [/ Microinyeccion

Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI)

Ciertos estudios demuestran que, pese al impacto perjudicial sobre la calidad y el
correcto funcionamiento de los espermatozoides debido al estrés oxidativo, éste no
tiene un efecto negativo sobre las tasas de FIV o ICSI mientras que otros estudios
defienden un impacto negativo de las ROS sobre los resultados reproductivos,
incluyendo una correlacion entre el estrés oxidativo y peores tasas de fecundacion
tras FIV (8).

Por una parte, uno de los efectos del estrés oxidativo es la fragmentacion del ADN
espermatico, el cual se ha relacionado con menores tasas de nacimiento (5), un
aumento del riesgo de aborto (6), menores tasas de fecundacién (3), una calidad
embrionaria reducida, menor desarrollo del blastocito y una reduccion en las tasas
de gestacion mediante el uso de FIC/ICSI (7). De hecho, mas de un 5% de los
intentos de FIV resultan en fallo a pesar de los pardmetros normales espermaticos.
La mitad de dichos casos no se debian a un factor femenino, por lo que una posible
explicacion podria ser la presencia de elevados niveles de fragmentacion de ADN
debido al estrés oxidativo, ya que se conoce que el dafio del material genético esta

estrechamente relacionado con peores resultados en FIV, por lo que en estos casos,
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el estrés oxidativo podria ser el origen del fallo de dichos tratamientos (10). Por otra
parte, los datos con ICSI son menos claros, algunos estudios afirman que el dafio en
el ADN espermético fruto del estrées oxidativo influye en los resultados
reproductivos afectando a las tasas de embarazo mientras otros estudios consideran
lo opuesto. Esta inconsistencia de resultados puede deberse a una heterogeneidad
entre los diferentes laboratorios y poblaciones, por lo que serian necesarios mas
estudios (6) (Figura 12).

Finalmente, cabe destacar que algunos estudios consideran que la manipulacion
espermatica durante tratamientos de FIV o ICSI favorece el incremento de ROS,
provocando un impacto en los resultados. Estos estudios sugieren que pese a que el
uso rutinario de pruebas de seleccidn espermatica en clinicas de andrologia esta bien
justificado y que puede ayudar a mejorar los tratamientos, los resultados en diversos
estudios en modelos animales confirman la relacion negativa entre el estrés

oxidativo y las tasas de fecundacion de los tratamientos ICSI (10) (Figura 13).

Efectos del estres oxidativo en ICSI/FIV

— Controversia en cuanto a los efectos del estrés oxidativo en tratamientos como ICSI o FIV: posible
impacto negativo en la calidad y funcionalidad espermatica pero no empeora los resultados de estos
tratamientos, sin embargo, se demuestra una correlacién entre los niveles elevados de ROS y una
disminucion en la tasa de fecundacién en FIV (8).

— La fragmentacién de ADN espermatico como consecuencia del estrés oxidativo se asocia a un mayor
riesgo de aborto y tasas de gestacion mas bajas, aunque existen metaanalisis que no observaron dicha
asociacion (5).

— El estrés oxidativo tiene una influencia negativa en las tasas de gestacién, aumenta el riesgo de aborto
v empeora la calidad embrionaria, sin embargo, debido a la heterogeneidad en algunos estudios,
algunos de éstos consideran que no hay evidencia suficiente de los efectos negativos del estrés
oxidativo en técnicas como FIV/ICSI (6).

— El estrés oxidativo tiene una correlacion negativa con las tasas de fecundacion, de implantacion y con
la calidad embrionaria, sin embargo, la fragmentacién del ADN espermatico no se relaciona con las
tasas de gestacion (3).

— El estrés oxidativo se asocia a una peor calidad embrionaria, menor desarrollo del blastocisto, menores
tasas de implantacion y de gestacion (7).

— La fragmentacién de ADN provocada por el estrés oxidativo esta relacionada con peores resultados en
tratamientos FIV. Asi mismo, la manipulacion espermatica de los tratamientos FIV/ICSI podria
favorecer el estrés oxidativo (10).

Figura 13: Efectos que tiene el estrés oxidativo en tratamientos ICSI/FIV. Fuente:

propia.
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5. CONCLUSIONES

La infertilidad afecta a alrededor de un 15% de las parejas a nivel mundial (5) y se conoce que
existen factores parentales que influyen en la espermatogénesis y en la calidad del
espermatozoide, pudiendo alterar su capacidad para fecundar o las tasas de implantacion (7).
Las Ultimas investigaciones se han centrado en el papel que juega el estrés oxidativo como
posible causa de infertilidad masculina ya que éste se asocia a la generacion excesiva de
radicales libres (como las ROS) y/o en la deficiencia de antioxidantes, pudiendo ser el estrés
oxidativo un posible biomarcador de factor masculino (13), de esta forma, mediante diferentes
técnicas, si se consigue medir de manera precisa los niveles de ROS y se conocen sus efectos
sobre la fertilidad masculina, se podria tratar a los pacientes con infertilidad por factor

masculino con mayor precision y asi mejorar los tratamientos (9).

Las ROS estan presentes en el organismo y tienen la capacidad de actuar como mensajeros en
la cascada de reacciones que afecta a la maduracion espermatica (10), por ello el equilibrio
entre ROS vy antioxidantes es indispensable para el correcto funcionamiento espermaético (3).
En determinadas concentraciones, las ROS ejercen una funcion primordial para el correcto
funcionamiento celular (11). Sin embargo, elevados niveles de ROS pueden provocar estrés
oxidativo (10) lo que puede resultar toxico para las células (12), ya que puede alterar su correcto
funcionamiento, su morfologia (8) y disminuir la calidad espermatica en general (12) al
favorecer procesos negativos para los espermatozoides como la peroxidacion lipidica, la

fragmentacion de ADN e incluso la apoptosis celular (2).

Pese a que las células germinales son especialmente vulnerables al ataque de ROS debido a la
limitada capacidad antioxidante presente a nivel celular (13), existen importantes antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos que tienen un papel protector (11). Por otra parte, la
suplementacion oral con antioxidantes comerciales podria reducir el dafio de ROS, sin embargo
son necesarios mas estudios para conocer las dosis, combinacion de antioxidantes y duracion
Optima de su consumo (2) a fin de poder adaptar mejor el tratamiento sin correr riesgos para la
salud. Por el momento, seguir una dieta sana y equilibrada podria ser una alternativa para
consumir todos los antioxidantes que se necesitan en las medidas correctas sin la complicacion

de los posibles efectos negativos de los suplementos (10).

Los pacientes con niveles elevados de ROS suelen presentar un recuento espermatico reducido,

asi como una reduccion en la movilidad y vitalidad espermatica (13). Todas los factores que
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favorecen el estrés oxidativo alteran el funcionamiento celular (11), perjudicando asi la

fertilidad masculina (5).

El estrés oxidativo afecta a la calidad espermatica provocando una disminucion en la movilidad,
la vitalidad (10), la concentracion y alteraciones morfoldgicas en los espermatozoides (8) que
podrian afectar de forma negativa a la fertilidad disminuyendo las tasas de implantacion,
provocando fallos en la reaccion acrosémica, alteraciones en el desarrollo embrionario,

aumentando el riesgo de mutaciones, fallos de fecundacion e incluso abortos (3).

En conclusion, el estrés oxidativo podria estar implicado en la infertilidad idiopatica (11) y pese
a que las ROS estan involucradas en numerosos procesos, estos siempre suceden bajo niveles
controlados y un exceso de estas especies podria afectar de forma negativa a la calidad
espermatica y comprometer tanto las tasas de fecundacién como las tasas de gestacion y
nacimiento (10), ya sea de forma espontanea o mediante tratamientos de reproduccion asistida
(6). Por este motivo, gestionar mejor el estrés oxidativo (14) conociendo el origen de las ROS,
los efectos negativos que tienen en la fertilidad masculina (2), midiendo con precision el estrés
oxidativo empleando la técnica mas adecuada (9), ademas de realizar cambios en el estilo de
vida (2), todo ello podria mejorar los resultados reproductivos (14). Asi mismo, es importante
destacar que se precisan mas estudios sobre los efectos del estrés oxidativo en los resultados

reproductivos debido a la heterogeneidad de estudios que existe actualmente (8).
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