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1. INTRODUCCION






Introduccién

1.1 Infertilidad

El término “Infertilidad” se define como la imposibilidad de una
pareja de conseguir un embarazo tras mantener relaciones sexuales
regulares no protegidas durante un afo. Aproximadamente un 15% de
las parejas con deseo de gestacion tienen dificultad de concebir tras este
periodo (Strickler y cols. 1975). Las causas de la infertilidad abarcan un
amplio rango de factores tanto fisicos como emocionales y puede
atribuirse a cualquier alteracién en el sistema reproductor femenino o
masculino, que contribuyen en menor o mayor medida a este hecho.

En muchos casos, la etiologia se distribuye practicamente de
forma equitativa entre factor masculino, disfunciéon ovarica y factor
tubarico. Un porcentaje menor de los casos se atribuyen a la
endometriosis, factor uterino o cervical y otras causas; en otras parejas
la etiologia es multifactorial, pero en aproximadamente una cuarta parte
de las parejas con imposibilidad de lograr un embarazo, la causa es de
“origen desconocido” (Jose-Miller y cols. 2007).

Este ultimo grupo es muy importante, ya que se trata de un
porcentaje considerable del total de parejas que cursan con problemas
para concebir, donde no hay una causa determinada y todos los
parametros aparentan ser “normales”, al que se deberia prestar una
mayor atencion e investigar mas a fondo ya que basicamente implica
una falta de informacion tanto a nivel molecular como celular de las

distintas etapas implicadas en el proceso reproductivo.

1.2 El factor masculino:

El factor masculino, que es la base fundamental del presente
trabajo, se refiere a todas las causas que dificultan el proceso
reproductivo y tienen su origen en el vardn, y es por si solo el causante

de la infertilidad en un 20% de los casos y contribuye en otro 30-40%,
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siendo las alteraciones en el semen el principal origen de la misma
(Rodriguez y cols., 2005).

Tradicionalmente, la evaluacién del varén en el estudio de la
pareja infértil se ha basado en la evaluacion microscopica y ensayos
bioquimicos para determinar la calidad del semen. El analisis de semen
se realiza siguiendo las directrices de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) (World Health Organization. 2001) a excepcion de la
morfologia en la que frecuentemente se siguen los criterios de Kriger
(Kruger and Coetzee. 1999).

Los indices macroscépicos (descritos posteriormente en
materiales y métodos) valoran la funcion de las glandulas excretoras. El
volumen del plasma seminal, esta condicionado por la secrecion de las
vesiculas seminales en un 80% vy el resto es de prostata, glandulas
bulbouretrales y epididimo; la licuefaccion es la resultante de la accion
de las enzimas proteoliticas del plasma seminal; y el olor es
condicionado por la seminina y seminogelina. El pH estd dado por la
presencia de fructuosa que proviene de las vesiculas seminales, asi
como del acido citrico y fosfatasa acida que son secretados por la
préstata. Los indices microscopicos mas importantes (descritos
posteriormente en materiales y métodos) son la concentracion
espermatica que valora la funcion testicular y la permeabilidad de los
conductos excretores; la movilidad y morfologia espermatica, que
valoran la funcién de los epididimos y la interaccién de los
espermatozoides con el plasma seminal. La aglutinacion, presencia de
leucocitos, células epiteliales y detritus pueden encontrarse en el plasma
seminal, sin embargo cuando se incrementan en numero o porcentaje
son signos patoldgicos (Tapia y cols, 2003).

Aun cuando estos parametros son importantes en la valoracién
inicial, el analisis basico del semen, como herramienta uUnica, es

insuficiente para determinar el estatus del varén infértil (Lewis. 2007).
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El sistema reproductivo es bastante complejo, sin embargo, los
disefios experimentales de pruebas in vitro e in vivo nos pueden ser
utiles para detectar algunas alteraciones. Por tanto, la reproduccion
asistida nos brinda un espacio ideal para estudiar algunos factores que
podrian estar afectando la calidad seminal y sus implicaciones a nivel
reproductivo.

A lo largo de los afios, muchos han sido los factores relacionados
con la infertiidad masculina, como: infecciones, varicocele (Pomerol
2002), obstrucciones y alteraciones en la produccién espermatica
(Ballesca 2002), causas genéticas (Egozcue 2002), entre otras. Muchas
veces la causa es desconocida y pueden afectar en mayor o menor
medida a la calidad seminal. Sin embargo, su relaciéon con los habitos
téxicos ha sido motivo de investigacion en los ultimos anos; de sus
resultados se han descrito algunos agentes ambientales téxicos que
pueden deteriorar la espermatogénesis, ejerciendo efectos nocivos a
nivel pre-testicular, testicular o post-testicular (Oliva y cols. 2001,
Pflieger-Bruss y cols. 2004). Uno de estos agentes es el tabaco; el cual
estd ampliamente reconocido como un problema de salud publica y una
de las mayores causas de muertes prevenibles. Aproximadamente una
tercera parte de la poblacién mundial mayor de 15 afos, es fumadora
(World Health Organization, 1997). Asi mismo, el tabaco afecta la salud

reproductiva.

1.3 El cigarrillo:

El cigarrillo, contiene algunos cientos de compuestos (Dube vy
Green, 1982) consistentes en su mayoria de carbohidratos y proteinas
(aprox 50%). Otro constituyente significante son alcaloides (0,5-5%), con
la nicotina como compuesto predominante (90-95% de los alcaloides
totales), polifenoles (0,5-4,5%), fitoteroles (0,1-2,5%), acidos carboxilicos

(0,1-0,7%), hidrocarbonos aromaticos, aldehidos, cetonas, aminas,
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pesticidas, etc (0,01-5%) y mas de 30 compuestos metalicos (Wynder y
Hoffmann, 1967; Internacional Agency for Research on Cancer, 1986).

La nicotina, el principal alcaloide del tabaco, esta presente en los
cigarrillos en una cantidad que varia desde 0,8-1,8 mg/cigarrillo,
dependiendo de la marca y tamafio del mismo (Benowitz y cols. 1983,
Rosa y cols. 1992). Hasta 1mg de nicotina puede ser absorbido al fumar
1 solo cigarrillo. Este es un alcaloide muy toxico que se absorbe
rapidamente por el tracto respiratorio, la mucosa bucal y la piel (Gandini
y cols. 1997)

La cotinina, su mayor metabolito, es un compuesto mas estable
que la nicotina, con un tiempo de vida media de aproximadamente 20
horas (la nicotina tiene sobre 2 horas) y su concentraciéon no se ve
influenciada por otros factores como por ejemplo la dieta. En el hombre,
la nicotina y/o cotinina ha sido detectada en plasma seminal de acuerdo
al consumo de cigarrillos (Pacifici y cols. 1993, Vine y cols. 1993, Vine.
1996, Zenzes y cols. 1999). Lo cual indica el paso de estos metabolitos a
través de la barrera hemato-testicular.

Esto sugiere que ciertos componentes del tabaco (Fig 1)
interactuan directa o indirectamente afectando la funciéon y viabilidad de
los gametos; sin embargo, el mecanismo que envuelve este resultado

aun necesita ser elucidado.

~. 3 ¥ i
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Fig 1.: Algunos compuestos encontrados en un cigarrillo
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El incipiente incremento del interés publico respecto al declive del
potencial fértil masculino, y sobre todo, el deseo de conocer el efecto
que tienen los componentes medioambientales y ocupacionales, y los
habitos de la sociedad actual, hacen necesarios estudios serios,
objetivos y completos que revelen la accidon que estos ejercen en el
espermatozoide, principalmente en poblacién con deseos de gestacion.

Con este fin, hemos aprovechado el conocimiento ganado en los
tratamientos de reproduccion asistida (TRA) después de la introduccion
diversos analisis como: el analisis cromosémico por hibridacion in-situ
fluorescente (FISH), el diagnostico genético preimplantacional (DGP), el
test de la dispersiéon de la cromatina (SCD) para el estudio de la
fragmentacion del ADN; asi como otros marcadores de fertilidad
masculina como la medicién del dafio oxidativo al ADN espermatico; que
nos permitan comprender algunos acontecimientos moleculares que
puedan conducir a la subfertilidad de origen idiopatico ante agentes
toxicos como el cigarrillo en el hombre.

Empleando estas técnicas, hemos hecho un seguimiento del
efecto del tabaco sobre:

a) Calidad seminal.

b) Ratio Y:X de los espermatozoides y sex ratio de los embriones
procedentes de los mismos.

¢) Anomalias cromosémicas en espermatozoides.

d) Integridad del ADN espermatico.

e) Defensa oxidativa del espermatozoide.

f) Dano oxidativo al ADN espermatico

Este estudio introduce nuevos avances respecto a las

consecuencias del tabaco en la reproduccion humana.
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1.4 Otras generalidades
1.4.1 Calidad seminal:

En el diagndstico de la infertilidad masculina, el analisis basico

del semen constituye un elemento fundamental. Los parametros que se
valoran, segun los criterios de la OMS (WHO, 1999) son: volumen del
eyaculado, concentracion de espermatozoides, movilidad y morfologia
de los espermatozoides.

El objetivo de realizar el analisis microscépico del semen es
estimar las posibilidades que presentan las caracteristicas del eyaculado
para poder iniciar un embarazo que se pueda llevar a término o para
elegir las técnicas de reproduccion asistida que ofrezcan mejores
expectativas (Garrido y cols., 2002).

Sin embargo, son muchos los factores externos que se han
descrito que pueden afectar la calidad seminal, siendo el cigarrillo uno
de los mas importantes debido a que forma parte de un habito comun en
la sociedad actual.

Existen muchos trabajos controvertidos en la literatura; algunos
de ellos demuestran un efecto perjudicial del tabaco en la calidad
seminal de pacientes infértiles (Kunzle y cols. 2003), en los cuales se ha
hallado una disminucién en la concentracion espermatica, niumero total
de espermatozoides madviles, morfologia normal, concentracion de citrato
y pH (Kunzle y cols. 2003, Shi y cols. 2001, Vine y cols. 1994, Vine y
cols. 1996, Zitzmann y cols. 2003). Sin embargo, otros autores han
publicado que el tabaquismo no parece afectar la calidad espermatica en
hombres fértiles (Chia y cols. 1998). Martini y cols. (2004) no
encontraron diferencias estadisticas en los parametros seminales de una
poblacion grande de hombres atendidos en el laboratorio de andrologia
segun el consumo de alcohol o tabaco. Sin embargo, cuando éstos
pacientes fueron comparados con aquellos que no poseian estos

habitos, se pudo detectar una disminucién significativa en el volumen
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seminal, la concentracibn espermatica y el porcentaje de
espermatozoides moviles.

El mecanismo por el cual el tabaco afecta al espermatozoide aun
no es del todo conocido, pero debido a que contiene mas de 30 agentes
quimicos conocidos como mutagenos o carcindgenos, en los sistemas
modelo se han determinado efectos directos sobre las células
germinales masculinas o los embriones. Por consiguiente, se ha descrito
que los hombres fumadores han disminuido el éxito en las terapias de
reproduccion asistidas (ART). Partiendo de esta base, en este trabajo se
plantea estudiar el efecto del tabaco sobre los distintos parametros
seminales, en aquellos pacientes que asisten a nuestro laboratorio de

andrologia, tras una consulta de infertilidad.

1.4.2 Sex ratio:

El sex ratio se define como la “proporcién hombre: mujer”
(XY:XX) que existe en una poblacion, usualmente expresado como el
numero de hombres por cada 100 mujeres (a pesar de no ser un término
castellano, por razones de facilidad y sintaxis, de este punto en adelante
se seguird denominando “sex ratio” a dicha proporcién) . Hay 2 tipos de
sex ratios, el primario que es el ratio al momento de la concepcién vy el

secundario, que es el ratio al momento del nacimiento (Fig 2).

Fig 2.: Clasificacion del sex ratio
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En teoria, los seres humanos producen una igual proporcién de
ninos que de nifas. Sin embargo, ni en la concepcion ni en el
nacimiento estdn ambos sexos representados igualmente. Los cambios
ambientales e individuales desempefian un papel importante en las
desviaciones observadas. Un mediador puede ser las variaciones
hormonales individuales (genético), asi como las variaciones
ambientales y su influencia en gametogénesis, implantacion y desarrollo
embrionario.

En lineas generales, en la especie humana la proporcion ha sido
de 106 hombres por cada 100 mujeres (ratio=1,06), pero en las ultimas
décadas se ha evidenciado que el ratio XY:XX ha sufrido una
disminucién importante en muchos paises industrializados (Davis y cols.
1998, Moller. 1996). Aunque la razén de esta tendencia no esta
completamente descifrada, la exposicién a diversos agentes ambientales
téxicos (Mocarelli y cols. 2000, Sakamoto y cols. 2001) y el estrés
(Fukuda y cols. 1998) se han precisado como posibles causas.

Estudiando las épocas de guerras, se ha observado una
disminucion del sex ratio en los recién nacidos vivos (RNV); entre ellas
figuran la experimentada tras los 10 dias de guerra en Eslovenia en
1991 (Zorn y cols. 2002), que coincide con la disminucion observada tras
la guerra de Iran-lrak (1980-1988) (Ansari-Lari and Saadat. 2002) y
también tras terremoto de Kobe (Japon-1995) (Fukuda y cols. 1998).
Estos autores sugieren que el cambio en el sex ratio secundario en estos
pacientes podria deberse a alguna de las siguientes causas: una
disminucién en la movilidad espermatica que afecta mas al
espermatozoide portador del cromosoma “Y”, a la exposicidon a gases
toxicos o al estrés psicolégico. Bisioli (2004), plantea que se podia
considerar como una observacion post-guerra, ya que en estos periodos
hubo mucha mortalidad masculina y que posterior a las guerras podria

haber surgido un posible proceso adaptativo de equilibrio poblacional
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donde las mujeres concebian mayor numero de nifias que podrian
reproducirse posteriormente con mayor facilidad y volver al balance
aproximado 1:1; sin embargo, éste resulta ser una propuesta bastante
controvertida y dificil de justificar cientificamente.

Algunos reportes recientes también han relacionado esta
disminucién al habito de fumar. Fukuda y cols. (2002) estudiaron el
habito de fumar durante el periodo periconcepcional en mas de 5000
parejas y encontraron una disminucion en el ratio XY:XX de los nifios
cuyas madres y padres fumaban mas de 20 cigarrillos al dia (cig/dia).
Posteriormente, Mills y cols. (2003) estudiaron a mas de 26000 mujeres
durante un periodo mayor de 15 afios pero no encontraron asociacion
alguna con el habito de fumar de la mujer, sin embargo el ratio XY:XX
habia disminuido en ese periodo de tiempo, indicando asi que el efecto
del cigarrillo sobre el sex ratio de la descendencia podria no estar
atribuido a efectos ambientales maternos; por tanto les surge la hipotesis
que no puede excluirse la posibilidad de que el tabaco pueda
selectivamente matar o dafar el espermatozoide portador del
cromosoma Y.

Sin embargo, no hay referencias en la literatura acerca del
posible efecto del tabaco sobre el testiculo que pueda producir un dano
en el espermatozoide portador del cromosoma Y que genere una
posterior disminucion del ratio XY:XX; lo cual lograria explicar las
tendencias encontradas los recién nacidos vivos en los estudios
realizados hasta ahora. Ademas, hasta el momento no se ha estudiado
cuidadosamente el efecto del tabaco en la seleccion de los
espermatozoides X e Y antes y después del capacitado, durante la
fertilizacidon o en las primeras etapas del desarrollo embrionario.

En una tentativa de clarificar de qué manera el consumo de
cigarrillos podria alterar el ratio XY:XX, ha sido de gran interés evaluar la

proporcion de espermatozoides X e Y presentes en el eyaculado, asi
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como también las tasas de fertilizacién y el porcentaje de los embriones
masculinos y femeninos en el dia 3 de desarrollo embrionario en un

grupo de parejas infértiles que asisten a nuestro laboratorio de DGP.

1.4.3 Anomalias cromosdmicas en espermatozoides:

El dafio cromosdmico de los espermatozoides puede servir como
un marcador de los efectos adversos en el sistema reproductor
masculino luego de diversas exposiciones durante periodos sensitivos
de la espermatogénesis. Se han desarrollado algunas pruebas de
laboratorio para detectar directamente y medir los dafios cromosémicos
en las células espermaticas humanas. La Hibridaciéon In Situ
Fluorescente (FISH) es una de estas pruebas que, mediante el uso de
sondas de ADN para cromosomas especificos, se ha convertido en una
de las mas utilizadas para estimar la frecuencia de aneuploidias en las
células germinales masculinas (Robbins y cols. 1993). Han sido varios
los factores que se han descrito que pueden incrementar el riesgo en los
hombres de producir espermatozoides aneuploides, incluyendo edad
(Griffin 'y cols. 1995, Robbins y cols. 1995), tratamientos con
quimioterapia por cancer, y ciertos factores asociados a los estilos de
vida (Robbins y cols. 1997), entre otros.

Algunos trabajos han reportado un incremento de anomalias
cromosémicas en los espermatozoides de hombres que fuman
comparado con aquellos que no tienen este habito. Rubes y cols. (1998)
y Potts y cols. (1999), encontraron un aumento significativo de
aneuploidias YY en hombres fumadores sanos (parameros seminales
normales segun la OMS) con respecto a los no fumadores. Robbins y
cols. (1997) estudiaron el efecto del fumar cigarrillos sobre las
aneuploidias de los cromosomas sexuales, comparando hombres
fumadores sanos y no fumadores, encontrando una mayor incidencia de

aneuplodias XX.
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En el presente estudio, se pretende analizar y comparar la
incidencia de anomalias cromosdmicas en espermatozoides de hombres
no fumadores, fumadores moderados y muy fumadores en un grupo de

pacientes infértiles que asisten a nuestro laboratorio de DGP.

1.4.4 Fragmentacion del ADN:

La integridad del genoma paterno es de vital importancia en el

inicio y mantenimiento de un embarazo a término, tanto in vivo como in
vitro (Muriel y cols. 2006a). Espermatozoides con ADN dafado (Fig 3)
pueden fertilizar ovocitos en metafase Il con la misma eficacia que
espermatozoides con ADN intacto (Aitken y cols. 1998). Sin embargo la
presencia en el embridn de ciertas modificaciones, a nivel de nucleétidos
y/lo fragmentacion en las cadenas del ADN procedentes del
complemento genémico paterno (que no hayan sido reparadas por el
ovocito después de la fertilizacion), es incompatible con un desarrollo

embrionario y fetal normal (De Jonge. 2002).

t);ﬁo al ADN
/ Jw\“

ADN Fragmentado

Fig 3.: Representacion de la fragmentacion del ADN en el espermatozoide.
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Se estima que un 25% de las causas de infertilidad son de origen
idiopatico y la etiologia de algunas de estas causas podria estar
relacionada con dafio en el ADN de los espermatozoides.

Hay que puntualizar que el dafo que se pudiera encontrar en el
embridn no tiene por qué estar exclusivamente relacionado con el dafio
en el ADN del espermatozoide que haya fecundado al ovocito; este dafio
podria provenir también del ovocito o de ambos. Sin embargo, dado que
el analisis de fragmentacion de ADN en gametos es destructivo y que
este dafo podria variar de un ovocito a otro y que su numero es limitado,
no se ha podido estudiar la existencia de esta patologia en ellos, por ello
su analisis se ve focalizado en el espermatozoide.

Por otra parte, aun cuando el analisis de la fragmentacién de
ADN en el espermatozoide se muestra como una herramienta util en el
estudio de la infertilidad masculina de origen desconocido (Muriel y cols.
2006b, Sergerie y cols. 2005), diversos estudios realizados por nuestro
grupo, han observado que la fragmentaciéon del ADN no guarda una
relacion demasiado relevante a nivel clinico con la tasa de fecundacion
en ciclos de fecundacién in vitro (FIV), con la de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (Muriel y cols. 2006a), ni
tampoco con la tasa de embarazo en ciclos de inseminacion intrauterina
(IU1) (Muriel y cols. 2006b), sugiriendo que podria ser un analisis mas en
el estudio del vardn infértil, mas no indispensable debido a su escaso
valor predictivo.

Aunque el origen del dafo a nivel del ADN no es claro (Muratori y
cols. 2000, Sergerie y cols. 2005), se han propuesto algunos
mecanismos como: defectos en la compactacion de la cromatina durante
la espermiogénesis, induccion de la apoptosis durante el proceso de
espermatogénesis e induccion de dafio de ADN en espermatozoides
diferenciados maduros por espermatozoides inmaduros que producen

niveles elevados de radicales libres (Garrido y cols. 2004a).
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Una causa potencial de la fragmentacion de ADN es la
exposicion a toxinas ambientales; sin embargo, hay pocos datos que
apoyan el concepto de un impacto negativo extenso de contaminantes
ambientales en los resultados del analisis del semen (Sun y cols. 1997).
Algunas de estas toxinas se podrian relacionar con el consumo de
cigarrillos.

La relacién entre el cigarrillo y la fragmentacién del ADN del
espermatozoide ha sido establecida por algunos autores (Muratori y cols.
2000, Sun vy cols. 1997, Zenzes. 2000). No obstante, Sergerie y cols.
(2005) han reportado una “no” asociacion en hombres sanos fumadores
y no fumadores; mientras Belcheva y cols. (2004), encontraron que el
dafio en el ADN de los espermatozoides de los fumadores estaba
incrementado con respecto al de los no fumadores, pero esta diferencia
no resultaba estadisticamente significativa.

Uno de los mecanismos sugeridos podria estar relacionado con
la interferencia nicotinica sobre la organizacién de la membrana
espermatica y por lo tanto en la reaccion acrosémica inducida por ZP3
(Arabi. 2004), una proteina de la zona pelucida que desempefia un papel
fundamental durante la fertilizacion, funcionando como un receptor
especifico para el espermatozoide (Hinsch y cols. 2005).

El propésito en este estudio es investigar la asociacion entre el
consumo de tabaco y la fragmentacién de ADN del espermatozoide en
parejas infértiles sometidas a tratamientos de reproduccion asistida,
utilizando el Test de la Dispersion de la Cromatina (SCD) antes y
después del procedimiento de swim-up como técnica de capacitaciéon

espermatica en hombres fumadores y no fumadores.

1.4.5 Sistema Antioxidante: Sistema Glutation:

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son agentes oxidantes

altamente reactivos y forman parte de una clase de moléculas conocidas
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como radicales libres (RL) (Sheweita y cols. 2005). Las ROS se
producen continuamente en el organismo durante el metabolismo celular
normal y en algunas ocasiones como respuesta a la exposicion a
radiaciones ionizantes, rayos ultravioleta, contaminacion ambiental,
humo del cigarrillo, entre otros. Estos, provocan una reaccién en cadena
que modifica la estructura de algunas moléculas bioldgicas,
particularmente de aquellas que poseen un alto contenido en acidos
grasos polinsaturados. Cada RL formado en el organismo inicia una
serie de reacciones en cadena que continuan hasta que son eliminados;
algunos de éstos son: el anién superéxido (O°), radical hidroxilo (OH") y
el 6xido nitrico (Herrero and Gagnon. 2001); sin embargo, existen otras
moléculas como el peréxido de hidrégeno (H>O,) que no son radicales
libres pero que actuan fisiolégicamente como tal.

El sistema antioxidante protege a los tejidos de los efectos
producidos por los radicales libres. Entre los antioxidantes primarios se
encuentra la enzima glutation peroxidasa (GPx). Esta familia de enzimas
la componen una serie de isoformas que son capaces de detoxificar,
convirtiendo el H,O, y los perdxidos lipidicos en moléculas inofensivas
(como alcoholes estables o agua), antes de que formen radicales libres

(Fig 4). La enzima glutation peroxidasa cataliza la siguiente reaccién:

H,O, + 2GSH GSSG + 2 H,0.

(GSH= glutation reducido /GSSG= glutation oxidado)

En conjunto con ésta reaccion, la enzima glutation reductasa

(GR) cataliza el proceso por el cual el glutatiéon oxidado (GSSG) pasa a
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glutation reducido (GSH), renovando asi las reservas de las que

depende la enzima glutatién peroxidasa (GPx) (Fig 4).

Fig 4: Esquema de accion enzima glutation peroxidasa (GPx)

en la eliminacion de los radicales libres

Existen numerosos estudios que han demostrado Ila
vulnerabilidad del espermatozoide humano a los RL, sin embargo, el
proceso por el cual se produce este fendmeno no esta completamente
esclarecido (Aitken and Baker. 2002, Alvarez y cols. 1987, Kemal Duru y
cols. 2000, de Lamirande and Gagnon. 1992a, de Lamirande and
Gagnon. 1992b).

Por el alto contenido de acidos grasos polinsaturados en su
membrana plasmatica, el espermatozoide es altamente vulnerable a la
accién peroxidativa de los radicales libres (Fig 5). Un aumento en los
niveles de RL sugiere un alto estrés oxidativo (OS) que podria inhibir la
accion de reacciones enzimaticas reguladoras como la conversion a
través de la catalasa de estos RL a agua, o a una disminucién en la

expresion de sistemas enzimaticos. En el espermatozoide

21



Introduccion

especificamente, entre los sistemas enzimaticos involucrados en la
neutralizaciéon del OS se ha observado la presencia de algunas enzimas
como: la superdxido dismutasa (SOD’) (un antioxidante primario que
convierte al O, en H,O, -), la catalasa, y del sistema glutation
peroxidasas (GPXs) y glutation reductasa (GR) (Alvarez y cols. 1987).

Membrana Celular
__Fosfolipidica

Proteina

Fig 5: Accidn de los radicales libres sobre la membrana plasmatica

Dentro del GPXs se encuentra la enzima intracelular GPx-1 (Fig
6) que es ubicua, y en el espermatozoide y en el tracto genital esta
directamente relacionada con la movilidad espermatica. Por otro lado, se
encuentra la enzima GPx-4 (Fig 6) que esta altamente presente en todo
el tejido testicular (mas que en otros) y ha sido relacionada directamente
con la infertilidad masculina; asi mismo, trabaja como peroxidasa activa

en las células espermatogénicas, protegiéndolas de la rapida division
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contra la lesién oxidativa e igualmente actia como proteina estructural,

acumulandose en la capsula mitocondrial (Garrido y cols. 2004a).

Fig 6: Estructura tridimensional de GPx-1y GPx-4

Las fuentes de RL por las cuales el espermatozoide se ve
afectado son principalmente: de los espermatozoides defectuosos y de
los leucocitos seminales (generalmente provenientes de infecciones en
las glandulas accesorias) (Potts and Pasqualotto. 2003). En teoria una
falta de proteccion del sistema antioxidante contribuiria a hacer a las
células mas vulnerables a niveles normales de RL y/o la exposicion a
una produccion excesiva de RL podria ser la responsable del OS en la
linea germinal masculina. Una exposicion prolongada de las células
espermaticas a las ROS podria causar peroxidacion lipidica de la
membrana celular, alterar la estructura de los receptores de proteinas,
enzimas y proteinas de transporte; y afectar la fragmentacion del ADN
espermatico (Fraczek and Kurpisz. 2005). Por otra parte los factores

ambientales, entre ellos el humo del cigarrillo, inducen OS sistémico,
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permitiendo una disminucion de vitaminas antioxidantes del plasma
seminal y la induccion del dafo al ADN espermatico (Comhaire y cols.
2000, Fraga y cols. 1996, Moustafa y cols. 2004, Sanocka y cols. 2003)

(Fig 7).

Peraxidacién lipidica:
Hak  atierarianes da In membrane
oy

GSH GPX| U O~

Fig 7: Produccion leucocitaria de radicales libres; probable produccién por accién del

tabaco y alteraciones en el espermatozoide.

1.4.6 Daiio oxidativo al ADN (estrés oxidativo):

Numerosas investigaciones han relacionado al tabaco y la
infertilidad masculina, sin embargo los mecanismos moleculares exactos
son aun desconocidos en la mayoria de los casos (Fraga y cols. 1996).
Arabi y col. (2005), concluyen que el cigarrillo induce OS tanto por el
incremento en los niveles de oxidantes originados al fumar como por la
disminucion en los niveles de antioxidantes en el plasma seminal. Asi
mismo, trabajos realizados en hombres infértiles han demostrado que los

fumadores presentan un incremento significativo en la concentracion de
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ROS en semen comparado con aquellos que no fuman, debido al
aumento de la concentracion de leucocitos en semen (Saleh y cols.
2002a) y afectando en igual medida al ADN espermatico (Potts y cols.
1999). Este dafio a nivel del ADN espermatico también se ha
evidenciado por niveles incrementados de 8-deoxiguanosina (8-oxodG),
un marcador de dafo oxidativo del ADN (Potts y cols. 1999).

La deoxiguanosina (dG) es uno de los constituyentes de ADN y al
oxidarse se transforma en 8-hydroxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG)
(Meseguer y cols. 2007) (Fig 8).

T
m'/I\>f )
T -
Radicales Libres . ,.\‘/LX N

OH OH

(dG) (8-OHdG )

Fig 8: transformacién de la deoxiguanosina (dG) en 8-hydroxi-2'-
deoxiguanosina (8-OHdG) por accidn de los radicales libres.

La 8-OHdG es una base modificada por la accion del dafo

oxidativo, que fisiolégicamente puede ser reparada por la 8-Oxoguanina
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DNA glicosilasa en mamiferos superiores, incluido humanos; y que ha
sido relacionada previamente con la infertilidad (Shen y cols. 1999).

La 8-OHdG es un éptimo marcador biolégico de estrés oxidativo,
porque responde proporcional y sensiblemente al grado de estrés. El
dafo oxidativo al ADN, evidenciado por la presencia de 8-OHdG, es
indicativo de un numero de condiciones que envuelven la generacion de
radicales libres. Se ha descrito que el dafo es observado durante
procesos de mutagénesis y carcinogénesis que pueden ser causados
ademas de la actividad metabdlica normal, por distintos factores,
incluyendo radiaciones y agentes quimicos (Meseguer y cols. 2007)

Se ha demostrado que la nicotina, como mayor compuesto del
cigarrillo, actia como un potente agente oxidante sobre la integridad de
la membrana espermatica (Arabi. 2004). Conjuntamente, a todo nivel, el
cigarrillo se ha asociado a un incremento de la peroxidacion lipidica y
ademas se ha descrito que en la poblaciéon sana causa una debilitacion
en los sistemas antioxidantes (Solak y cols. 2005).

Dado al gran numero de hombres fumadores en la poblacién
general, y al hecho que el cigarrillo es conocido por ser un agente
mutagénico y carcinogénico, asi como el efecto deletéreo que tiene
sobre los gametos, se pretende evaluar los efectos del tabaco sobre la
defensa oxidativa del espermatozoide. Para ello se pretende
correlacionar la defensa del espermatozoide al estrés oxidativo, a través
de los niveles de glutation reducido (GSH), expresion de GPx (1 y 4) y
GR mediante la reaccion en cadena de la polimerasa semi-cuantitativa
fluorescente (gf-PCR); y la actividad de ambas enzimas mediante
espectrofotometria, y comparar estos marcadores de estrés oxidativo en
hombres fumadores y no fumadores. De igual manera se pretende
valorar el efecto del tabaco sobre la oxidacion del ADN espermatico
como resultado primario de la accién de los radicales libres sobre éste y

como posible causa potencial de la fragmentacion del ADN espermatico.
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2. OBJETIVOS






Objetivos

2.1 OBJETIVO GENERAL:

#*

Determinar el efecto del tabaco sobre la calidad seminal a
través del estudio basico del semen, estudios
citogenéticos y moleculares en pacientes que asisten a la

consulta de infertilidad.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

#*
:

Determinar el efecto del tabaco sobre la calidad seminal.
Determinar el efecto del tabaco sobre la proporcion de
espermatozoides X e Y, y a partir de ello, el efecto sobre
el ratio XY:XX de los embriones analizados en pacientes
que asisten a un ciclo de Diagnéstico Genético
Preimplantacional (DGP).

Determinar la asociacion del tabaco con anomalias
cromosomicas en espermatozoides.

Determinar el efecto del cigarrillo sobre la fragmentacion
del ADN en el espermatozoide mediante el test de
dispersion de la cromatina (SCD).

Determinar el efecto del tabaco sobre algunas enzimas
implicadas en el proceso de Oxido-reduccion en el
espermatozoide para la eliminacion de radicales libres.
Determinar el efecto del tabaco sobre la oxidacion del

ADN espermatico.
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3. DISENO EXPERIMENTAL






Disefio experimental

3.1 DISENO:

Proyecto de investigacion de cohortes, parte retrospectivo
(evaluacion de la calidad seminal segun el consumo de tabaco en
pacientes infértiles) y parte prospectivo (todos los demas analisis
requeridos para alcanzar el resto de objetivos del presente trabajo) de
tipo ciego; en el cual se realizé una seleccion controlada de pacientes,
que se distribuyeron en funcién del la presencia o ausencia del habito

téxico del tabaco para cada uno de los objetivos a estudiar.

3.2 LUGARES DE EJECUCION:

Laboratorio de andrologia y banco de semen del IUIVI-Valencia.
Laboratorio de FISH del IUIVI-Valencia.

Laboratorio de DGP del IUIVI-Valencia.

Unidad de citdmica, Centro de Investigacion Principe Felipe

* % & %
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4. HIPOTESIS






Hipotesis

Basandonos en trabajos y conocimientos previos acerca de la
infertilidad masculina y el tabaco como uno de los factores externos que
pueden influir en ella, nos hemos planteado varias hipotesis de partida
en el presente trabajo:

Por un lado, algunos autores han descrito que el tabaco afecta la
calidad seminal, por tanto nuestra hipétesis en relacién a ello, es que
ésta deberia verse afectada en los hombres fumadores con respecto a
los no fumadores. Por otro lado, en referencias previas hemos
evidenciado una alteracion en el sex ratio de los recién nacidos vivos
procedentes de hombres fumadores a favor de las nifias con respecto a
los hombres no fumadores; en consecuencia, nos hemos planteado que
probablemente esta misma alteracién deberia percibirse a nivel de
espermatozoides y embriones.

Asi mismo, debido al gran numero de sustancias quimicas
presentes en el cigarrillo y los dafios conocidos, podria haber mayor
numero de anomalias cromosomicas en espermatozoides procedentes
de hombres fumadores en comparacion con aquéllos que no lo son.

De manera similar ha sido descrito que, una de las causas
potenciales de la fragmentacion del ADN en el espermatozoide es la
exposicion a toxinas ambientales, una de ellas podria ser la exposicion
al cigarrillo, por lo tanto en los hombres fumadores deberia percibirse
una mayor fragmentaciéon en el ADN de los espermatozoides que en
aquellos no fumadores.

Sustentandonos en algunas bases moleculares, en las que la
medicion de los antioxidantes y oxidantes pudieran servir para evaluar la
infertilidad humana, las especies reactivas del oxigeno (ROS) tienen la
capacidad de alterar reversible o irreversiblemente la funciéon celular,
modificando la bioquimica y la fisiologia del espermatozoide. Otra de las
hipétesis que nos hemos planteado es que el cigarrillo al generar ROS

pudiera originar un nivel de estrés oxidativo que altere algunas enzimas

39



Hipotesis

del sistema antioxidante que protege a los espermatozoides del dafio

producido y posiblemente alterar el ADN espermatico, oxidandolo.
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Materiales y métodos

5.1 POBLACION:

La poblacion objeto de estudio son pacientes infértiles que
asisten para tratamientos de reproduccion asistida a un centro de
infertilidad. De ésta, se realiz6 una seleccibn muestras de semen
procedentes de eyaculado, con previo consentimiento de los pacientes,
ya que algunos de los analisis realizados son pruebas que no se
practican de rutina en los laboratorios.

Inicialmente, se estudid retrospectivamente la calidad seminal de
los pacientes que asistieron al laboratorio de andrologia entre el periodo
2003-2006 y se establecieron comparaciones multiples de acuerdo a sus
habitos toxicos en el momento del analisis. En este primer estudio no se
establecieron criterios de exclusion respecto a los parametros seminales,
ya que fue una evaluacion global del efecto del tabaco sobre la
poblacién general que consulta por infertilidad; pero si se establecieron
otros criterios de exclusién (no relacionados a las caracteristicas del
semen) descritos posteriormente.

A continuacion, se analizaron prospectivamente un grupo de
muestras de pacientes que acudieron a un ciclo de DGP a los que
también se les realiz6é un FISH de espermatozoides.

Otro grupo muestral se basdé en pacientes que acuden al
laboratorio de andrologia, a los que se les determind la fragmentacion
del ADN espermatico; a un grupo distinto de pacientes, se le estudiaron
algunas enzimas del sistema glutation y en otro grupo, la posible
oxidacion del ADN espermatico a causa del tabaco. Todos los analisis se
llevaron a cabo sin conocer la procedencia de los grupos a estudiar, es
decir, si eran pacientes fumadores o no.

Paralelo a los analisis, se procedio a realizar una encuesta a los
pacientes acerca de sus habitos tdxicos (si fumaban o no y la cantidad)

en el momento en el cual fue realizado el ciclo o la toma de muestra y en
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los 3 meses previos al analisis. Posteriormente se estructuraron los
grupos segun los habitos y se analizaron los datos.

En los estudios realizados se estipularon algunos criterios de
exclusion:

- En todos los estudios prospectivos no se incluyeron en la
poblacidon a pacientes con caracteristicas muy patolégicas del semen,
como oligozoospermia severa, azoospermia ni criptozoospermia. Por un
lado, debido a que la mayoria de los experimentos requirieron de un
numero importante de células (espermatozoides) para realizar las
distintas determinaciones; y por otro, ya que en investigaciones previas
se ha descrito que sémenes patologicos de pacientes infértiles se han
relacionado con anomalias cromosomicas (Rodrigo y cols. 2004), y
posiblemente podrian haber alteraciones moleculares en muestras de
semen con estas caracteristicas que conseguirian sesgar el estudio.

- Tanto para el estudio retrospectivo como para los prospectivos,
aquellos pacientes que hubieran fumados puros, pipa, o hubiesen
consumido drogas o alcohol en los 3 meses previos a la realizacion del
analisis, no fueron incluidos. También éstos fueron excluidos, si tenian
historia reciente de fiebre o exposicion a gonadotoxinas como son los
farmacos utilizados en quimioterapia, los tratamientos de radioterapia,
los pesticidas o exposicion ocupacional a metales pesados. Ademas, se
investigd acerca de la presencia de varicocele, torsion testicular y

cualquier otra alteracién en el tracto genito-urinario, para no incluirlos.
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5.2 MUESTRA:
A continuacién se describira el grupo muestral utilizado para

estudiar cada una de las siguientes relaciones:

5.2.1 Calidad seminal y tabaco:

Se analizaron retrospectivamente 6048 muestras de semen de
6048 pacientes, sin embargo, tras evaluar sus habitos toxicos se
excluyeron 717 pacientes, de los cuales 552 eran ex fumadores, 10
fumaban puros, 144 eran fumadores esporadicos y 6 consumian drogas.
Por lo tanto, para este analisis se incluyeron al final 5331 muestras de
semen para determinar volumen, concentracion, movilidad progresiva y
morfologia espermatica. Tras evaluar sus habitos téxicos, se
establecieron tres grupos segun el consumo diario de cigarrillo en los
hombres: no fumadores (n = 3201), fumadores moderados: de 1-19
cigarrillos por dia (n = 942) y hombres muy fumadores: mas de 19

cigarrillos por dia (n = 1188).

5.2.2 Sex ratio (espermatozoides y embriones) y tabaco:

Se incluyeron prospectivamente, 56 parejas de nuestro programa
de DGP. La calidad seminal de las muestras utilizadas en el ciclo fue
Optima para realizar el ICSI (procedimiento utilizado en todos nuestros
ciclos de DGP), no se incluyeron pacientes con cripto ni azoospermia.
Las indicaciones de la mayoria de las parejas que fueron incluidas en el
estudio fueron: aborto recurrente y fallo de implantacién, no se incluyo
ninguna indicacion por factor masculino. Asi mismo, el analisis de FISH
de espermatozoides fue realizado en las muestras de semen de todos
los varones de la pareja para determinar la proporcion de
espermatozoides X e Y en las mismas. La media de la edad de las
mujeres fue 33,7 £ 3,5 afos y la de los varones 36,2 + 5,7 afos. Tras

realizar la encuesta, se establecieron tres grupos segun el consumo
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diario de cigarrillo en los hombres: no fumadores (n = 31), fumadores
moderados: de 1-19 cigarrillos por dia (n = 10) y hombres muy
fumadores: mas de 19 cigarrillos por dia (n = 15). Ademas, las mujeres
también se clasificaron en tres grupos similares segun sus habitos de
fumar para asi separar el efecto del tabaco en cada miembro de la
pareja sobre el ratio XY:XX en los embriones de dia 3 de desarrollo.

Por otro lado, para estudiar el sex ratio de los embriones, se
analizaron prospectivamente 372 embriones procedentes de las mismas
56 parejas, a los que se realizé un FISH a 1 6 2 blastémeras de cada
embrién, analizando los cromosomas sexuales (X e Y), para determinar
el sexo de los mismos. Posteriormente, se establecieron tres grupos
segun el consumo diario de cigarrillo en los hombres: no fumadores (n =
31), fumadores moderados: de 1-19 cigarrillos por dia (n = 10) y
hombres muy fumadores: mas de 19 cigarrillos por dia (n = 15).

Posterior a los analisis realizados para alcanzar este objetivo
especifico, y debido a los resultados obtenidos, también se realizé
prospectivamente un FISH de espermatozoides en 8 muestras de semen
de donantes para establecer un grupo control (es importante sefialar que
en este grupo la calidad seminal fue 6ptima): 4 muestras procedentes de
donantes muy fumadores (= 20 cig/dia) y 4 de no fumadores. Cada una
de ellas fueron distribuidas en dos alicuotas, de las cuales una fue fijada
directamente para el analisis del FISH y otra alicuota de la misma
muestra fue procesada por swim-up (Garrido y cols., 2004) y
posteriormente la fraccion capacitada fue fijada para realizar otro FISH
(en cada una de las dos alicuotas de cada muestras se evaluaron entre
5000 y 10000 espermatozoides para tener un resultado significativo

como grupo control).
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5.2.3 Anomalias cromosémicas de espermatozoides vy

tabaco:

Se estudiaron prospectivamente 56 muestras de semen de los 56
pacientes incluidos en el programa de DGP (los mismos estudiados
anteriormente) y se les realizé un FISH de espermatozoides para estudio
de aneuploidias, para asi determinar anomalias cromosémicas para los
cromosomas X, Y, 18, 13y 21.

Con el fin de determinar anomalias para los cromosomas 18, X e
Y, se analizaron un total de 126.231 espermatozoides; y para los
cromosomas 13 y 21, 113.456 espermatozoides. Se establecieron tres
grupos segun el consumo diario de cigarrillo en los hombres: no
fumadores (n = 31), fumadores moderados: de 1-19 cigarrillos por dia

(n=10) y hombres muy fumadores: mas de 19 cigarrillos por dia (n = 15).

5.2.4 Fragmentaciéon del ADN espermatico vy tabaco:

Para realizar el estudio prospectivo de la fragmentacioén del ADN,
se obtuvieron muestras de semen de los maridos de parejas que asisten
al IVl para un tratamiento de infertilidad. Un total de 99 hombres
proporcionaron 99 muestras de semen para ser analizadas; no se
incluyeron muestras de pacientes con criptozoospermia ni azoospermia.
El rango de edad fue de 26 a 49 afos, con una media de 36.

Igualmente, se estipularon tres grupos segun el consumo diario
de cigarrillo en los varones: no fumadores (n= 51), fumadores
moderados: de 1-19 cigarrillos por dia (n= 21) y varones muy fumadores:

mas de 19 cigarrillos por dia (n= 27).

5.2.5 Defensa oxidativa (sistema glutation) y tabaco:

De caracter prospectivo, se recolectaron 64 muestras de semen
de 64 hombres infértiles, las cuales se distribuyeron en 2 grupos para

determinar: por un lado la expresién enzimatica de ARNm de la glutation
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peroxidasa (n=35; [no fumadores: n=20/ fumadores: n=15]),
especificamente las isoformas GPx-1, GPx-4 y la glutatién reductasa
(GR) mediante extraccion de ARN vy transcripcion reversa semi-
cuantitativa fluorescente por reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR); y por otro lado, la actividad de dichas enzimas asi como también
la concentracion de glutation celular (GSH) (n=29; [no fumadores: n=14/
fumadores: n=15]) mediante espectrofotometria en reacciones

controladas.

5.2.6 Daflo oxidativo del ADN espermatico:

Se recolectaron prospectivamente 55 muestras de 55 hombres
infértiles. Se evalud la formacién de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG),
uno de los mayores productos oxidativos del ADN espermatico mediante
el test de Oxy-DNA en alicuotas de semen en fresco y procesadas por
swim-up. Posteriormente, las sefales se cuantificaron por citometria de
flujo. De manera similar a los estudios anteriores, se establecieron 2
grupos de acuerdo al consumo de cigarrillos: no fumadores (n=30) y

fumadores (n=25).

5.3 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

5.3.1 ANALISIS BASICO DE SEMEN:

- Recogida de |la muestra

Los pacientes reciben unas instrucciones simples y faciles de
comprender para la recogida de la muestra y su traslado al laboratorio.

La muestra de semen se obtiene por masturbacion y debe llegar
al laboratorio para su procesamiento lo antes posible, sin esperar a que
transcurran mas de 45-60 minutos desde su recoleccion hasta su

procesamiento.
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- Examen macroscopico

e Licuefacciony Viscosidad
Al ser recogida la muestra, ésta presenta un estado de
coagulacion, y necesita licuarse para proceder a su estudio. Una
muestra de semen se considera normal cuando se licua en
aproximadamente 20-30 minutos a temperatura ambiente tras su
recogida (no se debe evaluar la concentracién y movilidad de los
espermatozoides en la muestra hasta que este proceso no haya
finalizado).
Es muy importante no confundir licuefaccion con viscosidad. La
viscosidad hace referencia a la fluidez de toda la muestra, pudiendo ésta

ser normal aunque la licuefaccion sea incompleta.

e Aspecto

La muestra debe ser examinada inmediatamente después de la
licuefaccién, sin dejar que transcurra mas de una hora desde su
obtencion hasta su examen.

El aspecto del eyaculado se determina en funcion a su color,
opacidad/transparencia, y la presencia de cuerpos mucosos O
gelatinosos. El semen humano es normalmente un fluido homogéneo
opalescente-blanquecino-grisaceo. Si la muestra esta contaminada con
sangre (hematospermia) presenta un color rosaceo, siendo mas intenso
cuanto mayor sea la contaminacion con sangre. Una coloracion del
semen mas amarilla se puede relacionar con contaminacion de éste por

orina.

e Volumen
El volumen del eyaculado se mide, tras su licuefaccion, en un

tubo graduado que no contenga plasticos téxicos. Se debe utilizar un
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material estéril. Los valores normales estan entre 2-6 ml, cualquier
medida fuera de estos valores son considerados anormales: por debajo

(hipospermia) y por arriba (hiperespermia).

° pH
El pH de la muestra se mide normalmente con tiras de pH
(ColorpHast de Merck 6,5-10,0). El pH de la muestra de semen normal

esta en unrango de 7,2 a 8,2.

- Examen microscoépico

Durante el estudio microscopico inicial

de la muestra de semen se evalua la

concentraciéon, movilidad, aglutinacién vy A S
morfologia de los espermatozoides, asi como
la presencia de otros elementos celulares, como leucocitos o células
germinales inmaduras.

Aunque este estudio se puede hacer en un microscopio de luz
normal, nosotros hemos utilizado un microscopio con contraste de fase
para los andlisis de muestras sin tefir (recomendado por la OMS)

(Meseguer y cols. 2004).

e Preparacion de la muestra
Una gota de 10 ul de muestra bien mezclada y licuada se coloca
en una Camara Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel). Esto nos
da una preparacion con una profundidad ideal para realizar el analisis.
Este debe comenzar inmediatamente, tan pronto como la muestra se ha
estabilizado. La preparacién se examinara a un aumento de 20x para

analizar la movilidad y concentracion espermatica.
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e Movilidad

El primer aspecto a analizar en la preparacién es la movilidad de
los espermatozoides, la cual debe ser estudiada lo antes posible.

El ensayo de la movilidad se hace solamente de los
espermatozoides libres y nunca de los que estén agregados entre si, 0 a
otras células. Se lleva a cabo el recuento de los espermatozoides
moviles e inmdviles en varios campos seleccionados al azar y con un
objetivo de 20x en la Camara Makler. Se cuentan al menos 100
espermatozoides. Primero se deben contar los espermatozoides moviles
progresivos del campo o de un area determinada, y a continuacion se
observan los moviles no progresivos y los inméviles del mismo campo o
area.

Existen cuatro categorias de espermatozoides con respecto a la

movilidad que presenten (Fig 9):

A B. C. D.

8

«®» (@) &
«» Y )

Fig 9 A: Movil progresivo rapido C: Mévil no progresivo

=13

B: Movil progresivo lento D: Inmovil
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A= Mdviles progresivos rapidos: se desplazan de forma rectilinea
y rapida

B= Moviles progresivos lentos: se desplazan mas lentamente, de
forma rectilinea o en curvas.

C= Moviles no progresivos: se mueven pero no cambian de
posicidn, giran sobre su mismo eje.

D= Inmoviles: no se mueven.

El resultado de la movilidad se presenta como el porcentaje de
espermatozoides a, b, cy d.

Se hace necesario destacar que la valoracion de los
espermatozoides de tipo “A” es muy subjetiva ya que se incluye en este
grupo aquellos espermatozoides con una movilidad muy rapida y
totalmente rectilinea. La velocidad del espermatozoide incluido en este
grupo muchas veces escapa del ojo del analista; por lo tanto, en nuestra
rutina de laboratorio (por la cual se rigieron los analisis en el presente
trabajo) valoramos la movilidad “A+B”. Esta sumatoria termina siendo la
realmente importante en el estudio de la movilidad espermatica ya que

obedece a los espermatozoides progresivos en la muestra analizada.

e Aglutinacion
Se considera que hay aglutinacion cuando espermatozoides
moviles estan unidos entre si. No se considerara cuando los
espermatozoides estan inmoviles o unidos a células.
La busqueda de aglutinacion se hace con aumento de 10X,
observando al menos 10 campos. Si se observan grupos de
espermatozoides se deberan analizar a 40X, con el fin de discriminar

entre aglutinacion y agregacion.
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e Concentracion

La determinacion exacta de la concentracion de espermatozoides
(millones de espermatozoides por mililitro de semen) y de su cantidad
total en el eyaculado (millones de espermatozoides por eyaculado) es
muy importante, siendo estos parametros de vital importancia para
evaluar la calidad de un eyaculado.

Los valores normales deben estar por encima de 20 millones/ml. Si
el valor se encuentra por debajo, la muestra se clasifica segun el nimero
de espermatozoides de la siguiente manera:

- Oligozoospermia moderada: entre 10 y 20 millones/ml

- Oligozoopermia severa: entre 0,1 y 10 millones/ml

- Criptozoospermia: menos de 0,1 millones/ml

- Azoospermia: no existen espermatozoides en el eyaculado

El método mas exacto para determinar la concentracion
espermatica en el laboratorio es por medio de diluciones volumétricas y
hemocitometria. Para ello se diluye la muestra de semen 1 en 19 con un
diluente que en 1000 ml de agua destilada contiene 50g de NaHCO3, 10
ml de 36-40% de solucién de formaldehido y 0,25 gr de trypan blue. La
muestra diluida se mezcla enérgicamente y se colocan 10-20 ul en una
camara de Neubauer (Fig 10), donde una vez las células hayan
sedimentado, se realiza el recuento.

En el presente estudio, para determinar la concentraciéon
espermatica, se ha utilizado la Camara Makler (Sefi Medical Instruments,
Haifa, Israel) (Fig 10). Esta camara esta disenada especificamente para
el recuento de espermatozoides y sirve tanto para el estudio de la
movilidad como de la concentracidn en muestras mayores de 1 millon
espermatozoides/ml ya que se utiliza la muestra en fresco y sin diluir. En
aquellas muestras donde observamos 1 o ningun espermatozoide en la
camara Mackler, se procedié a utilizar la camara de Neubauer,

colocando en la misma una gota de semen sin diluir entre la camara y el
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cubreobijeto, y se contaron los espermatozoides que se encuentran en el
gran cuadrado central (con sus 25 cuadros pequefios) y se multiplicé por
10.000 (sin afadir el factor de dilucion porque se utiliza la muestra sin
diluir), asi, el resultado obtenido corresponderia a millones de
espermatozoides/ml de muestra. Sin embargo en este trabajo, las
muestras que presentaron esta caracteristica (< 1 millén
espermatozoides/ml) fueron excluidas para nuestros estudios (explicado

en el apartado: “criterios de inclusién”).

Fig 10: Camara Mackler (izquierda). CAmara Neubauer (derecha)

e Morfologia

El estudio de Ilas caracteristicas morfolégicas de los
espermatozoides es tan importante para completar la evaluacion de una
muestra de semen como el analisis de su movilidad y concentracion.

La morfologia espermatica se estudia en extensiones tefiidas. La
tincion de Papanicolaou es el método recomendado por la OMS, el cual
permite la tincion de las regiones acrosdmicas y post-acrosdomicas de la
cabeza, la gota citoplasmatica, la pieza media y la cola. En algunos
laboratorios se utilizan otros métodos de tincién rapida como el Diff-
Quick (Dade Diagnosis, Miami EE.UU) o la tincion de Hemacolor

(Merck), esta ultima utilizada en este estudio. Protocolo:
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Se prepara una extension con 5ul de semen y se deja secar;

seguidamente se pasa durante 5 segundos por cada uno de los tres

reactivos de la tincién:
a) Solucion fijadora: metanol
b) Solucion de eosina

¢) Solucién de Thiazina

Se lava por ultimo en agua destilada para quitar los restos de
colorante y se deja secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se
observa con objetivo de 100X para proceder a la clasificacion de los
espermatozoides segun el criterio estricto de Kruger. Se cuentan 100
espermatozoides y el valor se expresa en porcentajes, evaluando los
espermatozoides normales, espermatozoides con anomalias de cabeza,
pieza media y cola (Fig 11). Segun Kruger, una muestra se considera

teratozoospérmica cuando posee mas del 14% de formas anormales.

Mortologia Espermatica

Normal Anormal

Fig 11: Representacion de la morfologia espermatica normal y anormal
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5.4 RECUPERACION ESPERMATICA

Mediante la recuperacion espermatica (6 capacitacion), se
elimina el plasma seminal del eyaculado y se seleccionan los
espermatozoides con mejor movilidad. Son muchas las técnicas
empleadas a tal efecto basadas en las mas diversas hipétesis de
conducta de los espermatozoides frente a ellas (Meseguer y cols. 2003).
La utilizada mas frecuentemente y por tanto en este estudio, es la

técnica de swim-up.

5.4.1 Técnica de “SWIM-UP”

Esta técnica se basa en la capacidad que tienen Ilos

espermatozoides con movilidad progresiva de avanzar en un medio de
cultivo adecuado, también denominado “capacitacién espermatica”. El
protocolo a seguir es el siguiente (Fig 12):

Se coloca el eyaculado en un tubo Falcon ® (Becton Dickinson,
USA) de 13 ml y se afiade medio HTF/HSA 5% (IVI Barcelona) (37°C,
5% CO,) en proporcion 1:2 6 1:3; se centrifuga 10 minutos a 600g y se
decanta con cuidado. Una vez decantado, se le afade al pellet o
sedimento (de aqui en adelante se seguira utilizando la palabra “pellet”
para referirmos al sedimento espermatico) entre 0,5-1 ml de medio,
dejandolo resbalar cuidadosamente por las paredes.

Seguidamente se coloca el tubo en el incubador con 45° de
inclinacion durante 45 minutos a 37°C; alli los espermatozoides moviles
migran desde el pellet hacia el medio de cultivo. Por ultimo, pasado ese
tiempo, se aspira cuidadosamente el sobrenadante que contiene los

espermatozoides mdviles que han ascendido.
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Fig 12: Procedimiento de capacitacion espermatica mediante la
tecnica de swim-up

5.5 HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH):

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) se ha utilizado
ampliamente en los ultimos afios en el campo de la citogenética
molecular, para el estudio tanto de metafases como de nucleos
interfasicos. Esta técnica utiliza sondas de ADN marcadas con
moléculas fluorescentes que se unen especificamente a secuencias de
acidos nucléicos de un cromosoma (Fig 13). De este modo, se pueden
enumerar las copias de un determinado cromosoma presente en el

nucleo de una célula.
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Marcaje
con sonda
fluorescent

SN

Fig 13: Hibridacion In Situ Fluorescente

5.5.1 FISH de espermatozoides:

El FISH de espermatozoides consiste en marcar cromosomas
especificos en el nucleo de los espermatozoides en estadio de interfase
previamente fijados y extendidos en una lamina portaobjetos y
posteriormente descondensados y desnaturalizados, para poder
determinar si presentan o no una dotacién cromosdmica correcta. La
valoracién de las sefiales de hibridacion se realiza bajo microscopio de
fluorescencia utilizando criterios estrictos. Se evalua la incidencia de
espermatozoides haploides, diploides y disomicos en cada una de las
muestras. En la actualidad se ha introducido como una prueba

diagnéstica mas en el estudio de la infertilidad en el varén.
- Fijacién de las muestras de eyaculado (Fig 14):

Se deposita la muestra en un tubo cénico y se lava con 5 ml de

medio de cultivo para espermatozoides (HTF/HSA) por cada 2 ml de
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muestra y se centrifuga 10 minutos a 600g. Seguidamente, se descarta
el sobrenadante y se resuspende el pellet con la solucion de fijacion
compuesta por metanol y acido acético glacial (Carnoy) en proporcion
3:1, anadiéndolo gota a gota lentamente y agitando con un agitador
vortex para evitar la formacion de grumos, hasta un volumen final de 3-4
ml de solucién de fijacion y se procede a centrifugar por 5 minutos a
600g. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet con el fijador del
mismo modo que antes y volver a centrifugar por 5 minutos a 600g.
Nuevamente se descarta el sobrenadante y se afiade gota a gota el
fijador hasta conseguir una solucién semitransparente.

Extender los espermatozoides en portaobjetos previamente
desengrasados, dejando caer una gota de la dilucién en el centro del
portaobjetos desde una altura de 20-25 cm. Almacenar los portaobjetos

a -20°C hasta la hibridacion.

Glacial

Fig 14: Protocolo de fijacion de espermatozoides
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- Hibridacion con sondas de ADN fluorescentes

Es importante mencionar que el reducido tamafo de la cabeza de
los espermatozoides y la compactacion de la cromatina del nucleo por la
formacion de puentes disulfuro entre protaminas, limita el acceso de las
sondas de ADN a su secuencia diana. Por ello, muchos protocolos de
FISH de espermatozoides incluyen un tratamiento previo de
descondensacion del nucleo con agentes reductores de puentes
disulfuro (Vidal y cols. 1993, Wyrobek y cols. 1990).

e Protocolo de hibridacién (Fig 15):

Se marca con un lapiz de diamante un area de aproximadamente
15x15 mm que recoja el centro de la gota donde tenemos extendidos los
espermatozoides en el portaobjetos; luego se realiza un lavado de 5
minutos en 2xSSC (Citrato Sddico Salino (SSC, solucién 20X, Sigma) a
temperatura ambiente, para posteriormente deshidratar las muestras en
una serie creciente de alcoholes (etanol 70%, 90%, 100%) (Merck,
Darmstadt, Alemania), durante 2 minutos en cada alcohol, y se dejan

secar. El protocolo consta de los siguientes procesos:

a) Descondensacion:

Se incuban las muestras durante 5-12 minutos (dependiendo de
los cromosomas a estudiar y la sonda a utilizar) a 37°C en una cubeta
coplin con DTT (Ditiotreitol 5 mM, Roche Farma, S.A) atemperado
previamente en estufa a 37°C durante 30’. A continuacion, se realiza un
lavado de 5 minutos en 2xSSC a temperatura ambiente, para luego
deshidratar las muestras en una serie creciente de alcoholes (etanol
70%, 90%, 100%), durante 2 minutos en cada alcohol, y se dejan secar

a temperatura ambiente.
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b) Desnaturalizacion:

Se inncuban las muestras durante 5 minutos a 73 £ 1°C en
Formamida al 70% (Roche Farma, S.A) atemperada previamente en un
bafio de agua a 73 £ 1°C durante 30 minutos, para luego deshidratarlas
en una serie creciente de alcoholes (etanol 70%, 85%, 100%), durante 1

minuto en cada alcohol, y se dejan secar a temperatura ambiente.

¢) Hibridacion:

Se aplican 5 yl de la sonda en un cubreobjetos de 15x15 mm,
posteriormente se depositan en el portaobjetos sobre el area que se
marcé con el lapiz de diamante al inicio del procedimiento, en donde se
encuentran los espermatozoides extendidos y fijados. Para finalizar, se
sella con cola. Sondas a utilizar: 13, 18, 21, X e Y (Vysis Inc., USA).
Seguidamente se dejan incubando las muestras en un Hybrite (Vysis
Inc., USA).

d) Deteccidn:

Se elimina la cola y se retira el cubreobjetos deslizandolo
suavemente. Posteriormente, se lavan las muestras 1 minuto y medio en
0,4x SSC (previamente atemperado en un bafio térmico a 73 £ 1°C
durante al menos 30 minutos) y luego 30 segundos en 2xSSC/NP-40
(Nonidet P-40, Vysis Inc., USA) a temperatura ambiente. Se dejan secar
y se aplican 5 pl de una contratincion de DAPI Il (Vysis Inc., USA);
colocar un cubreobjetos, sellar con esmalte de ufias y mirar al

microscopio de fluorescencia.
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e Interpretacién de las sefiales de hibridacion:

La visualizacion de las sefiales se realiza con un microscopio de
fluorescencia equipado con filtros adecuados para los haptenos
utilizados. Debido a la baja tasa de anomalias cromosdmicas que suelen
presentar los espermatozoides para un determinado cromosoma, se
analiza un numero elevado de espermatozoides por paciente (minimo de
2000) y un numero aun mas elevado en el caso de pacientes control
(minimo 10000). Cada uno de los espermatozoides analizados se evallua
como (Fig. 16ay 16b):

- Haploide normal: si presenta una sefial Unica para cada

cromosoma analizado.
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- Disdémico: si presenta dos senales para un cromosoma concreto
y una sefial unica para el resto de cromosomas analizados.
- Diploide: si presenta dos senales para cada uno de los

cromosomas analizados.

r-
Dis 18
Disomfa de M
Cromosoma 18 ™ ' 18

Haploide NORMAL unido al Cr. X
Haploide NORMAL unido al Cr. Y

Fig 16 a.: Interpretacion de senales para los cromosomas X, Y, 18

Cr.= Cromosoma * Cr.18
Dis.= Disomia #Cr.X
Dipl.= Diploidia Cr.Y
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Disomia del <
Cr.13
2 :
Z Disomia del <
2 Cr.21
%
&
Diploide <

Fig 16 b : Interpretacién de sefiales para los cromosomas 13 y 21

Cr.= Cromosoma #Cr 13
Cr.21

La ausencia de sefal para un cromosoma puede ser debida a
una nulisomia o a un fallo de hibridacién. Por la dificultad para
diferenciar entre ambas posibilidades, se considera la incidencia de
nulisomias como la misma que de disomias (Egozcue y cols. 1997).

La evaluacién de los espermatozoides se realiza siguiendo los
criterios estrictos descritos por Blanco y cols. (1996), con el fin de reducir
el margen de error y hacer reproducible la técnica por diferentes
observadores. Estos criterios se resumen en tres (Fig 17 y 18):

- Evaluar espermatozoides con contorno definido y no
superpuestos con otros.
- Evaluar senales de hibridacion localizadas claramente en el

interior del nucleo.
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- En casos de disomia y diploidia ambas sefiales deben tener la
misma intensidad y estar separadas entre si por una distancia
minima equivalente al diametro de cada sefal.

Los resultados obtenidos tras el estudio de FISH de
espermatozoides se comparan con los valores de referencia de
muestras obtenidas de una poblacién control de donantes fértiles
normozoospérmicos. La tasa total de espermatozoides anormales en
una muestra se calcula como la suma de la tasa de espermatozoides
aneuploides (disdmicos y nulisémicos) para los 23 cromosomas y la tasa
de espermatozoides diploides.

A nivel clinico, consideramos que un resultado de FISH es
anormal cuando se observa un incremento estadisticamente significativo
de anomalias para los cromosomas analizados al compararlos con los

de la poblacion control.

Haploide «+—
Normal X

Disomia XY

*
L]

/

/

/
»Haploide — —
Normal Y rlioriclzicion

SXVAB!

Fig 17: Evaluacién de la hibridacion para los cromosomas X, Y y 18 bajo

microscopio de fluorescencia.
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Haploide r;BrmaI
=zl

Fol

— Diploide
1313,2121

Fig 18: Evaluacién de la hibridacion para los cromosomas 13 y 21 bajo

microscopio de fluorescencia.

5.6 DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL (DGP):

Esta técnica pretende comprobar que la dotacion cromosdmica de
los embriones es normal y no se han producido aberraciones
cromosomicas durante su desarrollo como se han descrito en un elevado
porcentaje en la poblacion embrionaria de los ciclos de reproduccion
asistida (Rubio y cols. 2003). EI DGP se presenta como una forma muy
precoz de diagndstico. La biopsia embrionaria, se realiza en el tercer dia
de desarrollo, a continuacion se analizan las células obtenidas y el
resultado del estudio genético se obtiene en un plazo maximo de 48
horas, para luego hacer la transferencia en el dia 5 de desarrollo
embrionario.

En los embriones se pueden presentar las siguientes anomalias:
alteraciones gendmicas (triplodia, haploidia), anomalias numéricas de

cromosomas individuales (trisomias, monosomias), anomalias
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cromosémicas estructurales, mutaciones puntuales que afectan a la
funcién de determinados genes.

En principio, los estudios de citogenética clasica mediante el
analisis de cromosomas metafasicos, nos permitirian detectar una parte
importante de estas alteraciones (excepto las alteraciones estructurales
que comprendan pequefias regiones de la secuencia de ADN vy las
mutaciones puntuales). Esta técnica utiliza sondas de ADN marcadas
con moléculas fluorescentes que se unen especificamente a secuencias
de acidos nucleicos de un cromosoma.

En primer lugar, la pareja debe someterse a un tratamiento de FIV,
en el que se realiza una estimulacién ovarica y se recuperan los ovocitos
mediante una puncién transvaginal guiada con ecografia. Los ovocitos
pueden ser inseminados (FIV convencional), aunque con mayor
frecuencia se realiza microinyeccion intracitoplasmatica (ICSl), ya que
facilita los pasos posteriores de biopsia embrionaria y garantiza una tasa
de fecundacién elevada. A las 18-20 horas se valora la presencia de
fecundacion y los embriones se mantienen en cultivo hasta el momento

de la biopsia (72 horas después de la aspiracion).

5.6.1 Biopsia embrionaria

La Dbiopsia se realiza bajo
microscopio invertido (Diaphot 300, Nikon,
Japdn), utilizando el objetivo de 40X con

oOptica de Hoffmann, 2 micropipetas

adaptadas al micromanipulador (la pipeta de
sujecion y la pipeta de aspiracion del blastémero) y un sistema laser
(OCTAX Laser Shot™ system) para realizar un orificio en la zona
pelucida (ZP) del embrién. Tras la realizacion del orifico en la ZP se
aspiran uno o dos blastdmeros y se liberan junto al embrién. Concluida

la biopsia, se retiran los embriones de la placa de biopsia y se colocan
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de nuevo en la placa de cocultivo, mientras que los blastomeros
extraidos permanecen en sus microgotas, en la placa de biopsia, hasta

el momento de la fijacion.

5.6.2 Fijacion de blastdbmeros

Una vez se ha extraido el blastémero, se procede a la fijacién de
su nucleo, de modo que se eliminan los restos de citoplasma por
completo y se mantiene la integridad y morfologia del nacleo. La fijacion
es un paso decisivo en todo el proceso, ya que la calidad de las
extensiones va a condicionar el acceso de las sondas al nucleo y de ello
dependera la eficiencia de hibridacion. Existen diferentes métodos de
fijacion, tomados de la citogenética clasica, el mas utilizado es el de
Tarkowski en el que se extiende y se fija el nlucleo con una solucién de

Carnoy.

5.6.3 FISH de blastbmeros

Los nucleos fijados en los portaobjetos se deshidratan mediante
la incubaciéon en una serie creciente de alcoholes (Etanol 70, 85 y
100%). Se realiza la hibridacién de los cromosomas 13, 16, 18, 21, 22, X
e Y (Vysis Inc., Downers Grove, Il) colocando un cubreobjetos con las
sondas de ADN sobre los nucleos de los blastémeros fijados.
Posteriormente se realiza una desnaturalizacion conjunta del ADN del
nucleo y de la sonda mediante curvas de temperatura en Hybrite (Vysis
Inc., USA). Después de los lavados post-hibridacién, la valoracion (Fig
19 a, b y c) se realiza también con microscopio de fluorescencia
(OLYMPUS Provis AX-70) equipado con los filtros adecuados (filtros
individuales especificos para: FITC, Texas-Red, Gold, Aqua-Blue, Blue,
Triple filtro DAPI/Texas-Red/FITC). Se determina la incidencia de
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nulisomias, monosomias, trisomias y tetrasomias asi como ploidia de

los nucleos analizados.

Blastémera normal para
los cromosomas
,16,10,21,22

Fig 19a: Cada color representa un cromosoma
(indicado en la leyenda de la figura con el color respectivo)

Blastémera normal de sexo
femenino XX,

Blastémera normal de sexo
masculino XY,

Fig 19b Fig 19c
Cada color representa un cromosoma

(indicado en la leyenda de la figura con el color respectivo)
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5.7 FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO. PRUEBA DE
DISPERSION DE LA CROMATINA (SCD)

El SCD (Halosperm® kit, INDAS laboratories, Espafia) es una
prueba desarrollada recientemente, descrita por Fernandez y cols.,
(2003), basada en el hecho que en espermatozoides con las cadenas de
ADN intactas se produce una descompactacion de los bucles de ADN,
empaquetados en la matriz nuclear tras haber sido expuesto a un
tratamiento acido, seguido a un tratamiento con agentes reductores vy
detergentes. Esta descompactacién produce un halo alrededor de la
matriz nuclear que se puede visualizar por microscopia de campo claro
usando tinciones habituales como el Diff-Quick. Por el contrario, si una
de las cadenas de ADN esta dafada, no se produce halo, observandose
nucleos condensados.

Para el analisis de las muestras se realizé el estudio macro y
microscopico del semen segun lo descrito anteriormente. Todas las
muestras fueron procesadas por swim-up. Posteriormente, el
sobrenadante (0,1-0,5ml) fue separado en otro tubo. Luego, para la
determinacion de la fragmentacion del ADN, se tomaron alicuotas (entre
10 y 100 pl) con concentraciones entre 5-10 millones de
espermatozoides/ml de cada muestra de semen en las alicuotas antes y
después del swim-up.

El kit de SCD viene provisto de tubos Eppendorf con agarosa de
bajo punto de fusion al 1%, cada uno para procesar una muestra. Estos
tubos son colocados en un bafo de agua a 90-100°C por 5 min para
fundir la agarosa y luego en un bano con agua a 37°C; posteriormente
60 ul de las muestras de semen (antes y después de swim-up) se
afiaden cada una a un tubo Eppendorf y se mezclan con la agarosa
fundida. Alicuotas de 50ul de la mezcla se pipetean en un portaobjetos
preincubado con agarosa Standard al 0,65% y secados a 80°C, se

cubren con un cubreobjetos (24 x 60mm), y se dejan solidificar a 4 °C

72



Materiales y métodos

por 5 min, para permitir a la agarosa producir un microgel con las células
espermaticas incrustadas en ella. Luego los cubreobjetos fueron
cuidadosamente separados y los portaobjetos  sumergidos
inmediatamente en una cubeta horizontalmente con una solucion
desnaturalizante de acidos nucleicos (0,08N HCI) durante 7 min a 22°C
en oscuridad para generar ADN monocatenario de las zonas de ADN
roto. La desnaturalizacién se detiene y las proteinas son eliminadas al
transferir los portas a una cubeta con solucion neutralizante y lisante 1
(0,4M Tris; 0,8M DTT; 1% SDS; 50mM EDTA; pH7,5) durante 10 min a
temperatura ambiente, seguido por una incubacidn en solucion
neutralizante y lisante 2 (0,4M Tris; 2M NaCl; 1% SDS; pH 7,5) durante 5
minutos a temperatura ambiente.

Los portas son lavados a continuacion en TBE buffer (0,09M Tris-
borato; 0,002M EDTA; pH 7,5) durante 2 min., y deshidratados
secuencialmente con bafios de etanol 70, 90 y 100% (2 min. cada uno) y
secados al aire. El nucleo espermatico se tifie con Diff-Quick (Baxter
Healthcare Corporation, Inc., McGaw, IL) y se cuentan los nucleos no
dispersos o dispersos (ADN fragmentado) por microscopia de campo

claro hasta un total de 1000 espermatozoide por lamina.

Se han establecido 5 tipos de patrones de SCD (Fernandez y
cols. 2003) (Figura 20):

a) Células espermaticas de halo grande (CHG): su anchura es

similar o mas grande que el diametro menor del nucleoide.

b) Células espermaticas de halo mediano (CHM): su halo esta

entre aquellos con halo grande y halo muy pequefio.
Células espermaticas sanas (CS): este subgrupo incluye las CHG

y CHM, es decir, aquellas sin fragmentacién de ADN.
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c) Células espermaticas de halo muy pequeio (CHP): su espesor

es similar o mas pequefio que la tercera parte (1/3) del diametro menor
del nucleoide.

d) Células espermaticas sin halo (CSH)

e) Células espermaticas degradadas (CD): son similares al grupo

“d”, pero ademas estan débilmente o irregularmente tenidas. Las células
espermaticas de halo pequeno, sin halo y degradadas contienen ADN
fragmentado. Finalmente los nucleoides que no corresponden a células

espermaticas son separados del recuento.

Fig 20: Patrones de dispersion de la cromatina en los
espermatozoides (Test SCD)

CHG: Ceélula de halo grande CHP: Célula de halo pequeiio

CHM: Célula de halo mediano CSH: Célula sin halo
CD: Célula degradada
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5.8 SISTEMA ANTIOXIDANTE Y ESTRES OXIDATIVO:

Para los analisis de ARNm (n=35), 20 de los pacientes fueron no
fumadores y 15 fumadores. Se procedié de igual forma con los andlisis
de actividad enzimatica y GSH celular (n=29), en los cuales resultaron
14 pacientes no fumadores y 15 fumadores.

Luego de la licuefaccion del semen a 37°C y 5% CO; durante 10
minutos, se evaluaron la concentracion y movilidad en una camara
Makler; asi como la morfologia por el criterio estricto de Tygerberg
(Menkveld R, Kruger TF. Morfologia espermatica. En: Remohi J, Pellicer
A, Simon C, Navarro J. Reproduccién humana. 2d ed. McGraw Hill:
Madrid, 2002.). Seguidamente, el numero total de espermatozoides
recolectados para los experimentos fue estandarizado a 50 millones para
proveer suficientes espermatozoides para todos los experimentos
mediante su centrifugacion por 10 minutos a 400 X g v la eliminacion del
sobrenadante. Estas muestras fueron tratadas de distinta manera de
acuerdo al analisis a realizar: cuantificacion de proteinas y actividad o
expresion enzimatica. Mediante tincion de una extension de cada
muestra con Panodptico Rapido (QCA Barcelona-Espafia), las muestras
con leucocitospermia fueron excluidas de este estudio, ya que los
niveles elevados de leucocitos (>1 mill/ml) son una fuente importante de
ROS (sensibilidad de la prueba: <10.000 leucocitos/ml). Para confirmar
lo anterior, se realizé una amplificacién del antigeno leucocito-especifico
CD-45 (Meseguer y cols. 2004).

5.8.1 Extraccion de ARN mensajero vy retrotranscripcion (RT)-

PCR:

La extraccion del ARN se realiz6 del total de células
espermaticas (Fig 21), usando como reactivo el Trizol (TelTest.
Friendswood.TX). La cantidad total de ARN fue cuantificada mediante

espectrofotometria en un espectrofotémetro BioRad (Durviz. Valencia-
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Espafia). Posteriormente se realizé la transcripciéon reversa del ARN
mediante el kit Advantage RT-for-PCR (Clontech, Palo Alto. CA); el
procedimiento se describe a continuacion: tras el Trizol se afiadié 0,2
volumenes de cloroformo por cada volumen de Trizol. Se agitd
vigorosamente durante 15 segundos. Tras una centrifugacion a 13.000
rpm durante 25 min y a 4°C se transfirié la fase acuosa a otro tubo y se
le anadieron 0,5 volumenes de isopropanol por cada volumen de Trizol
utilizado en el paso previo. Se dejo precipitar a -20°C durante toda la
noche y tras otra centrifugacion a 13.000 rpm durante 25 min a 4°C se
lavé el precipitado con etanol al 70% (v/v) en agua tratada con dietil
pirocarbonato (agua-DEPC). Se volvié a centrifugar por ultima vez en las
mismas condiciones y se resuspendié en 15 pyL de agua-DEPC.
Terminada la fase de extraccion de ARN espermatico, se procedio a la
cuantificacion en un SmartSpec 3000 spectrophotometer (Biorad,

Barcelona, Espafia).

Cebador aleatorio
ARN
(L Cadena ARN
|||1||||||||®"
ADNe
I .
ARN

L] Actividad ARNasa

Fig 21: Extraccion del ARN y Transcriptasa Reversa
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Para evitar pérdidas de material genético se procedié a retro-
transcribir el ARN a ADN complementario (ADNc). Para ello, se tomo 1
pug de ARN vy se utilizo el kit Advantage RT-for-PCR (Clontech, Palo Alto,
CA, EEUU). A cada muestra se le anadié 1 yL de oligo-18-dT y agua-
DEPC hasta un volumen final de 13,5 uL y se calenté a 70 °C durante 2
min para desnaturalizar las cadenas de ARN y evitar la estructura
secundaria de las mismas. Después de esos 2 min se anadié a cada
tubo 6,5 uL de la mezcla de reaccion que contenia: 4 uL de tampdn de
reaccion 5X, 1 uL de dNTP mix (mezcla de nucleétidos) (10 mM cada
uno), 0,5 uL de inhibidor recombinante de ARNasa, 1 pL de la
transcriptasa reversa MMLV (Moloney-Murine Leukemia Virus).
Completados los 20 pyL de volumen final se procedio a llevar a cabo la
reaccion de retro-transcripcion. Las muestras se incubaron durante
1hora a 42 °C y al final 5 min a 94 °C para detener la reaccién y destruir
la actividad ADNasa. El producto fue diluido hasta un volumen final de
100 pL con agua-DEPC y almacenado a 4 °C hasta su analisis por PCR
como describen Meseguer y cols. (Meseguer y cols. 2004).

Las secuencia de cebadores de ARNm de GPx-1, GPx-4 y GR
detectadas en células espermaticas fueron encontradas en articulos
previos (Meseguer y cols. 2004) y adquiridos en Genotek (Barcelona-
Espana). Las secuencias para la GPx-4 humana fueron obtenidas del
“Gen Bank” (National Center for Biotechnology Information, en web) y
disefiadas usando el software “Gene Fisher” (Tabla 1). Todos los
cebadores fueron disenados a fin de hibridar en los limites entre dos

exones, evitando asi la amplificacion del ADN espermatico.
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Gen Cebador directo (Sense) Cebador inverso (Antisense)
GPx-1 CCACCAGGAACTTCTCAAAG TGGCTTCTTGGACAATTGGC

GR  TTGATAGATGGCATTCAGGCG TCCTATGACTACCTGGTGATC
GPx-4  GGCTTCGTGTGCATCGTCA  TGGATCTTCATCCACTTCCACA

Tabla I: secuencias de cebadores utilizados

Antes de realizar los experimentos de ¢f-PCR (PCR
semicuantitativa fluorescente), se probaron todos los cebadores por PCR
no-fluorescente en un Termociclador Eppendorf (Eppendorf. Hamburgo,
Alemania), y el producto se corrid en un gel de agarosa al 2% y fue
tefiido con bromuro de etidio para detectar la amplificacion y tamano
adecuado del producto.

Todos los resultados de gf-PCR fueron normalizados mediante el
analisis de la expresion del la B-globina. El tamafo del producto de la
PCR de la B-globina fue 200 pares de bases (bp) y los cebadores
usados fueron los provistos por el kit de gf-PCR empleado, el cual se
describe a continuacion. (Dubrovskaya y Wetterhahn. 1998, Romero y
cols. 1999).

5.8.2 PCR semi-cuantitativa fluorescente (qf-PCR):

Las cuantificaciones de ARNm se llevaron a cabo mediante qf-
PCR con el kit LightCycler-Fast-Start DNA Master SYBR Green | (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania) (Fig 22) en 2 pl del total de ADN
complementario (ADNc), segun las instrucciones del fabricante y
llevadas a cabo en Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania). Las PCR fueron realizadas para cuantificar GPx-1, GPx-4 y
GR. Las reacciones fueron conformadas sobre 2 uyL de ADNCc total a los
que se les afadié 18 yL de una mezcla de reaccion compuesta de 2 yL

de MgCl,, 2 uL del Mix con el SYBR green que provee la casa comercial,
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2 uL de los oligonucledtidos iniciadores de la reaccion y 12 yL de agua
milliQ. Para la reaccién en si, se empled el siguiente programa: 94 °C
por 5 min, y posteriormente 45 ciclos de: 94 °C: 8 seg, 58 °C: 10 seg, 72
°C: 10 seg, para terminar una progresiva desnaturalizacion y comprobar
la existencia de un solo amplificado. Se incluyé una curva de calibracion
en cada experimento y consistia en cinco diluciones seriadas (1/10) de la
muestra de espermatozoides con mayor concentracion de mRNA de

GPx-1, GPx-4 y GR para poder interpolar los resultados.

LightCycler

3’ Fluordforo donador

s Oligo 2

5 Fluaroforo aceptar - -
% N Transferencia de energia
e Fosfato =
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1R L I %

ADN

Cebador Antisense

En cada ciclo se midi6 la fluorescencia verde y los resultados
fueron analizados teniendo en cuenta la curva de amplificacion y los
puntos de inicio, con la asistencia del programa Roche Molecular
Biochemicals LightCycler Software (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania) (Fig 23). La deteccién de ambos transcritos se hizo en la zona

lineal de la gréafica. Los datos se representan como valores relativos y
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normalizados con el correspondiente valor del gen (- globina. La
especificidad de la amplificacién se confirmé mediante el analisis de las

curvas de fusion.
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g 23: Curvas de medicién de fluorescencia/fluorescencia seglin niimero de ciclos

5.8.3 Mediciones de actividad enzimética:

Las muestras de semen destinadas a los experimentos de total
de proteinas fueron lisadas y las fracciones de proteinas se extrajeron
usando 350 ul de tampdn de lisis (20% acido perclérico en 1mM EDTA).
Las suspensiones fueron centrifugadas nuevamente y los sobrenadantes
se almacenaron a -20 °C hasta el momento de realizar las
determinaciones de proteinas y enzimas. Todos los resultados de
actividad enzimatica fueron normalizados con la cantidad total de
proteina. Dichas determinaciones se realizaron segun el método de
Bradford (Bio-Rad, Durviz, Valencia, Espana).

La actividad GR (Unidades Internacionales-Ul) se define como la
cantidad de enzima que cataliza la reduccion de 1 pmol de glutation
oxidado (GSSG) por minuto a un pH de 7,6 y 25 °C. Esta actividad fue

medida para determinar la reduccion de GSSG indirectamente a través
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de la medicién del consumo de Nicotinamida-Adenina Dinucleotido
Fosfato (NADPH) con la disminucién de la absorbancia a 340 nm como
una funcion de tiempo con el Bioxytech GR-340 Spectrophotometric
Assay (OxisResearch, Portland, OR).

Las actividades de GPx-1 y GPx-4 (unidades/mg de proteina) se
definieron como la cantidad de enzima que cataliza la oxidacion de 1
pmol de GSH por minuto a un pH de 7 y 37 °C. Las actividades GPx-1y
GPx-4 se midieron nuevamente de forma indirecta por
espectrofotometria, calculando el consumo de NADPH debido a la
adiciéon de GR, por la disminucién de la absorbancia a 340 nm como una
funcién de tiempo cuando la GPx primero transforma GSH a GSSG y por
la reduccién de hidréxido de cumene (Sigma), el cual actia como
donante de electrones de GPx-1 (Meseguer y cols. 2004). El
hidroperdxido de fosfatidilcolina se utilizd6 como sustrato especifico para
la GPx-4. Lentamente, se afadieron 10 uyl de muestra a 590 ul de la
solucion 1 (EDTA 1 mM, acido sodico y tampdn de fosfato potasico 0,1
M, pH 7; Sigma, St. Louis, MI). Luego, se afadieron 100 pl de 2,4
unidades/ml de GR diluido previamente en el tampoén y 100 yl de GSH
10 mM, y la solucién fue incubada a 37 °C por 5 minutos. Posteriormente
100 pl de una solucién de 1,5 mM de NADPH disuelta en NaHCO; 0,1%
y la oxidacion del NADPH independiente de hidroperéxido se monitorizé
durante 3 minutos. Finalmente, se afadieron a la reacciéon 100 pl de 1,5
mM de hidroperdxido de cumene (Sigma) o de 40 uM de hidroperdxido
de fosfatidilcolina (gentiimente proporcionado por la Dra. Matilde
Maiorino, Universidad de Padova, Italia) y se registré la disminucion de

la absorbancia a 340 nm.

5.8.4 Contenido de GSH:

Para medir la concentracion de GSH se llevd a cabo un

procedimiento similar, creando una reaccion bioquimica. El medio acido
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en el que estaban resuspendidas las muestras fue basificado afiadiendo
volumenes conocidos de K,HPO, al 40%, y luego se centrifugd a 12.000
g durante 5 min. para precipitar el perclorato de potasio.

Alicuotas de 930 pl de la solucién 1, seguidas de 10 pl de la
solucion 2 (0,02 gr de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), Sigma, en 10
ml de etanol) y 50 ul de la muestra a estudiar se afadieron inicialmente
a una cubeta antes de su introduccién en el espectrofotémetro. La
reaccion se inicié al anadir 20 pl de la soluciéon 3 (500 Ul/ml de GSH-S
transferasa, Sigma, en tampon fosfato 0,1 M; pH 7,0) y se monitorizé el
aumento de la absorbancia a 340 nm hasta que alcanzé el plateau
(cuando reacciondé todo el GSH). Los calculos se hicieron considerando
el volumen de la muestra, trayectoria de la longitud de onda, factores de
dilucion correspondientes, disminuciones de absorbancia y coeficiente

de extincion molar.

5.8.5 Determinacién de dafo oxidativo del ADN espermatico:

De cada una de las muestras (n=55), 30 procedentes de
hombres no fumadores y 25 de fumadores, se reservaron alicuotas de
semen fresco y el resto fue capacitado por el procedimiento de swim-up
diluyendo 1:1 (vol:vol) con Sperm Medium (MediCult, Jyllinge,
Dinamarca) para obtener otra alicuota de semen capacitado de cada
muestra. El total de espermatozoides recolectados para los
experimentos fue de 2-10 millones por alicuota para proveer suficientes
espermatozoides a ser procesados por citometria de flujo.

Se realizaron tinciones con Panéptico Rapido (QCA, Barcelona,
Espafia) de cada muestra de semen, para determinar si presentaban
niveles elevados (>1 millon/ml) de leucocitos (una conocida y relevante
fuente de ROS). Las muestras que presentaban leucocitospermia fueron

excluidas de este estudio. La sensibilidad de esta prueba es de <10.000
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leucocitos/ml. Para confirmar lo anterior, se realizé6 una amplificacion del

antigeno leucocito-especifico CD-45 (Meseguer y cols. 2004).

5.8.6 Medicidon de la 8-oxoguanina por citometria de flujo:

La prueba OxyDNA (OxyDNA assay kit, Calbiochem, Barcelona,
Espana) estd basada en la unién directa de una sonda fluorescente a
porciones de 8-oxoguanina (un marcador sensible de dafio al ADN
causado por los radicales libres) en el ADN de células fijadas para la
deteccién de dano oxidativo del ADN in vitro. La fluorescencia fue
cuantificada usando citometria de flujo (esta prueba es realizada y
observada directamente en células). En cada una de las muestras a
estudiar, tanto del semen en fresco como en el capacitado, las células
espermaticas fueron lavadas 2 veces en PBS, luego fijadas vy
permeabilizadas con etanol al 70% mantenido previamente a -20 °C. Las
células en suspension fueron almacenadas hasta 2 semanas a -20 °C.
Posteriormente las mismas fueron centrifugadas a 230 g por 5 min., se
descartdé el sobrenadante y se lavo 2 veces en PBS. Luego, fueron
resuspendidas en 3 ml de Solucion de Lavado (Tampon Tris-
Salino/TWEEN® 20 Detergente (TBST), contiene Timerosal),
centrifugadas a 230 g durante 5 min., descartando nuevamente el
sobrenadante y bloqueando los sitios de unién no-especificos con 50 pl
de Solucién de Bloqueo (provisto por el kit y preparado al momento de
su adicién) durante 1 hora a 37 °C. Seguidamente se afiadieron 3 ml de
Solucién de Lavado, se repitieron 2 lavados mas, descartando el
sobrenadante con mucho cuidado y el pellet obtenido se incubé durante
toda la noche con 100 pul del anticuerpo monoclonal conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) a 4 °C. Luego, las muestras se
lavaron 2 veces (Solucion de Lavado) y las células fueron resuspendidas

en 2 ml de PBS, y se mantuvieron en la oscuridad y en hielo hasta
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resuspender en fluido en el FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter) o

citometro de flujo para su andlisis (Fig 24).

Fig 24: Medicion de la 8-Hidroxideoxoguanosina por citometria de flujo

en los espermatozoides con el ADN oxidado

El analisis por citometria de flujo se realizé en un Epics Elite Flow
Cytometer (Coulter Cytometry, Hialeah, FL) usando un laser de ion-
argén a 488 nm y 15 mW. El debris fue excluido del analisis por sus
propiedades de scatter. Se almacenaron al menos 10000 eventos por
muestra. Los datos se expresaron en forma de porcentaje de células
tefidas (comparados con controles negativos) e intensidad de
fluorescencia medida como FAU (unidad de fluorescencia arbitraria) (de
Zwart y cols. 1999).
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5.9 ANALISIS ESTADISTICO PARA RELACIONAR:

5.9.1 Calidad seminal y tabaco:

Con el fin de comparar los parametros basicos de semen el los 3
grupos de pacientes fumadores, se realizé un andlisis de varianzas
(ANOVA) seguido de comparaciones multiples post-hoc con la prueba de
Bonferroni en aquellos valores que resultaron significativamente
diferentes. Los andlisis estadisticos se realizaron con el Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La

significancia estadistica fue definida en p<0,05.

5.9.2 Sex ratio, aneuploidias y tabaco

Para analizar las diferencias estadisticas entre los 3 grupos, con
respecto a las anomalias cromosdémicas en espermatozoides y el sex
ratio de los mismos, se realizd6 un ANOVA de proporciones, seguido de
multiples comparaciones post-hoc con la prueba de Bonferroni en los
valores que resultaron significativamente diferentes. Para analizar las
diferencias en el sex ratio de los espermatozoides en las muestras
procedentes de los donantes se utilizé la U de Mann Whitney; y las
comparaciones entre el sex ratio de los embriones en los 3 grupos de
estudio se llevé a cabo mediante la X? Odds Ratio y el intervalo de
confianza del 95%. Los andlisis estadisticos se realizaron con el SPSS
(Inc., Chicago, IL, USA). La significancia estadistica fue definida por
p<0,05.

5.9.3 Fragmentacion del ADN y tabaco

Para las comparaciones de la fragmentacion del ADN con
respecto a los 3 grupos estudiados antes y después del swim-up, se
realizé un analisis de ANOVA cuando los datos seguian una distribucién
normal, mientras que cuando estas seguian una distribucion anormal se

utilizé la prueba de Kruskal-Wallis (prueba no paramétrica). El analisis
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estadistico fue llevado a cabo, usando el SPSS (Inc., Chicago, IL, USA).

La significancia estadistica se defini6 como p<0,05.

5.9.4 Estrés oxidativo, sistema antioxidante y tabaco:
Para la comparacién de grupos se empled la Prueba T como
prueba paramétrica cuando los datos seguian una distribucién normal.

La significancia estadistica se defini6 como p<0,05.
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Resultados

A continuacion se describen los resultados obtenidos de esta

investigacion segun las relaciones estudiadas:
6.1 Parametros seminales y tabaco:

La Tabla I, refleja el resultado del analisis basico del semen en
los grupos estudiados, donde se observo que los parametros seminales
(concentracion espermatica, espermatozoides moviles progresivos y
morfologia) fueron relativamente similares en los 3 grupos de acuerdo a
la condicion de fumador de los mismos, sin embargo se advirtieron
disminuciones estadisticamente significativas en la movilidad tipo “A+ B”
de los hombres no fumadores respecto a los fumadores moderados (no
asi con los muy fumadores) y entre los fumadores moderados y los muy
fumadores; no obstante aun cuando los valores de este parametro han
resultado significativos, podria deberse a la “n” del grupo muestral y
consideramos que la diferencia no deberia indicar una relevancia clinica
del efecto del tabaco.

Tabia IT: Pardmetros seminales de acwerdo al mdmero
de cigarrillos fumados por los hombres

Q Ne fumedorss  Fumedorss s
- 1-19 elgidin 220 elg/dia
\Q

N* de pacientss EL) (73] 105

Edad medi (aos) 38 #3 6

Medix ds conesotrachin sspermitien (105l (DE) 4373 ¢A400)  434603323)  4323¢039)
Medin deo movilidad tipe “4+87 (%) (DE) 4011 (18 15" 37,52 Q0 an~ 2003 (18 70
Medin de movilidad tipe *C™ (%) (DE)Y 12.03 07,560 L7623y L6705 13p
Medin ds movilidad thpe "D (%) (DE} QLI 2T MSC0ID
Medix d tatad do méviles pragresivas (10%) (DE} BIBOSID  T0ISORED  TLEI(NLSS)
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=0T =G G2
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6.2 FISH de espermatozoides y tabaco:

En el analisis de FISH de espermatozoides de los pacientes
estudiados, no se observaron diferencias significativas respecto a la
incidencia de anomalias cromosdmicas en los espermatozoides para los
cromosomas analizados (13, 18, 21, X e Y) (Tabla Ill); asi como
tampoco en el ratio Y:X de los espermatozoides entre los 3 grupos
establecidos (Tabla IV).

Tablg I Resultados de FISH de espermatozoides de
acwerdo al mimero da cigarrillos fumadoes por los bombres
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] ht
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Y Disomias pare el ecmoscne LY .03 q0F 01
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Y Dfsemdas para o erenvercme LF &1 &1 T aF
b4 Dsomdos pore o eomescme T1 &1 &3 &1
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Tablg IV : Besultados de rafio Y:X de espermatozoides de
acwerdo al mimoere de cigarrillo: fumados por los hombres
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6.3 FISH de embriones y tabaco:

Referente a los estudios de DGP (Tabla V), no se observaron
diferencias significativas entre los 3 grupos con respecto a las tasas de
fecundacién y desarrollo embrionario. Asi mismo, el porcentaje de
embriones anormales para los cromosomas analizados (13, 16, 18, 21,
22, X e Y) fue comparable entre éstos. No obstante, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la proporciéon de embriones
masculinos: femeninos (XY:XX) de acuerdo a la condicién de fumador de
los hombres. En el grupo de hombres muy fumadores, el ratio XY:XX se
vio disminuido significativamente en comparacién con el de los hombres

no fumadores (p=0,005).

Tabiz V: Resultados de los ciclos de DGE de acusrdo
al mimero de cigarrillos fumados por los hombres de

la pareja.
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La Tabla VI muestra el efecto de la condicion de fumadora en la
mujer de la pareja y el ratio XY:XX de los embriones. En el grupo de los
hombres no fumadores, no se observaron diferencias significativas en el
ratio de los embriones de acuerdo a la calidad de fumadora de la muijer,
aunque, en las mujeres que fumaban entre 1-19 cig/dia hubo una
tendencia a disminuir el ratio XY:XX (p=0,005). Sin embargo, cuando se
compara lo contrario; en el grupo de las mujeres no fumadoras, cuando
los hombres fumaban mas de 20 cig/dia, el ratio XY:XX disminuye

significativamente con respecto a los no fumadores.

Table VI: Condicion de femader de ambos mismhbros
de Ia pareja ¥ ¢l ratio XY: XX de los embriones

No Fumedorss Fumaedores

Q \\Q 119 dgidia 220 dgfdin

embriune&}i‘f'xx embriones XY XX gmbriones XXX

Ko fumadoras 5G40 ¥ 14:13 16:27h
L 19 elgidin 1828 FH 12:20
220 elg/din 33

Pk # ¥y OR (07 81 %) eon procha evncin de Fisher:
(OF 3,78 10 §3% 1635 08, p?Fm( 001

Debido a la poca coherencia que reflejaban los resultados
hallados en los espermatozoides respecto a los encontrados en los
embriones (que si coincidian con los observados en RNV en los trabajos
previos), decidimos evaluar un grupo de muestras por FISH antes y
después del capacitado para tratar de encontrar una posible respuesta a

estos hallazgos.
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Asi, la Tabla VII a) muestra los resultados generales de FISH de
espermatozoides (total de células evaluadas) en las muestras de semen
de 4 donantes muy fumadores y 4 no fumadores (grupo control) antes y
después del swim-up y la Tabla VII b) muestra el resultado de los ratios
Y:X de los mismos. Las comparaciones entre estos 2 grupos revelaron
que en aquellos expuestos al tabaco, el ratio Y:X de los
espermatozoides tras el swim-up disminuian significativamente
(p=0,021), lo que nos indica un enriquecimiento significativo de los
espermatozoides portadores del cromosoma X en las alicuotas post
swim-up de los donantes muy fumadores. Este hallazgo sugiere que el

tabaco altera selectivamente el efecto de la capacitacion espermatica.

Table VIT: Resuliados del anilisis de FISH de espermafozoides en

muestras de semen de 4 donantes fumadores ¥ 4 donantes no fumadores

tgrupo control) antes ¥ despuwés de su procesamiento por swim-up.
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B} Ratlos
o Donantes no funvedora: Donante: muy Fumadoras
Eails ¥:X Bade ¥iX Builo ¥iX Bade YiX
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1 104 166 101 .84
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3 34 181 102 .83
4 108 1gg (.80 .56
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Todas las muestras de semen de los donantes (fumadores y no
fumadores) presentaron una concentracion y una movilidad A+B normal
de acuerdo a los criterios de la OMS (WHO, 1999) tanto en la evaluacion
de las muestras en fresco como después del swim-up, aun cuando en 3
de los 4 donantes muy fumadores, la morfologia espermatica (segun el
criterio estricto de Kruger) estaba alterada, comparado con los donantes
no fumadores (datos procedentes de la investigacién, no reflejados en

tabla VII), sin embargo las diferencias no resultaron significativas.

6.4 Fragmentacion del ADN y tabaco:

Los resultados de la fragmentacién del ADN de espermatozoides
en las muestras de los pacientes antes de ser procesadas por swim-up
de acuerdo al numero de cigarrillos fumados por los varones (Fig 25a),
no revelaron diferencias significativas entre los 3 grupos estudiados
dependiendo del consumo de tabaco diario. Hombres no fumadores,
fumadores moderados y muy fumadores, tuvieron similar patron de

distribucion entre las diferentes categorias de acuerdo al tamafio del
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halo tras evaluar el resultado del analisis SCD, es decir, porcentajes
similares de CHG, CHM, CHP, CSH y CD.

La Fig 25b, muestra los resultados de la fragmentacion del ADN
de espermatozoides en las muestras luego de ser procesadas por swim-
up de acuerdo al niumero de cigarrillos fumados. Comparaciones entre
los tres grupos muestran diferencias significativas en algunos patrones
celulares estudiados. Los porcentajes de CHP en los fumadores
moderados se incrementaron respecto a aquellos que no fumaban (15,0
IC 95% [6,4-46,0] vs. 12,2 IC 95% [0,0-32,7]) (p?=0,020), al igual que
en los hombres muy fumadores comparado con el grupo de los no
fumadores (19,2 IC 95% [0,9-46,0] vs. 12,2 IC 95% [0,0-32,7])
(p?°=0,013), demostrandose asi un dafio en la calidad del ADN entre
fumadores en general (moderados y muy fumadores) y no fumadores.
Ademas, los porcentajes de CHG se vieron disminuidos en los dos
grupos de hombres fumadores comparados con aquellos que no
fumaban, aunque estas diferencias no llegaron a ser significativas.

De igual forma, los porcentajes de CSH y CD en los
espermatozoides de los fumadores moderados reflejaron que los danos
estaban incrementados, pero las diferencias no resultaron

estadisticamente significativas.
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Posteriores comparaciones multiples entre la fragmentacion del
ADN de las muestras de semen antes y después del swim-up de
acuerdo al numero de cigarrillos fumados (comparaciones entre figuras
25a y 25b), mostraron que en los hombres muy fumadores hubo una
disminucion significativa de las CHG (p“=0,020) tras el swim-up
(aproximadamente del 50%: 72,8 IC 95% [23,8-67,3] vs. 47,3 IC 95%
[9,4-97,4]). En las CHM, no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos antes y después de la capacitacion.

Por otra parte, en el mismo grafico se puede observar, desde otro
punto de vista que, las CHP (células fragmentadas) incrementaron
significativamente tras el swim-up en los fumadores moderados y muy
fumadores en comparacion con aquellos hombres sin este habito
(p™=0,001 y p%<0,001 respectivamente), lo cual indica una seleccion
positiva de espermatozoides con ADN fragmentado al capacitar en los
hombres fumadores. Particularmente en los hombres muy fumadores
este incremento fue de mas del 100%.

En la grafica (Fig 25a vs. 25b) resulta interesante que en los
hombres no fumadores se aprecia una gran disminucién de las CSH y
CD luego del swim-up (p"=0,007 y p*=0,006 respectivamente)
comparado con los resultados antes del capacitado, lo cual supone una
reduccion de espermatozoides con ADN fragmentado en estos grupos.

Por tanto, estos hallazgos en las alicuotas post swim-up sugieren
que el tabaco altera selectivamente la habilidad del proceso de seleccion
espermatica en los hombres fumadores.

En la Fig 26 se representa la agrupacion de las células sanas
(CS), es decir, el total de células no fragmentadas, de los 3 grupos
estudiados segun el habito de fumar, y el resultado antes y después del
capacitado. Hombres no fumadores, fumadores moderados y muy
fumadores tuvieron un porcentaje de fragmentacion similar en las CS

antes del swim-up. Sin embargo, tras el swim-up se advierte una
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disminucion importante de las CS en el grupo de los fumadores

moderados y muy fumadores respecto a aquellos que no fuman, pero las

diferencias no resultaron estadisticamente significativas.

Flg 26: Fragmentacldn del ADW en ‘as células sanas seguln la condleldn de

fumadaor antes ¥ después del capacitado.
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Al realizar comparaciones multiples antes y después del
capacitado en la misma Fig 26, se observa una disminucion muy
marcada en las CS, de los hombres muy fumadores Iuego del
capacitado en comparacion con el resultado obtenido antes del mismo
(p?<0,001) (78,7 IC 95% [44,4-95,3] vs. 60,0 IC 95% [15,4-98,7]);
adicionalmente, se advirtido un incremento de las células sanas en el
grupo de hombres no fumadores tras el procesamiento por swim-up,

pero éste no fue significativo.

6.5 Sistema antioxidante y tabaco

Cuando correlacionamos la condicion de fumador de los
pacientes con la expresion de ARNm de la GPx-1 y GPx-4, y contenido
de GSH en los espermatozoides, asi como con la actividad de la GPx-1,
GPx-4 y GR; se registré una disminucion significativa en las expresiones
de ARNm de ambas isoformas enzimaticas: GPx-1 y GPx-4 (p<0,0001)
(Fig 27); y de la GR (p<0,0001) (Fig 29) en el grupo de fumadores al
compararlos con los no fumadores. Sin embargo al medir sus
actividades se observdo que la GPx-1 en los fumadores disminuia un
poco pero no fue significativo respecto a los no fumadores; no obstante,
la actividad de la GPx-4 (isoforma especifica del espermatozoide) resulté
significativamente disminuida en los hombres fumadores (p<0,0001) (Fig
28). Por otra parte, la actividad de la GR disminuyd considerablemente
en los fumadores pero la diferencia no resultd significativa (Fig 30).
Respecto a la cantidad de GSH (Fig 31), en el grupo de hombres
fumadores se observd una disminucion de los niveles de esta enzima,
sin embargo la diferencia no resulté significativa con respecto al grupo

de no fumadores.
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6.6 Oxidacion del ADN espermatico y tabaco:

Las siguientes figuras representan un analisis general del estudio
por citometria de flujo en las muestras de pacientes no fumadores (Fig
32) y fumadores (Fig 33) antes y después del capacitado. La Fig 34
muestra el blanco o control negativo de la prueba. Posteriormente se

describen los resultados:
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Fig 34: Analisis por citometria de flujo: blanco de la prueba
(control negativo)

Comparando los niveles de oxidacién del ADN segun la condicion
de fumador (Fig 35), se observé que, en el analisis de las muestras en
fresco los no fumadores tuvieron un 41,14 % de las células oxidadas y
los fumadores un 44,87 %, sin embargo esta diferencia no resulté
significativa a pesar de encontrarse algo mas oxidado el ADN de los
espermatozoides procedentes de hombres fumadores. Posteriormente,
al evaluar las muestras capacitadas el porcentaje de células oxidadas en
los 2 grupos practicamente llegan a igualarse, sin resultar tampoco
significativa la diferencia (40,34 % en los no fumadores y 41,90 % en los
fumadores). De igual manera, las comparaciones multiples antes vy

después del capacitado no arrojaron diferencias significativas.
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Fig 35, Porcentaje de células espermiticas oxidadas segin la
condicién de fumador, antes ¥ después del capacitado (swim-upl
Datos reprezentados como Media = Emor estindard
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Discusion

Numerosos trabajos sugieren que existen agentes fisicos vy
quimicos en el ambiente, muchos de ellos introducidos y propagados por la
actividad humana, que pueden afectar de una manera u otra, la fertilidad
masculina (Oliva y cols. 2001). Sin embargo, el impacto del consumo de
tabaco en la fertilidad masculina resulta un tema bastante controvertido
(Vine y cols. 1996).

De los resultados generados de esta investigacién, se puede

comentar que en cuanto a:

Calidad seminal y tabaco:

Muchos estudios han demostrado que el habito de fumar afecta los
parametros seminales, algunos autores han encontrado alteraciones en
cuanto a la concentraciéon, movilidad progresiva y/o morfologia (Kunzle y
cols. 2003, Merino y cols. 1998, Saaranen y cols. 1987, Sofikitis y cols.
1995, Vine y cols. 1994, Vine y cols. 1996, Wang y cols. 2001, Wentz.
1986, Wong y cols. 2000, Xu y cols. 2003, Zavos y cols. 1998, Zitzmann y
cols. 2003); no obstante otros trabajos han concluido que este habito no
afecta los parametros seminales (Holzki y cols. 1991, Oldereid y cols.
1989, Shen y cols. 1997, Trummer y cols. 2002). Wong y cols. (2000) han
advertido que la morfologia ha sido uno de los parametros mayormente
afectados por el consumo de cigarrillos. Ademas, en algunos trabajos se
ha sugerido que el fumar cigarrillos esta asociado con la retencion de la
gota citoplasmatica en espermatozoides de hombres infértiles, una
caracteristica morfolégica asociada con inmadurez y problemas de
funcionamiento espermatico (Jakab y cols. 2003, Mak y cols. 2000).

En este estudio, a pesar de haberse observado una disminucion
significativa en los espermatozoides moéviles tipo “A+B”, no se observaron
diferencias significativas de grandes magnitudes que nos puedan indicar

una relevancia clinica del efecto del tabaco sobre la movilidad. De forma
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similar, la concentracion, el total de espermatozoides méviles progresivos
en las muestras analizadas, asi como la morfologia espermatica, fueron
similares en los 3 grupos, concluyendo que en lineas generales la calidad

seminal no se ve afectada por el consumo del tabaco.

Sex Ratio:

En este trabajo, se ha evidenciado una mayor disminucién del
ratio de embriones XY:XX provenientes de hombres muy fumadores
(10:27 Ratio=0,37) que el que encontraron Fukuda y cols. (2002) en
RNV (2864:2911 Ratio=0,98). Estas diferencias podrian deberse al
tamafio muestral en los dos estudios, 56 en éste y 11815 en el de
Fukuda, y también debido al hecho que los varones infértiles que se
realizan un ciclo de ICSI podrian tener una mayor incidencia de
descendencia femenina que masculina en comparacién con la poblacién
general como ha sido sugerido por Sarraf y cols. (1997).

Por el contrario, otros autores no han observado ninguna
asociacion entre el habito de fumar durante el periodo periconcepcional
y el sexo de los RNV (Heron y cols. 2004). No obstante, en el estudio de
Heron y cols. (2004) las parejas fueron interrogadas sobre sus habitos
tabaquicos justo antes del embarazo, mientras que Fukuda y cols.
(2002), lo hicieron en base al consumo de cigarrillos 3 meses antes de la
ultima menstruacion, previo a confirmarse el embarazo. De una forma
similar, Mills y cols. (2003), evaluaron el efecto del cigarrillo en mujeres
durante el periodo periconcepcional y no encontraron asociacién alguna
con la disminucion del ratio XX:XY en los RNV. Como alternativa, Mills y
cols. (2003) se plantean la posibilidad que el tabaco podria dafiar
selectivamente los espermatozoides portadores del cromosoma Y,
haciéndolos mas susceptibles a los cambios desfavorables causados por

el cigarrillo que los espermatozoides que llevan el cromosoma X, sin
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embargo plantean en ese momento que no tenian datos que apoyaran
esta hipotesis.

La primera pregunta planteada en nuestro estudio fue si el fumar
afectaba produccién de la espermatozoides X o Y a nivel testicular; para
ello se realizo6 un FISH de espermatozoides, y como resultado
encontramos una proporcion similar de espermatozoides portadores del
cromosoma X y del Y en los hombres muy fumadores (51% vs 49%),
confirmando resultados de trabajos publicados anteriormente (Rubes y
cols. 1998). Por lo tanto, el origen de esa disminucién del ratio XY:XX de
los embriones en los hombres muy fumadores no podria ser atribuido a
una variacion en la proporcion de espermatozoides X e Y.

Posteriormente, luego de analizar los resultados obtenidos en la
proporcion de los embriones (que sera discutido a continuacién en el
siguiente apartado), la segunda pregunta fue si la preparacién del semen
para las técnicas de reproduccion asistidas (TRA) podria influenciar el
sex ratio; por lo cual se estudi6 el efecto del swim-up en la proporcion de
los espermatozoides portadores del cromosoma X en muestras de 4
donantes no fumadores y 4 muy fumadores para aclarar si el impacto
negativo del tabaco en la calidad seminal podria dar lugar al
enriquecimiento de los espermatozoides portadores del cromosoma X;
obteniendo como resultado, un incremento significativo en la proporcion
de los espermatozoides portadores del cromosoma X en la muestras
post swim-up. Esta parte de la investigacion podria resultar algo
controvertida debido al nimero de donantes estudiados (8), sin embargo
dado a que estas muestras se han tomado como controles, se han
analizado el doble de células para cada cromosoma que si fuesen
pacientes normales, ademas hay que tomar en cuenta que el FISH de
espermatozoides no suele realizarse en las muestras luego de capacitar,
lo que lo hace un procedimiento algo mas complicado que el de rutina.

Por otro lado cabe destacar que este analisis en los donantes se ha
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realizado posterior a los estudios en espermatozoides y embriones
(FISH/PGD) y posterior al analisis de datos en un intento de aclarar la
disparidad de los resultados observados en el FISH de las muestras en
fresco (que es la alicuota que generalmente se estudia), donde no se
encontraron diferencias en cuanto a la producciéon de espermatozoides X
e Y, y los resultados de los embriones de PGD, donde observamos un
incremento significativo de embriones de sexo femenino; asi que
imaginamos que debia de existir algo entre estos dos procesos que
pudiera estar generando esta disparidad, y pensamos en la capacitacion,
ya que corresponde a la alicuota de semen utilizada para los procesos
de reproduccion asistida. Asi, que dado a que obtuvimos resultados

[T}

suficientemente relevantes, decidimos no aumentar mas la “n” de este
grupo.

En esta parte del estudio, realizado en donantes de fertilidad
probada, la concentracién y la movilidad progresiva fueron similares en los
3 grupos, tanto en las muestras en fresco como después de capacitar,
observandose solo un ligero dafio en la morfologia de los hombres muy
fumadores (datos procedentes de la experimentacion no reflejados en la
tabla), pero la diferencia no resulto significativa.

Ademas, hay muchas controversias respecto a la capacidad que
pueda tener el swim-up para modificar per se el ratio Y:X de los
espermatozoides. Algunos autores no han observado ningun cambio en
esta proporcion luego del enriquecimiento de espermatozoides méviles por
swim-up (Han y cols. 1993, Lobel y cols. 1993, Samura y cols. 1997). En
contraste, otros estudios han descrito un incremento en la proporcién de
espermatozoides que llevan el cromosoma Y tras el swim-up (De Jonge y
cols. 1997, Jakab y cols. 2003, Li y Hoshiai. 1998). En este estudio, en las
alicuotas procesadas por swim-up se encontrdé un enriquecimiento
significativo de espermatozoides portadores del cromosoma X en el grupo

de donantes muy fumadores comparado con los no fumadores.
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Por otra parte, se ha sugerido que el habito de fumar del hombre
puede dar a lugar efectos deletéreos en el desarrollo embrionario
preimplantacion, especialmente tras el ICSI (Zitzmann y cols. 2003). Sin
embargo, en esta investigacion no se han observado diferencias
significativas con respecto a las tasas de fecundacién, desarrollo
embrionario o porcentaje de embriones anormales en los 3 grupos
analizados.

Por tanto, respecto a los estudios citogenéticos realizados, por un
lado, se ha demostrado que el tabaco no afecta directamente a la
produccién de los espermatozoides portadores de los cromosoma X o Y;
sin embargo, éste “parece” tener un efecto de deterioro sobre el
espermatozoide portador del cromosoma Y. Por otro lado, en trabajos
anteriores ha sido descrito que el swim-up incrementa la proporcién de
espermatozoides de buena morfologia (Englert y cols. 1992, Menkveld y
cols. 1990); no obstante, nosotros no observamos un incremento
significativo en la morfologia normal tras la técnica de swim-up (ni en el
grupo de fumadores ni en el de no fumadores), pero si un incremento en
la proporcion de los espermatozoides portadores del cromosoma X en el
grupo de hombres muy fumadores, lo que podria dar respuesta a los
resultados que obtuvimos en los embriones de los hombres muy
fumadores (mayor incidencia de embriones de sexo femenino). Estos
resultados concuerdan con estudios anteriores hechos en RNV, que
demuestran que el consumo de cigarrillos por parte del padre, mas que
de la madre, podria estar contribuyendo a la disminucién del sex ratio
XY:XX (Fukuda y cols. 2002). Analizando estos resultados se puede
conjeturar que, el procesamiento del semen en el laboratorio por swim-
up u otros métodos es comparable con el proceso de capacitacion y a la
activacion de los espermatozoides observado en el tracto genital
femenino. Por ello, no sorprenderia el encontrar fendmenos similares in

Vivo e in vitro; por lo tanto los resultados de este estudio pudieran, (sin
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afan de especular), en cierta forma, tener implicaciones para la
poblacion en general y no solamente para los pacientes de ICSI

incluidos en este estudio.

Aneuploidias en espermatozoides:

Se ha propuesto que el consumo de tabaco puede afectar
negativamente la segregacion cromosémica, con un aumento en la
incidencia de aneuploidias para los cromosomas sexuales (Rubes y cols.
1998, Shiy Martin. 2000), pero no de espermatozoides diploides (Rubes y
cols. 1998). Otros autores han encontrado un aumento en la incidencia de
disomias para el cromosoma 13, pero no para los cromosomas sexuales y
el 21 (Shi y cols. 2001). Mientras que Robbins y cols. (1997), observaron
que podria haber una asociacion entre el fumar cigarrillos y el incremento
de disomias XX, pero no se establecidé una relacion significativa. En este
estudio no se han observado diferencias estadisticamente significativas en
la incidencia de espermatozoides disémicos y diploides entre los 3 grupos,
para los cromosomas analizados. Estos resultados podrian deberse a las
poblaciones incluidas en cada estudio: hombres fértiles o con parametros
seminales normales en los trabajos anteriores y parejas infértiles de un
ciclo de DGP en éste, en donde existe una poblacién bastante
homogénea. Asi, se observd que el hecho de incluir un factor dafiino
externo como el cigarrillo, no afiadia alteraciones con respecto a la

incidencia de aneuploidias en estos pacientes.

Fragmentacion del ADN:

Las alteraciones en el material genético pueden incluir, ademas de
aneuploidias cromosOmicas en el espermatozoide, tanto una
descondensacion nuclear como roturas en el ADN. Recientemente, la
integridad del ADN del espermatozoide se esta reconociendo como una

medida independiente de su calidad; y se ha demostrado que ésta puede
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afectar la fertilidad in vivo e in vitro (Muriel y cols. 2006a). La causa de la
infertilidad en varones con parametros seminales normales se podria
relacionar con la presencia de un ADN anormal en el espermatozoide.

La evaluacion de la integridad del ADN en el espermatozoide,
ademas del estudio de los parametros sistematicos seminales, podria
aportar una informacién adicional acerca de la calidad del espermatozoide,
que podria resultar de gran ayuda a la hora orientar a las parejas infértiles.

Los resultados de este estudio concernientes a la fragmentacién en
el ADN del espermatozoide sostienen que hay un incremento significativo
en la incidencia de células espermaticas con las hebras de ADN rotas en
los hombres fumadores luego de evaluar las muestras procesadas por
swim-up.

Primero se realiz6 la prueba de SCD en las muestras de semen en
fresco y el resultado de la fragmentacion del ADN en los 3 grupos de
hombres estudiados de acuerdo al consumo de cigarrillos por dia, fue
comparable. Sergerie y cols. (2005), describieron la no asociacion entre
tabaco y fragmentacion de ADN espermatico en muestras de semen en
fresco de hombres sanos (no infértiles); mientras Saleh y cols. (2002a),
estudiaron esta asociacion en hombres infértiles y reportaron que las
diferencias entre fumadores y no fumadores no eran estadisticamente
significativa. No obstante, advirtieron que las muestras de semen de los
hombres infértiles fumadores tenian altos niveles de estrés oxidativo (OS)
respecto a los no fumadores. Esto fortalece los resultados del presente
trabajo y refuerza la hipétesis que el efecto ejercido por algunos factores
perjudiciales, que afectan los gametos masculinos, podrian estar
encubiertos en el eyaculado, siendo los mismos apreciables solo en la
seleccion de espermatozoides por swim-up.

Se debe recalcar que las muestras empleadas en cualquier TRA
estan previamente procesada en el laboratorio con la finalidad de eliminar

las ceélulas no espermaticas y seleccionar los mejores espermatozoides
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(mejor movilidad y morfologia), imitando asi los procesos que ocurren en el
tracto reproductor femenino en condiciones naturales. Muratori y cols.,
(2000) describieron que hasta cierto punto la fragmentacién del ADN
estaba positivamente relacionada con una morfologia anormal en el
espermatozoide y asociada con defectos en la cola; pero encontraron una
correlacion negativa entre ADN roto y movilidad progresiva.

Basandonos en trabajos previos, donde se registré que las tasas
de fecundacion y algunos indicadores de calidad embrionaria estaban
relacionados con el alcance de la fragmentacion del ADN espermatico post
swim-up (Muriel y cols. 2006a); en conjunto con los resultados del actual
estudio, se puede concluir que la via para determinar la fragmentacion del
ADN parece evidente que deberia ser evaluando las alicuotas tras el
procesamiento por swim-up.

Con el fin de perfeccionar estos hallazgos, se hicieron
comparaciones multiples entre los 3 grupos estudiados y los resultados
antes y después del capacitado; y los resultados indican que los hombres
fumadores moderados y muy fumadores presentan un ndmero
significativamente mayor de células espermaticas con ADN dafiado tras el
capacitado que los no fumadores. Es mas, los hombres no fumadores
tuvieron una disminucién significativa de células espermaticas degradadas
(CD) y en general menos espermatozoides con ADN deteriorado.

Estudios previos sobre fragmentacion del ADN espermatico y
consumo de tabaco, han sido realizados independientemente en semen en
fresco (Saleh y cols. 2002b, Sergerie y cols. 2000) o semen capacitado
(Belcheva y cols. 2004, Sun y cols. 1997, Younglai y cols. 2001), pero
anteriormente no se ha realizado un disefio como el de este trabajo donde
se han comparado las muestras antes y después del capacitado e
introduciendo un factor externo.

Respecto al procesamiento en el laboratorio, algunos estudios han

analizado la relevancia de la preparacion del semen en el porcentaje de
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células con ADN fragmentado. La técnica de swim-up para el capacitado
de espermatozoides moviles ha sido estudiada por Younglai y cols. (2001),
en hombres que asisten a una clinica de infertilidad, con el fin de
determinar si este procedimiento puede ocasionar efectos perjudiciales en
el ADN espermdtico; y encontraron que no existian diferencias
significativas entre la fragmentacion del ADN en la muestra fresca y en la
procesada por swim-up y por el método de swim-up; pero en el mismo, no
se estudio ningun factor perjudicial externo como por ejemplo el consumo
de tabaco (en este caso).

Al igual que en este trabajo, Sun y cols. (1997) describieron un
incremento en la fragmentaciéon del ADN espermatico entre hombres
infértiles (fumadores y no fumadores) tras procesamiento por swim-up que
pudiera sugerir un posible vinculo con las toxinas ambientales. Otros
estudios llevados a cabo por Belcheva y cols. (2004), en donantes
normozoospérmicos antes de la capacitacion por gradientes de Percoll,
concluyeron que la fragmentacion del ADN en espermatozoides de
donantes sanos fumadores (no infértiles) permanecia dentro del rango
normal. Sin embargo, ellos observaron que el fumar cigarrillos inducia un
deterioro en la membrana plasmatica de las células espermaticas.

En conclusion, el analisis de la fragmentaciéon del ADN en las
muestras de eyaculado podria ocultar el efecto perjudicial real del tabaco,
al igual que se observé con la proporcién de espermatozoides portadores
de los cromosomas X e Y, ya que de manera similar, no se han encontrado
diferencias con respecto al consumo de tabaco en las muestras en fresco

Sino es luego, en el capacitado, donde realmente se puede
detectar el efecto perjudicial producido por el tabaco. Este efecto deletéreo
esta afectando la seleccion espermatica por la interferencia en el proceso
del swim-up, demostrando que el tabaco, altera selectivamente la
capacitacion del semen por swim-up en los hombres fumadores. Las bases

celulares y moleculares de este fendmeno quedan aun por elucidar; pero
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se pueden plantear algunas posibles hipétesis, como: a) que la
fragmentacion del ADN (como proceso continuo) se produzca también
luego del eyaculado, estando incrementado en los pacientes fumadores y
subsecuentemente las células que estan algo fragmentadas (como por
ejemplo las de halo mediano) terminen fragmentandose completamente
tras la incubacién durante 45 min. que dura el proceso de capacitado; b)
esta observacion luego del capacitado no significa que este proceso esté
aumentando los espermatozoides fragmentados en los fumadores, pero
posiblemente si esté seleccionando mejor los espermatozoides no
fragmentados en los no fumadores. La suma de ambos efectos se traduce
en esa diferencia significativa post swim-up. Basandonos en estas
evidencias, es aconsejable que los hombres que son atendidos por
infertilidad en TRA o que buscan descendencia eviten el consumo de

tabaco.

Sistema antioxidante: sistema glutation:

Fundamentandonos en el trabajo previo de Saleh y col. (2002c),
quienes hallaron diferencias, aunque no significativas, en la fragmentacion
del ADN de los hombres fumadores, pese a observar que los hombres
infértiles fumadores tenian altos niveles de estrés oxidativo (OS), asi como
en nuestros propios resultados de fragmentacion del ADN en los
fumadores, se planteé estudiar algunas enzimas que juegan un papel
importante en el sistema de oxido-reduccién a nivel del espermatozoide.

Es conocido que los espermatozoides, son particularmente
vulnerables al estrés oxidativo ya que su membrana plasmatica es rica
en acidos grasos polinsaturados. Para proteger al espermatozoide del
dafo oxidativo, tiene que existir una cantidad adecuada de ROS que se
mantiene a través de un balance entre los ROS generados durante la
maduracion espermatica en el epididimo y los antioxidantes en las

secreciones del tracto genital masculino (O y cols. 2006).
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En este estudio se observd una disminucion significativa de la
expresion de todas las enzimas (GPx-1, GPx-4 y GR), sin embargo el
hallazgo mas relevante del mismo es la notable disminucién de la
actividad de la GPx-4 en los hombres fumadores, ya que ésta es una
isoforma especifica del espermatozoide que se encuentra en niveles
muy elevados en el testiculo y cuya deficiencia se ha relacionado
recientemente con la infertilidad masculina (Foresta y cols. 2002, Garrido
y cols. 2004a, Imai y cols. 2001), asi como también con la morfologia
anormal de los espermatozoides (Garrido y cols. 2004b) y alteracién en
la morfologia embrionaria (Meseguer y cols. 2006). En relacién a este
trabajo partimos de una poblacion homogénea ya con problemas de
infertilidad, por lo que podemos concluir que la expresion de ARNm de
la transcripcion especifica del espermatozoide asi como de la actividad
enzimatica se deba al efecto nocivo de los compuestos del cigarrillo en
los hombres fumadores; y por tanto en estos pacientes hay poca
actividad de la GR, que es la enzima que cataliza la reduccién del
glutation oxidado, por tanto no es de extrafiar que se observe menor
cantidad de glutation reducido (GSH) en los hombres fumadores con
respecto a los no fumadores, aunque esta diferencia no haya resultado
significativa. Esta disminucion en la cantidad de GSH en la célula (la cual
es necesaria para ser utilizada por la GPx en la eliminacion de los
peréxidos y lipoperoxidos), aunado a la propia disminucion en la
actividad de la GPx-4, supondria un aumento en los niveles de ROS.

Algunos autores han descrito que una posible fuente de RL son
los leucocitos seminales (Meseguer y cols. 2007, Potts y Pasqualotto.
2003, Tortolero y cols. 2004) y que el grado de dafo espermatico
inducido por los ROS depende de la localizacion de la reaccion
inflamatoria, de la duracion de la exposicion del espermatozoide a estos
productos y de la capacidad de la célula espermatica de activar su

sistema intrinseco de defensa (Everaert y cols. 2003). Saleh y col.
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(2002), estudiaron un grupo de hombres infértiles y observaron que en
los fumadores habia niveles significativamente elevados de de leucocitos
seminales en comparacion con aquellos que no fumaban (p=0,01), y con
donantes fértiles como grupo control (p=0,006); sin embargo, en este
estudio se llevo a cabo una seleccion de la poblacion y se excluyeron
aquellas muestras que presentaban leucospermia, por lo tanto, se puede
descartar la reaccion inflamatoria como posible fuente de radicales libres
y por ende del estrés oxidativo que podria inhibir la accion de reacciones

enzimaticas.

Dafio oxidativo al ADN espermaético:

Oger y cols. (2003), han estudiado en pacientes infértiles, los
niveles de 8-hidroxi-deoxiguanosina (uno de los productos oxidativos del
ADN espermatico) y los han comparado con el indice de fragmentacion
del ADN, observando una relacion positiva y concluyendo que una de las
causas de la fragmentacion del ADN espermatico son los productos
generados de la oxidacion. No obstante, en el presente estudio, se ha
podido observar que no existe una relacion directa entre el consumo de
tabaco y un mayor dano oxidativo al ADN espermatico, ya que el
porcentaje de oxidacién en ambos grupos, tanto en muestras de
eyaculado como capacitadas han sido comparables, lo cual podria
sugerir que los productos de oxidaciéon generados por el consumo de
tabaco son similares a los de la poblacion no fumadora, y podria
indicarnos que probablemente el dafio en la integridad del ADN
espermatico que se observd en estudios preliminares en los hombres
fumadores, se deba a productos del cigarrillo procedentes de otra
reaccion distinta a la oxidacion.

En lineas generales, los resultados de este estudio sugieren que
el sistema de defensa primario del espermatozoide se encuentra

afectado a causa del cigarrillo, ya que hallamos una disminucién
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significativa de la actividad y la expresion de la GPx-4, sin embargo, el
dafio oxidativo provocado en los hombres fumadores como resultado
primario de la accién de los radicales libres sobre éste, no llega a ser lo
suficientemente elevado como para causar dafos en el ADN
espermatico; por lo que podemos inferir que se descarta la hipotesis
planteada concerniente a este punto, que la oxidaciéon podria ser una
posible causa potencial de la fragmentacion del ADN espermatico
observada en estos pacientes.

A pesar de que hay evidencia y se han demostrado los cambios
que induce el cigarrillo sobre la funcién reproductiva y sobre el
espermatozoide, y de la gran cantidad de datos disponibles en la
literatura; el mecanismo por el cual el cigarrillo afecta la fertilidad, asi
como también los agentes quimicos responsables sigue sin elucidarse
por completo. Sin embargo, de los cientos de sustancias quimicas
presentes en el humo del cigarrillo, la mayoria de la investigacion se ha
focalizado en la nicotina (Younglai y cols. 2005). Por lo tanto nos queda
continuar indagando otros estudios moleculares que nos ayuden a
entender este aparentemente simple pero a la vez complejo sistema que
gira alrededor del espermatozoide humano. Por el momento solo queda
mantener la propuesta a los clinicos en reproduccion humana de
desaconsejar el consumo de cigarrillo a los pacientes que buscan

descendencia.
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1) El tabaco no altera los parametros seminales en los pacientes
infértiles; asi mismo, son comparables entre si las anomalias
cromosémicas en espermatozoides y en embriones provenientes de
hombres fumadores con los no fumadores; también lo son, la proporcién
de espermatozoides portadores del cromosoma X e Y en muestras de

eyaculado.

2) Existe un sesgo importante a nivel cromosémico en los
espermatozoides tras la capacitacion en los hombres fumadores a favor de
aquellos que portan el cromosoma X, que se corresponde con el
incremento significativo de embriones de sexo femenino provenientes de
este grupo de pacientes, lo que hace inferir que el tabaco tiene efectos

deletéreos sobre el espermatozoide portador de cromosoma Y.

3) Al relacionar nivel molecular el efecto del tabaco sobre el

espermatozoide; se concluye que:

a) La integridad del ADN de los espermatozoides de los hombres
fumadores esta significativamente alterada tras el proceso del capacitado

con respecto a los hombres que no fumaban.

b) En cuanto a las enzimas destinadas a eliminar los radicales
libres, se concluye que el tabaco podria tener un efecto diana especifico
sobre el espermatozoide, ya que tanto la expresién de la GPX 4 (que esta
directamente relacionada con la infertilidad) como su actividad, estan

disminuidas en los hombres fumadores.

c) La fragmentacion del ADN debida al consumo de cigarrillo no

tiene origen en la oxidacion del mismo causada por el tabaco.
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Probablemente haya algun otro compuesto en el cigarrillo que no produzca
oxidacion pero que sea capaz de afectar la integridad del ADN

espermatico.
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