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RESUMEN

Se evaluo la calidad espermatica y el estrés oxidativo en plasma seminal, en un grupo de
100 estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre. A cada participante se le
tomod muestra de sangre por puncion venosa y se recolectd muestra de liquido seminal.
En el estudio, el 68,00% de los estudiantes fueron normozoospérmicos y la
calidad espermatica resultd estar afectada en el 32,00% de la poblacion estudiada,
clasificindose en individuos que presentaron astenozoospermia, oligozoospermia y
oligoastenozoospermia, obteniéndose como frecuencias 12,00%, 11,00% y 9,00%,
respectivamente. La edad promedio en los estudiantes normozoospérmicos y con
astenozoospermia, oligozoospermia y oligoastenozoospermia fue de 24,12+4,49;
24,83+£7,22; 20,914+2,34 y 25,44+9,25, respectivamente. Las variables tiempo de
licuefaccion, volumen, pH y morfologia se encontraron dentro de los valores de
referencia, segiin valores establecidos por la OMS. Las células peroxidasa positiva
tuvieron un valor promedio de 0,05 millones/ml, resultando no significativa, por ser su
valor inferior a 1 millén/ml. La produccion de o6xido nitroso (ON), tioles totales (TT),
concentracion de glutation (GSH) y concentracion de metalotioninas (MTS) fueron
medidas mediante métodos espectrofotométricos. Al aplicar el andlisis de varianza
para metalotioninas, se demostré que existian diferencias significativas entre los
valores de concentracion de MTS en los grupos estudiados, el analisis a posteriori
demostré que se formaban dos grupos superpuestos: uno entre los individuos
astenozoospérmicos, normozoospérmicos y oligoastenozoospérmicos y el otro, entre los
oligoastenozoospérmicos y los oligozoospérmicos. Al aplicar el andlisis de regresion
lineal simple, se encontrd una relacion positiva débil entre las variables motilidad y la
concentracion de ON en el grupo de los normozoospérmicos, lo que sugiere que a
medida que aumenta la concentracion de ON aumenta la motilidad espermatica en los
normozoospérmicos. Entre la concentracion de TT y la concentracion espermadtica en
estudiantes normozoospérmicos, se encontrd asociacion estadisticamente significativa;
el coeficiente de correlacion (r) indicd una relacion positiva débil entre las variables, lo
que sugiere que a medida que aumenta la concentracion de TT aumenta la concentracion
espermatica en los normozoospérmicos. El coeficiente de correlacion (r) indicd una
relaciéon negativa moderada entre las variables GSH y concentracion en el grupo
oligozoospérmicos, a medida que aumenta la concentracion de GSH disminuye la
concentracion espermatica en estudiantes oligozoospérmicos. La inclusion de
parametros tales como MTS, TT, GSH y ON en los estudios de infertilidad masculina
podrian ser considerados en la evaluacion de la infertilidad masculina dada su relacion
directa con el estrés oxidativo.



INTRODUCCION

El estrés oxidativo, es el desbalance en que se encuentran las células que presentan el
desequilibrio entre sustancias oxidantes y antioxidantes, bien sea por un exceso en la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO), bien por una deficiencia en los
sistemas de destoxificacion de éstas, lo cual conduce a un aumento en la concentracién

de ERO y en consecuencia a un aumento en el dafio celular (Aitken y Fisher, 1994).

Numerosos autores han demostrado que el estrés oxidativo, juega un papel predominante
en la etiologia de la infertilidad masculina (Agarwal et al., 2003). Entre las ERO,
destacan esencialmente el anion superoxido (O2-), el hidroxilo (-OH) y el peroxido de
hidrogeno (H202). Este ultimo es la principal especie reactiva, y es la molécula que més
se ha implicado en el dafio de los espermatozoides de equino (Baumber et al., 2000). El
H202 no posee electrones libres y por lo tanto no es un radical libre; sin embargo, es
una molécula muy reactiva y puede ser precursora de radicales -OH en presencia de

metales de transicion (Hicks, 2001).

La produccion celular de ERO fue observada por primera vez en espermatozoides de
mamiferos a finales de los afos cuarenta. Iwasaki y Gagnon (1992), coinciden en
afirmar que los gametos masculinos constituyen la principal fuente de esos radicales
libres en el semen. Se postula que la funcidon espermatica es regulada por el manejo
estricto del estrés oxidativo; una peroxidacion leve puede ser la responsable de la
capacitacion y la activacion del espermatozoide pero un exceso de estrés oxidativo

resulta en dafio espermatico (Gadella et al., 2001).

El gameto masculino fue el primer tipo celular donde se constatd la capacidad para
generar ERO (Tosic y Walton, 1946). La habilidad para generar ERO es un aspecto

fundamental de la fisiologia del espermatozoide (Agarwal et al., 2003). Los metabolitos



del oxigeno estan implicados en procesos tan importantes como la capacitacion
espermatica, la hiperactivacion, la reaccion acrosémica y la fusion de membranas para la
fecundacion. La capacitacion espermatica, por ejemplo, implica un gran aumento en el
nivel de tirosina fosforilada en la cola y sobre todo en la pieza intermedia (Visconti et
al., 1995). Las sefiales implicadas para que tenga lugar la fosforilacion son el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y el estado redox de la célula, el anidon superdxido y el

peréxido de hidrogeno son dos factores importantes en este proceso (Baker et al., 2006).

Se ha propuesto que la infertilidad pudiera ser el resultado del incremento en la
produccion de las ERO o del decremento en las defensas antioxidantes (Lewis et al.,
1995; Thiele et al., 1995), es por ello que, se vuelve importante conocer cuales son los
valores que se utilizardn como referencia para cada poblacion en los agentes
antioxidantes y oxidantes que actian sobre los espermatozoides. Los espermatozoides,
como casi todas las células del organismo, experimentan dafio en presencia de las ERO
con un posible efecto en la disminucién de la movilidad, lo que explica una

hipofertilidad primaria masculina (WHO, 1999).

El medio en que se desenvuelven los espermatozoides es vital para su supervivencia
permitiendo mantener un pH 6ptimo, aportandoles nutrientes y regulando la homeostasis
seminal; sin embargo, cuando ese ambiente es alterado se presentan cambios en su
capacidad para fecundar. Se ha propuesto que en los pacientes con infertilidad primaria
o secundaria, en presencia de espermatozoides morfoldégicamente normales, pudieran
existir alteraciones bioquimicas en el liquido seminal (Zini et al., 1993). Resulta
incuestionable la participacion del estrés oxidativo en la patogenia de la infertilidad
masculina. Una buena parte de los pacientes que sufren de este padecimiento presentan
niveles elevados de especies reactivas del oxigeno, cuya presencia en el semen
constituye un reflejo del desbalance entre su produccion por los elementos celulares y su

degradacion por los sistemas antioxidantes (Zayas et al., 2000).

Entre 4,00 y 10,00% de los casos de esterilidad masculina se atribuyen a inflamacion del



tracto genital, la inflamacion produce infiltracion del liquido seminal con leucocitos, los
que alteran la funcion espermdtica disminuyendo la motilidad, desencadenando
prematuramente la reaccion del acrosoma y disminuyendo la capacidad de fusion al
ovocito (Aitken y Fisher, 1994; Plante et al., 1994). Asimismo, la contaminacion
leucocitaria resulta nociva para las poblaciones espermaticas desprovistas del plasma
seminal, debido a la produccién de radicales libre de oxigeno. Los leucocitos que
infiltran el liquido seminal provienen en un 50,00 a 60,00% de la prostata y de las
vesiculas seminales, es por ello que las infecciones de estas glandulas accesorias se
traducen en un aumento de leucocitos inflamatorios en el eyaculado. La deteccion de
leucocitos en el semen mediante la tincion de peroxidasa ha sido recomendada como un
indicador adecuado de infeccion del tracto genital (WHO, 1992), encontrandose una
correlacion positiva entre el nimero de células peroxidasas positivas y los niveles de
elastasa, proteasa liberada por los granulocitos inflamatorios (Wolf, 1995). Se indica
leucocitospermia cuando existe una concentracion de leucocitos peroxidasa positivos en
el semen (1x10° ml), y se asocia con una disminucion de la calidad del semen y con la
generacion de ERO (Wolff et al., 1990). En estudios realizados sobre la infertilidad
masculina se ha detectado una disminucién de la actividad de enzimas y de moléculas

antioxidantes (Alkan et al., 1997).

Las enzimas antioxidantes citoplasmaticas mantienen controladas la concentracion de
ERO y protegen a las células de su exceso, pero los espermatozoides son mas
susceptibles ya que, su reducido citoplasma hace que carezcan de estos mecanismos
endogenos para reparar los dafios asociados al estrés oxidativo. La generacion excesiva
de ERO en el semen, principalmente por los neutrofilos, pero también por

espermatozoides anormales, podria ser una causa de esterilidad (Garrido et al., 2004).

El perdoxido de hidrogeno es la principal ERO toxica para los espermatozoides humanos.
Las concentraciones moderadamente altas no afectan la viabilidad de los
espermatozoides, pero los inmovilizan, generalmente por agotamiento del ATP

intracelular y disminucion ulterior en la fosforilacion de las proteinas del axonema



(Agarwal, 2004; Awad et al., 2006).

Se han encontrado concentraciones significativamente menores de antioxidantes en el
semen de hombres estériles en relacion con los controles. No obstante, las
concentraciones patologicas de ERO detectadas en el semen de hombres estériles se
deben mas probablemente, al aumento de la produccion de ERO que a la disminucion de
la capacidad antioxidante del liquido seminal. El alto contenido de los espermatozoides
con 4cidos grasos poliinsaturados también contribuye a que estas células sean mas
sensibles al estrés oxidativo (Alvarez y Storey, 1995). La peroxidacion lipidica afecta
sobre todo a las membranas y se asocia a una disminucion de la movilidad espermatica.
La pérdida de fluidez en la membrana, origina un fallo en la actividad Ca*/ Mg*"
ATPasa, que provoca un aumento del calcio intracelular y como consecuencia la pérdida
de la movilidad espermatica. En este sentido, se ha sefalado que los niveles de
produccion de ERO por las poblaciones espermaticas puras se correlacionaron
negativamente con la calidad del semen; funciones dependientes de la fluidez de la
membrana como la fusion al ovocito y la reaccion acrosdmica, también se ven alteradas

(Gomez et al., 1998).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define leucocitospermia como el aumento
de la infiltraciéon de leucocitos en semen, con presencia de leucocitos peroxidasa-
positivos, cuyas concentraciones son > 1 x 10° por mililitro de semen (WHO, 1999).
La presencia de leucocitos activados como consecuencia de una infeccion del tracto
reproductor masculino, las radiaciones electromagnéticas, las radiaciones de teléfonos
moviles o agentes xenobidticos como las quinonas, favorecen la produccion de ERO
llegando a niveles perjudiciales (Paul et al., 2008; De Iuliis et al., 2009; Bennetts et al.,
2008).

Otros factores hacen a los espermatozoides mas susceptibles de sufrir dafios por las
especies reactivas, porque impiden el correcto empaquetado del ADN, como ocurre con

algunos pesticidas organofosforados y toxicos ambientales; algunas patologias asociadas



a una espermatogénesis incompleta o a una disminucion del sistema de antioxidantes,
también incrementan los efectos producidos por el exceso de ERO; es lo que ocurre en
casos de criptorquidia, torsion testicular, varicocele, hipertiroidismo o diabetes. Durante
procesos dependientes del estado redox como la capacitacion espermatica se han
observado transformaciones morfoldgicas en las mitocondrias (Ozdamar et al., 2004;
Pina et al., 2006; Agbaje et al., 2007; Smith et al., 2007; Zamoner et al., 2007;). Se ha
demostrado que estos orgdnulos, tan abundantes en la cola y la pieza intermedia, son los
principales generadores de ERO en los espermatozoides y que cualquier factor capaz de
interferir en la cadena transportadora de electrones es un potencial inductor de ERO.
Practicamente el semen de cada eyaculacidon estd contaminado con posibles fuentes de

ERO (Koppers et al., 2008).

Se deduce que, en cada eyaculacion algunos espermatozoides sufriran dafio oxidativo y
pérdida ulterior de la funcion. De esta manera, el impacto de las ERO sobre la fertilidad
masculina es un problema de grado mas que, de presencia o ausencia de la patologia. En
las mitocondrias disfuncionales la produccion de ERO aumenta significativamente, y
estas moléculas a su vez, afectan la funcién mitocondrial de los espermatozoides. Esta
relacion se puede deber a dos fendmenos interconectados mutuamente: las ERO que
lesionan la membrana mitocondrial, y la membrana mitocondrial lesionada que aumenta
la produccion de ERO. Por otro lado, las mitocondrias tienen una funcién clave en el
mecanismo de la apoptosis. Su integridad estd determinada por la presencia de
citocromo ¢ en el espacio de la membrana interna. Los niveles altos de ERO
desorganizan las membranas interna y externa de las mitocondrias, ésto produce la
liberacion de la proteina citocromo ¢ de la mitocondria, que activa las caspasas e induce
apoptosis. Se ha demostrado en varios tipos celulares que el estrés oxidativo puede ser

inductor de la apoptosis (Brookes et al., 2004).

Una de las ERO que juega un papel primario en el sistema reproductivo masculino es el
oxido nitrico (ON), la cual es una molécula muy versatil que actiia como un mensajero

intracelular y transcelular; se empez6 a conocer en 1980, gracias a los estudios



realizados por Furchgott y Zawadzki (1980), quienes inicialmente la denominaron factor
relajante del endotelio. Actualmente, se sabe que interviene en diferentes procesos
fisiologicos y patologicos (Hurford, 2003; Harukuni y Bhardwaj, 2006). El ON se libera
de manera pulsatil, es muy labil, posee un electron no pareado y tiene una vida media
muy corta, aproximadamente seis segundos. Por ser un radical libre, es una molécula
inestable que logra estabilizarse al unirse a otras especies paramagnéticas como el
oxigeno formando nitritos (NOy") y nitratos (NO;3") (Coggins y Bloch, 2007; Tessari,
2007).

Por otro lado, la presencia del ON en el epididimo y testiculos sugiere un benéfico rol en
el sistema reproductivo masculino. El ON es un modulador importante de las funciones
celulares, un potente vasodilatador y neurotransmisor, ha sido implicado en numerosos
procesos psicologicos, farmacologicos y patologicos, es también un mediador esencial
en los tractos reproductivos, tanto femenino como masculino. El ON puede actuar como
radical de desechos, volviéndose inactivo, incluso inhibiendo la produccion de los
aniones perdxido, los cuales, causan peroxidacion lipidica y por consiguiente,

discapacidad funcional de los espermatozoides (Donnelly et al., 1997).

La importancia del mantenimiento de un estado redox adecuado en el semen, que ayude
a conservar los espermatozoides viables, supone la presencia de una maquinaria
bioquimica para neutralizar el dafio oxidativo generado por la misma naturaleza de estas
células, la presencia de barredores de radicales libres como el glutation (GSH) y
metalotioninas (MTS) son esenciales para proveer las condiciones adecuadas para
mantener un equilibrio oxidativo. Una molécula que juega un papel central en el
mantenimiento del estado redox de la célula es el GSH, el cual junto a un grupo de
enzimas que funcionan en su presencia, puede neutralizar los radicales libres evitando de
esta forma que provoque dafio en el organismo, existen patologias donde el nivel de
GSH se encuentra disminuido ya sea, por falta de su produccion o por un alto consumo
en reacciones de neutralizacion. El agotamiento del GSH conduce a muerte celular y ha

sido documentado en muchas condiciones degenerativas; su estado intracelular parece



ser un indicador sensible de la salud general de las células y de su habilidad para resistir
las demandas toxicas (Rojas et al., 2004).

Antioxidantes como el GSH, puede proteger contra el efecto perjudicial de los leucocitos
derivados de ERO en el movimiento de los espermatozoides y ser de valor clinico en los
procedimientos de reproduccion asistida. EI GSH y enzimas relacionadas con el GSH

podrian jugar un papel importante en la calidad del esperma (Knapen et al., 1999).

Ademas del GSH, las células presentan pequefias proteinas ricas en grupos tioles que
contribuyen al mantenimiento del estado redox de la célula ya que se unen a metales
neutralizandoles e impidiendo que induzcan estados oxidativos en la célula. Las MTS
estan presentes en todos los organismos, incluyendo mamiferos, peces e invertebrados,

algas, plantas superiores y microorganismos procariotas y eucariotas (Roesijadi, 1992).

La literatura reporta que los metales pesados, aumentan la expresion de pequeiias
proteinas conocidas como tioredoxinas, metalotioninas y de péptidos como el glutation;
estas moléculas tienen alto contenido de cisteinas. Al respecto, se han desarrollado
pruebas sencillas y rapidas que permiten la identificacion y cuantificacion de estas
moléculas en diferentes tejidos de los organismos. Dentro de estas pruebas tenemos la
estimacion del contenido de tioles totales (TT) (proteinas, péptidos, cisteina y otras
moléculas ricas en tioles) y de tioles solubles en acido (TA) (pequetias moléculas ricas
en tioles), que se han empleado mayormente como un indicador de la contaminacion con
metales pesados en las plantas; aunque también se utiliza en la evaluacion de las
concentraciones de GSH, homocisteina y cisteina en niflos autistas. Esta prueba tiene la
ventaja de poder ser realizada en sangre, de tal forma que es posible seguir, a través de

las mismas, la capacidad que tiene el organismo de desintoxicarse (Salazar et al., 2009).

Al respecto, existe un grupo elevado de hombres que acuden a consulta por infertilidad
con un espermatograma estandar normal (49,20%) segun el estudio multicéntrico de la
OMS, los cuales se clasifican en la categoria diagnostica de causa no demostrable. Esto

indica que, en ocasiones son necesarios otros elementos que permitan definir mejor la



capacidad de fertilizacion de los espermatozoides (Padron et al., 1998). Asi que,
tomando conciencia de la importancia del factor masculino en la fertilidad de pareja y la
necesidad de buscar sus causas, se hace interesante desarrollar este trabajo que aparte de
evaluar la calidad espermatica, profundiza en las posibles causas, poco estudiadas, como
alteraciones del estrés oxidativo en el liquido seminal. De alli, la importancia de evaluar
la calidad espermatica de varones jovenes, el cual esta condicionado en gran manera por

el equilibrio que pueda existir entre los sistemas antioxidantes.



METODOLOGIA

Poblacion

La poblacién en estudio estuvo conformada por 100 individuos del sexo masculino, con
edades comprendidas entre 17 y 46 anos, que asistieron al laboratorio de histologia del
Departamento de Bioanalisis de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre, con

indicacion de estudio del liquido seminal.

A la poblacidén estudiada, se le realizd una encuesta sobre sus datos personales y datos
clinicos (apéndice 2). De igual forma, se siguieron las normas de ética establecidas por
la OMS para trabajos de investigacion en humanos, segun la declaracion de Helsinki de
la Asociaciéon Médica Mundial, para lo cual a cada individuo seleccionado se le informo
sobre los alcances y objetivos de esta investigacion, asi como las ventajas y desventajas
de su participacion, ésto con el propdsito de obtener su consentimiento por escrito

(apéndice 1) (OPS, 2000; De Abajo, 2001).

El promedio del tiempo de abstinencia sexual de los estudiantes que participaron en la
presente investigacion, fue de 3,97+0,76 dias; siendo recomendado por la OMS un lapso
de 3 a 5 dias. Eyaculaciones frecuentes ocasionan una disminucion en el volumen del
liquido eyaculado y de la concentracion espermadtica. Por el contrario, eyaculaciones
poco frecuentes (mayores a 7 dias) dan lugar a un volumen y una concentracion de
espermatozoides mayor, con una disminuciéon de la movilidad y un aumento de las

formas anormales (WHO, 1999; Botero et al., 2004; Poirot y Cherruau, 2005).

Criterios de exclusion
Fueron excluidos aquellos estudiantes que recibieron tratamiento médico que pudiera
afectar de alguna manera la funcidon reproductora (quimioterapia, radioterapia),

varicocele, individuos vasectomizados u otras patologias similares.



Lavado del material

Los recolectores de orina utilizados para la obtencion de las muestras de semen y todos
los materiales para el procesamiento de las muestras y preparaciones de los patrones,
fueron previamente tratados para evitar cualquier tipo de interferencias en las

determinaciones de los diferentes parametros estudiados.

El tratamiento aplicado fue el siguiente:

El material utilizado (recolectores de orina, puntas plésticas de pipeta, tubos de vidrio,
tubos de polietileno, tapones de goma, cilindro graduado, varilla de vidrio, entre otros)
se coloco en remojo durante 12 horas en una solucion de &cido nitrico (HNO3) diluido al
10,00% con la finalidad de eliminar cualquier contaminacién del material que pueda
interferir en las determinaciones. Posteriormente, todo el material se enjuagd con agua
desionizada de alta pureza Milli-Q (18 MW/cm de resistividad) y se secod perfectamente
dejandolo escurrir. Luego, fue guardado en bolsas plésticas selladas, para evitar

cualquier contaminacion por polvo hasta el momento de su uso (Grosso, 2001).

Obtencion de muestras seminales

Se analizaron muestras de liquido seminal provenientes de los individuos seleccionados,
cada individuo mantuvo una abstinencia sexual de 3 a 5 dias antes del estudio; las
muestras fueron obtenidas por masturbacion y recogidas en recipientes plasticos,
previamente tratados con 4cido nitrico diluido al 10,00%, debidamente rotulados con el
nimero de muestra, tiempo de abstinencia, fecha y hora de recoleccion. Luego, las
muestras de semen fueron analizadas inmediatamente después del tiempo de

licuefaccion (WHO, 1999).

Determinacion de la calidad espermatica
Siguiendo los criterios y parametros establecidos por la OMS (WHO, 1999), cada una de
las muestras de semen recolectadas, fueron sometidas a las siguientes pruebas

espermaticas:
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A. Examen macroscopico del semen

Viscosidad

Para evaluar la viscosidad se introdujo una varilla de vidrio en la muestra y se observo la
longitud del filamento que se forma al retirarlo, el cual no debe ser mayor a 2,00 cm de
longitud. La viscosidad del semen se report6 segun el filamento que formaba la muestra,

ya sea ausente, normal o aumentada.

Aspecto

El aspecto del eyaculado se valord segtin su color, opacidad/transparencia y presencia de
cuerpos mucosos o gelatinosos. El color del semen normalmente varia de blanco

amarillento a blanco grisdceo, mientras que su aspecto es opalescente y homogéneo.

Licuefaccion

El tiempo de licuefaccion en el semen normal debe completarse a los 30 minutos. Por lo
que, una vez recolectadas las muestras de semen, se esper6 un lapso de tiempo de
aproximadamente 20 a 30 minutos a temperatura ambiente, para que ocurriera la

licuefaccion y asi proceder a su evaluacion.

Volumen

El volumen normal de eyaculado varia de 2,00 a 4,00 ml y fue medido con un cilindro

graduado.

pH

El pH de las muestras de semen se considera normal a partir de 7,20 y se midid
depositando una gota de esperma sobre una tira de papel de pH y al cabo de 30
segundos, el color de la zona impregnada fue comparado con una escala colorimétrica

para leer el pH.
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B. Examen microscopico del semen

Directo

Se colocaron 10,00 pl de la muestra de semen bien mezclada y licuada en un portaobjeto
limpio y calentado a 37°C (para mantener la movilidad espermatica), se cubrid con un
cubreobjetos de 22 x 22 mm?’. Posteriormente, la preparacién fue examinada con un
objetivo de 40X, en la cual se observd la presencia de bacterias, eritrocitos, células

redondas, células epiteliales y aglutinacion espermatica.

Movilidad espermatica

Se colocaron 10,00 pl de semen licuado entre un portaobjeto y cubreobjeto secos y
desengrasados. El analisis de movilidad de los espermatozoides de la muestra de semen
se realizd contando solamente, los espermatozoides libres y nunca los que estuvieran
agregados entre si o a otras células. Se llevo a cabo el recuento de los espermatozoides
moviles e inmoviles en varios campos seleccionados al azar y con un objetivo de 40X,
fueron contados no menos de 100 espermatozoides. Primero, se registraron los
espermatozoides méviles progresivos del campo o de un area determinada y luego, se

contaron los moviles no progresivos e inmoviles del mismo campo.

En funcion de la movilidad que presentaron los espermatozoides, éstos fueron agrupados

en las siguientes categorias:
a+b: moviles progresivos.
c: moviles no progresivos.

d: inmoviles.

El resultado de la movilidad fue presentado como los porcentajes de espermatozoides

atb,cyd.
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Vitalidad espermatica

Se utilizo la tincidén vital con eosina, cuya técnica se basa en el principio de que las
cé¢lulas muertas que presentan alteraciones de la membrana plasmatica, absorben
determinadas tinciones, como en este caso, la de eosina. Para ello, se prepar6 una
solucion de eosina al 0,50% (5 g/l) en una solucidn acuosa al 0,90% (9 g/l) de cloruro
sodico y se procedid a mezclar en proporcion 1:1 del semen fresco con la solucion de
eosina en un tubo. Después de 1 6 2 minutos, se tomaron 10,00 ul de la mezcla y se
afadieron en un portaobjeto cubriéndolo con un cubreobjeto para luego observar la
preparacion a 40X, con luz brillante. Finalmente, se contaron los espermatozoides no

tefiidos (vivos) y los tefiidos (muertos), y se expresaron en porcentaje.

Concentracion espermatica

Se diluy6 la muestra de semen en una proporcion 1:19 con un diluyente preparado de la
siguiente manera: 1 000 ml de agua destilada se le agregd6 50,00 g de bicarbonato de
sodio (NaHCOs3), 10,00 ml de solucioén de formaldehido (CH,0O) de 36,00-40,00% y 0,25
g de azul de tripano. La muestra diluida se mezclé enérgicamente y se afiadieron
10,00 pl en una camara de Neubauer; una vez sedimentadas las células, se realizo el
recuento de espermatozoides presentes en los 5 cuadrados medianos del cuadrado central
de ambos reticulos. La cédmara de Neubauer utilizada para el contaje de los
espermatozoides, posee un cuadrado central conformado por 25 cuadrados grandes, cada
uno de los cuales contiene 16 cuadros mas pequenos. Para las muestras que contenian
menos de 10 espermatozoides por cuadrado se contaron todos los cuadrados, es decir, 25
cuadrados; para las que contenian de 10 a 40 espermatozoides por cuadrado se contaron
10 cuadrados y aquellos con mas de 40 células por cuadrado fue suficiente contar 5
cuadrados (OMS, 1987). Sélo se contaron espermatozoides del lado superior o izquierdo
del cuadrado en estudio, cuando uno de éstos se ubicd en la linea que divide a dos
cuadrados adyacentes, con la finalidad de evitar el contaje repetitivo de células. La
concentracion de espermatozoides en la muestra de semen original en millones/ml, se

obtuvo dividiendo la cantidad de espermatozoides contados por los factores de
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correccién que se indican en el anexo 1 y luego, se multiplico por el factor 10°.
Morfologia espermatica

El estudio de la morfologia espermatica se realizd a partir de extendidos de la muestra de
semen aplicando la coloracion de Giemsa. Para ello, se utilizaron 10,00 pl de semen
sobre un portaobjetos limpio y desengrasado para la extension y se dejo secar al aire. El
estudio de la preparacion se llevo a cabo con un microscopio de campo claro, con un
objetivo de 100X en aceite de inmersion, contdndose un minimo de 100
espermatozoides, desechandose aquellos espermatozoides mal tefiidos, colas sueltas y
espermatozoides cabezas de alfiler. Un espermatozoide anormal puede presentar
defectos de la cabeza (grande, pequefia, redonda, piriforme, atilada, amorfa, vacuolada,
doble), de la pieza media (ausente, pequefia, anormalmente fina, conteniendo residuos
citoplasmaticos) o de la cola (doble, enrollada, con residuos -citoplasmaticos,
horquillada). Una vez contados y clasificados los espermatozoides, dependiendo de su

morfologia, ya sean como normales y anormales, fueron expresados en porcentajes.

Tincion de peroxidasa

A 4,00 ml de una solucion de benzidina al 50,00% en etanol, se le adicionaron 37,50 ul
de H,0,. Se tomaron 20,00 ul de eyaculado fresco y se mezclaron con 20,00 ul de la
solucién recién preparada de benzidina-H,O,. Después de 5 minutos de incubacion, se
adicionaron 160,00 pul de buffer fosfato (PBS) pH 8, obteniéndose una dilucion 1/10. El
recuento se realizd colocando entre ldmina y laminilla 10,00 pl de la dilucién final y
observando en varios campos la presencia de células peroxidasas-positivas (células
tefiidas de color café). En aquellos, donde se encontraron células peroxidasas-positivas,
se llen6 la camara de Neubauer a partir de la dilucion final y se realizé el contaje en los
25 cuadros del cuadrado central (contaje en ambos reticulos). El factor de conversion
para una dilucién 1/10 y 25 cuadrados analizados es 10. Por lo tanto, el nimero total de
células peroxidasas-positivas fue dividido por el factor de conversion 10. El nimero de
c¢lulas peroxidasas positivas se expres6 en millones de células por mililitro de

eyaculado (Politch, et al., 1993).
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Obtencidén del plasma seminal
El plasma seminal se obtuvo mediante centrifugaciéon por 10 minutos a 3 000 rpm y se
guardo6 en tubos limpios y estériles a -20°C hasta su procesamiento (Morisawa et al.,

1983).

Determinacion de éxido nitrico (ON)

El ON se determind mediante el método de Griess descrito por la OAC norma N° 973.31
(1990) para la determinacion de nitritos en carnes curadas; este método fue
estandarizado para plasma seminal. La medicion de ON se realiz6 mediante la
determinacion de la cantidad total de nitritos (NO®), que son los productos estables del
metabolismo de ON en el liquido seminal. Se procedid a centrifugar el liquido seminal
por 10 min a 3 000 rpm para separar el plasma de las células, seguidamente se agregd en
un tubo 50,00 ul de plasma seminal con 2,50 ml de agua destilada previamente calentada
a 80°C aproximadamente; inmediatamente se incubd la preparacion en bafio de Maria a
80°C por 2 horas. Luego, se retiraron las muestras del bafio de Maria y se dejo en
reposo hasta temperatura ambiente, se centrifug6d a 3 000 rpm por 10 min y se separé el
sobrenadante del sedimento, el sobrenadante se desproteinizo de la siguiente forma: se
tomo 1 750,00 pl del sobrenadante y se agrego 250,00 pl de &cido sulfosalicilico (con el
objeto de ajustar la solucion final al 5,00% del acido), se centrifugé a 3 000 rpm por 10
min y separ6 sobrenadante del sedimento, se mont6é un blanco igual al de la reaccion
colorimétrica (con 150,00 pul de sulfanilamida, 150,00 pl de reactivo
N-1-naftiletilendiamina (NED) y 2,00 ml de agua destilada) y se sirvid la reaccion
colorimétrica que contenia 1,50 ml del sobrenadante final, 150,00 pul de sulfanilamida,
150,00 pl de reactivo NED y 1,20 ml de agua destilada; luego se mezclaron los
componentes, se dejaron reposar por 15 minutos y se leyo la absorbancia en un
espectronic PerkinElmer Lambda 25 a una densidad optica de 540 nm. Para estimar la
concentracion de ON en el plasma seminal, se elabordé una curva estandar, de ON
(0 — 0,8 pg/ul) a partir de una solucion madre de NaNO; 1 ppm. La ecuacion de la recta
obtenida de graficar los valores de absorbancias de los estandares (Y) contra sus

concentraciones (X) permitid determinar las concentraciones de ON en (ug/ul) presentes
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en plasma seminal. Las lecturas fueron multiplicadas por el factor de dilucion, el cual
fue de 58,29. A los resultados obtenidos se le calculd el logaritmo base diez, para
eliminar cualquier dependencia de la desviacion estandar sobre la media (Gallardo,

2007).

Determinacion de tioles totales (TT)

La presencia de TT se determin6 mediante la técnica descrito por Ellman’s, (1959). Se
centrifugd el liquido seminal por 10 min a 3 000 rpm para separar el plasma de las
células, se mont6 un blanco igual al de la reaccion colorimétrica (400,00 pl buffer tris
HCI pH 8,90; 40,00 pul soluciéon acido ditionitrobenzoico (DTNB) y 2 560,00 ul de agua
destilada, de concentracion cero). Se procedié a la preparacion de las muestras para la
posterior lectura de las absorbancias, se tomaron 100,00 pl de plasma seminal, se le
adicionaron 400,00 pl buffer tris HCI pH 8,90; 40,00 ul solucion DTNB y 2 460,00 ul
de agua destilada; luego se mezclaron los componentes y se dejaron en reposo por 5 min
para inmediatamente realizar la lectura en el espectronic PerkinElmer Lambda 25, a una
densidad optica de 412 nm. Para estimar la concentracion de TT en el plasma seminal, se
elabord una curva estandar, de GSH (0 — 80 pmol.1™") a partir de una solucién madre de
100 pmol.I" SH/ml. La ecuacién de la recta obtenida de graficar los valores de
absorbancias de los estandares (Y) contra sus concentraciones (X) permitié determinar
los TT en (umol.l") presentes en plasma seminal. Las lecturas de las absorbancias
fueron multiplicadas por el factor de dilucion, de 2. A los resultados obtenidos se les
calculo6 el logaritmo base diez, para eliminar cualquier dependencia de la desviacion

estandar sobre la media.

Determinacion de glutation (GSH)

La concentracion de glutation reducido se determind mediante el método de Beutler et
al., (1963), se prepararon 2 soluciones: a) solucion precipitante: 1,67 g de acido
metafosforico glacial (mezcla de HPO3; 'y NaPO3); 0,20 g de EDTA y 30,00 g de NaCl en
100,00 ml de agua destilada. b) reactivo DTNB: 5,5' dithiobis (2-acido nitrobenzoico) al
0,40% en buffer fosfato pH 7,50. Se mezclaron 100,00 ul de liquido seminal con 450,00
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ul de agua destilada, se adicionaron 750,00 ul de solucion precipitante y se dejo en
reposo por un tiempo de 5 min. Posteriormente, a 250,00 pl del filtrado se le anadié 1 ml
de buffer fosfato y 500,00 ul del reactivo DTNB, se midieron inmediatamente en el
espectrofotometro a una densidad optica de 412 nm en un espectronic 21D MILTON
ROY vy la concentracion final de metalotioninas fue estimada utilizando una curva de
calibracion para glutation reducido (GSH). Se preparé un blanco de reactivo con 250,00
ul de buffer fosfato pH 7,5; 500,00 pl de la solucion precipitante diluida (2 a 3 partes de
agua destilada) y 500,00 pl del reactivo DTNB.

Determinacion de metalotioninas (MTYS)

Extraccion y separacion de las MTS

Las metalotioninas fueron determinadas en plasma seminal, usando el método
espectrofotométrico de Viarengo, (1989). El semen fue centrifugado, se tomaron 100,00
ul del sobrenadante y 300,00 pl buffer (mezcla: fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
Mercaptoetanol), se homogenizo6 por 1 min y se centrifugd a 3 000 rpm durante 20 min a
4°C; se tomo el sobrenadante y se le agregaron 100,00 ul etanol absoluto frio y 8,00 ul
cloroformo. Esta mezcla fue centrifugada a 1 500 rpm durante 10 min a 4°C, el
sobrenadante colectado se combin6 con 4,00 pl HCl al 37%, 1 200,00 pl de etanol frio al
87% y 1,00 mg e ARN, se homogenizd en un vortex y se mantuvo a -20°C por espacio
de 1 hora. Se centrifugd a 1 500 rpm durante 10 min a 4°C; seguidamente el
sobrenadante fue descartado y el precipitado adherido a las paredes de los tubos, se dejo
secar por un tiempo aproximado de 20 a 30 min. Con este procedimiento se logro la

extraccion y separacion de las metalotioninas.

Cuantificacion de MTS

Una vez seco el material resultante se resuspendio en 1 000,00 pl de DTNB
0,43 mmol.I"" en buffer fosfato de sodio 0,20 mol.I"!, pH 8 (Ellman’s, 1959). La muestra
finalmente se centrifugd a 6 000 rpm durante 10 min a 4°C, seguidamente se leyo la

absorbancia del sobrenadante a una densidad 6ptica de 412 nm, en un espectronic 21D
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MILTON ROY y la concentracion final de metalotioninas fue estimada utilizando una
curva de calibracion para glutation reducido (GSH). Estableciendo la siguiente relacion
equimolar (asumiendo que la tionina enlazadora de Cd, Zn de higado de conejo tienen

un contenido de cisteina de 18 cys/mol MT) (Reyes, 1999).

Analisis estadistico

Las muestras se agruparon de acuerdo a las alteraciones encontradas en
cuatro grupos: astenozoospérmicos, oligozoospérmicos, oligoastenozoospérmicos y
normozoospérmicos; se les aplicé un analisis de varianza sencillo para determinar las
diferencias significativas entre los valores de ON, TT, GSH y MTS en los cuatro grupos
conformados. Se emple6 una prueba a posteriori diferencia minima significativa (LSD)
con un nivel de confiabilidad del 95,00% y andlisis de regresion simple la cual es una
técnica estadistica que se utiliza para investigar y modelar la relacion entre dos variables,
es decir, analiza cuando una variable independiente ejerce influencia sobre otra variable
dependiente (Sokal y Rohlf, 1981). El programa empleado para las determinaciones

estadisticas fue el Statgraphics Centurion version 16.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se resume la distribucion por edad de los estudiantes de la Universidad de
Oriente, Nucleo de Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del
Departamento de Bioanalisis, donde se destaca que el mayor grupo de jovenes se
encuentra en el rango de 17-28 afios, correspondiendo al 87% del total de la poblacion

estudiada.

Tabla 1. Distribucion por edad de estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Sucre que asistieron al laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis. 2009.

Grupo Etario Porcentaje (%) estudiantes
17-22 49
23-28 38
29 - 34 8
35-40 3
41 - 46 2
Total 100

El promedio del tiempo de abstinencia sexual de los estudiantes que participaron en la
presente investigacion, fue de 3,97+0,76 dias; siendo recomendado por la OMS un lapso
de 3 a 5 dias. Eyaculaciones frecuentes ocasionan una disminucion en el volumen del
liquido eyaculado y de la concentracion espermadtica. Por el contrario, eyaculaciones
poco frecuentes (mayores a 7 dias) dan lugar a un volumen y una concentracion de
espermatozoides mayor, con una disminuciéon de la movilidad y un aumento de las

formas anormales (WHO, 1999; Botero et al., 2004; Poirot y Cherruau, 2005).

En la tabla 2 se presenta la clasificacion de la calidad espermadtica la cual resultd
afectada en un 32,00% de la poblacién estudiada, clasificandose en individuos que
presentaron astenozoospermia (espermatozoides con movilidad tipo “a+b” < 50,00%),
oligozoospermia (concentracion de espermatozoides < 20 000 000 esp/ml), y
oligoastenozoospermia (baja concentracion y movilidad), obteniéndose como
frecuencias 12,00%, 11,00% y 9,00%, respectivamente, lo cual indica que Ia

astenozoospermia es una de las alteraciones mas predominantes en esta poblacion joven,
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seguida de la oligozoospermia, y por ultimo, la oligoastenozoospermia. Aunque la
oligoastenozoospermia representd el porcentaje menor en la poblacion estudiada, hay
que considerar este resultado, debido a que estos estudiantes tienen alteraciones en dos
variables del espermatograma (concentracion y movilidad), las cuales resultan ser
importantes al tratarse de calidad espermatica. La edad promedio en los estudiantes
normozoospérmicos, y con astenozoospermia, oligozoospermia y oligoastenozoospermia
fue de 24,124+4,49; 24,83+7,22; 20,91+£2,34 y 25,44+9,25 afios, respectivamente. Los
resultados aqui encontrados indican una proporcion ligeramente diferente de individuos
con alteracion de astenozoospermia y oligozoospermia a diferencia de los reportado por
Barja y Berrios (2003), quienes indican wuna frecuencia de individuos
astenozoospérmicos de 39,10% seguido de un 14,00% los oligozoospérmicos.
Igualmente, en un estudio realizado por Mendeluk y Chiavetta (2005), se obtuvo un
49,00% de astenozoospermia y un 17,00% de oligozoospermia, y Salabarria et al.,
(2006) reportaron la astenozoospermia con un 63,40% vy la oligozoospermia con

21,50%.

Tabla 2. Clasificacion de la calidad espermatica en relacion con las alteraciones
detectadas en el espermatograma de estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia, Departamento de
Bioanalisis. 2009.

Alteraciones espermaticas Porcentaje (%)
Normozoospérmicos 68
Astenozoospérmicos 12
Oligozoospérmicos 11
Oligoastenozoospérmicos 9

Total 100

En la tabla 3 se observan las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del
espermatograma de los estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre que
asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis.
Las variables evaluadas: tiempo de licuefaccion, volumen, pH, y morfologia se
encontraron dentro de los valores de referencia, segiin valores establecidos por la OMS;

no obstante, en Venezuela no hay reportes en la literatura, de estudios similares
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realizados en una poblacion joven estudiantil, que permitan comparar los resultados

arrojados en la presente investigacion.

Tabla 3. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del espermatograma de los
estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre que asistieron

voluntariamente al laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis. 2009.
N: normozoospérmicos; A: astenozoospérmicos; O: oligozoospérmicos; OA: oligoastenozoospérmicos;

Caracteristicas Alteraciones

macroscopicas y N A O OA VR

microscopicas X DS X £DS X £DS X £DS

Tiempo de 279148,19 38,42+10,86 26,00+4,98 34,56+£15,49 <60

licuefaccion (min)

Volumen (ml) 3,44+1,50 3,03+1,08 3,50+2,01 3,03+1,46 >2

pH 8,96+0,21 9,00+0,00 9,00+0,00 9,00£0,00 >7,2

Concentracién 79 102 900+ 40333300+ 11500000+ 10544400+ >20
52486 600 24092900 3788140 5638730  mllns

(esp/ml)

Motilidad 65,26+9,23  37,67+9,68  64,8249,81 36,56+14,06 >50

progresiva

(atb%)

Morfologia normal 72,53+12,66 65,00+11,75 57,36£9,23 55,89+16,75 >15
(%)

Morfologia 27,47+£12,66 35,00£11,75 42,6449,23 44,11+16,75
anormal (%)

VR: valores de referencia OMS 1999; X +DS: media + desviacioén estdndar; %: porcentaje; mllns:
millones; esp/ml: espermatozoides por mililitro.

En las tablas 4, 5 y 6 se presentan los valores de ON, TT y GSH; el ANOVA indico
que no existian diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de los grupos normozoospérmicos, astenozoospérmicos, oligozoospérmicos y

oligoastenozoospérmicos para el ON, TT y GSH.

En los ultimos afios, el ON ha sido reconocido como una molécula que juega un papel

importante en la regulacion de la biologia y la fisiologia de la reproduccion, y sabemos
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que puede afectar las funciones del esperma humano, como la motilidad, la viabilidad y
el metabolismo. A bajas concentraciones puede tener un efecto positivo en las células,
pero un efecto negativo en altas concentraciones (European Society for Human
Reproduction and Embryology, 2006). En los seres humanos, ON es una sustancia
biologica importante y se encuentra en una variedad de tejidos incluidos los del sistema
reproductivo. El1 ON ha sido implicado como la proteccion contra ERO mediada por
dafios; sin embargo, en las situaciones inadecuadas, ON puede exacerbar ERO mediada
por patologia (Kanner et al., 2001). La sobreproduccion de ON en el tracto genital de
hombres infértiles tiene un papel patogénico potencial en la reduccion de la integridad

del ADN espermatico (Iraj et al., 2007).

Tabla 4. Concentraciones de 6xido nitrico en plasma seminal, de los estudiantes de la
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio
de histologia del Departamento de Bioanalisis. 2009.

X +DS
Grupos N (ug/ul) F p
Normozoospérmicos 68 0,784 +£ 0,206
Astenozoospérmicos 12 0,862 + 0,223 1.87 0.140
Oligozoospérmicos 11 0,742 + 0,241 ’ ’
Oligoastenozoospérmicos 9 0,650 + 0,190

N: niimero; X £DS: media + desviacion estandar; F: coeficiente de correlacion; p: valor estadistico.

Tabla 5. Concentraciones de tioles totales en plasma seminal, de los estudiantes de la
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio
de histologia del Departamento de Bioanélisis. 2009.

X DS
Grupos N (umol/T™) F p
Normozoospérmicos 68 1,481+ 0,199
Astenozoospérmicos 12 1,563 £ 0,253
Oligozoospérmicos 11 1,475 £ 0,246 0,69 0,559
Oligoastenozoospérmicos 9 1,444 + 0,149

N: niimero; X £DS: media + desviacién estandar; F: coeficiente de correlacion; p: valor estadistico.
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Tabla 6. Concentraciones de glutation en plasma seminal, de los estudiantes de la
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio
de histologia del Departamento de Bioanalisis. 2009.

X £DS

Grupos N (mmol/ml) F p
Normozoospérmicos 68 3,325 +0,499

Astenozoospérmicos 12 3,251 £0,240

Oligozoospérmicos 11 3,412 +0,528 0.84 0,478
Oligoastenozoospérmicos 9 3,550+ 0,419

N: niimero; X £DS: media + desviacion estandar; F: coeficiente de correlacion; p: valor estadistico.

En el mantenimiento del balance redox en los organismos, las moléculas ricas en grupos
tioles juegan un papel principal asi como en el transporte y manejo de metales pesados

(Hernandez et al., 2006; Jurczuk et al., 2006).

Al respecto, se han desarrollado pruebas sencillas y rapidas que permiten la
identificacion y cuantificacion de estas moléculas en diferentes tejidos de los
organismos. Dentro de estas pruebas estan la estimacion del contenido de tioles totales
(proteinas, péptidos, cisteina y otras moléculas ricas en tioles) y de tioles solubles en
acido (pequefias moléculas ricas en tioles), que se ha empleado mayormente como un
indicador de la contaminacion con metales pesados en las plantas (Salazar et al., 2009),
aunque también se utiliza en la evaluaciéon de las concentraciones de glutation,
homocisteina y cisteina en nifios autistas (James et al., 2004). Esta prueba tiene la
ventaja de poder ser realizada en sangre, de tal forma es posible seguir, a través de las

mismas, la capacidad que tiene el organismo de desintoxicarse.

En cuanto GSH, se ha demostrado que en pacientes con oligozoospermia, la
concentracion de GSH disminuye en plasma seminal, concluyendo que los niveles
medios de GSH son significativamente menor en los hombres subfértiles (Raijmakers et
al., 2003). Estos autores también encontraron una asociacion positiva entre los niveles
de GSH en plasma seminal, la morfologia de los espermatozoides y la motilidad
espermatica. Los resultados mencionados no coinciden con los arrojados por el presente

trabajo de investigacion, puesto que a pesar de las alteraciones espermaticas reportadas,
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no se encontraron bajos niveles de GSH en estos pacientes, ésto puede deberse a que
quizas estos valores no son permanentes, o quizas el nivel de anormalidad no es lo
suficientemente grave como para generar disminucion del GSH encontrandose a nivel

subclinico.

Tabla 7. Concentraciones de metalotioninas en plasma seminal, de los estudiantes de la
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio
de histologia del Departamento de Bioanalisis. 2009.

X £DS
Grupos N (mmol/ml) F P
Normozoospérmicos 68 0,020 + 0,004
Astenozoospérmicos 12 0,018 +£ 0,004 "
Oligozoospérmicos 11 0,023 + 0,002 2,93 0,038
Oligoastenozoospérmicos 9 0,021 + 0,004

N: niimero; X +£DS: media + desviacién estandar; F: coeficiente de correlacion; p: valor estadistico;
*: estadisticamente significativo (p<0,05).

El ANOVA indic6 que existian diferencias significativas entre los valores de
concentracion de MTS en los grupos estudiados; el analisis a posteriori demostro que se
formaban dos grupos superpuestos: uno entre los individuos normozoospérmicos,
astenozoospérmicos y oligoastenozoospérmicos y el otro, entre los oligozoospérmicos y
los oligoastenozoospérmicos (anexo 3). La literatura reporta que los metales pesados,
aumentan la expresion de pequeiias proteinas conocida como metalotioninas, moléculas
con alto contenido de cisteina; estas proteinas se han empleado mayormente como un

indicador de la contaminacidon por metales pesados.

En un estudio realizado con el mismo grupo de estudiantes, se encontrd asociacion
estadisticamente significativa (p<0,05) entre la motilidad espermatica tipo “a+b” del
grupo oligoastenozoospérmicos con las concentraciones de plomo en suero sanguineo,
cuyo resultado sugiere que el plomo estd actuando sobre la motilidad de los
espermatozoides y no en su concentracion para reducir la fertilidad en este grupo de
estudiantes (Basmadji, 2009). Las metalotioninas trasportan plomo y probablemente,
este aumento observado tanto en los oligoastenozoospérmicos como en los

oligozoospérmicos esté relacionada con agregacion de las mismas para quelar el plomo.
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Tabla 8. Asociacion de los niveles de oOxido nitrico y tioles totales
en individuos normozoospérmicos, astenozoospérmicos, oligozoospérmicos 'y
oligoastenozoospérmicos de los estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del Departamento de
Bioanalisis. 20009.

Vp Vr Vp Vr
Alteraciones espermaticas N Oxido Nitrico log 1o Tioles Totales log 1o
(ng/ub) (umol/I"")
Normozoospérmicos 68
Motilidad “a+b” 0,033* 0,26 0,586 ns -0,07
Concentracion esp/ml 0,529 ns 0,08 0,009%* 0,32
Astenozoospérmicos 12
Motilidad““a+b” 0,790 ns -0,09 0,172 ns 0,42
Oligozoospérmicos 11
Concentracion esp/ml 0,381 ns -0,29 0,548 ns -0,20
Oligoastenozoospérmicos 9
Motilidad “a+b” 0,820 ns -0,09 0,708 ns -0,15
Concentracion esp/ml 0,982 ns -0,01 0,796 ns -0,10
Total 100

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05); N: ntimero; Vp: valor estadistico; Vr: coeficiente de
correlacion; *: estadisticamente significativo (p<0,05); esp/ml: espermatozoides por mililitro.

El coeficiente de correlacion (r) indicd una relacion positiva débil entre las variables
motilidad a+b y la concentracion de ON, lo que sugiere que a medida que aumenta la
concentracion de oOxido nitrico aumenta la motilidad espermatica en los
normozoospérmicos. Los bajos niveles de ON, generado en condiciones fisiologicas,

pueden ser beneficiosos para las funciones de los espermatozoides.

El 6xido nitrico es una molécula muy versatil que actia como un mensajero intracelular
y transcelular; se empez6 a conocer en 1980, gracias a los estudios realizados por
Furchgott y Zawadzki (1980), quienes inicialmente la denominaron factor relajante del
endotelio (Hurford, 2003; Harukuni y Bhardwaj, 2006). Actualmente, se sabe que

interviene en diferentes procesos fisioldgicos y patoldgicos.

El ON es un modulador importante de las funciones celulares, un potente vasodilatador

y neurotransmisor, ha sido implicado en numerosos procesos psicoldgicos,
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farmacologicos y patoldgicos; es también un mediador esencial en los tractos
reproductivos, tanto femenino como masculino. A pesar de ser un radical libre, el ON
puede actuar como radical de desechos, volviéndose inactivo, incluso inhibiendo la
produccion de los aniones peroxido, los cuales, causan peroxidacion lipidica, lo cual da

una discapacidad funcional de espermatozoides (Donnelly et al., 1997).

En un estudio realizado por Darab et al. (2005), observaron una correlacion negativa
significativa entre la concentracion de ON en el plasma seminal y la motilidad
espermatica (r = -0,290; P = 0,003) y también el conteo de espermatozoides (r = -0,260;
P = 0,008). En un estudio realizado por Badade et al., (2011), el 6xido nitrico fueron
significativamente mayores (p <0,001) en los pacientes oligoastenozoospérmicos que los
hombres normozoospérmicos. Estos resultados difieren con los encontrados en la
presente investigacion; probablemente, los niveles de 6xido nitrico determinados en el
presente estudio representen valores considerados en el rango adecuado para este

metabolito en el plasma seminal.

12
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Concentracion Oxido Nitrico
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(ng/ul) en plasma seminal de

Motilidad espermaética en normozoospérmicos

Figura 1. Relacion entre la concentracion de 6xido nitrico y la motilidad espermatica en
estudiantes normozoospérmicos
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Entre la concentracion de tioles totales y la concentracion espermatica en estudiantes
normozoospérmicos, se encontrd asociacion estadisticamente significativa y el
coeficiente de correlacion (r) indico una relacion positiva débil entre las variables (figura
2). La realizacion de esta prueba en plasma seminal no estd documentada y en este

trabajo se presentan los primeros resultados de esta prueba en ese fluido corporal.
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Figura 2. Relacion entre la concentracion de tioles totales y la concentracion espermatica
en estudiantes normozoospérmicos

Tabla 9. Asociacion de los niveles de glutation y metalotioninas
en individuos normozoospérmicos, astenozoospérmicos, oligozoospérmicos 'y
oligoastenozoospérmicos de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre que asistieron
voluntariamente al laboratorio de histologia del Departamento de Bioanalisis. 2009.

Vp Vr Vp Vr
Alteraciones espermaticas N Glutation Metalotioninas
(mmol/ml) (mmol/ml)
Normozoospérmicos 68
Motilidad “a+b” 0,091 ns -0,21 0,959 ns 0,01
Concentracion esp/ml 0,195 ns 0,16 0,765 ns 0,04
Astenozoospérmicos 12
Motilidad“a+b” 0,927 ns -0,03 0,519 ns -0,21
Oligozoospérmicos 11
Concentracion esp/ml 0,034* -0,64 0,477 ns -0,24
Oligoastenozoospérmicos 9
Motilidad “a+b” 0,598 ns 0,20 0,570 ns -0,22
Concentracion esp/ml 0,470 ns 0,28 0,584 ns -0,21
Total 100

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05); N: numero; Vp: valor estadistico; Vr: coeficiente de
correlacion; *: estadisticamente significativo (p<0,05); esp/ml: espermatozoides por mililitro.
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El coeficiente de correlaciéon (r) indicoO una relacion negativa moderada entre las
variables GSH y la concentracion espermatica en el grupo oligozoospérmicos, a medida
que aumenta la concentracion de glutation disminuye la concentracion espermatica en

estudiantes oligozoospérmicos (figura 3).

En un estudio realizado en Turquia a 34 estudiantes de medicina, voluntarios sanos,
durante un periodo de estrés y 3 meses después, sin periodo de estrés, se encontro que el
glutation contenido en el plasma seminal y el indice de motilidad de los espermatozoides
fueron significativamente mas bajos durante el periodo estrés; ademads, encontraron un
mayor porcentaje de anormalidades en la morfologia espermatica. Los autores sugieren
que, un menor nivel de GSH en el plasma seminal se asocia con mala calidad del liquido
seminal y un mayor nivel de GSH se asocia con una buena calidad del esperma
(Eskiocak et al., 2005). En la presente investigacion la poblacion evaluada se encontraba

cursando su semestre regular, es posible que se encontraran bajo condiciones de estrés.
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Figura 3. Relacion entre la concentracion de glutation y la concentracion espermatica en
estudiantes normozoospérmicos.

Hasta la fecha, no existen métodos fiables y reproducibles de uso clinico rutinario para
calcular los niveles de ERO y complementar el estudio del varéon. Por otro lado, se tiene
el inconveniente de que aun no se ha definido el nivel normal de ERO en hombres

fértiles. La presencia de leucocitos en el liquido seminal es sugestivo de alteraciones en
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el sistema redox (Aitken y Fisher, 1994; Plante et al., 1994). La funcion espermatica esta
asociada con el estrés oxidativo y se ve afectada por las ERO, que pueden alterar,
reversible o irreversiblemente a los espermatozoides, estas son generadas por las células
espermdtica y los leucocitos fagociticos (Aitken y Fisher, 1994). Las muestras
estudiadas no presentaron leucocitos en nimero tal, que pudiese indicar alteraciones

significativas en los valores de los marcadores analizados.

La infertilidad primaria en algunos sujetos, se debe a cambios importantes en el balance
redox del semen. Iwasaki y Gagnon, (1992) mencionan que las ERO se encuentran
alteradas en 40,00% de los hombres con infertilidad en tanto que Agarwal, (2004)
sefialan que es en 25,00%. Un estado de estrés oxidante se cree que regula la funcion
espermatica en dos sentidos, tanto benéfica como perjudicial (Wang et al., 2003;
Moustafa et al., 2004). Resulta favorecedor que una peroxidacion leve puede originar la
capacitacion y, actia como interruptor en la tirosina cinasa, por lo que ocurre una
hipermovilidad inducida por el anién superéxido (O,” y un aumento en la afinidad por la
zona pelucida ayudando asi a la fertilizacion, y es perjudicial porque una peroxidacion

excesiva resulta en dafio espermatico (Gadella et al., 2001).

Resulta de gran importancia desarrollar este estudio, para la region, ya que hasta la fecha
no existe estudio de referencia que permita establecer comparacion de coémo estas
moléculas pudieran estar afectando la calidad espermatica de la poblacion estudiantil
evaluada en la Universidad de Oriente, Nucleo Sucre. Los resultados de espermatograma
reportan gran variabilidad, inclusive en el mismo paciente, donde los resultados de los
espermatograma se encuentran dentro de los valores de referencia y presentan
dificultades para la fertilizacion; estas determinaciones especiales vienen a
complementar el estudio del varon y a reforzar un diagndstico para la determinacion de

posibles causas de la no fertilizacion.

A la vista de algunos estudios, estos resultados necesitan mayor consideracion. Una
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posible explicacion podria ser el efecto del laboratorio, rendimiento técnico.
Independientemente de que la mayor presencia de ERO en plasma seminal, se traduce en
un deterioro sobre la espermatogénesis y la fertilidad, ésto debe ser aclarado por otros

estudios con una muestra de mayor tamafo.
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CONCLUSIONES

La calidad espermatica resulto estar afectada en un 32,00% de la poblacion estudiada,
clasificandose en individuos que presentaron astenozoospermia, oligozoospermia, y
oligoastenozoospermia, siendo la astenozoospermia una de las alteraciones mas
predominantes en esta poblacion joven, seguida de la oligozoospermia, y de la

oligoastenozoospermia.

Las variables tiempo de licuefaccion, volumen, pH, y morfologia no se encontraron

alteradas, seglin valores establecidos por la OMS.

Las muestras estudiadas no presentaron leucocitos que podrian estar modificando los
valores de los marcadores analizados. Las células peroxidasa positiva tuvieron un valor

inferior a los valores de referencia establecidos por la OMS.

Se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa, entre la concentracion de MTS
y la media de los grupos estudiados, observandose dos grupos, uno entre los individuos
normozoospérmicos, astenozoospérmicos y oligoastenozoospérmicos y el otro, entre los

oligozoospérmicos y los oligoastenozoospérmicos.

Se encontraron relaciones estadisticamente significativas entre la concentracion de 6xido
nitrico y la motilidad espermatica en estudiantes normozoospérmicos; entre la
concentracion de tioles totales y la concentracion espermatica en estudiantes
normozoospérmicos y entre la concentracion de glutation y la concentracion espermatica

en estudiantes oligozoospérmicos.
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RECOMENDACIONES

Continuar con las investigaciones relacionadas con el estrés oxidativo en liquido
seminal, que permitan definir los niveles normales de ERO en hombres fértiles y
estandarizar métodos fiables y reproducibles de uso clinico rutinario para calcular los

niveles de ERO y complementar el estudio del varon.

Cuando existan alteraciones fisicas, genéticas y hormonales es recomendable realizar
una evaluacion temprana del estado fértil, ya que el mismo le permitira tomar
previsiones a tiempo en caso de haber alguna alteraciones, puesto que la infertilidad no
es una enfermedad; sino mas bien un conjunto de alteraciones que la mayoria de los

jovenes desconocen hasta el momento que deciden procrear.

Incluir como parte del espermatograma, los niveles normales de ERO en hombres
fértiles y la determinacion de células peroxidasa positiva, para poder determinar la causa
de problemas en caso de un espermatograma normal, lo cual refuerce el diagndstico final

del paciente.

Con base en los antecedentes bibliograficos, y con los resultados de este trabajo, se
puede justificar que se soliciten las mediciones de glutation y 6xido nitrico en el semen
de sujetos con hipofertilidad. Tal vez, con una terapéutica antioxidante se mejore la

capacidad fecundante del semen de los pacientes con este tipo de alteraciones.
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APENDICE
CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacion del Dr. Anibal lobo, profesor del area de Histologia adscrito al
departamento de Bioanalisis de la Escuela de Ciencias de la Universidad de Oriente,
Nucleo de Sucre; y la Dra. Raquel Salazar, encargada del laboratorio de Proteinas e
Inmunotoxicidad de Postgrado de Biologia Aplicada, ubicado en cerro del medio de la
Universidad de Oriente Nucleo-Sucre, se realizara el proyecto de investigacion titulado:
“INFLUENCIA DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE LA INFERTILIDAD EN UN
GRUPO DE ESTUDIANTES VARONES DE LA UNIVERSIDAD DE ORIENTE,
NUCLEO SUCRE”.

Yo:
Cl.: Nacionalidad:
Estado civil: Domiciliado:

Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie
coaccidon ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma,
duracion, propdsito, 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: ZINFLUENCIA DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE
LA INFERTILIDAD EN UN GRUPO DE ESTUDIANTES VARONES DE
LA UNIVERSIDAD DE ORIENTE, NUCLEO SUCRE”.

2. Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado es: Evaluar
la influencia del estrés oxidativo sobre la infertilidad en estudiantes varones de la
Universidad de Oriente, Nucleo Sucre.

3. Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador, en el cual se
establece que mi participacion en el trabajo es: donar de manera voluntaria una
muestra de liquido seminal, la muestra serd obtenida por el estudiante, en las
instalaciones de laboratorio de Histologia del departamento de Bioanalisis.

4. Que la muestra de liquido seminal que acepto donar serd utilizada tUnica y
exclusivamente para determinar la actividad de enzimas y moléculas antioxidantes

como:6xido nitrico (NO), metalotioninas (MT), glutation (GSH) y los tioles totales
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(TT).

Que el equipo de personas que realizan esta investigacion coordina por el Dr.
Anibal Lobo, me ha garantizado confiabilidad relacionada tanto a mi identidad
como a cualquier otra informacion relativa a mi persona a la que tengan acceso por
concepto a mi participacion en el proyecto antes mencionado.

Que bajo ninglin concepto podré restringir el uso para fines académicos de los
resultados obtenidos en el presente estudio.

Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgo e inconveniente alguno
para mi salud.

Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este estudio me sera respondida
oportunamente por parte del equipo de personas antes mencionadas.

Que bajo ningliin concepto se ha ofrecido ni pretendo recibir ningin beneficio de
tipo econdmico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido

proyecto de investigacion.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO

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

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar el referido estudio en las muestras de liquido seminal que
acepto donar para los fines indicados anteriormente.

2. Reservarme el derecho de revocar esta autorizaciéon y donaciéon en cualquier
momento sin que ello conlleve algln tipo de consecuencia negativa para mi persona.

Nombre y apellido:

Cl.:

Lugar:

Fecha:
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DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
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. Ningiin problema de indole médica, de
idioma o de instruccién ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su
compromiso con este estudio.

1. Por el proyecto “INFLUENCIA DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE LA
INFERTILIDAD EN UN GRUPO DE ESTUDIANTES VARONES DE LA
UNIVERSIDAD DE ORIENTE, NUCLEO SUCRE”.

Nombre:
Lugar y fecha:
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APENDICE

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

Lugar: Fecha: / /
Muestra N°
Nombre y Apellido:
C.IL: Edad: Estado Civil:
Dias de abstinencia: Hora de recoleccion de la muestra:

Direccidn de residencial:

Especialidad y tiempo que tiene estudiando en la UDO-Sucre:

1. (Ha trabajado usted antes o durante de ingresar a la Universidad de Oriente?
SI: NO:

En caso de ser afirmativa su respuesta, indique el tipo de actividad en su trabajo y si fue,

es realizada  actualmente o fue 'y sigue siendo su trabajo:

2. (posee usted en este momento una pareja sexual estable?
SI: NO:

3. (Tiene usted Hijos? SI: NO: .
3.1. En caso de ser afirmativa su respuesta, indique cuantos:
3.2. En caso de ser negativa su respuesta, indique si a intentado tener hijos y no lo ha
logrado:
4. (Tiene usted antecedentes familiares de infertilidad? SI: NO:

5. (Ha padecido o padece alguna enfermedad de transmision sexual?
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SI: NO:

5.1. En caso de ser afirmativa su respuesta, indique cual de estas:

Sifilis: Gonorrea: Candidiasis: Chlamydia:
Chancro: Otra(s):
6. ;presenta usted varicoceles? SI: NO:

6.1. En caso de ser afirmativa su respuesta, indique ha sido usted operado.

SI: NO: y de ser afirmativa su respuesta sefiales cual de ellas e
indique al menos el afio de la operacion: Varicoceles:

Vasectomia: Otra(s):

7. ({Presenta usted algln trastorno endocrino? SI: NO:

7.1. En caso de ser afirmativa su respuesta, indique cual de estos:

Hipopituitarismo: Hipertiroidismo: Hipotiroidismo:

Diabetes: Otra(s):

8.;Actualmente se encuentra bajo tratamiento médico? SI: NO:

8.1. En caso de ser afirmativa su respuesta, especifique:
9. (fuma usted cigarrillos o algun tipo de tabaco? SI: NO:

9.1. En caso de ser afirmativa su respuesta, especifique e indique con qué frecuencia lo

hace: Todos los dias de la semana: Dos o tres dias por semana:
Cada quince dias: Una vez al mes:
10. ;Consume usted bebidas alcoholicas? SI: NO:

10.1. . En caso de ser afirmativa su respuesta, indique con qué frecuencia lo hace:
Todos los dias de la semana: Dos o tres dias por semana: Cada

quince dias: Una vez al mes:
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11. ;Consume o ha consumido usted algun tipo de estupefacientes?
SI: NO:
11.1. . En caso de ser afirmativa su respuesta, indique con qué frecuencia lo hace o lo

hizo: Con frecuencia: Eventualmente: Casi Nunca:

12. ;Se encuentra usted en situaciones de estrés? Sl: NO:
12.1. . En caso de ser afirmativa su respuesta, indique con qué frecuencia:
Siempre: Con frecuencia: Eventualmente:

Casi Nunca:

13. indique si usted consume los siguientes alimentos:

Tipo de En caso de ser afirmativa su respuesta, indique con qué
) Si | No | frecuencia lo hace:
Alimento Todos | 2-3 vecespor | Cada 15 1 vez al
los dias I semana dias mes Nunca

Pescado y Mariscos

Carne de res

Pollo, especialmente
muslos y patas

Higado de ternera

Leche o Yogur

Jugo de Naranja

Papas

Habas

Frijoles

Garbanzos

Productos enlatados

Comida Rapida o
chatarra

14. (Ha vivido o vive cerca de una fuente de contaminacion de plomo (fabrica de
pintura, imprenta, taller mecanico, estacion de servicio, recuperacion de baterias u

otros)? SI: NO:
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14.1. En caso de ser afirmativa su respuesta, indique ;Cuanto tiempo y que tipo de

fuente de contaminacion?

Por medio de la presente, hago constar que he dado mi consentimiento para que los

datos aqui recopilados sean usados con fines de investigacion.

Paciente
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APENDICE

RECOMENDACIONES Y CONDICIONES PARA UNA BUENA TOMA DE
MUESTRA DE LIQUIDO SEMINAL

1. Esrecomendable la asepsia de los genitales antes de la toma de la muestra.

2. Es necesaria tener una abstinencia sexual entre 3-5 dias para el momento de la
toma de muestra.

3. Esrecomendable una abstinencia alcoholica de entre 5-7 dias.

4. Para el momento de la toma de la muestra el paciente no debe de estar tomando
antibioticos, ni haber presentado fiebre, algiin proceso viral o bacteriano; pues

ello interfiere en forma negativa en los resultados.

5. Los frascos usados para la recoleccion de la muestra de semen deben ser de boca
ancha, con la finalidad de facilitar y evitar cualquier derrame o pérdida de la

muestra durante su recoleccion.

6. La muestra debe ser obtenida por masturbacion directamente en el envase de

pléstico estéril entregado por el personal encargado de realizar el analisis.

7. La muestra debe llegar al laboratorio la antes posible, nunca después de los 30-
45 minutos, razéon por la cual se recomienda que la toma de la muestra sea

realizada en el mismo laboratorio.
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APENDICE

DATOS REFERENTES A LA TOMA DE MUESTRA DE LIQUIDO SEMINAL

1. (Cumpli6 usted con los dias de abstinencia sexual recomendados para la toma de la
muestra? SI: NO:

1.1.  En caso de ser afirmativa su respuesta, indique ;cuantos dias de abstinencia
sexual tuvo?

2. (Cumplio usted con los dias de abstinencia alcoholica recomendados para la toma de
muestra? SI: NO: .

2.2. En caso de ser afirmativa su respuesta, indique ;cuantos dias de abstinencia
alcoholica tuvo?

3. (Cumpli6 usted con las normas de asepsia recomendados para la toma de muestra?
SI: NO:

4. (La muestra de liquido seminal fue tomada directamente en un envase estéril de boca

ancha? SI: NO:

5. ¢Durante la recogida de la muestra se le derram6 alguna porcion de la misma?

SI: NO:

5.1. En caso de ser afirmativa su respuesta, especifique ;Qué porcion del eyaculado

derramo?: Primera porcion: Porcion intermedia: Ultima porcion:
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APENDICE

Curva de calibracion de Oxido Nitrico.

Calibration Curve
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APENDICE

Curva de calibracion de Tioles totales.
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APENDICE

Curva de calibracion para glutation y metalotioninas.
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Factores de correccion para hemocitometria.

ANEXOS

Diluciéon (ul) Numero de cuadrados grandes contados
Semen+diluyente 25 10 5
1+9 10 4 2
1+19 5 2 1
1+49 2 0,8 0,4
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ANEXO

Medias, desviaciones estandar, valores minimos y maximos entre individuos
normozoospérmicos y tipo de alteracion, segun concentracion de tioles total, 6xido
nitrico, glutation y metalotioninas, en estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo
de Sucre.

Tipo de Alteracion Normo Asteno Oligo Oligoaste
nos
N 68 12 11 9

Tioles totales (wmol/I-1) log 10

ICose, X 1,4814 1,5632 1,4752 1,4440
ICos% DS 0,1994 0,2533 0,2458 0,1492
ICys9, Valor min 1,0631 1,3232 1,2085 1,2287
1Cys0,Valor max 2,2396 2,2818 2,0162 1,6350

Oxido nitrico (ng/pl) log 1o
ICos0, X 0,7842 0,8620 0,7418 0,6501
ICos, DS 0,2061 0,2226 0,2407 0,1901
ICys9, Valor min 0,2983 0,5594 0,2189 0,2734
1Cys0,Valor max 1,2793 1,3834 1,0610 0,9108
Glutation (mmol/ml)
ICos04 X 3,3246 3,2506 3,4122 3,5498
ICos% DS 0,4986 0,2403 0,5280 0,4190
ICyse,Valor min 2,4985 2,9344 2,7036 3,0882
1Cys9, Valor max 4,7549 3,6779 4,5754 4,3190
Metalotioninas (mmol/ml)

ICos0, X 0,0202 0,0183 0,0231 0,0206
ICos0, DS 0,0041 0,0041 0,0023 0,0039
ICys9, Valor min 0,0114 0,0121 0,0201 0,0135
1Cys9, Valor max 0,0267 0,0246 0,0261 0,0254

ICys, X : intervalos de confianza del 95% para la media; Normo: Normozoospérmicos; Asteno: Astenozoospérmicos;
Oligo: Oligozoospérmicos y Oligoastenos: Oligoastenozoospérmicos
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ANEXO

Prueba a posteriori (LSD), de los estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de

Sucre que asistieron voluntariamente al laboratorio de histologia del Departamento de
Bioanalisis 2009

Alteraciones espermaticas N X (MTS, mmol/ml)  Grupos Homogéneos
Normozoospérmicos 68 0,0202 X
Astenozoospérmicos 12 0,0183 X
Oligozoospérmicos 11 0,0231 X
Oligoastenozoospérmicos 9 0,0206 XX

LSD: diferencia minima significativa; N: nlimero; X : media.
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Resumen (abstract):

Se evaluo la calidad espermatica y el estrés oxidativo en plasma seminal, en un grupo de 100
estudiantes de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre. A cada participante se le tomo
muestra de sangre por puncidon venosa y se recolectd muestra de liquido seminal. En el
estudio, el 68,00% de los estudiantes fueron normozoospérmicos y la calidad espermatica
resultd estar afectada en el 32,00% de la poblacién estudiada, clasificandose en individuos
que presentaron astenozoospermia, oligozoospermia y oligoastenozoospermia, obteniéndose
como frecuencias 12,00%, 11,00% y 9,00%, respectivamente. La edad promedio en los
estudiantes  normozoospérmicos 'y con  astenozoospermia, oligozoospermia y
oligoastenozoospermia fue de 24,124+4,49; 24,83+7,22; 2091+2,34 y 25,44+9,25,
respectivamente. Las variables tiempo de licuefaccion, volumen, pH y morfologia se
encontraron dentro de los valores de referencia, segun valores establecidos por la OMS. Las
células peroxidasa positiva tuvieron un valor promedio de 0,05 millones/ml, resultando no
significativa, por ser su valor inferior a 1 millon/ml. La produccién de 6xido nitroso (ON),
tioles totales (TT), concentracion de glutation (GSH) y concentracion de metalotioninas
(MTS) fueron medidas mediante métodos espectrofotométricos. Al aplicar el andlisis de
varianza para metalotioninas, se demostrd que existian diferencias significativas entre los
valores de concentracion de MTS en los grupos estudiados, el analisis a posteriori demostrod
que se formaban dos grupos superpuestos: uno entre los individuos astenozoospérmicos,
normozoospérmicos y oligoastenozoospérmicos y el otro, entre los oligoastenozoospérmicos y
los oligozoospérmicos. Al aplicar el andlisis de regresion lineal simple, se encontré una
relacion positiva débil entre las variables motilidad y la concentracion de ON en el grupo de
los normozoospérmicos, lo que sugiere que a medida que aumenta la concentracion de ON
aumenta la motilidad espermatica en los normozoospérmicos. Entre la concentracion de TT y
la concentracion espermatica en estudiantes normozoospérmicos, se encontrd asociacion
estadisticamente significativa; el coeficiente de correlacion (r) indicé una relacién positiva
débil entre las variables, lo que sugiere que a medida que aumenta la concentracion de TT
aumenta la concentraciéon espermatica en los normozoospérmicos. El coeficiente de
correlacion (r) indico una relacion negativa moderada entre las variables GSH y concentracion
en el grupo oligozoospérmicos, a medida que aumenta la concentracion de GSH disminuye la
concentracion espermatica en estudiantes oligozoospérmicos. La inclusion de parametros tales
como MTS, TT, GSH y ON en los estudios de infertilidad masculina podrian ser considerados
en la evaluacion de la infertilidad masculina dada su relacion directa con el estrés oxidativo.
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DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009”,

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.
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