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Evaluation of antioxidant system in normal semen
ABSTRACT

Background. Reactive oxygen species (ROS) formation have
the ability to alter reversibly or irreversibly the cellular
function in humans. It has been proposed that the ROS al-
ters the biochemistry and the physiology of the sperm. On the
other hand, the antioxidative mechanisms could protect
the sperms from the damage produced by free radicals. Aim.
To determine the normal values for superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GPx), malondialdehyde
(MDA) and nitric oxide (NOx) in the seminal liquid of
healthy humans. Procedures. Semen samples from 45
healthy men (22 to 47 years of age) were studied. The sam-
ples were obtained by masturbation and were collected in
conical sterile tubes. Once centrifuged at 4 °C they were di-
vided in aliquots to measure the concentration of SOD, GPx,
MDA, and NOx. The analysis of the samples was realized in
conformity with biochemical widely accepted methods. Re-
sults. The concentrations of SOD and MDA both in the semi-
nal liquid and in the spermatozoids were similar, SOD 0.43
+ 0.09 U/mg prot. in the seminal liquid and 0.45 + 0.07 U/
mg prot. in spermatozoids, and MDA 0.33 +* 0.07 nmoles/mg
prot. and 0.37 = 0.10 nmoles/mg prot. in the seminal liquid
and spermatozoids respectively. With regard to GPx it in-
creased almost 13 times more in the spermatozoids (2547.77
+ 48.59 U/mg prot.) than in the seminal liquid (197.54 =
25.21 U/mg prot.). The NOx also increased lightly in the
spermatozoids (4.45 = 0.43 pmol) when compared with
the seminal liquid (3.91 * 0.16 pmol). Conclusions. The
measurement of the antioxidative and oxidative agents could
serve to evaluate human infertility in those cases where the
result of the spematobioscopy appears normal.

Key words. Semen. Spermatozoa. Oxidative stress. Antioxi-
dants. Healthy humans.

INTRODUCCION

El medio en que se desenvuelven los espermato-
zoides es vital para su supervivencia permitiendo

RESUMEN

Antecedentes. Las especies reactivas del oxigeno (ERO), tie-
nen la capacidad de alterar reversible o irreversiblemente la
funcién celular. Se ha propuesto que las ERO modifican
la bioquimica y la fisiologia del espermatozoide. Por otro lado, los
mecanismos antioxidativos pudieran proteger a los esperma-
tozoides del dano producido por las ERO. Objetivo. Determi-
nar los valores normales para el superéxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx), malondialdehido (MDA) y éxido
nitrico (NOx) en el liquido seminal y espermatozoides de hu-
manos sanos. Procedimientos. Se estudiaron 45 muestras
de semen de sujetos aparentemente sanos. Las muestras se
obtuvieron por masturbacién y se colectaron en tubos estéri-
les. Una vez centrifugadas, se fraccionaron en alicuotas para
medir la concentraciéon de SOD, GPx, MDA y NOx. El analisis
de las muestras se realizé conforme a métodos bioquimicos
ampliamente aceptados. Resultados. Las concentraciones de
SOD y MDA en el liquido seminal como en los espermatozoi-
des fueron similares (SOD 0.43 = 0.09 en semen y 0.45 = .07
U/mg prot. en espermatozoides, y MDA 0.33 + .07 y 0.37 =
0.10 nmoles/mg prot. en liquido seminal y espermatozoides,
respectivamente. Con respecto a la GPx, esta aumentada casi
13 veces més en los espermatozoides (2547.77 = 48.59 U/mg
prot.) que en el liquido seminal (197.54 + 25.21 U/mg prot.),
el NOx también se incrementa ligeramente en los espermato-
zoides (4.45 + 0.43 umol) cuando se compara con el liquido se-
minal (3.91 + 0.16 pmol). Conclusiones. La medicién de los
antioxidantes y oxidantes pudieran servir para evaluar la in-
fertilidad humana en aquellos casos donde los resultados de la
espermatobioscopia aparezcan como normales.

Palabras clave. Semen. Espermatozoides. Estrés oxidativo.
Antioxidantes. Humanos sanos.

mantener un pH éptimo, aportandoles nutrientes y
regulando la homeostasis seminal. Sin embargo,
cuando ese ambiente es alterado se presentan cam-
bios en su capacidad para fecundar. Se ha propuesto
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que en los pacientes con infertilidad primaria o se-
cundaria, en presencia de espermatozoides anatémi-
camente normales, pudieran existir alteraciones
bioquimicas en el liquido seminal.! Entre los facto-
res que podrian afectar a las células germinativas
estan las especies reactivas de oxigeno (ERO) que
pueden alterar, reversible o irreversiblemente, al es-
permatozoide.

El incremento en el estrés oxidativo es un desba-
lance entre la produccién y la remocién de las ERO,
que conduce a un aumento en la concentracién de
radicales libres (RL) y en consecuencia al aumento
en el dafo celular. Algunos autores®® han demostra-
do la asociacion entre el estrés oxidativo y la funcién
espermatica. Las ERO en el semen completo son ge-
neradas en parte por el espermatozoide.l* Aunque las
ERO desempenan un papel importante en la capacita-
cién espermatica,® lo que es reforzado por los meca-
nismos de defensa enzimaticos y no enzimaticos, se
ha propuesto que la infertilidad pudiera ser el resul-
tado del incremento en la produccion de las ERO o
del decremento en las defensas.®” Es por ello que se
vuelve importante conocer cudles son los valores que
se utilizaran como referencia para cada poblacién en
los agentes antioxidantes y oxidantes que actian so-
bre los espermatozoides. Los espermatozoides, como
casi todas las células del organismo, experimentan
dano en presencia de las ERO con un posible efecto
en la disminucién de la movilidad, lo que explica una
hipofertilidad primaria masculina.?

El propésito de este trabajo es el de conocer los va-
lores en sujetos aparentemente sanos para superoxi-
do dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx),
malondialdehido (MDA) y 6xido nitrico (NOx) en las
células espermaticas y en el liquido seminal.

PARTICIPANTES Y METODOS

Cuarenta y cinco sujetos aparentemente sanos,
con paternidad probada, de edades entre 23 y 47
(33.4 = 6.6 DE) anos de edad, accedieron a participar
voluntariamente (firmando una carta de aceptacion
de participacién en este estudio). Las caracteristicas
sociodemograficas de todos ellos fueron similares. To-
dos los participantes se encontraban en buen estado
de salud, no fumadores o bebedores consuetudina-
rios, sin consumo de ninguna clase de medicamento
en los dos Gltimos meses ni padecimiento de enfer-
medades metabdlicas agudas o créonicas. Asimismo
negaron tener o haber tenido infecciones urogenita-
les al menos desde la adolescencia y hasta el mo-
mento de obtener las muestras. Todos eran padres
de al menos un hijo también aparentemente sano.

Sus signos vitales (frecuencia y ritmo cardiaco, tem-
peratura y presién arterial) medidas el mismo dia y
antes de la obtencién de la muestra, se encontraban
dentro de rangos normales.

Con el propésito de evitar variaciones circadianas
se les solicité a los participantes que donaran una
muestra de semen obtenida entre las 8 y 10 de ma-
nana. La muestra de semen se obtuvo mediante mas-
turbacion sin el empleo de ningun tipo de lubricante
y con al menos tres dias de abstinencia eyaculatoria.
Fue recolectada en un tubo cénico estéril de polipro-
pileno de 50 mL para centrifugacién de boca ancha
(Continental Lab Products, San Diego, CA. USA). Las
muestras con parametros anormales (licuefaccion tar-
dia, presencia de eritrocitos o leucocitos mayores a 1
x 108) fueron descartadas.

Una vez obtenida la muestra de semen se fraccion6
en dos partes, una para la realizacion del espermio-
grama y otra para la medicién de las pruebas bioqui-
micas. El espermiograma se efectué conforme a los
criterios de la OMS,2 fue normal en todos los sujetos
estudiados con dos excepciones (uno con anormalida-
des en el espermiograma [hipospermia]), y el segundo
por presentar hematospermia microscépica.

La muestra de semen para las determinaciones
bioquimicas se mantuvo a 4 °C, y posteriormente se
centrifugé a 100 x g, durante 15 min. Se corroboré
la pureza del sobrenadante y la concentracion del
precipitado mediante microscopia de luz. Tanto el
sobrenadante (liquido seminal) como el precipitado
(espermatozoides) se utilizaron para las determina-
ciones bioquimicas. Los espermatozoides fueron ho-
mogeneizados utilizando un homogenizador manual
eléctrico (Dremel) con un pistilo de teflon y mortero de
cristal (Heaton). La solucién amortiguadora de homo-
geneizaciéon contenia manitol, sacarosa y EDTA en
PBS a pH 7.4 y al final se anadié Triton X-100 al 0.1%
(todos los reactivos fueron de Sigma Chemicals, St.
Louis, MO. USA, excepto cuando se indique otro ori-
gen) y tras una rapida centrifugaciéon a4 °Cy 7000 x g
se recuper6 el sobrenadante. Una vez obtenidas las
alicuotas de ambas fracciones se cuantificaron la
superodxido dismutasa (SOD, E.C.1.15.1.1.), gluta-
tion peroxidasa (GSH-Px, E.C.1.11.1.9), 6xido ni-
trico (NOx), y malondialdehido (MDA).

Procedimientos de laboratorio

* Movilidad espermatica. La movilidad esperma-
tica se basé en la clasificacién sugerida por la
OMS siendo el valor normal de 14 um/s:® Grado
1, espermatozoides estaticos; grado 2, movimien-
to lento; grado 3, movilidad mediana y grado 4,
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movilidad rapida. La proporcién de movilidad se
calculé sumando los grados 3 y 4.

Vitalidad espermatica. Con el propésito de de-
terminar la vitalidad espermatica se utiliz6 el mé-
todo de la exclusién de la eosina descrito por
Marmor y Grob-Menéndez® utilizando la variante
de eosina-nigrosina, para lo cual se ahadieron 50
uL de esos colorantes a una diluciéon 1:2 de se-
men en PBS. Tras agitarse suavemente por unos
segundos, se recuperaron 50 uL. de la mezcla y se
extendieron sobre un portaobjetos. Tras la incu-
baciéon a 37 °C durante 30 min., se fij6 la prepa-
racion y se cuantificaron los espermatozoides que
excluian a la eosina. A éstos se les consider6 vi-
vos en el momento de la fijaciéon. Los muertos ex-
hiben una coloracién rosada al no excluir a la
eosina. Se contabilizaron 100 espermatozoides a
100x.

Determinacion de leucocitos. La cuantifica-
cién de los leucocitos se midié utilizando el pro-
cedimiento para la cuantificacién de células
peroxidasa positivas'®!! el cual consiste en la
utilizacion de una solucién de benzidina (Sigma)
al 0.012% y peréxido de hidrégeno (High Purity) al
0.038% diluidos en etanol (High Purity) al 50%
en agua bidestilada. A 20 uL de la solucién ante-
rior se le anadieron 20 wL. de semen, se colocaron
en un hemocitémetro, y se contaron las células
que adquirieron una tonalidad café oscuro (célu-
las peroxidasa positivas). El nimero de células
peroxidasa positivas se expresa en mL de semen.
Medicion de la proteina total. La medicién de
las proteinas en el liquido seminal y espermatozoi-
des se basé en el método de Bradford!? utilizando
el azul de Coomassie G-250 (Amresco, Solon, OH.
USA) como colorante. Para la curva de calibra-
cion se utiliz6é albimina bovina fraccién V (BSA)
como estandar.

Determinacion de superéxido dismutasa
(SOD). La SOD se determiné con base en el mé-
todo de Marklund y Marklund.!® El radical ani6-
nico supero6xido participa en la autoxidacién del
pirogalol. Para ello se prepar6 una solucién
de pirogalol en HCI (JT Baker, Xalostoc, Mex.
México) y se incubé a 40 °C. A 50 uL. de muestra
se le anadi6 200 uL de una mezcla de Tris-EDTA-
HCl y se ley6 a 420 nm en un espectrofotémetro
DU 50 (Beckman, Palo Alto, CA. USA). Poste-
riormente se anadi6 la solucién de pirogalol y se
volvié a medir el incremento en la absorbencia
cada 30 segundos durante 3 min. El blanco de
reactivos se realizé de la misma manera pero en
lugar de muestra se utiliz6 agua bidestilada. La

actividad de la SOD se expresa en U/mg de pro-
teina.

Medicion de la actividad de la glutation pe-
roxidasa (GSH-Px). La actividad de la gluta-
tion peroxidasa se analiz6é mediante el método de
Beutler, et al.'* GSH-Px se encarga de degradar
al ter-butil-hidroperdéxido (t-BOOH) en presencia
de GSH que es consumido. El GSH remanente es
medido con el 5,5’ ditiobis-(2-acido nitrobenzoico)
(DTNB). La mezcla de reaccion contiene 1 mL de
GSH (Amresco) 2 mmol en PBS 400 mmol (pH
7.0), EDTA 4 mnol, 0.5% de azida de sodio 1
mmol, 250 uL de liquido seminal o espermatozoi-
des y agua bidestilada para aforar a 4 mL. Tras
la incubacién a 37 °C durante cinco minutos, se
anadi6 1 mL de T-BOOH 1.25 mmol precalentado
y se volvié a incubar por cuatro minutos mas. Al
final de ese periodo se recuperé 1 mL y se le ana-
dieron 4 mL de acido fosférico (High Purity de
México), se centrifugé a temperatura ambiente, y
a 2000 x g durante 10 minutos. Se recuperaron 2
mL del sobrenadante y se le anadié 2 mL de
Na,HPO, 400 mmol y 1 mL del reactivo de DTNB.
La absorbencia se midi6 a 412 nm. Los blancos y
los estandares se prepararon de manera similar.
La actividad de GSH-Px se expres6 como U/mg de
proteina.

Determinacion de la produccion de 6xido ni-
trico (NOx). La medicién de NOx se realizé me-
diante la determinacion de la cantidad total de
nitritos (NO?%"), que son los productos estables
del metabolismo de NO en el liquido seminal. Se
utilizé el reactivo de Griess (solucién acuosa de
sulfanilamida al 1% y naftilenetilendiamina al
0.1% en H,PO, (al 2.5%, JT Baker), el cual for-
ma un croméforo estable con NO?%, y que absor-
be a 546 nm.'® La curva de calibracién se hizo
con diferentes concentraciones de nitrito de sodio
disuelto en NaCl al 0.9%.

Determinacion de la peroxidacion lipidica
(MDA). El malondialdehido es el producto final
de la peroxidacién de los acidos grasos y un
marcador de la actividad de los radicales libres.
Para la medicion de la concentracion de peroxi-
dacién lipidica en espermatozoides se utilizé el
método del acido tiobarbitiarico (TBA) descrito
por Wade y van Rij.!® Aunque el TBA no sélo se
limita a la mediciéon del MDA, es el método mas
empleado para determinar la oxidacién lipidica
y por lo tanto el estrés oxidativo. En resumen,
a 2 x 107 células esperméticas se les afiadieron
200 uL de acido tricloroacético al 25%, y se in-
cubaron a 4 °C durante 15 minutos, posterior-
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mente se centrifug a 4 °C, 5000 x g durante 3
min, y el sobrenadante (100 uL) fue neutraliza-
do con NaOH (JT Baker) 4 M. A 1 mL de la so-
lucion anterior se le adicioné 1 mL de TBA
(Acros Organics, Bélgica) al 0.7 % y se incub6
a 90 °C durante 60 min. La reaccién de color se
midi6 espectrofotométricamente (532 nm) en la
fase organica (1-butanol). Se utilizé al tetrame-
toxipropano como estandar. La concentracién
de MDA (medido como sustancias reactivas al
acido tiobarbitirico, TBAR) se calcul6 como
pmol/L.

* Analisis estadistico. El analisis estadistico, me-
dia, desviacion estandar y prueba de ¢ de Student
se realiz6 utilizando el programa de computo Ins-

Cuadro 1. Caracteristicas de los voluntarios en estudio

No. de sujetos 43*

Edad (afios) 33.44 + 6.61 (rango 23 a 47)
Temperatura corporal (axilar) 36.8+0.3

Estatura (m) 1.68 £ 0.41

Peso (kg) 74.66 +6.52
Presion arterial sistolica 110+ 19

Presion arterial diastolica 8112

. El nimero inicial de voluntarios fue de 45; sin embargo, dos de ellos se
eliminaron por presentar anormalidades en el espermiograma, uno con
hematospermia y otro con hipospermia. Los valores se presentan como
la media * una desviacion estandar.

Cuadro 2. Resultados del espermiograma en sujetos aparentemente
sanos.

Variable Valor*

Volumen (mL) 2.93+0.09
pH 7.763 £ 0.031
Espermatozoides (108/mL) 89.54 +3.48
Movilidad (%) 62.5+13.2
Vitalidad (%) 79.84 £1.34
Leucocitos (10%/mL) 0.60 £0.15

*: Media + una desviacion estandar.

tat (V 2.03, GraphPad Software, San Diego, CA.
USA). Se consideré como estadisticamente signi-
ficativo al valor de P < 0.05.

RESULTADOS

En este estudio sé6lo se incluyeron las mues-
tras seminales normales, con al menos un volu-
men de 2 mL, una concentracién de 20 x 10°
espermatozoides/mL o mayor, una movilidad de
50% o mas, y aspecto morfolégico normal del es-
permatozoide del 30% o mas siguiendo los crite-
rios de la OMS.3

En todas las muestras estudiadas, no se encon-
traron leucocitos (menos de 0.8 x 10°) de tal forma
que pudieran alterar las mediciones en los marcado-
res de oxidacién o antioxidacion.

En el cuadro 1 se muestran la media y la desvia-
cion estandar de las caracteristicas de los sujetos
que participaron en este estudio. Se observé homo-
geneidad entre edad, estatura, peso y presiones arte-
riales. En la exploracion fisica todos los sujetos se
encontraban en aparente buen estado de salud, bien
hidratado y nutrido.

En el cuadro 2 se presentan la media y desviacion
estandar del volumen, pH, densidad, vitalidad y mo-
vilidad espermaticas. Los valores de tales medicio-
nes se encuentran dentro de lo que se considera
normal.?

Las concentraciones de SOD y MDA tanto en el
liquido seminal como en los espermatozoides fue-
ron similares, SOD 0.43 = 0.09 U/mg prot. en li-
quido seminal y 0.45 * 0.07 U/mg prot. en
espermatozoides, y MDA 0.33 + 0.07 nmoles/mg
prot. y 0.37 = 0.10 nmoles/mg prot. en liquido se-
minal y espermatozoides, respectivamente. Con
respecto a la GPx, estd aumentada casi 13 veces
mas en los espermatozoides (2547.77 + 48.59 U/
mg prot.) que en el liquido seminal (197.54 =+
25.21 U/mg prot.). E1 NOx también se incrementa
ligeramente en los espermatozoides (4.45 *+ 0.43
pmol) cuando se compara con el liquido seminal
(3.91 £ 0.16 umol) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores de antioxidantes y prooxidantes en el semen de sujetos aparentemente normales.

Liquido seminal* Espermatozoides™ P
SOD (U/mg prot) 043 + 0.09 045 + 0.07 0.2533
GPx (U/mg prot) 19754 + 25.21 2547.77 + 4859 <0.0001
MDA (nmoles/mg prot) 0.33 £ 0.07 0.37 £ 0.10 0.0345
NOX (M) 391 £ 0.16 445 + 043 <0.0001

*: Media + una desviacion estandar.
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DISCUSION

Aunque existe una gran cantidad de estudios so-
bre el efecto de los pro y antioxidantes en el plasma
de los humanos sanos, se ha explorado poco en
otros fluidos biolégicos. El papel de las ERO y los
antioxidantes en el semen esta en estudio por diver-
sos investigadores, particularmente por los grupos
dedicados al estudio de la fertilidad humana. Sin
embargo, no encontré ningtn estudio efectuado en
humanos sanos en Latinoamérica.

En este trabajo se han examinado pacientes con
fertilidad probada, varios investigadores?%21:23.24 du-
rante los tUltimos anos, han propuesto que el estrés
oxidativo es uno de los mediadores responsables de
la disfuncion espermatica debido a una elevada can-
tidad de leucocitos en el semen, en este trabajo nin-
guna de las muestras estudiadas present6 leucocitos
en numero tal que podria estar modificando los valo-
res de los marcadores analizados.

Se ha demostrado que las células germinativas son
capaces de producir por ellas mismas sustancias como
el 6xido nitrico, peréxido de hidrégeno, anién supe-
réxido y radicales hidroxilos.!”1° También se ha pro-
puesto que la infertilidad primaria, en algunos
sujetos, se debe a cambios importantes en el balance
oxidativo del semen. Iwasaki y Gagnon?’ mencionan
que las ERO se encuentran alteradas en 40% de los
hombres con infertilidad en tanto que Agarwal, et al.?
senalan que es en 25%. Sin embargo, las ERO son
también necesarias para mantener la homeostasis en
el organismo. Las ERO son necesarias para conservar
la fisiologia normal del espermatozoide, tales como hi-
peractivacién, capacitacién y reaccién acrosomal.?!

En este trabajo se presentan los resultados de al-
gunos marcadores de oxidacion-antioxidacién en el
semen de sujetos aparentemente sanos. La justifica-
cion para este trabajo se basa en que, en condiciones
normales, existe un equilibrio entre la produccion de
radicales libres y la produccion de agentes antioxi-
dantes en el tracto reproductivo del humano, lo que
sugiere que tanto las sustancias oxidantes como an-
tioxidantes juegan un papel importante en la fun-
cion espermatica como la capacitacion, la reaccion
acrosomal y la fusién del espermatozoide con el 6vu-
l0.22 Se ha sugerido que las concentraciones eleva-
das de las ERO resultan en la destruccién de la
capacidad antioxidativa de los espermatozoides y del
liquido seminal, lo que causa el llamado estrés oxi-
dativo.” También se ha demostrado que el elevado
contenido de acidos grasos polinsaturados de las
membranas plasmaticas de los espermatozoides es
muy susceptible de sufrir lipoperoxidacién.?3-24

Existe evidencia experimental donde se demuestra
que el dano oxidativo juega un importante papel en
las membranas de los espermatozoides en animales
de laboratorio y en el humano, y que pudiera ser
causa o al menos ser parte de la infertilidad masculi-
na. El malondialdehido (MDA) es un producto final
estable de la peroxidacion lipidica y por lo tanto pue-
de ser utilizado como un marcador indirecto de la
acumulacién de peréxidos lipidicos.?526 Se ha demos-
trado que las ERO inducen apoptosis en los esperma-
tozoides?”?? y aceleran la muerte por apoptosis en la
criptorquidia.3°

Con base en los antecedentes bibliograficos y con
los resultados de este trabajo se puede justificar que
se soliciten las mediciones de superéxido dismutasa,
glutatién peroxidasa, malondialdehido y 6xido nitri-
co en el semen de sujetos con hipofertilidad primaria
o secundaria. Tal vez con una terapéutica antioxi-
dante se mejore la capacidad fecundante del semen
de los pacientes con este tipo de alteraciones.
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