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RESUMEN

Con el proposito de evaluar el estrés oxidativo en liquido seminal y su relacion con la
calidad espermatica, se realizd un estudio a un grupo de 70 hombres de los cuales 35 de
ellos presentaban alteraciones en los parametros seminales. Todos provenientes de la
Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa en la ciudad de Cumana. Las variables
evaluadas en este estudio fueron: caracteristicas fisicas y citomorfologicas del semen,
actividad antioxidante de la enzima superdxido dismutasa en suero sanguineo (SODS) y
actividad de la enzima superoxido dismutasa en plasma seminal (SODPS), y exposicion
a factores de riesgo como alcohol, tabaco y actividad fisica. Se encontréd importante
asociacion (p< 0,001) entre la infertilidad de los pacientes evaluados y la actividad de la
enzima SODPS. El andlisis estadistico de regresion lineal simple entre la actividad de la
enzima SODPS vs. actividad de la enzima SODS, no evidencié dependencia (p> 0,05)
entre la actividad de la enzima SODPS y la actividad de la enzima SODS. Se encontrd
asociacion significativa (p< 0,05) entre la infertilidad de los pacientes estudiados y el
volumen seminal. Para las variables fisicas (tiempo de licuefaccion, viscosidad y pH) y
citomorfoldgicas evaluadas, se encontrd asociacion altamente significativa (p< 0,001)
entre éstas y la infertilidad de los pacientes estudiados. Asi mismo, se encontrd
asociacion significativa (p< 0,05) entre el tiempo de licuefaccion y viscosidad seminal
con la actividad antioxidante de la enzima SODPS. Para las variables citomorfologicas y
su asociacion con la actividad antioxidante de la enzima SODPS, se encontrd asociacion
altamente significativa (p< 0,001). Al aplicar el estadistico Chi cuadrado (%2), se
encontré que el consumo de alcohol estd asociado (p< 0,05) a la infertilidad de los
pacientes estudiados. Asumiendo estos resultados, es posible asociar al estrés oxidativo
en liquido seminal producido por el consumo de alcohol y la leucocitospermia
manifestada por los pacientes evaluados con la calidad espermatica de los mismos, y por
lo tanto se puede asociar a la infertilidad masculina.

Palabras o Frases Claves: SOD, estrés oxidativo, liquido seminal, infertilidad masculina,
leucocitospermia, espermatograma.



INTRODUCCION

El estrés oxidativo se define como el dafio a las células producido por accion de
los radicales libres (Escalona, 2005). Las especies reactivas del oxigeno (ERO)
contribuyen al dafio molecular y estructural de las células, que se presenta en una serie
de padecimientos en donde la capacidad antioxidante del organismo es rebasado, y por
lo tanto incapaz de inactivar a las especies reactivas, dando lugar al proceso de estrés

oxidativo (Ball y cols., 2002).

La produccion celular de ERO fue observada por primera vez en espermatozoides
de mamiferos a finales de los afios cuarenta. Se ha confirmado ademas, que la principal
fuente de ERO en el semen son los espermatozoides inmaduros (Agarwal y cols., 2003),
seguido de los leucocitos infiltrados en el liquido seminal, principalmente los
segmentados neutrdfilos, asi como de las citoquinas producidas por los leucocitos

(Aitken, 1994a).

Numerosos estudios han reportado que un aumento significativo de leucocitos en
el plasma seminal afecta negativamente los pardmetros seminales, lo que sugiere que la
leucocitospermia, de acuerdo a su grado, puede reflejar al menos en algunos casos,
actividad en el tracto genito-uretral asociada a una anormal espermatogénesis o pobre
viabilidad espermatica (Ricci y cols., 2002; Esfandiari y cols., 2003; Everaert y cols.,
2003).

Durante el proceso de respiracion celular, se consume oxigeno generandose
adenosin trifosfato (ATP), quedando de esta manera como productos diéxido de carbono
(CO,), agua (H2O) y los radicales libres. Estos ultimos son 4tomos o moléculas
inestables, altamente reactivas que atacan los enlaces de proteinas, los fosfolipidos
poliinsaturados de las membranas celulares, carbohidratos y los &cidos nucleicos de las
células. Aproximadamente un 2-3% de oxigeno utilizado en la respiracion deriva en la

formacion de radicales libres (Beckman y Ames, 1998).



Los radicales libres pueden tener efectos beneficiosos o perjudiciales sobre la
funcién espermatica, esto va a depender de la naturaleza y la concentracion de las especies

involucradas asi como del momento y el sitio de exposicion (Lamirande y Gagnon, 1995).

Los espermatozoides se caracterizan por un alto contenido en dacidos grasos
poliinsaturados, y los radicales libres tienen una gran afinidad por estos &cidos,
principalmente el peroxido de hidrogeno (H»O,) y el malonildialdehido (Mazzilli, 1994).
Estos pueden provocar dafios irreversibles en la motilidad del espermatozoide si se
encuentran en altas concentraciones, pero si éstos se encuentran en pequeias dosis el

dafio puede revertirse (Selley y cols., 1991).

El H,O, causa una elevada fragmentacion del ADN en los espermatozoides,
ademas de reducir su movilidad y capacidad de funcidn con los ovocitos (Aitken y cols.,
1998). Este compuesto difunde a través de las membranas, entra a las células e inhibe la
actividad de algunas enzimas, tales como la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH)
permitiendo una disminucién en la produccion de NADPH y una concomitante
acumulaciéon de forma reducida y oxidada de glutation (Saleh y Agarwal, 2002;

Moustafa y cols., 2004; Fraczek y Kurpisz, 2005).

La peroxidacion lipidica es un ejemplo de dafio oxidante en membranas celulares,
lipoproteinas y otras estructuras que contienen lipidos. En el proceso de peroxidacion de
los acidos grasos se produce una permeabilizacion de las membranas plasmatica y
acrosomial, conduciendo a una pérdida de la viabilidad, motilidad y capacidad
fecundante del espermatozoide. Asi mismo, la inactivacion de enzimas glucoliticas
conlleva a un bloqueo en la biosintesis de ATP y la consiguiente pérdida de motilidad,
que en este caso es por “falta de combustible” necesario para la contraccion de los
microtubulos flagelares y no por “pérdida de combustible” o ATP a través de la
membrana, como en el caso de la peroxidacion lipidica que produce verdaderos agujeros

en las membranas esperméticas (Alvarez y Storey, 1984; Girotti, 1998).

Es conocido que la maduracién de los espermatozoides ocurre en el epididimo y



que este evento es crucial para los cambios estructurales y funcionales de la célula
espermatica. Alteraciones en este proceso permitirian una alteracion en el sistema
antioxidante y oxidativo del espermatozoide, lo cual determinaria el posterior potencial

oxidativo de ese espermatozoide (Batellier y cols., 2001).

Ollero y cols., para el afio 2001, encontraron una disminucién en el contenido de
acido decosahexaenoico (DHA) en el espermatozoide humano durante la maduracion en
el epididimo y sugirieron que éste es uno de los pasos fundamentales de regulacion
genomica de la maduracidon espermatica. Si este evento no ocurre, el espermatozoide
podria presentar retencion citoplasmatica y alta tasa de peroxidacion lipidica (Rao y

cols., 1989; Esfandiari y cols., 2003; Baker y Aitken, 2005).

En la mayoria de las especies, los espermatozoides, una vez formados en el
testiculo, se mezclan con un fluido donde permanecen inmoviles y con un nivel de
metabolismo muy bajo, que se entiende como una necesidad de preservar las reservas
energéticas espermaticas y disminuir los riesgos de agentes oxidantes endogenos

producidos por la actividad mitocondrial (Imai y cols., 2001).

El liquido seminal dispone de una amplia gama de moléculas antioxidantes, entre
las que se encuentran: enzimas antioxidantes como la catalasa, la superoxido dismutasa
(SOD) y la glutation peroxidasa (GPx), que representan la primera barrera frente a la
produccion de radicales libres; y sustancias no enzimdticas como el a-tocoferol, [-
caroteno, ubiquinol, glutation y acido ascorbico; siendo el de mayor importancia el
ubiquinol (Userpater y cols., 2004). Sin embargo, dentro del grupo de sustancias
antioxidantes, la principal sigue siendo la enzima SOD, ya que ademas de estar presente
en los espermatozoides también es producida por la prostata y el epididimo, permitiendo
ser utilizada como predictora del tiempo de vida de una muestra de liquido espermatico

(Alvarez y cols., 1987; Wolf y Anderson, 1988; OMS, 1989).

Los tibulos seminiferos estdn protegidos contra el estrés oxidativo. De hecho,

muestran una expresion estadio-dependiente de la enzima antioxidante SOD, ademas, la



temperatura mas baja a la que estd expuesto el testiculo contribuye a disminuir el riesgo
de peroxidacion lipidica y dano de ADN. Esto es especialmente relevante, ya que de
todas las células corporales, las células germinales son las que tienen un mayor
contenido de DHA, el 4cido graso més sensible a la peroxidacién lipidica (Alvarez y

cols., 1987; Jow y cols., 1993; Alvarez y Storey, 1995; Ollero y cols., 2001).

Una asociacion negativa entre la actividad de la enzima SOD y el numero de
leucocitos, puede estar relacionada con el efecto dafiino que los procesos inflamatorios
de las vias seminales ejercen sobre la funcion de las glandulas sexuales accesorias,
debido a que los sitios de produccion preferentes de la enzima SOD, en el aparato
reproductor, son la préstata y el epididimo. La afectacion de esas glandulas traeria como
consecuencia una disminucion de la actividad de esta enzima (Wolf y cols., 1990;

Quintero y cols., 2000).

Se estima que en la actualidad alrededor de un 15 % de las parejas en edad
reproductiva tienen problemas de infertilidad, lo que equivale a unas 600 000 parejas en
Espafia (Androgen, 2006), contribuyendo el factor masculino en un 40%. Estudios
demuestran que los niveles de ERO producidos en pacientes con infertilidad son
significativamente mas altos que en hombres fértiles. Este hecho parece estar
relacionado con lo que se ha designado como espermiogénesis defectuosa, en la cual los
espermatozoides no experimentan el proceso de maduracion normal, saliendo a los
tubulos seminiferos espermatozoides inmaduros que producen niveles altos de ERO

(Aitken y Clarkson, 1987; Aitken 1994b; Palenzona, 2005).

Debido a que el estrés oxidativo ha sido asociado con la funcién espermatica e
infertilidad, es indispensable hacer una evaluacién exhaustiva del paciente que acude a
consultas de infertilidad, la cual se basa en un conjunto de datos tales como: aplicacion
de una encuesta (la cual permite la investigacion de los factores de riesgo de la
infertilidad), un examen clinico (que permite orientar la causa de la patologia entre una
azoospermia secretoria o una azoospermia excretoria de acuerdo al volumen testicular,

presencia de quistes en los testiculos o epididimo, ausencia de conductos deferentes y



consistencia de los testiculos), examenes de primera intencidon (espermograma y
espermocultivo) y examenes de segunda intencion los cuales son todos aquellos anélisis

especificos que sirven de soporte a la investigacion (Poirot y Cherruau, 2005).

Algunos estudios han demostrado que no existe diferencia significativa entre el
esperma de un fumador con el de un no fumador; lo que si se ha confirmado es que los
hombres que fuman una cajetilla o mas al dia pueden tener menor motilidad de los
espermatozoides. Con relacion al consumo de alcohol, se ha advertido que entre el 70 y
80% de los casos la infertilidad en el hombre esta asociado a este habito. La ingesta
excesiva de alcohol provoca un descenso en los niveles de testosterona, lo que afecta
directamente la produccion de espermatozoides (Volgt y cols., 1986; Wentz, 1986; Hadi
y cols., 1987).

Al evaluar el habito de fumar y la ingesta de alcohol como agentes generadores de
radicales libres, asi como su asociacion con algunas alteraciones de los pardmetros
espermaticos, se sefala la existencia de una asociacion de estas alteraciones con el estrés
oxidativo generado por el alcohol y el cigarrillo; siendo el dafio mas significativo en

aquellos que consumen alcohol (Gallardo y cols., 2003).

La infertilidad masculina entre otros factores, ha sido asociada al estrés oxidativo
en el liquido seminal. Sin embargo, son escasos los trabajos disponibles en Venezuela,
en cuanto a esta problematica se refiere. De alli, que el aporte que se pretende dar con
esta investigacion, es que este trabajo sirva como soporte para futuras exploraciones
sobre el tema que se esta desarrollando dentro del esquema de la valoracion del estrés
oxidativo y su relacion con la calidad espermatica. De esta manera, se decidid evaluar
dicho estrés, a través de la valoracion de la actividad antioxidante de la enzima SOD en
suero sanguineo y plasma seminal, y su relacion con la calidad espermatica, en pacientes
que acudieron a consultas de infertilidad, en la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa

Rosa, situada en la ciudad de Cumana.



METODOLOGIA

Muestra Poblacional

Se realizé un estudio comparativo de casos y controles para evaluar la asociacion
del estrés oxidativo a través de la actividad antioxidante de la enzima SOD, y las
variables fisicas, y citomorfologicas del semen. Se estudiaron 70 pacientes, y de éstos,
35 asistian a consulta de infertilidad; definiendo a los hombres infértiles, como aquellos
que después de haber tenido relaciones sexuales con su pareja durante un aflo o0 mas sin
utilizar métodos anticonceptivos no lograban un embarazo. Los otros 35 pacientes
conformaban al grupo control, los cuales cursaban con parametros fisicos y

citomorfologicos seminales aparentemente normales.

A todo paciente que participd en este estudio se le entreg6, previo a la toma de
muestra, un consentimiento valido que debi6 firmar. Esto con el propdsito de obtener
autorizacion para el procesamiento de su muestra en este trabajo; asi mismo se realizd
una encuesta de datos epidemioldgicos con la finalidad de obtener antecedentes comunes

entre los casos y los controles. Estos datos fueron valorados en la investigacion.

El trabajo se realizd6 conservando las normas de ética establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud para el examen del semen humano (OMS, 1989). Este
estudio no comprometid bajo ninguna circunstancia la salud o vida de los individuos que
participaron en el mismo, siendo excluidos aquellos pacientes sometidos a radiaciones y

vasectomia.

Recolecciéon de la Muestra

Para el presente estudio se recibieron muestras de liquido seminal obtenidas por
masturbacion, de pacientes que acudieron a consultas de infertilidad, en la Unidad de
Fertilidad de la Clinica Santa Rosa. Las muestras fueron recolectadas segin las

recomendaciones de la OMS.



Las muestras sanguineas se obtuvieron tras la puncidon venosa de 5 ml de sangre.
Estas fueron tomadas después de recibir las muestras de semen de los pacientes. Las
muestras de sangre fueron centrifugadas a 3500 rpm para obtener los sueros sanguineos
que posteriormente se colocaron en tubos de ensayo estériles, almacenandolos a
temperatura entre 2 y 8° C hasta el momento de las determinaciones de los parametros

comprendidos en este estudio.

Examen Fisico y Citomorfologico

Los liquidos seminales fueron sometidos a evaluaciéon macroscopica realizada a
temperatura ambiente y microscopica, siguiendo las pautas de la Organizacion Mundial

de la Salud (1989); la cual incluyé:

Valoracion del volumen, pH, tiempo de licuefaccion y viscosidad del semen.

El volumen del eyaculado se midi6 con pipetas graduadas. Volumen normal: 3 a

6 ml.

El pH se determind extendiendo uniformemente una gota de semen sobre un papel
sensible al pH (pH= 7,2 a 8,0), esperando 30 segundos para compararlo con una tira de
calibracion de pH. Esta prueba se realizé antes de una hora después de haberse tomado

la muestra.

El tiempo de licuefaccion del semen se evalud antes de los 60 minutos, siendo
anormal aquellas muestras que todavia presentaban coagulos después de los 60

minutos.

En la muestra licuada pudo estimarse la viscosidad introduciendo una varilla de
vidrio en la misma y observando la longitud del filamento formado al retirar dicha

varilla, el cual no debia exceder de los dos centimetros.



Determinacion de la calidad espermatica (concentracion espermatica, leucocitos,

morfologia, motilidad y viabilidad).

Concentracion Espermatica.

Se determin6 por el método del hemocitometro (OMS, 1989). En este
procedimiento se prepard una dilucion 1:20 con cada muestra homogénea mezclando
0,02 ml de semen licuado con 0,38 ml de diluyente de Mancomber y Saunders. Este
ultimo, compuesto por 5 g de bicarbonato de sodio (NaHCOs3), 1 ml de formalina al 35%
V/y, 0,5 ml de solucion acuosa saturada de violeta de genciana y agua destilada en
cantidad suficiente para obtener un volumen final de 100 ml. Para el contaje de los
espermatozoides se utilizdé un hemocitometro de Neubauer mejorado, el cual posee un
cuadrado central secundario conformado por 25 cuadrados terciarios, cada uno de éstos

con 16 cuadrados cuaternarios.

Para las muestras que contenian menos de 10 espermatozoides por cuadrado se
debido contar toda la camara; para las muestras que contenian entre 10 y 40
espermatozoides por cuadrado se contaron 10 cuadrados, y para los que contenian mas
de 40 espermatozoides por cuadrado se contaron 5 cuadrados. Dependiendo de la
dilucion y de la cantidad de espermatozoides contados el resultado fue multiplicado por

un factor de 1x10°.

En los casos en los que el examen preliminar de concentracion espermatica resultd
bajo o alto, se realiz6 un ajuste de la graduacion de dilucion (Tabla 1). Si la cantidad de
espermatozoides por campo visual variaba considerablemente, esto podia significar que

la muestra no era homogénea.

Posterior a la dilucidn, se procedi6 al llenado del hemocitémetro dejandose reposar
por unos 5 minutos en una cdmara himeda, esto con el propdsito de que la muestra no se

secara y que los espermatozoides pudieran sedimentar. Transcurrido el tiempo, se



observo la muestra en el microscopio Optico en un aumento de 40x. El resultado se

expresé en millones/ ml.

Tabla 1. Factores de correccion para hemocitometria.

Dilucion (pl) (semen + Numero de cuadrados terciarios contados
diluyente) 25 10 5

1+9 10 4 2

1+19 5 2 1
1+49 2 0,8 0,4

Asi mismo la concentracion espermatica pudo clasificarse como:
1. Normozoospérmica: eyaculacién normal (>20x10° /ml).
2. Oligozoospérmica: concentracion < 20x10° /ml.

3. Azoospérmica: ausencia de espermatozoides en la eyaculacion.
Leucocitos

Se cuantificaron en un hemocitometro y la concentracion se obtuvo por la siguiente

relacion:

Donde C es la concentracion de leucocitos en millones/ml; N es la cantidad de
leucocitos contados en los mismos campos que 100 espermatozoides; y S es el recuento

de espermatozoides en millones/ml.

Motilidad

Esta se determind por una técnica basada en un sistema de clasificacion que

consistié en verter con una micropipeta un volumen fijo de semen (10-15 pl) sobre un



portaobjetos limpio, el mismo se cubridé con un cubreobjetos y posteriormente en
microscopio con objetivo de 40x. Se observaron entre 4 y 6 campos, obteniendo un

porcentaje de cada categoria de motilidad.

La cantidad de espermatozoides por categoria pudo ser cuantificada con ayuda de

un contador de laboratorio. La motilidad de los espermatozoides tuvo la siguiente

clasificacion:
a Si el espermatozoide tiene una motilidad progresiva rapida y lineal.
b Si tiene un movimiento lineal o no lineal lento o perezoso.
¢ Si tiene una motilidad no progresiva.
d Si el espermatozoide es inmoévil.
Viabilidad

Se baso en el principio de que las células muertas con membranas plasmaticas
dafadas permitirian la entrada del colorante. Se contaron 100 espermatozoides en
microscopio optico con aumento de 40x y se diferenciaron los espermatozoides vivos
(no teniidos) de los muertos (tefiidos). En aquellas muestras donde el porcentaje de
espermatozoides inmoviles superé6 el 60% se determind la proporcion de
espermatozoides vivos con la técnica de tincion supravital. Para ello se prepard una
solucion al 0,5% (p/v) en solucion fisiologica de Eosina Y, se mezcl6 una gota (10-15
ul) de semen fresco con una gota de solucion de eosina al 0,5% en una lamina
portaobjetos y se cubrid con una ldmina cubreobjetos. Pasados 2 minutos se observo el
preparado con objetivo de 40X con luz intensa y se contaron los espermatozoides vivos

y muertos (Eliasson, 1977).

Morfologia

La técnica estuvo basada en hacer un extendido de la muestra fresca de semen

sobre una lamina portaobjetos, dejandose secar al aire y fijandose con una mezcla de
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partes iguales de etanol (95% V/V) y éter; luego se colored con solucion de Giemsa. Se
observo al microscopio con objetivo de 100X, se contaron 100 células y se anotaron los

resultados en porcentaje de acuerdo a la forma de los espermatozoides (OMS, 1989).

Actividad de la Enzima SOD

La SOD es una metaloenzima capaz de catalizar la dismutacion del anion
superoxido entre el oxigeno y el peréxido de hidrégeno de acuerdo a la siguiente

reaccion:

soD
20,7 +2H" —— 02+ H,0,

El papel de la enzima SOD es acelerar la transformacion del radical toxico del
superoxido (0,7), produciendo, durante este proceso oxidativo, energia, peroxido de
hidrégeno y oxigeno molecular. El método se basa en medir el aumento de la tasa de
autooxidacion de 5, 6, 6a, 11b-tetrahydro-3, 9, 10-trihydroxybenzo [c] fluoreno (R1) en
una solucion alcalina y acuosa, produciendo un cromoéforo con un méximo de
absorbancia a 525 nm. La interferencia de mercaptanos (RSH), como el glutation
reducido, estd controlada por el I1-metil-2vinilpirimidina (R2), que elimina los
mercaptanos directamente por medio de una reaccion de alquilacion (Nebot, y cols.,

1993).

Se llevdo a cero el espectrofotometro en 525 +/- 2 nandémetros con agua
desionizada. Se agregaron 900 pul de buffer (2-amino-2-metil-1,3-propanodiol) en
cada tubo, luego se procedi6 a agregar 40 ul de blanco muestra (agua desionizada) en
uno de los tubos, y 40 pl de las muestras en el resto de los tubos correspondientes. Se
adicionaron 30 pul de R2 a cada tubo de prueba, se mezclaron, y luego de incubarse a
37° C por un minuto se agregaron 30 pl de R1 a los tubos de prueba, mezclando
nuevamente e incubando por 5 minutos. Posteriormente se procedid a leer en el
espectrofotometro, midiendo la actividad de la enzima SOD por absorbancia. No se

requirié de ninguna calibracion.
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Para la determinacion de la actividad de la enzima SOD en plasma seminal, se
utilizé una tabla de cocientes: dado el cociente de Vs/Vc, la actividad de la enzima SOD
en las unidades SOD-525 fue encontrada en la tabla de cocientes buscando el valor
calculado de Vs/Vc mas cercano al de la tabla y leyendo la actividad de SOD de la
columna adyacente (en su defecto al valor superior mas cercano, obteniendo el valor real

por regla de tres), la cual es mostrada en Units/ml.

Tabla 2. Cocientes de Vs/Vc.
Vs/Ve | Units | VsVe | Units | VsiVe | Units | Vs/Ve | Units | VsiVe | Units | VsiVe | Units | Vs/Ve | Units
1.00 | 0.00 | 2.00 | 1.00 | 3.00 | 2.18 | 4.00 | 3.57 | 5.00 | 5.25 | 6.00 | 7.32 | 7.00 | 9.93
1.05 [ 0.05 | 2.05 | 1.06 | 3.05 | 2.24 | 4.05 | 3.65 | 5.05 | 5.35 | 6.05 | 7.44 | 7.05 | 10.08
1.10 { 0.09 | 2.10 | 1.11 | 3.10 | 2.31 [ 4.10 | 3.73 | 5.10 | 5.44 | 6.10 | 7.56 | 7.10
1.15 1014 | 215 | 1.17 | 3.15 | 2.37 | 4.15 | 3.80 | 5.15 | 5.54 | 6.15 | 7.68 | 7.15
1.20 { 0.19 {220 | 1.22 | 3.20 | 2.44 | 420 | 3.88 | 5.20 | 5.63 | 6.20 | 7.80 | 7.20
1.25 1024 | 225 | 1.28 [ 325 |2.50 | 4.25 | 3.96 | 525 | 5.73 | 625 | 7.92 | 7.25
1.30 { 0.29 | 230 | 1.34 | 3.30 | 2.57 | 430 | 4.04 | 530 | 5.83 | 6.30 | 8.04 | 7.30
1351033 235139 335|264 (435|412 535593 |635|8.16 |7.35

1

1

1

1

1

1
140 1 0.38 | 2.40 | 1.45 | 3.40 | 2.71 | 440 | 421 | 540 | 6.03 | 6.40 | 8.29 | 7.40 | IL17
145 1043 1245 | 1.51 | 345|277 [ 445 429 | 545 [ 6.13 | 645 | 842 | 745 | 1134
1.50 1 0.48 | 2.50 | 1.57 | 3.50 | 2.84 | 4.50 | 4.37 | 5.50 | 6.23 | 6.50 | 8.55 | 7.50 | 11.50
1.55 1 0.53 | 2.55 [ 1.63 | 3.55 | 291 [ 4.55 | 446 | 5.55 | 6.34 | 6.55 | 8.68 | 7.55 | 1167
1.60 | 0.58 | 2.60 | 1.68 | 3.60 | 2.98 | 4.60 | 4.54 | 5.60 | 6.44 | 6.60 | 8.81 | 7.60 | 11.84
1.65 1 0.63 | 2.65 | 1.74 | 3.65 | 3.06 | 4.65 | 4.63 | 5.65 | 6.55 | 6.65 | 8.94 | 7.65 | 12.02
1.70 1 0.69 | 2.70 | 1.81 | 3.70 | 3.13 [ 4.70 | 471 | 5.70 | 6.65 | 6.70 | 9.08 | 7.70 | 1220
1.75 10.74 | 2.75 | 1.87 | 3.75 | 3.20 | 4.75 | 4.80 | 5.75 | 6.76 | 6.75 | 9.22 | 7.75 | 12.38
1.80 1 0.79 | 2.80 | 1.93 | 3.80 | 3.27 [ 4.80 | 489 | 5.80 | 6.87 | 6.80 | 9.35 | 7.80 | 12.56
1.85 10.84 | 2.85 | 1.99 | 3.85 [ 3.35 | 4.85 | 498 | 5.85 | 6.98 | 6.85 | 9.50 | 7.85 | 12.74
1.90 1 0.90 | 2.90 [ 2.05 | 3.90 | 3.42 [ 4.90 | 5.07 | 5.90 | 7.09 | 6.90 | 9.64 | 7.90 | 12.93
1.95 1095 1295 [ 2.11 [ 395350 [4.95 516|595 721 695 9.78 [ 7.95 | 1312

Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos en esta investigacion fueron analizados a través de
estadisticas descriptivas, expresadas en tablas, aplicando la prueba de Chi-cuadrado (x?)

y la prueba de regresion lineal simple con un nivel de confiabilidad de un 95% (Sokal y

Rohlf, 1979).

12



RESULTADOS Y DISCUSION

Se valor6 la actividad antioxidante de la enzima SOD por el método de ensayo

espectrofotométrico para todos los pacientes.

En la tabla 3 se presenta la asociacion entre los niveles de actividad antioxidante
de la enzima superéxido dismutasa sérica (SODS) y la fertilidad e infertilidad observada
en los pacientes que asisten a consultas de infertilidad en la Unidad de Fertilidad de la

Clinica Santa Rosa.

Tabla 3. Asociacion de la actividad de la enzima superoxido dismutasa sérica (Units/ml)
y la infertilidad-fertilidad en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la
Clinica Santa Rosa. Cumana, octubre 2007 - mayo 2008.

SODS Infértiles Fertiles
n % n % ¥’ P
<2,18 4,00 11,40 1,00 2,90 0,86 0,35 NS
2,18-13,12 31,00 88,60 34,00 97,10
X 5,55 Units/ml 5,84 Units/ml
NS= No significativo %>~ Chi Cuadrado X =media n= numero de pacientes P> 0,05

SODS=Superoxido dismutasa sérica

Al aplicar la prueba y* (p> 0,05) no se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre la actividad de la enzima SODS y la fertilidad, sin embargo, se
observa que un gran porcentaje de pacientes infértiles y fértiles presentan valores de la

enzima SODS entre 2,18 y 13,12 Units/ml.

En la tabla 4 se presenta la asociacion de la actividad antioxidante de la enzima
superoxido dismutasa medida en el plasma seminal (SODPS) y la fertilidad e infertilidad
observada en los pacientes que acudieron a la consulta de infertilidad. Al aplicar la
prueba estadistica °, se encontrd asociacion altamente significativa (p< 0,001) entre la
actividad antioxidante de la enzima SODPS y la fertilidad. El 60,0% de los pacientes
infértiles presentaron una actividad de SODPS por debajo de 2,18 Units/ml, mientras

que el 2,90% de los pacientes fértiles presentaron valores de la actividad de la enzima
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SODPS inferiores a 2,18 Units/ml.

Tabla 4. Asociacion de la actividad de la enzima superoxido dismutasa en plasma
seminal (Units/ml) y la infertilidad-fertilidad en pacientes provenientes de la Unidad de
Fertilidad de la Clinica Santa Rosa. Cumana, octubre 2007 - mayo 2008.

SODPS Infértiles Fertiles
n % n % x? P
<2,18 21,00 60,00 1,00 2,90 23,93 0,00 #**
2,18-13,12 14,00 40,00 34,00 97,10
X 1,81 Units/ml 4,21_Units/m1
*%*Altamente significativo  y°= Chi cuadrado X =media  n=numero de pacientes P< 0,001

SODPS=Superoxido dismutasa en plasma seminal

Esta mayor proporcion de pacientes infértiles con valores en la actividad de la
enzima SODPS por debajo de 2,18 U/ml, puede ser explicada argumentando que dichos
pacientes cursen con dafios a nivel de las glandulas seminales como consecuencia del
aumento incontrolado de los radicales libres en el liquido seminal, por lo que la

biosintesis de la enzima SODPS estaria inhibida (Alkan y cols., 1997).

Estudios andlogos sostienen que la proteccion de los espermatozoides contra el
estrés oxidativo es la enzima SOD, y que la esterilidad puede ser el resultado del
incremento en la produccion de especies reactivas del oxigeno, o el decremento en las

defensas antioxidantes, como la enzima SOD (Lewis y cols., 1995; Thiele y cols., 1995).

Tabla 5. Analisis de Regresion lineal simple de la actividad de la enzima superoxido
dismutasa en plasma seminal vs. actividad de la enzima superdxido dismutasa sérica en
pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa. Cumana,
octubre 2007 - mayo 2008.

Fuente Suma de Gl Cuadrado R Valor-P
Cuadrados Medio
Modelo 8,84168 1 8,84168 0,20 0,10 NS
Residuo 217,128 68 3,19306
Total (Corr.) 225,97 69
R: relacion relativamente débil P> 0,05 NS= No significativo

En la tabla 5 se presenta el resumen de la prueba estadistica de regresion lineal
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simple, aplicado a los parametros actividad de la enzima SODPS y SODS de pacientes
que acudieron a la consulta de infertilidad. No se observé relacion lineal significativa
al evaluar estos parametros. Este hecho puede ser explicado argumentando que la
actividad de la enzima SOD en liquido seminal depende principalmente de su
produccion en los espermatozoides, seguida de la préstata y epididimo (Wolf y

Anderson, 1988).

Debido a que no se encontré dependencia entre la actividad de la enzima SODPS y
la actividad de esta enzima en suero sanguineo, solo se evaluo la asociacion existente
entre la enzima SODPS vy las variables fisicas, citomorfoldgicas, y factores de riesgo en

los pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa.

Tabla 6. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y el volumen de liquido
seminal en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa.
Cumana, octubre 2007 - mayo 2008.

Volumen Infértiles Fértiles
n % n % x° P
<2,00ml 8,00 22,90 1,00 2,90 4,59 0,03 *
2,00-6,00 ml 27,00 77,10 34,00 97,10
X 2,6 ml 2,82 ml
*Significativo x*= Chi cuadrado X = media n= numero de pacientes P< 0,05

En la tabla 6 se presenta la asociacion entre el volumen de liquido seminal y la
fertilidad e infertilidad. Al aplicar la prueba estadistica y” se encontré asociacion
significativa (p< 0,05) entre el volumen seminal y la calidad espermatica de ambos
grupos. El 22,90% de los pacientes infértiles presentaron un volumen menor de 2,00 ml,
mientras que el 2,90% de los pacientes fértiles presentaron un volumen seminal menor a
2,00 ml. Este hallazgo evidencia una de las primeras alteraciones macroscopicas que se

pueden observar en pacientes donde se sospeche una posible infertilidad.
Resultados similares fueron encontrados por Pérez (1990), quien concluyé que el

volumen del liquido seminal podia hallarse disminuido (< 1,50 ml) en pacientes que

sufren obstrucciones totales o parciales de las vias seminales, pudiendo bien éstos estar
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asociados a procesos inflamatorios de los conductos seminiferos.

En la tabla 7 se presenta la asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y el
tiempo de licuefaccion del liquido seminal. Al aplicar la prueba estadistica x> se
encontrd asociacion altamente significativa (p< 0,001) al analizar este parametro en
ambos grupos. El 74,30% de los pacientes infértiles presentaron un tiempo de
licuefaccion superior a 60 minutos, mientras que solo el 2,90% de los individuos fértiles

presento un tiempo de licuefaccion mayor a 60 minutos.

Tabla 7. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y el tiempo de licuefaccion
del semen en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa.
Cumana, octubre 2007 - mayo 2008.

Tiempo de Licuefaccion Infértiles Fértiles
n % n % x° P
> 60 min. 26,00 74,30 1,00 2,90 34,73 0,00 ***
< 60 min. 9,00 25,70 34,00 97,10
*#*Altamente significativo %= Chi cuadrado n=niimero de pacientes P< 0,001

Estos hallazgos coinciden con los realizados por Henry (2000); el cual explica que
el licuado del semen se consigue gracias a sustancias de tipo coagulasa, como el
antigeno especifico de la prostata (PSA) y la fibrinolisina, que son liberadas al
eyaculado por la glandula prostatica, y que al haber disfuncion prostatica, la licuefaccion

ocurriria después de la hora del eyaculado, reflejdndose alargado en el analisis seminal.

En la tabla 8 se presenta la asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y la
viscosidad del liquido seminal. Al aplicar la prueba estadistica 7, se encontr6 asociacion
altamente significativa (p< 0,001) al analizar este pardmetro en ambos grupos. El
25,70% de los pacientes infértiles presentd una viscosidad normal, mientras que el

88,50% de los pacientes fértiles presentd una viscosidad normal.

Este hallazgo puede estar vinculado a una disfuncién en las glandulas seminales en
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los pacientes infértiles, lugar donde se lleva a cabo la sintesis del fosfato de espermita y
otras proteinas similares al fibrinogeno que regulan la viscosidad seminal, por eso el
resultado de un bajo porcentaje (25,70%) de pacientes con viscosidad normal. Hallazgos
similares fueron descritos por Gonzalez y cols. (1993), quienes encontraron que la
hiperviscosidad estaba asociada a la hipofunciéon de la vesicula seminal, y que

probablemente a través de esta hipofuncion se afectaba la fertilidad.

Tabla 8. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y la viscosidad del liquido
seminal en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa.
Cumanad, octubre 2007 - mayo 2008.

Viscosidad seminal Infeértiles Fértiles
n % n % x° P
Aumentada 18,00 51,40 1,00 2,90 29,58 0,00 ***
Ligeramente aumentada 8,00 22,80 3,00 8,60
Normal 9,00 25,70 31,00 88,50
*** Altamente significativo y*= Chi cuadrado n= niimero de pacientes P< 0,001

En la tabla 9 se presenta la asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y el
pH del liquido seminal. Al aplicar la prueba estadistica y°, se encontrd asociacién
altamente significativa (p< 0,001) entre la calidad espermatica y el pH seminal del grupo

de pacientes fértiles y el grupo de pacientes infértiles.

Tabla 9. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y el pH del liquido seminal
en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa. Cumana,
octubre 2007 - mayo 2008.

pH Infértiles Fértiles
N % n % Xz P
> 8,00 21,00 60,00 6,00 17,10 13,57 0,00 ***
7,20-8,00 14,00 40,00 29,00 82,90
X 8,40 8,00
*** Altamente significativo x*= Chi cuadrado X =media  n=nimero de pacientes  P< 0,001

El grupo de pacientes infértiles presentd en el 60% de los casos un pH seminal
superior a 8,00. Estos resultados pueden estar asociados a una infeccion en los conductos

seminales o a posibles afecciones en la prostata, debido a que la neutralidad del pH
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seminal depende de la mezcla de la acidez prostatica y de la alcalinidad vesicular (Pérez y

cols., 1992).

En la tabla 10 se presenta la asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y
la leucocitospermia. Al aplicar el analisis estadistico y°, se encontrd asociacion
altamente significativa (p< 0,001) entre el incremento de leucocitos en semen y la
infertilidad. El 97,10 % de los pacientes infértiles presentaba leucocitospermia, y solo el

20,00% de los pacientes fértiles presentaban infeccion seminal.

Tabla 10. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y la presencia de
leucocitos en liquido seminal de pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la
Clinica Santa Rosa. Cumand, octubre 2007 - mayo 2008.

Leucocitos Infértiles Fértiles
n % n % v’ P
Leucocitospermia severa 9,00 25,70 4,00 11,40 4435 0,00
skeksk
Leucocitospermia leve 25,00 71,40 3,00 8,60
Normal 1,00 2,90 28,00 80,00
*** Altamente significativo x*= Chi cuadrado n= numero de pacientes P< 0,001

Estos resultados revelan el aumento en la concentracion leucocitaria en los
pacientes infértiles que presentaron alteracion de las variables espermaticas, asociandose
a la esterilidad de los mismos, lo cual se explica por la presencia de infecciones en las

vias genito-uretrales de estos pacientes.

Estudios similares refieren que un aumento de leucocitos en el plasma seminal
afecta negativamente los parametros del mismo, lo cual sugiere que la leucocitospermia
de acuerdo a su grado de concentracion puede reflejar actividad en el tracto genito-
uretral asociada a una anormal espermatogénesis o pobreza de la viabilidad espermatica

(Ricci y cols., 2002; Esfandiari y cols., 2003; Everaert y cols., 2003).

En la tabla 11 se presenta la asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina
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y la concentracion espermatica. Al aplicar la prueba de %°, se encontrd asociacion
altamente significativa (p< 0,001) entre la calidad espermatica y la concentracion de
espermatozoides de ambos grupos. El 82,90% de pacientes infértiles presentd
oligozoospermia, y el 17,10% de estos pacientes presentd azoospermia. Ninguno de
ellos presentd concentracidén espermatica normal (> 20 x10° espz/ml), mientras que

el 97,10% de los pacientes fértiles presentd normozoospermia en un 97,10%.

Tabla 11. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y la concentracion
espermatica de pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa
Rosa. Cumand, octubre 2007 - mayo 2008.

[Espermatica] Infértiles Fértiles
N % n % Xz P
Azoospérmicos 6,00 17,10 0,00 0,00 66,13 0,00 ***
Oligozoospérmicos 29,00 82,90 1,00 2,90
Normozoospérmicos 0,00 0,00 34,00 97,10
X 7,30x10° espz/ml 71,70x10° espz/ml
% Altamente significativo ~ y°= Chi cuadrado X =media  n=nlmero de pacientes  P< 0,001

Estos resultados ponen de manifiesto que la disminucion de la concentracion
espermadtica esta relacionada a factores como: disminucién del volumen de semen,
obstruccion de los conductos seminales, aumento de la viscosidad del liquido seminal,
disminucion de la espermatogénesis e infecciones recurrentes (Campos y cols., 1995).
Estos resultados coinciden con algunas de las alteraciones encontradas en el semen de
los pacientes no fértiles estudiados en este trabajo, como el volumen, pH, leucocitos,

tiempo de licuefaccion y viscosidad seminal.

Para el estudio de las variables motilidad, morfologia y viabilidad
espermatica, se omitieron 6 pacientes pertenecientes al grupo infértil, debido a
que los mismos no presentaban espermatozoides en el eyaculado (azoospérmicos).
El grupo de pacientes infértiles qued6 conformado por 29 hombres
oligozoospérmicos, mientras que el grupo de pacientes fértiles se mantuvo con el

mismo numero de 35 hombres.
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En la tabla 12 se presenta la asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y

J L. . LS. . , . 2 , ..,
la motilidad espermatica. Al aplicar el andlisis estadistico %, se encontré asociacion

[IP-2)

altamente significativa (p< 0,001) entre la calidad espermatica y la motilidad grado “a” y

“d” en ambos grupos.

Tabla 12. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y la motilidad de los
espermatozoides en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica
Santa Rosa. Cuman4, octubre 2007 - mayo 2008.

Motilidad espermatica Infértiles Fértiles
n % n % x° P
Motilidad grado a 0,00 0,00 16,00 45,770 52,84 0,00 ***
Motilidad grado ab 2,00 6,90 18,00 51,40
Motilidad grado d 27,00 93,10 1,00 2,90
*** Altamente significativo yx*= Chi cuadrado n= niimero de pacientes P< 0,001

El 93,10% de los pacientes infértiles presenté motilidad espermatica grado “d”,
mientras que el 97,10% de los pacientes fértiles presentd motilidad espermatica entre
grado “a” y “ab”. Esta caracteristica les concede a los pacientes del grupo infértil
dificultad para fecundar, debido a que el porcentaje de pacientes infértiles (6,90%) con
movimiento progresivo (ab) es muy bajo, en comparacion al porcentaje de pacientes

infértiles que presentan motilidad grado (d), el cual es predominante en este tipo de

pacientes.

En estudios relacionados, Courtade (1998) observo que en los pacientes con
astenozoospermia (movilidad espermética disminuida) el 74,00% present6 alteraciones
estructurales a nivel del flagelo, y sefialé que esta anomalia puede estar asociada a
infeccion prostatica, presencia de anticuerpos antiespermaticos, alteraciones del sistema

motor de los espermatozoides, ¢ alteraciones genéticas.

En la tabla 13 se presenta la asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y
la morfologia espermatica. Al aplicar la prueba estadistica °, se encontrd asociacion
altamente significativa (p< 0,001) entre la morfologia espermatica y la infertilidad. El

69,00% de pacientes infértiles presentdé morfologia espermatica anormal, mientras que
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ninguno de los miembros del grupo de pacientes fértiles presentd anormalidad en la

morfologia espermatica.

Este hecho puede deberse a alteraciones de la concentracion y movilidad de los
espermatozoides producida por defectos en la espermatogénesis o por procesos

infecciosos (WHO, 1992).

Tabla 13. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y la morfologia
espermatica en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa
Rosa. Cumanad, octubre 2007 - mayo 2008.

Morfologia espermatica Infértiles Fértiles
n % n % v’ P
Anormal 20,00 69,00 0,00 0,00 31,97 0,00 ***
Normal (> 50%) 9,00 31,00 35,00 100,00
X 38,80 % 69,30 %

*** Altamente significativo  ’= Chi cuadrado X =media n=ntmero de pacientes P< 0,001

En la tabla 14 se presenta la asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y
la viabilidad espermatica. Al aplicar la prueba estadistica y?, se encontré asociacion
altamente significativa (p< 0,001) entre la proporcidon de pacientes con espermatozoides
muertos y la infertilidad. El 75,90% de los pacientes infértiles present6 alteracion en la
viabilidad espermatica, mientras que ninguno de los pacientes fértiles present6 alteracion

de la viabilidad espermatica.

Tabla 14. Asociacion entre la infertilidad-fertilidad masculina y la viabilidad
espermatica en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa
Rosa. Cumand, octubre 2007 - mayo 2008.

Viabilidad espermatica Infértiles Fértiles
n % n % x? P
Muertos 22,00 75,90 0,00 0,00 37,17 0,00 ***
Vivos (= 50%) 7,00 24,10 35,00 100,00
X 44,30 % 62,80 %
**%Altamente significativo  y°= Chi cuadrado X =media  n=nimero de pacientes  P< 0,001

21



Estos resultados pueden estar relacionados al conjunto de alteraciones en las
variables fisicas y citomorfoldgicas que presentan los pacientes infértiles. Estudios
analogos vinculan directamente a los radicales libres con la afeccion de la viabilidad
espermatica, debido a que el estrés oxidativo provocado por €stos aumenta la lisis de las

células espermaticas (Aitken, 1994a; Burkman, 2003).

En la tabla 15 se presenta la asociacion entre la actividad antioxidante de la enzima
SODPS y las variables fisicas del eyaculado. Al aplicar la prueba estadistica >, se
encontrd asociacion significativa (p< 0,05) entre la actividad antioxidante de la enzima
SODPS con la viscosidad y, asociacién altamente significativa (p< 0,001) entre la
actividad antioxidante de la enzima SODPS vy el tiempo de licuefaccion del liquido
seminal. No se encontrd asociacion significativa (p> 0,05) entre la actividad de la

enzima SODPS con el volumen y pH del eyaculado.

Tabla 15. Asociacion entre la actividad antioxidante de la enzima superoxido dismutasa

en plasma seminal y las variables fisicas del liquido seminal en pacientes provenientes

de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa. Cumand, octubre 2007 - mayo 2008.
Licuefaccion SODPS

<218 % Normal % x° P
Anormal 15,00 21,43 12,00 17,14 11,70 0,00 ***
Normal 7,00 10,00 36,00 51,43
Viscosidad SODPS
<218 % Normal % x? P
Aumentada 9,00 12,86 10,00 14,29 8,57 0,01 *
Lig. Aument. 6,00 8,57 5,00 7,14
Normal 7,00 10,00 33,00 47,14
pH seminal SODPS
<218 % Normal % x° P
> 8,00 12,00 17,14 15,00 21,43 3,41 0,06 NS
Normal 10,00 14,29 33,00 47,14
Volumen SODPS
<218 % Normal % x° P
<2mL 5,00 7,14 4,00 571 1,65 0,19 NS
Normal 17,00 24,29 44,00 62,86
NS= No significativo *Significativo P< 0,05 *** Altamente significativo P< 0,001

%*= Chi cuadrado n= ntmero de pacientes SODPS= Superdxido dismutasa en plasma seminal
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Las asociaciones significativas encontradas pueden estar relacionadas con la
existencia de radicales libres en las vias seminales, que puede producir deterioro en las
secreciones de la vesicula seminal y la prostata, provocando un aumento de la viscosidad
y la no licuefaccion del liquido seminal. También puede verse afectado el volumen y pH

seminal (Combhaire y cols., 1999).

Tabla 16. Asociacion entre la actividad antioxidante de la enzima superoxido dismutasa
en plasma seminal y las variables citomorfoldgicas del semen en pacientes provenientes
de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa. Cumand, octubre 2007 - mayo 2008.

[Espermatica] SODPS
<218 % Normal % x° P
Azoospérmico 3,00 4,29 3,00 429 25,13 0,00 ***
Oligozoospérm. 18,00 25,71 12,00 17,14
Normozoospér. 1,00 1,43 33,00 47,14
Leucocitos SODPS
<218 % Normal % x° P
Leuc. Severa 6,00 8,60 7,00 10,00 23,19 0,00 ***
Leuc. Leve 16,00 22,90 12,00 17,10
Normal 0,00 0,00 29,00 41,40
Morfologia SODPS
<218 % Normal % v’ P
Anormal 13,00 20,31 7,00 10,94 17,38 0,00 ***
Normal 6,00 9,38 38,00 59,37
Motilidad SODPS
<2,18 % Normal % x? P
Grado a 1,00 1,56 15,00 23,43 2296 0,00 ***
Grado ab 1,00 1,56 19,00 29,69
Grado d 17,00 26,56 11,00 17,20
Viabilidad SODPS
<218 % Normal % v P
Muertos 14,00 21,88 8,00 12,50 18,22 0,00 ***
Vivos 5,00 7,81 37,00 57,81

*#* Altamente significativo x*= Chi cuadrado
SODPS= Superoxido dismutasa en plasma seminal

n= namero de pacientes P< 0,001

En la tabla 16 se presenta la asociacion entre la actividad antioxidante de la enzima
SODPS vy las variables citomorfologicas del semen. Al aplicar la prueba estadistica 7,
se encontrd asociacion altamente significativa (p< 0,001) entre la actividad antioxidante

de la enzima SODPS y la concentracion espermatica, leucocitos, morfologia, motilidad y
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viabilidad espermatica. Estos resultados pueden deberse a una mayor peroxidacion de
acidos grados, producida por los radicales libres, que conlleva a una permeabilizacion de
las membranas plasmatica y acrosomial conduciendo a una pérdida de la morfologia,
viabilidad, motilidad y capacidad fecundante del espermatozoide (Alvarez y Storey,

1984).

La asociacion negativa que se observa entre la actividad de la enzima SOD en
liquido seminal y el nimero de leucocitos, puede estar relacionada con el efecto dafiino
que los procesos inflamatorios de las vias seminales tienen sobre los sitios de produccion

de la enzima, lo que disminuiria su actividad (Quintero y cols., 2000).

Algunos autores afirman que la leucocitospermia no actiia de forma aislada en la
disminucién de la calidad espermatica, sino que unida a factores de riesgo determinan la
infertilidad en el hombre. Otros investigadores aseguran que la relacion negativa de la
actividad de la enzima SOD con la movilidad es un reflejo de una disminucién de la
funcién protectora de la enzima SOD contra el estrés oxidativo, que se sabe produce un
efecto negativo sobre la funcion de los espermatozoides (Nonogaki y cols., 1992; Perry

y cols., 1993).

En la tabla 17 se presenta la asociacion entre la actividad antioxidante de la enzima
SODPS y algunos factores de riesgo de la calidad espermatica. Al aplicar la prueba
estadistica % se encontré asociacién significativa (p< 0,05) entre la actividad de la
enzima SODPS y el consumo de alcohol. Para los factores tabaquismo y actividad fisica,
no se encontrd asociacion significativa (p> 0,05) con respecto a la actividad de la enzima
SODPS. Al aplicar el OR, se encontr6é que los pacientes infértiles que consumen alcohol
tienen una probabilidad de presentar disminucion de la actividad de la enzima SODPS

6,55 veces mas altas que en los hombres infértiles que no consumen alcohol.
Una explicacién a los resultados conseguidos entre la asociacion de la actividad de

la enzima SODPS y el consumo de alcohol puede estar vinculada con la cantidad y

frecuencia con que los pacientes infértiles ingieren este factor. La constante exposicion
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del hombre a la ingesta de alcohol produce en ¢l disminucion de los niveles de
testosterona; este déficit conlleva a una disminucion de la funcién de las glandulas
seminales, que entre otras, es el de producir la enzima SOD e intervenir en el proceso de

maduracion espermatica (Volgt y cols., 1986; Wentz 1986; Curtis y cols., 1997).

Tabla 17. Asociacion entre la actividad antioxidante de la enzima superoxido dismutasa
en plasma seminal y algunos factores de riesgo en pacientes provenientes de la Unidad
de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa. Cumana, octubre 2007 - mayo 2008.

Alcohol SODPS
<218 % Normal % x? P OR
Si 20,00 28,57 29,00 41,43 531 0,02 * 6,55
No 2,00 2,86 19,00 27,14
Tabaquismo SODPS
<218 % Normal % x’ P OR
Si 2,00 2,86 9,00 12,86 0,46 0,50 NS 0,43
No 20,00 28,57 39,00 55,71
Act. Fisica SODPS
<218 % Normal % x? P OR
Si 10,00 14,29 18,00 25,71 039 0,53NS 1,39
No 12,00 17,14 30,00 42,86

*Significativo P<0,05 NS= No significativo P>0,05 y’= Chi cuadrado n=nimero de pacientes
OR =odd ratio SODPS= Superoxido dismutasa en plasma seminal

En cuanto a la actividad fisica, algunos investigadores han fallado en la
observacion de cualquier signo de estrés oxidativo inducido por el ejercicio, lo que
pudiera deberse al instrumento de recoleccion de datos utilizado en las diferentes
investigaciones. Factores tales como el estado de entrenamiento, la edad y el género
también podrian jugar un rol importante. Ademads, se ha utilizado una amplia variedad de
protocolos de ejercicio, pero solamente el ejercicio de alta intensidad o de larga duracion
parece conducir a un incremento suficientemente grande en la produccion de radicales
libres, como para sobrepasar las defensas antioxidantes, y asi influir sobre la calidad

espermatica (Hadi y cols., 1987; Cooper y cols., 2002).
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CONCLUSIONES

No hubo dependencia entre la actividad de la enzima SODS vy la actividad de la

enzima SODPS.

Existe asociacion entre los pardmetros seminales de un individuo sano y fértil y un

paciente no fértil con la calidad espermatica.

Existe asociacion entre la actividad antioxidante de la enzima SODPS vy la calidad

espermatica.

No hubo asociacion entre el tabaquismo y la actividad fisica con las alteraciones

de la actividad antioxidante de la enzima SODPS.

Existe una evidente asociacion entre la actividad antioxidante de la enzima

SODPS y el habito de consumir alcohol.

Es posible asociar al estrés oxidativo producido por agentes externos como el
alcohol y la leucocitospermia, originada por infecciones del tracto genito-uretral
masculino, con la calidad seminal de los pacientes estudiados; por lo tanto es posible

asociar la infertilidad masculina con el estrés oxidativo.
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RECOMENDACIONES

Disminuir la frecuencia en el consumo de alcohol. Se ha determinado que el

consumo de éste en exceso afecta la capacidad fecundante en el hombre.

Evitar el héabito tabaquico. Se ha determinado que fumar una cajetilla o mas al dia
disminuye la motilidad espermatica, y que unido al consumo de alcohol puede producir

infertilidad en el hombre.

Excluir a pacientes diabéticos si se desea realizar mas estudios sobre el estrés
oxidativo en liquido seminal. La generacion de productos de glicosilacién avanzada, la
activacion de la via de los polioles y de las hexosaminas, asi como la activaciéon de las
proteinas quinasas C estan en estrecha relacion con la generacion de especies reactivas
de oxigeno que conducen a un estrés oxidativo crénico en pacientes con diabetes

mellitus.
Evaluar la capacidad antioxidante de otras sustancias como la GPx y Ubiquinol en
liquido seminal. Estas sustancias le continian en importancia a la enzima SOD en el

sistema antioxidante de las vias seminales y espermatozoides.

Evaluar cudles son los factores de riesgo mayormente asociados al estrés oxidativo

en la fertilidad femenina, y coémo éste puede inhibir la capacidad fecundante de la mujer.
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UNIVIE'RSIDAIZE)Z DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS

ANEXO 1
CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacion de la Licenciada Daxi Caraballo asesora académica del
Departamento de Bioanalisis, Universidad de Oriente, se realizard el proyecto de
investigacion titulado: EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO A TRAVES DE
LA DETERMINACION DE SUPEROXIDO DISMUTASA EN LIQUIDO SEMINAL
Y SU RELACION CON LA CALIDAD ESPERMATICA.

Yo:
C.IL: Nacionalidad:

Estado Civil: Domiciliado en:

En uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie coaccidn, ni violencia
alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracioén, proposito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la

presente:

1. Haber sido informado de manera clara y sencilla por parte del grupo de Investigadores
de este proyecto, de todos los aspectos relacionados con el proyecto de investigacion
titulado: “EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO A TRAVES DE LA
DETERMINACION DE SUPEROXIDO DISMUTASA EN LIQUIDO SEMINAL Y
SU RELACION CON LA CALIDAD ESPERMATICA” en la ciudad de Cumana,

Estado Sucre.

2. Tener conocimiento claro del objetivo del trabajo.
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3. Conocer bien el protocolo experimental expuesta por el investigador, en el cual se
establece que mi participacion en el trabajo consiste en: Donar de manera voluntaria una
muestra de liquido seminal, la cual serd obtenida por masturbacion después de 48 horas

y antes de siete dias de abstinencia sexual.

4. Que la muestra de liquido seminal que acepto donar serd utilizada unica y

exclusivamente para determinar infertilidad.

5. Que el equipo de personas que realiza esta investigacion me ha garantizado
confidencialidad relacionada tanto a mi identidad como a cualquier otra informacion
relativa a mi persona a la que tenga acceso por concepto de mi participacion en el

proyecto antes mencionado.

6. Que bajo ningin concepto podré restringir el uso para fines académicos de los

resultados obtenidos en el presente estudio.

7. Que mi participacion en este estudio no implica riesgo e inconveniente para mi salud.

8. Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este estudio me serd respondida

oportunamente por parte del equipo de personas antes mencionadas.
9. Que bajo ninglin concepto se me ha ofrecido ni pretendido recibir ningun beneficio de

tipo econdmico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto

de investigacion.
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DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto a
este formato de consentimiento y por cuanto mi participacion en este estudio es

totalmente voluntaria por tal motivo acuerdo:

1.- Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar el referido estudio en la muestra de semen, la cual acepto donar

para los fines indicados anteriormente.

2.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donacién en cualquier

momento sin que ello conlleve algun tipo de consecuencia negativa hacia mi persona:

Firma del voluntario

Nombre y apellido:
C.L:

Lugar:
Fecha:
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DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
antes mencionado, certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma
este formulario de consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y
beneficios de la participacion en este estudio. Ningin problema de indole médico, de
idioma o de instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprension de

compromiso con este estudio.

Por el proyecto,

Nombre:

Lugar y fecha:
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ANEXO 2
ENCUESTA DE DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Datos del paciente:
Nombre y Apellido:
Edad:

Direccidn:

Ocupacion:

Antecedentes personales:
(Ud. fuma? No Si

(Nunca, ocasionalmente o frecuentemente?

Ud. ingiere licor? No Si

(Nunca, ocasionalmente o frecuentemente?

(Qué tipo de actividad fisica practica?

(Nunca, ocasionalmente o frecuentemente?
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ANEXO 3

RECOLECCION Y ENVIO DE LA MUESTRA

Recoger la muestra después de 48 horas y no més de 7 dias de abstinencia sexual. Se
debe anotar el nombre del paciente, periodo de abstinencia, asi como la fecha y hora

de recoleccion de la misma.

Lo ideal es que la muestra se recoja en la intimidad de una dependencia proxima al
laboratorio. De lo contrario, se debe enviar la muestra al laboratorio antes de
transcurrida una hora de recoleccion y si la de los espermatozoides es anormalmente

baja, se debe tomar otra muestra lo antes posible después de la primera recoleccion.

La muestra debe obtenerse mediante masturbacion y eyacular dentro de un recipiente
de vidrio o plastico limpio de boca ancha; si utiliza recipiente de plastico, verifique
bien que el mismo esté limpio ya que es usual que provoquen efectos toxicos sobre
los espermatozoides. El recipiente debe estar tibio para reducir al minimo riesgos de

shock por frio.

No se debe utilizar condones, a menos que sea especifico para este fin. El coitus

interruptus no es aceptado para la recoleccion de la muestra.

La muestra incompleta no se podra analizar, en particular si se pierde la primera

porcion del eyaculado.

La muestra debera protegerse de las temperaturas externas (no menos de 20 °C ni

mas de 40 °C) durante el traslado al laboratorio.
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Evaluacion Del Estrés Oxidativo A Través De La Determinaciéon De

Titulo Superéxido Dismutasa En Liquido Seminal Y Su Relacién Con La

Calidad Espermatica

Subtitulo

Autor(es)

Apellidos y Nombres

Codigo CVLAC / e-mail

BLANCO. MILENA C.

CVLAC

16 314 572

e-mail

mile b 83@hotmail.com

e-mail

CVLAC

e-mail

e-mail

CVLAC

e-mail

e-mail

CVLAC

e-mail

e-mail

Palabras o frases claves:

SOD, estrés oxidativo, liquido seminal, infertilidad masculina,
leucocitospermia, espermatograma.
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subdrea

Bioanalisis

Ciencias

Resumen (abstract):

Con el propésito de evaluar el estrés oxidativo en liquido seminal y su relacion con la
calidad espermatica, se realiz6 un estudio a un grupo de 70 hombres de los cuales
35 de ellos presentaban alteraciones en los parametros seminales. Todos
provenientes de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa en la ciudad de
Cumana. Las variables evaluadas en este estudio fueron: caracteristicas fisicas y
citomorfoldgicas del semen, actividad antioxidante de la enzima superoxido
dismutasa en suero sanguineo (SODS) y actividad de la enzima superdxido
dismutasa en plasma seminal (SODPS), y exposicion a factores de riesgo como
alcohol, tabaco y actividad fisica. Se encontr6é importante asociaciéon (p< 0,001) entre
la infertilidad de los pacientes evaluados y la actividad de la enzima SODPS. El
analisis estadistico de regresion lineal simple entre la actividad de la enzima SODPS
vs. actividad de la enzima SODS, no evidencio dependencia (p> 0,05) entre la
actividad de la enzima SODPS vy la actividad de la enzima SODS. Se encontrd
asociacion significativa (p< 0,05) entre la infertilidad de los pacientes estudiados y el
volumen seminal. Para las variables fisicas (tiempo de licuefaccion, viscosidad y pH)
y citomorfolégicas evaluadas, se encontré asociacion altamente significativa (p<
0,001) entre éstas y la infertilidad de los pacientes estudiados. Asi mismo, se
encontré asociacion significativa (p< 0,05) entre el tiempo de licuefaccion y
viscosidad seminal con la actividad antioxidante de la enzima SODPS. Para las
variables citomorfologicas y su asociacion con la actividad antioxidante de la enzima
SODPS, se encontré asociacion altamente significativa (p< 0,001). Al aplicar el
estadistico Chi cuadrado (x?), se encontré que el consumo de alcohol esta asociado
(p< 0,05) a la infertilidad de los pacientes estudiados. Asumiendo estos resultados,
es posible asociar al estrés oxidativo en liquido seminal producido por el consumo de
alcohol y la leucocitospermia manifestada por los pacientes evaluados con la calidad
espermética de los mismos, y por lo tanto se puede asociar a la infertilidad
masculina.
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Contribuidores:

Apellidos y Nombres

ROL / Cdédigo CVLAC / e-mail

DAXI CARABALLO

ROL | cCA | | As | x | TU | | au | |

CVLAC | 5 859 659

e-mail | daxicaraballo@hotmail.com

e-mail | daxicaraballo@gmail.com

WILLIAM VELASQUEZ

ROL |CA | | AS | | TU | | Ju | x |

CVLAC | 9 278 206

e-mail | wjvelasgezs ahoo.es

e-mail

DANIEL BELMAR

ROL [ca| Jas| Jt| || x

CVLAC | 8 642 075

e-mail | belmarlc@cantv.net

e-mail

ROL CA‘ ‘AS‘ ‘TU‘ ‘JU‘

CVLAC

e-mail

e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:

ANo Mes Dia

2009 | 04 | o1 |

Lenguaje: Spa
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Archivo(s):
Nombre de archivo Tipo MIME
Tesis_MCB.doc Aplication/word
Alcance:
Espacial : Universal (Opcional)
Temporal: (Opcional)

Titulo o Grado asociado con el trabajo: Licenciatura en Bioanalisis

Nivel Asociado con el Trabajo: Licenciatura

Area de Estudio: Bioanalisis

Institucion(es) que garantiza(n) el Titulo o grado:

Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.
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Derechos:

Los autores garantizamos en forma permanente a la Universidad de
Oriente el derecho de difundir por cualquier medio el resumen de este
trabajo de investigacién. Los autores nos reservamos los derechos de
propiedad intelectual asi como todos los derechos que pudieran
derivarse de patentes industriales y comerciales.
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